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Debreceni Egyetem Orvos- és Egészségtudomdnyi Centrum, Szemészeti Klinika (igazgatd: Berta Andrds)' és

a Debreceni Regiondlis Vérelldté Kozpont (igazgaté: Medgyessy Ildiké)? kozleménye

A HLA-tipizalas technikdja szaruhartya-atiiltetés esetén

TOTH ENIKO,! STENSZKY VALERIA,> BERTA ANDRAS,! MODIS LASZLO!

Célkitilizés: Bevezetni és gyakorlattd tenni a donorok és recipiensek szoveti, HLA-antigénjeinek meghatdrozdsdt a
szaruhdrtya-dtiiltetések kapcsdn.

Betegek és médszerek: A Debreceni Szervkivételi Team munkacsoportjdval egyiittmitkddve multiorgan dondcidé sordn
a szaruhdrtydkat corneoscleralis excisioval tdvolitottuk el. A transzplantdcios vdrolistdn szerepld betegek és a donor
cornedk HLA-antigénjeit vizsgdltuk. A HLA-A, -B, -C antigének meghatdrozdsdt szerologiai modszerrel végeztiik,
Terasaki-féle limfocitotoxicitdsi mikrotesztet haszndlva. A HLA-DR, -DQ antigéneket DNS-mddszerrel, PCR-DNS-
SSP technikdval hatdroztuk meg.

Eredmények: Jelen tanulmdnyban 30 multiorgan donor és ezzel pdrhuzamosan 54 recipiens HLA-tipizdldsdt végeztiik
el. A betegek koziil 50 a magas, 4 a normdl rizikoju csoportba tartozott. A szaruhdrtya-dtiiltetéseknél szerepet jdtszo
HLA-A, -B, -DR lokuszokon lévd antigéneket figyelembe véve 23 tipizdlt beteg (15 nd és 8 férfi, dtlagéletkor 59,13+10,7
év) kapott ismert szoveti antigenitdsu cornedt.

Kovetkeztetések: A HLA-rendszer extrém polimorfizmusa miatt az azonos vagy kidzel azonos szovetek beiiltetésének
esélye alacsonynak mondhaté. Ezért a tipizdlt betegek szamdnak novelése sziikséges.

Kulesszavak: szaruhdrtya-dtiiltetés, HLA-tipizdlds, szerologiai modszerek, PCR

Technique of HLA-typing in corneal transplantation

Aims: To introduce and apply donor and recipients HLA tissue typing in everyday practice in corneal
transplantation.

Patients and methods: In co-operation with the ”Organ Harvesting Team of Debrecen” in situ corneoscleral excisions
were performed during multiorgan donation. The HLA antigens of the patients on the corneal transplantation waiting
list and donor corneas were examined. Serological methods were used to asses HLA-A, -B, -C loci antigens, using
the Terasaki’s lymphocytotoxicity microtest. The HLA-DR, -DQ antigens were determined by genetic methods using
PCR DNA-SSP techniques.

Results: In this study HLA typing was performed in 30 multiorgan donors and in 54 recipients. Fifty patients belonged
to the high-risk and 4 patients belonged to the low risk group. HLA-A, -B, -DR antigens play an important role in
corneal transplantation, and 23 patients (15 women and 8 men, mean age 59.13+10.7 years) received HLA matched
grafts.

Conclusions: Due fo the extreme polymorphism of the HLA system and to the limited number of donor and recipient
pairs, the possibility for good-matched grafts is rather low. For such reason increasing the number of HLA typed
patients is necessary.

