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Duza cze$¢ prezentowanych na sympozjum
wyktadow 1 doniesien dotyczyla swoistych anty-
genow granulocytow (HNA, human granulocyte
antigens), ich nomenklatury i metod wykrywania
przeciwcial do nich skierowanych. Przedstawiono
takze prace, w ktorych opisano patomechanizmy
udziatu granulocytow w odpowiedzi immunologicz-
nej, w tym najgrozniejszego obecnie powiklania
poprzetoczeniowego, jakim jest ostre poprzetocze-
niowe uszkodzenie ptuc (TRALIL, transfusion related
acute lung injury) oraz dowody uczestnictwa tych
komorek w procesach zapalnych.

Zmiany w nomenklaturze antygenow HNA

Podczas sesji Grupy Roboczej ds. Immuno-
biologii Granulocytow dr Bridgette Flesch przed-
stawila aktualng nomenklature antygenow HNA
granulocytow [1]. Zasady nomenklatury zostaly
pierwotnie ustalone w roku 1998 przez Zespo6t ds.
Nomenklatury Grupy Roboczej ds. Granulocytow
Miedzynarodowego Towarzystwa Przetaczania
Krwi (Granunocyte Working Party ISBT). Na prze-
strzeni lat poznane dotychczas antygeny zgrupo-
wano w 5 systeméw HNA. Ze wzgledu na odkrycie
nowych antygenow i alleli genu FCGR3B oraz
ustalenie podioza molekularnego antygenu HNA-3a

Komitet postanowil ponownie oglosi¢ zasady two-
rzenia nomenklatury HNA. Ustalono, ze w nomen-
klaturze — jak dotad — uzywa sie oficjalnej nazwy
genu, po niej wstawiana jest gwiazdka, a nastepnie
dwucyfrowe okresSlenie allelu. Uwzgledniane sg
tylko mutacje w obrebie eksonéw, prowadzace do
zmian aminokwasow w biatku. Nowe allele musza
by¢ potwierdzone przez niezalezne doniesienia
poparte badaniami serologicznymi po$wiadczajacy-
mi obecno$¢ epitopow antygenowych. Nazwy alleli
muszg by¢ zgodne z nazwami rekomendowanymi
przez Human Genome Variation Society (Www.
hgvs.org). Nazwy antygenow zawieraja symbol
uktadu antygenowego przypisany poszczeg6lnym
glikoproteinom, to jest HNA-1, HNA-2 itd. Epitopy/
/fenotypy danej glikoproteiny sa oznaczane matymi
literami, na przyktad HNA-1a i HNA-1b itd.
Wymienione reguly spowodowaly rewizje
nazwy antygenu HNA-2a na HNA-2, gdyz udo-
wodniono, ze jest to izoantygen. Brak ekspresji
HNA-2 wynika z réznych mechanizméw mutacji,
a nie z obecnoSci przeciwstawnego allelu genu
kodujacego glikoproteine CD177. Zatwierdzono tez
2 nowe allele w ukladzie HNA-1: FCGR3B*04, to
jest wariant FCGR3B*01 316(349)G >A, tworzacy
receptor FcyRIIIb rozpoznawany przez przeciw-
ciala anty-HNA-1a i FCGR3B*05, to jest wariant
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FCGR3B*02 244(277)A>G z czeSciowg utratg
ekspresji epitopu HNA-1b (zmiana Asn82Asp),
co u 0s6b z takim wariantem moze skutkowac
immunizacjg wobec antygenu HNA-1b (udokumen-
towano taki przypadek konfliktu matczyno-ptodo-
wego). Oficjalnie do nomenklatury HNA wiaczono
rowniez niedawno opisany przez Reil 1 wsp. [2]
antygen HNA-1d tworzony przez epitop Ala78-
-Asn82, ktory wydaje sie by¢ przeciwstawnym
epitopem do antygenu HNA-1c, gdyz przeciwciata
anty-HNA-1d nie reaguja z receptorem FcyRIIIb
o swoistoSci HNA-1c ani HNA-1a, rozpoznajac
jedynie swoisto§¢ HNA-1b. Obecnie nomenklatura
HNA liczy 9 antygenéw i 11 alleli pogrupowanych
w 5 systemow.

