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Ozet

Hematopoetik kok hiicre naklinin (HKHN) en 6nemli komplikasyonu graft versus host hastaligi (GVHH) veya graft yetmezligidir. GVHH’da en 6nemli belirleyici
faktorler alici ve verici arasindaki doku antijenleri uygunlugu (“HLA matching”), mindr histokompatibilite antijenleri (mHAg), yas, cinsiyet farklilig1, verici gebelik
sayisidir. mHAg, HKHT 6neminin ortaya ¢ikmasi bu antijenlerin daha ¢ok arastirilmasina neden olmustur. Bu antijenlerden biri HA-1"dir ve HLA uyumlu kardesler
arasi nakillerde HA-1 uyumsuzlugunun GVHH ile iligkili oldugu gésterilmistir. Calismanin amact; HKHT yapilmis hasta ve verici HA-1 genotipleri ile GVHH arasindaki
iliskiyi arastirmaktir. 1998-2004 yillar1 arasinda tani1 ve tedavileri yapilan hastalarda HA-1 lokusunu ¢alistik. HA-1 tiplemesi i¢in PZR (polimeraz zincir reaksiyonu)
ile diziye 6zgii primerler kullanilarak 20 HLA-A2 pozitif HKHN alicist ile vericilerinden 40 6rnek analiz edildi. Alicilarda RR, RH ve HH genotiplerinin siklig1 sirast
ile %35, %45, %20 ve vericilerde ise %35, %65, %0 saptand1. 20 hastadan 4’t (%20) GVHH evre II ve III idi. GVHH’li yalnizca 2 hastada alic1 ve verici arasinda
HA-1H uyumsuzlugu vardi. mHAg’ler; 20 alici/verici ¢iftinin 8’inde uyumsuz bulunurken mHAg ile GVHH arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski saptanamadi.
Anahtar Kelimeler: Hematopoetik kok hiicre nakli, mindr antijen, graft versus host hastaligt

Abstract

The major complication of hematopoetic stem cell transplantation (HSCT) is graft-versus-host disease (GVHD) or graft. HLA incompatibility increases the frequency
of GVHD. On the other hand, the risk is still available despite full matched HLAs, which may be related with non-HLAs or minor antigens. One of these minor antigens,
HA-1 alelic incompatibility has been shown to be associated with GVHD in HLA-identical sibling transplants. The HA-1 is an HLA-A*0201 restricted non-peptide,
which derives from the cleavage of a protein encoded at chromosome 19. There are two aleles of HA-1 created by a polymorphism at position 504 that results in either
Histidine  (HA-1H) or Arginine (HA-1R). The aim aof the study is investigate the relationship between HA-1 and GVHD. We retrospectively examined the HA-1
locus in patients diagnosed and treated between 1998-2004. We used PCR-SSP for typing HA-1. Forty samples from 20 HLA-A2 positive HSCT (BMT, n=3 ; PBSCT,
n=17) recipients and their donors were included in our study. The frequencies of the three possible genotypes RR, RH, HH were 35%, 45% and 20%, respectively, in
recipients and 35%, 65% and 0% in donors. Four of the 20 patients (20%) were determined as having evre II or III GVHD. There is HA-1H incompatibility between
donor and recipient only in two patients with GVHD. mHAgs were found to be incompatible in 8 out of 20 recipient/donor pairs.
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GIRiS

Hematopoetik kok hiicre nakli (HKHN), hematolojik habis
hastaliklar i¢in 6nemi gittikge artan bir tedavi seklidir. Bununla
birlikte HLA uyumlu HKHN, siklikla GVHH veya graft
yetmezligi gibi komplikasyonlar ile sonuglanmaktadir (1,2).
HLA uygun HKHT serilerinde akut GVHH siklig1 %15-45
arasinda bildirilmektedir (3).
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Bu komplikasyonlarm, HLA smirli T lenfositlerinin tanidig:
mindr histokompatibilite antijenlerince (mHAg) baslatildig1
disiiniilmektedir (4).