Key words: corneal transplantation, HLA matching, serology techniques, PCR

Egy évszdzaddal az els§ sikeres keratoplastica utdn (1906)
a transzplantatum tudlélése szempontjadbdl még ma is nagy
probléma az immunreakcié kialakulasa, és az ezt kovetd
rejekcié. A keratoplastica prognézisa szempontjabdl a ma-
gas rizikdju csoportban atlagosan 70-75%-ban alakul ki
immunoldgiai reakcid, mig a normadl rizikdji csoportban
is eléri a 15-18%-ot.* Amennyiben a beteg cornedja tobb
kvadransban erezett, vagy ismételt keratoplasztikara keriil
sor, az esetet a transzplantacié kimenetele szempontjabol
magas rizikGju (dn. ,,high-risk”) csoportba soroljuk.? Ebben
a csoportban a kilokddés veszélye nagyobb, a graft tilélési
ideje csokkent, mivel a beteg szervezetében az erezettség
mértékével az immunreaktiv sejtek szdma szignifikdnsan
nd. Annak, hogy a recipiens szervezete részér6l nagyobb
foku toleranciat érjiink el, biztositva ezzel a donor cornea
hosszabb talélését, két f6 eszkOze van.

Az egyik az immunszuppressziv terdpia alkalmazasa,
amivel napjainkban sem tudjuk teljes mértékben elGsegite-
ni az idegen szovet elfogaddsat, elnyomni a HLA (human
leukocita A-lokusz) transzplantdciés antigének hatdsat. A
megel6z6 transzplantdciok, transzfuzidk, terhességek, au-
toimmun betegségek eredményeként a betegek szervezeté-
ben HLA-antigének ellen képz6dott ellenanyagok jelenhet-
nek meg, amelyek heves immunvalaszt valthatnak ki. Ez
nagy dozisi immunszuppressziv kezelést tesz sziikségessé,
amelynek a szervezetre szdmos kéros mellékhatdsa van.!
Raadasul, ezeknek a szereknek csak a beiiltetést kovets elsd
évben van meghatdrozé szerepiik. A masik eszkoz a rejekcid
megel6zésére, megakadalyozdsara HLA-kompatibilis graf-
tok beiiltetésével biztosithats.”!3

Célunk az volt, hogy a Debreceni Szembank tevékeny-
ségét szélesitve bevezessiik a donorok és a recipiensek
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HLA-antigénjeinek meghatarozasat, csokkentve ezaltal a
transzplantatumok immunoldgiai rejekcidjat és elGsegitve a
beiiltetett szaruhartya tilélését.

Betegek és médszerek

A Debreceni Cornea Bank és a regiondlis transzplantdcios
munkacsoport egyiittmiikodése

Els6 1épésként a hivatalos nevén Debreceni Szervkivételi Team (Hunga-
rotransplant Kht.) munkacsoportjdval vettiik fel a kapcsolatot és alaki-
tottunk ki egyiittmtikodést. Erre a feladatra, hasonléan a vesedondciés
munkacsoport szervezettségéhez, koordindtori poziciét alakitottunk ki a
Debreceni Cornea Bankban is. Megszerveztiik a két koordindtor kozotti
szoros és dllandé kommunikdciét. Multiorgan dondcid, illetve riadé esetén
a Debreceni Szembank is értesitést kap és a két transzplantaciés munka-
csoport egyiitt vonul a helyszinre (legtobbszor egy mentSautéban).

Donorok és recipiensek HLA-tipizdldsa

A multiorgan donécidk sordn — eurépai uniés normak szerint is kotelezGen
— az 4ltalunk corneoscleralis excisiéval eltdvolitott szaruhdrtydk'® HLA-
antigénjeinek meghatdrozdsat a Debreceni Regiondlis Vérellaté Kozpont
akkreditdlt HLA-Laboratériumdban végeztiik. A HLA-A, -B, -C anti-
gének meghatdrozdsa szeroldgiai, a HLA-DR antigének meghatdrozdsa
molekuldris biol6giai mddszerekkel tortént.
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1. dbra. A HLA-A, -B, -C antigének meghatdrozdsdhoz
haszndlt szerologiai modszer elve.