Bunun disinda yas, cinsiyet farklilig1 ve verici gebelik
sayist da GVHH gelisiminde etken faktorlerdir. mHAg leri,
Snell ve arkadaslar: tarafindan 1940 yillarinda ilk kez
tanimlanmis (5) ve 1966 yilinda kemik iligi transplantasyonu
yapilan HLA uyumlu kardeslerde, mHag (6) ve H-Y aracili
immin reaksiyonlar gosterilmistir (7). Bu antijenler, Major
Histokompatibilite Kompleksi (MHC) molekiiliinii kodlayan
genler disindaki (otozomal ve cinsiyet) genler tarafindan
kodlanir ve mHAg’leri, polimorfik olan antijenlerdir.
Proteozomlarda peptid pargalarina doniiserek immiinolojik
peptidler olarak antijen sunan hiicreler ile T lenfositlerine
sunulurlar. mHAg’lerindeki uyumsuzluk, HLA uyumlu
kardeslerde HKHN sonras alicilarda akut GVHH gelismesini
saglar.
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Yapilan ¢aligmalar, kemik iligi nakillerinde alici-verici
arasindaki mHAg HA-1 uyumsuzlugunun GVHH ile iliskili
oldugunu gostermistir (8).

Genel olarak minor H antijenlerini kodlayan lokuslar
bialeleiktirler ve mHAg HA-1, HLA-A*0201 alelli ile sinirli,
peptid olmayan ve 19 kromozom iizerinde kodlanan bir
proteinin yariklanmasi ile olusan molekiildir. 504
pozisyonundaki Histidin (HA-1H-immiinojenik) veya Arginin
(HA-1R- non-immiinojenik)’e bagl olarak iki alelli vardir.
Genetik siklig1 degisken olup, farkli genotipler birbirinden
bagimsiz olarak Mendel kurallart ile gegerler (9,10). Calismanin
amaci; HKHT yapilmis hasta ve vericilerin HA-1 genotipleri

saptamak, uyumlu ve uyumsuz genotipler tastyanlar ile nakil
sonras1 ortaya g¢ikabilecek GVHH arasindaki iliskiyi
arastirmaktir.

GEREC VE YONTEM
CALISMA GRUBU

1998-2004 yillar1 arasinda (Istanbul Tip Fakiiltesi ¢
Hastaliklart AD, Hematoloji Bilim Dali’nda) tan1 ve tedavileri
yapilan 20 kok hiicre nakli olan hasta (Kemik iligi nakli-BMT,
n=3; Periferik kan kok hiicre nakli-PBSCT, n=17 ) ile onlarin
HLA uyumlu vericileri ¢alismaya alindi. Hastalarin E/K orani
11/9, yas ortalamalar1 34.55 iken vericilerin E/K orani 11/9,
yas ortalamalari ise 34.7 idi. Hastalarin hastalik tipi dagilimi
AML:8, ALL:4, KML:6, Aplastik Anemi:1 ve Fanconi
anemisi:1 idi. Caligma grubunun (40 6rnek) mHAg HA-1
tiplemeleri Istanbul T1p Fakiiltesi T1bbi Biyoloji AD’da yapildi.
Orneklerin DNA izolasyonu ethyl trimetil bromid tuzlari ile
denatlirasyon ve presiptasyon yontemi ile izole edildi (11).
Tiim hastalarda GVHH proflaksi ayni idi (siklosporin ve
metotreksat) ve ayni antimikrobiyal proflaksi verildi. iki verici
hari¢ digerleri hastalarin kardesiydi (biri HLA uyumlu aile
tiyesi digeri ise hastanin ikizi idi).

Tablo 1. PCR-SSP HA-1 kiti.

MINOR ANTIJEN TiPLEMESI

mHA-1 tiplemesi i¢in polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)
yontemi ile diziye 6zgil primerler (sequence spesific primer-
SSP) kullanildi (PCR-SSP kiti -One lamda Inc). HA-1
antijeninin iki alellinin tanimlandig1 alanlar tablo 1’de
goriilmektedir. Her bir PCR reaksiyonu i¢in 100 ng genomic
DNA kullanilarak 10.51’de amplifikasyon yapildi. Dongii
kosullari; 96°C de 130 sn, 63°C’de 1 dk (1 dongii); 96°C de
10 sn, 63°C°de 60 sn (9 dongii); 96°C’de 10 sn, 59°C°de 50
sn (20 dongii) ve 729C°de 30 sn olarak uygulandi. Amplifiye
edilen PCR driinleri %2’lik agaroz-gel elektroforezinde
yiirtitiildiikten sonra UV transilluminator’de gériintiilendi.