A beteg vérébdl szepardlt fehérvérsejteket a Terasaki-
tdlca mélyedéseibe helyezziik, ahol mdr eldzetesen
definidlt sorrendben a specifikus tipizdlo savok panelje
van. Amennyiben a beteg HLA-B antigén tipusa 27-
es és a tdlca mélyedésében anti-HLA-B27-es tipusi
savo taldlhato, antigén-antitest reakcio kovetkeztében
kdrosodik a sejthdrtya. A sériilt sejtmembrdnon keresztiil
bedramlo festék a tesztreakcio pozitivitdsdt mutatja,
igazolva a beteg HLA-B27-es antigéntipusdt (dbra jobb
oldala). Amennyiben az ellenanyag tipusa nem egyezik
meg a beteg HLA-antigén-tipusdval, nem alakul ki
antigén-antitest reakcio, a sejthdrtya nem sériil, a sejt
nem festédik, a tesztreakcio negativ (dbra bal oldala)
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Vizsgdlataink sordn a corneatranszplantdciés vardlistdn szerepld be-
tegek HLA-tipizdldsét is elvégeztiik, részben prospektiv, részben retros-
pektiv médon.

HLA-A, -B, -C lokusz antigénjeinek meghatdrozdsa
szeroldgiai modszerrel

Az antigének kimutatdsahoz a Terasaki-McLeland-féle limfocitotoxicitasi
mikrotesztet hasznaltuk (/. dbra).'

A modszer elve

A savéban 1év§ citotoxikus ellenanyag komplement jelenlétében kédro-
sitja a sejtszuszpenzidban 1évé limfocitdkat. Az antigén-antitest reakcid
kovetkeztében karosodik a sejthartya, permeabilitdsa fokozddik, az ép
sejtbe be nem juto festékanyag szdmara atjarhatova valik, a sejt festddik.
A sejtek pusztuldsdnak jeleként faziskontraszt inverz mikroszkoppal a sejt
nagymértékd megduzzaddsa, a riboszomdk eltiinése, a mitokondriumok

fragmentdacidja is megfigyelhetd.
A moddszer alkalmazasa

A Debreceni Szembank vérdlistdjan szerepl$ betegektSl 20 ml vért vet-
tiink, ebbdl limfocitaszuszpenziét készitettiink. Donorok HLA-tipizadla-
sandl 1épbdl vagy nyirokcsomébdl szepardlt sejteket hasznédltunk. EbbdSl
mikropipettdval a Terasaki-féle tdlca (Biotest ABC 72, INNO-TRAIN
ABC 72) 1 pl antitesttartalmu savdjahoz 1 pl (3000/mm sejtszamu) sze-
paralt T-limfocitat adtunk. Inkubdlds utdn azok az antitestek kotGdtek a
sejtekhez, amelyek specifitdsa a sejteken kifejezésre juttatott HLA alloti-
pusnak megfelelSek voltak. A keverékhez 5 pl nytilkomplementet adtunk,
inkubdltuk, eozin-Y-nal festettiik, néhdny perc elteltével formaldehiddel
(pH 7,2) fixéltuk, majd az eredményt értékeltiik. Minden alkalommal ne-
gativ és pozitiv kontrollt is végeztiink.

A vizsgélat értékelése

A talcat faziskontraszt inverz mikroszkop ald helyezve a karosodott, azaz
a festett sejtek ardnyétdl fiiggden meghataroztuk a pozitivitds 0—8-ig ter-
jedd erdsségét.

HLA-DR antigének meghatdrozdsa molekuldris biologiai
(PCR) modszerrel

A HLA 1I. osztly antigénjeinek genetikai meghatdrozasa elényosebb,
mint a szeroldgiai: gyorsabb (3—5 dra), pontosabb, jéval tobb altipust tu-
dunk meghatdrozni, a reagensek standardizdlhatok, és a vizsgdlathoz nem
sziikségesek €16 limfocitdk.>®!3

A PCR (polymerase chain reaction) elve

A PCR kiilondsen érzékeny molekuldris genetikai médszer, amely spe-
cidlis DNS-szekvencidk klonozds nélkiili felsokszorozdsira alkalmas.
Vizsgdlataink sordan a PCR DNS-SSP (szekvenciaspecifikus primer) meto-
dikat hasznaltuk. Ismert szekvencidji primerekkel, termostabil DNS-poli-
meraz segitségével tobbszoros ciklusban dtlagosan 200-300 nukleotidbél
allé génszakaszt lehet szintetizdlni. Mindegyik PCR-minta egy bizonyos
HLA-specifitdst vagy -specifitdsok egy csoportjit tartalmazza. A pri-
merekben a vizsgdlt eltérés a primer 3’ végpontjara esik. Amennyiben a
szekvencia a keresett allélnak megfelel, akkor 1étrejon a reakcid, a génsza-
kaszok amplifikdlédnak. Amennyiben nem komplementerei egymasnak,
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amplifikdcié nincs. A felsokszorozott szakaszok agarézgélen megfuttatva,
UV-fény alatt 1athatéva vdlnak: a megfelelS sdvok jelenléte vagy hidnya
megadja a keresett HLA-tipust. Az eredmény j6l dokumentédlhat6, fény-
képezhetd.!?

Standard DNS-izol4l4s teljes vérbdl (pre-PCR teriilet)

EDTA-s kémcsSbe 2-5 ml periférids vért vettiink, majd lefagyasztottuk.
A fagyasztott vérminta felolvasztdsat kovetSen 300 ul teljes vért vittiink
fel a DNS-t kot6 oszlopra (Gentra Generation Capture Column, Gentra
Systems Inc., Kanada). A DNS-tisztit6 és eludl6 oldatok alkalmazdsdval,
tobbszori inkubélds és centrifugédlds utdn az Eppendorf-cs§ aljan 0ssze-
gyils oldat 5—15 pug DNS-t tartalmazott. Amennyiben a DNS-t kozvetle-
niil a tisztitds utdn nem haszndltuk fol, a mintdat —20 °C-on taroltuk.

Polimeraz lancreakci6

A teszt (Biotest HLA-DRB SSP tipizalo kit, Biotest AG., Németorszag)
24 PCR-reakciobol all, amely tartalmaz egy negativ kontrollt is. A sikeres
amplifikdcié bizonyitékaként belsd kontrollok, a névekedési hormon egy
1050 béazisparnyi szakaszai szolgdlnak.

Egy Eppendorf-csébe dsszedllitottuk a ,,master mixet”, mely tartalmaz-
ta a PCR-koktélt, a Taq polimerdazt, desztillalt vizet; ebbdl 10 pl-t mértiink
a negativ kontroll helyére. Ezutdn hozzdadtuk a 60 ul oldatban 1évé DNS-
t, s az igy kapott oldatb6l 10-10 pl-t a PCR-csovecskékbe pipettdztunk,
majd a kit tetejét zartuk, és a DNS-t a primer mixekkel iitogetéssel ele-
gyitettiik. A kiteket Hybaid tipusi Thermocycler késziilékébe helyeztiik.
A lancreakci6 1ényege a kovetkezS. A ketts szdli DNS denaturalédik
(94 °C), majd a két komplementer oligonukleotid hibridiz4lédik az egyes
DNS-szalakhoz gy, hogy egyik az egyikhez, masik a masikhoz kot6d-
jon. Stabilizdlasukhoz az elegyet le kell hiteni (61 °C), és az oligonuk-
leotidokra nagy feleslegben van sziikség. Majd dNTP és DNS-polimeraz
segitségével (72 °C) tj DNS-szdlak szintetizdlédnak. A ciklusok tobbszor
megismétlédnek.

Gélelektroforézis

A PCR-termékeket a késziilékbsl kivéve agarézgélen megfuttattuk (25
percig, 136 mV-on, 65 A-en, sotét helyen), a festéshez etidium-bromidot
hasznaltunk.

Dokumentacid

Az elektroforézis befejeztével az eredményt UV-lampa alatt értékeltiik és
polaroid gélkameraval fényképeztiik (2. dbra).