BULGULAR

Alict ve verici arasindaki HA-1 uyumsuzlugu, 20
alict/verici ¢iftinin 8 (%40)’inde saptand1. Evre II-IV GVHH
gelisen 4 hastanin sadece 2 (%50)’sinde HA-1 uyumsuzlugu
bulundu (Tablo 2). RR, RH ve HH genotiplerinin siklig1
alicilarda sirasi ile %35, %45, %20; vericilerde ise %35, %65,
%0 belirlendi (Tablo 3).

TARTISMA

GVHH gelisimi tizerine mHAg uyumsuzlugunun etkisi
en iyi HLA uyumlu kardes ¢iftleriyle yapilan ¢aligmalarla
anlastlmistir (8). HA-1 lokusundaki uyumsuzlugun, aGVHH
gelisimi i¢in potansiyel bir risk faktorii oldugu Goulmy ve
arkadaslarinin yaptig1 calismalarda belirtilmis ve ayrica
aGVHH’1i hastalarin periferik kanlarinda HA-1 spesifik
sitotoksik T lenfositlerinin yiikseldigini de gostermislerdir

(12).

Aleller 5’tanimlanma alani
HA-1H (Histidin) 345ACACT349
HA-1R (Arginin) 345ACACT349

3’ tamimlanma alani Biiytikliigi
500CTGCA504 190bp
500TTGCG504 190bp
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Tablo 2. HKHN olan 20 alici/verici gifti

HA-1 aleli

Alci Verici aGvHH Ex
Cift 1 (BM) RR RR --- + (Tx-R)*
Cift2 (PB) HR HR - —
Cift 3 (BM) HR HR --- ---
Cift4 (PB) HR HR --- + (Tx-R)
Cift 5( BM) HH HH + -
Cift 6 (PB) RR RR + (Tx-R)
Cift 7 (PB) HH HR ---
Cift 8 (PB) HR HR + + (Tx-R)
Cift 9 (PB) RR HR --- + (Tx-R)
Cift 10 (PB) RR RR ---
Cift 11 (PB) HR RR --- + (Tx-R)
Cift 12 (PB) HH HR -—- + (Relapse)
Cift 13 (PB) RR RR + -
Cift 14 (PB) RR HR +
Cift 15(PB) HR HR --- ---
Cift 16 (PB) HR RR - + (Relapse)
Cift 17 (PB) HR HR --- + (Relapse)
Cift 18 (PB) HR HR --- ---
Cift 19 (PB) RR RR --- ---
Cift 20 (PB) HR HR - -

Graft versus losemi (GVL) etkisinin diizenlenmesi
allogeneik kok hiicre transplantasyonlarinda en 6nemli
konulardan birisidir. GVHH baskilanirken, ayn1 zamanda
GVL/T etkisini uyarmak gerekmektedir. Bu noktadan yola
cikarak HA-1 gibi minor H antijenlerine kars1 CTL’leri
uyarmak yararli olabilir (13).

Kirsher ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada, GVHH
goriilmediginde, HA-1 spesifik T hiicrelerinin GVL aktiviteden
sorumlu olduklarini gostermislerdir (14). Tseng ve
arkadaglarinin yaptig1 bir calismada ise; HA-1 uyumsuz
ciftlerde, evre II-IV aGVHH nin gelisme riskinin 2.5 kat arttig
bildirilmistir. Ayni1 ¢alisgmada GVHH riskinin yetiskinlere gore
genc hastalarda daha az oldugu belirtilmistir (8).
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Calismamiza 20 yetiskin alici/verici ¢ifti dahil edilmistir.
Bu 20 hastanin, 4’tinde aGVHH gelismis ve bu 4 hastanin da
2’sinde HA-1 uyumsuzlugu saptanmistir.

Bu calisma grubunun 20 nakil hastast ve vericileri
degerlendirildiginde saymin yetersiz olmasina ragmen HA-1
uyumsuzlugu olan 8 hastanin %50’sinde GVHH ortaya
cikmistir. HA-1 uyumsuzlugu ve aGVHH arasinda anlamli
bir iliski saptanmamuistir.
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Tablo 3. Genotiplerin siklig1.

HA-1 genotipi Alier (%) Verici (%)
RR 35 35
RH 45 60
HH 20 -

Sonug olarak, mHAg saptanmasi, mHAg’lerine karsi
immiin cevabin aydinlatilmasinda, GVHH riskinin, en uygun
vericinin ve hematolojik habis hastaliklarda adoptif
immiinoterapinin belirlenmesinde 6nemli bir belirtegtir.
Literatiirdeki ¢aligmalarda caligmaya katilan hasta sayisinin
arttirilmasinin sonuglari anlamli kilacagi disiincesindeyiz.

Kemik iligi transplantasyonlarinda hasta ve vericinin minor
antijen uyumsuzlugunun nakil sonrasi sag kalimi azalttig1 ve
akut yada kronik GVHD’yi arttirdig1 bilinmektedir.

KAYNAKLAR

1.Mats R, Ulla P, Dan H, Olle R. An association between
human leucocyte antigen alleles and acute and chronic graft-
versus-host disease after allogeneic haematopoietic stem cell
transplantation. BrJ Haematol. 2002;119:751-9.

2.Rufer N, Starobinski M, Chapuis B, Gratwohl A, Jeannet
M, Helg C, Roosnek E. Clinical consequences of sensitisation
to minor histocompatibility antigens before allogeneic bone
marrow transplantation. Bone Marrow Transp. 1998;22:895-
8.

3.Horowitz MM, Gale RP, Sondel PM, et al. Graft-versus-
leukemia reactions after bone marrow transplantation. Blood.
1990;75:555-62.

4.Dolstra H, Fredrix H, Maas F, Coulie PG, Brasseur F,
Mensink E, et al. A human minor histocompatibility antigen
specific for B cell acute lymphoblastic leukemia. 1999;189(2):
301-8.

5.Snell GD. Methods for the study of histocompatibility genes.
J Genet. 1948;49:87-103.

6.Graf RJ, Hildemann WH, Snell GD. Histocompatibility
genes of mice. VI. Allografts in mice congenic at various non-
H2 histocompatibility loci. Transplantation. 1966;4:425-37.

7.Goulmy E, Termijtelen A, Bradley BA, van Rood JJ.
Alloimmunity to human H-Y. Lancet. 1976;ii:1206.

8.Tseng L, Lin M, Hansen J. Correlation between disparity
for the Minor Histocompatibility Antigen HA-1 and the
development of acute graft-versus-host disease after allogeneic
marrow transplantation. Blood. vol 1999;94:2911-2914.

9.Haan JM, Meadows LM, Wang W, Pool J, Offringa R, Hunt
DF, et al. The minor histocompatibility antigen HA-1: A
diallelic gene with a single amino acid polymorphism. Science.
1998;279:1054.

10.Goulmy E. Human minor histocompatibility antigens: new
concepts for marrow transplantation and adoptive
immunotherapy. Immun Rev. 1997;157:125-40.

11.Gustincich S., Manfiolett G., Del Sal G., Schneider C. and
Carninci P. A fast method for high-quality genomic DNA
extraction from whole human blood. Bio Techniques.
1991;11:298-302.

12.Goulmy E., Schipper R., Pool J et al. Mismatches of minor
histocompatibity antigens between HLA identical donors and
recipients and the development of graft-versus-host disease
after bone marrow transplantation. New Engl ] Med.
1996;334:281-5.

13.Tanaka J. Target antigens for graft-versus-host disease
(GVHD) and graft-versus-leukemia/tumor (GVL/T). Nippon
Rinsho. 2003;61(9):1512-9.

14 Kircher B, Wolf M, Stevanovic S, Rammensee HG,
Grubeck-Loebenstein B, Gastl G, Nachbaur D. Hematopoietic
lineage-restricted minor histocompatibility antigen HA-1 in

graft-versus-leukemia activity after donor lymphocyte infusion.
J Immunother. 2004;27(2):156-60.

Gaziantep Tip Dergisi 2008, 1-4