Ertékelés

A sikeres amplifikdci6 bizonyitékaként kontrollcsikot minden PCR-reak-
ciéban lattunk, fiiggetleniil attdl, hogy volt vagy nem specifikus PCR-
fragment. Pozitiv volt az eredményiink, ha specifikus csik jelent meg a
gélen. A kithez tartozé reakciéséma segitségével megadtuk a minta tipu-
sat, amit az eredménylapon feltiintettiink. A lap aljara rogzitettiik a gélr6l
késziilt fényképet. (A gélen tovafutott termékek méretbeli azonositasat a
felmért molekulastily-standard konnyitette meg. A negativ kontroll helyén
semmit nem lattunk.)
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Eredmények

A jelen tanulméanyban 30 multiorgan donor HLA-tipizalasat
és az adatok feldolgozasat végeztiik el. A donorok atlag-
életkora 43,9+7,6 év volt (16 n6 és 14 férfi). Mint emlitet-
tiik, a szaruhdrtydk eltdvolitdsa ilyen esetekben kizdrdlag in
situ corneoscleralis excisioval torténhet, kovetve az Euré6-
pai Szembank Szovetség (European Eye Bank Association,
EEBA) szabdlyait.>!!

Ezzel parhuzamosan 54, transzplantcids vardlistan sze-
replé beteg HLA-tipizaldsat is elvégeztiik. A recipiensek
koziil — keratoplastica progndzisat tekintve — 50 a magas, 4
a normal rizikdju csoportba tartozott.

Munkank sordn 23 olyan esetrdl tudunk beszamolni,
ahol a HLA-tipizalt beteg ismert szoveti antigenitdsu cor-
nedt kapott a transzplantacié sordn. A betegek atlagéletkora
59,13+10,7 év volt (15 né, 8 férfi). A HLA-A, -B és -DR
antigéneket figyelembe véve az egyezések mértéke a ko-
vetkezd volt: 4 antigén egyezett 3 beteg, 3 antigén 1 beteg,
2 antigén 5 beteg, valamint 1 antigén 6 beteg esetében. A
fennmaradé 8 betegnél, akik szintén ismert HLA-tipusd
szovetet kaptak, csak a kevésbé figyelembe vett HLA-Cw
vagy -DQ antigéneknél volt egyezés.

Megbeszélés

A genetikai kiilonb6z8ségbdl ad6dé immunbioldgiai reak-
ciét az 1940-es években végzett klasszikus bdratiiltetési ki-
sérleteivel Medawar mutatta ki.® A kisérletek egyértelmiien
bizonyitottdk, hogy a genetikailag kozeldllo egértorzsekben
a bértranszplantdtumok sokkal tovdbb maradnak meg, mint
a genetikailag tavolalloké.

A humian MHC-be (major hisztokompatibilitds comp-
lex) a molekuldk olyan polipeptideket kédolnak, melyek
az egyedek individudlis szoveti antigenitdsit biztositjak.
A HLA komplex éltal meghatdrozott sejtfeliileti antigéneket
harom osztalyba soroljuk.® Ezek olyan régidkat jelentenek,
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2. dbra. Egy genetikai modszerrel végzett HLA-DR-
tipizdalds gélképe. A *-gal jelzett vonalak HLA-DR 13,16-
os szoveti antigén pozitivitdsdt jelzik
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amelyek genetikai szarmazasuk, funkcidjuk, biokémiai tu-
lajdonségaik, fenotipikus megnyilvanuldsuk és hatasuk ré-
vén Osszetartoznak.

Az 1. osztaly antigénjeit a HLA-A, -B, -C lokusz génjei
kédoljak, s az MHC-régi6 centromert6l tavolabb esé részé-
ben helyezkednek el. A II. osztdlyt a centromer kozelében
elhelyezked6 HLA-D régi6 (DR, DQ, DP) allélikus génjei
hatdrozzdk meg. Az L. és II. osztdly kozott helyezkedik el a
HLA TIII. osztdly, a minor hisztokompatibilitds géncsoport.
E sejtfelszini glikoproteinek emberben a 6. kromoszéma
rovid karjan taldlhaték, s a humén biolégia legpolimorfabb
rendszerét alkotjdk. A HLA-rendszer extrém polimorfizmu-
sat az adja, hogy minden lokuszon tobb allél van. Jelenleg
az A lokuszon 23, a B-n 49, a C-n 8§, a DR-en 14, a DQ-n
3, a DP-n 6 antigénféleség ismert.!*

A vesedtiiltetés, csontvelG-transzplantacié esetében a
HLA-antigének hatdsa mar jol ismert, bizonyitott: a HLA-
egyezés elGsegiti a transzplantdtum tdlélését.”> A transzplan-
tacids antigének szaruhdrtya-atiiltetésben betoltott szerepé-
r6l azonban még nem alakult ki egységes dllaspont. Elsd
nagy attorésként 1974-ben Newsome és tdrsai bebizonyitot-
tdk, hogy a cornedban is vannak HLA-antigének, miutdn a
cornea epithelsejteibdl, keratocitdkbdl és endothelsejtekbdl
késziilt sejtkultdrdkon kimutattdk jelenlétiiket.'? Az eltérs
eredmények okdt nem is a HLA-antigének kevésbé fontos
szerepével, hanem a kevésbé egységes vizsgalatokkal ma-
gyardzzéak."” Az ellentmondasok okai lehetnek a nem preciz
HLA-tipizalasi metodikak, a kisszamu, nagy heterogenitasu
beteganyagon végzett vizsgidlatok. Mindezek mellett eltérd
posztoperativ immunszuppressziv terdpidban részesiilhet-
tek a betegek, rdaddsul a fent emlitett kiilonb6z6 tanulm4-
nyokban a corneakonzervilds metodikdja, illetve a cornea-
szovetek mindségi kontrollja sem volt egységes, megfeleld.
A nagyszamu betegen végzett egységes vizsgdlatokkal a ti-
pizélds sziikségessége egyértelmiivé tehetd.>!18 A HLA-A,
-B, -C antigének nagy biztonsaggal meghatdrozhatdk szero-
16giai mddszerekkel is, a HLA-DR antigének azonosit4sa-
hoz azonban a pontos és részletes eredményt ad6 genetikai
vizsgalatok ajanlottak.'"® Ahhoz, hogy a tipizdlas eredménye
nemzetkozileg is elfogadhat6 legyen, a vizsgalatokat ellen-
Orzott, akkreditalt laboratériumokban kell végezni.?>!718

Munkénk sordn bevezettiikk a HLA-tipizdlds technikajat
a Regiondlis Vérelldté K6zpont Immunoldgiai Laboratériu-
mdval szorosan egyiittmiikodve. A nemzetkozi ajadnldsoknak
megfeleléen a HLA 1. osztdlyba taroz6 antigéneket szero-
16giai, a II. osztdlyba tarozé antigéneket genetikai médsze-
rekkel hatdrozzuk meg. Létrehoztuk a Debreceni Szembank
koordindtori pozicidjét is; az azt betoltd személy folyama-
tos, szoros kapcsolatban 4ll a Debreceni Szervkivételi Team
koordinétoraval, biztositva a Szembank folyamatos ellatasat
kivalé mindségii szaruhartya donorszovettel.

A HLA-rendszer extrém polimorfizmusa miatt az azonos
vagy kozel azonos szovetek beiiltetésének esélye alacsony-
nak mondhaté. Ehhez a tipizalt betegek szdimdnak novelése
is szlikséges. Lathato, hogy a szembankok tevékenysége a
cornedk konzervdlasan lényegesen tilmutat, az orvoslés te-
riiletén dolgozé tobb munkacsoport egyiittmiikodése sziik-
séges a transzplantdciok eredményesebbé tételéhez.
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