W dalszej czeSci wykladu Flesch rozwazala
znaczenie kliniczne zréznicowania antygenow
HNA-1. Przytoczyla wyniki badan, w ktorych
wykazano zwiazek pomiedzy czestsza zachorowal-
no$cig na agresywng paradontoze u osob z allelem
FCGR3B*02. Okazuje sie, ze neutrofile z ekspresja
antygenu HNA-1b sa mniej efektywne w niszczeniu
bakterii opiaszczonych przeciwcialami niz neutro-
file HNA-1a dodatnie. Z kolei neutrofile z ekspresja
antygenu HNA-1a ulegaja silniejszej aktywacji
1 moga indukowac procesy niszczenia wiasnych
tkanek, na przykltad obecnos$¢ allelu FCGR3B*01
jest czynnikiem ryzyka idiopatycznej fibrozy pluc.
Za to obecno§¢ allelu FCGR3B*03 moze miec
znaczenie ochronne przed malaria, gdyz zdecydo-
wanie czeSciej odnotowuje sie go w populacjach
endemicznych wystepowania malarii (az 8,5% osob
jest tam homozygotami w zakresie tego allelu).
Znaczenie kliniczne moze tez mie¢ kopijno$¢ genu
FCGR3B. Obecnie uwaza sie, ze liczba kopii tego
genu moze sie wahac¢ pomiedzy 0 a 4. Poczatkowe
zalozenia o jego bialleliczno$ci i determinowaniu
przeciwstawnych antygenéw HNA-1a i HNA-1b
zostalo szybko podwazone odkryciem trzeciego
allelu FCGR3B*03, kodujacego antygen HNA-1c,
ktory czesto wystepuje w sprzezeniu z allelem
FCGR3B*01, *02 lub *04. U niektorych osoéb
wystepuje tez calkowita delecja genu FCGR3B.
Wsrod oso6b z mniej niz 2 kopiami genu FCGR3B
wystepuje wzrost ryzyka chor6éb autoimmunolo-
gicznych, miedzy innymi reumatoidalnego zapale-
nia stawow 1 tocznia ukladowego. Prawdopodobnie
patomechanizm tych choréb wynika z niskiej
ekspresji receptora FcyRIIIb, co oslabia wigzanie
sie neutrofili do kompleks6w immunologicznych
1 redukuje proces usuwania tych kompleksow,
dlatego stezenie patologicznych autoprzeciwcial
jest tak wysokie. Ponadto delecja genu FCGR3B
pociaga za soba uszkodzenie regulatorowej sek-

wencji 5’ genu FCGR2C 1 sekwencji kodujacej genu
FCGR2B, innych genéw odpowiedzialnych za eks-
presje receptorow z rodziny FcyR dla fragmentow
Fc immunoglobulin. Udokumentowano wyzsza,
bo az 2-procentowg czestoS¢ genotypu HNA-1
null u 0s6b z chorobami autoimmunologicznymi
w porownaniu z 0,1-procentowg czesto$cig tego
genotypu u osob zdrowych.

Nowe aspekty udzialu granulocytow
w procesach zapalnych

W trakcie pierwszej sesji dotyczacej granu-
locytow skupiono sie na biologii tych komorek.
Wiele prac mialo charakter typowo naukowy, ana-
lizowano w nich miedzy innymi przebieg procesow
zapalnych. S3 to prace wazne z punktu widzenia
immunologii, na ktérych tamach ustala sie role
biologiczng antygenow granulocytow, lecz ich wy-
niki zasadniczo nie maja implikacji praktycznych
dla transfuzjologii. Nie mozna jednak wykluczy¢,
ze te badania beda mogly wskazac, na przyklad, na
mozliwo$ci zapobiegania takim immunologicznym
powiklaniom jak TRALI

Bieber 1 wsp. [3] prezentowali wyniki badan
nad regulacjg udzialu neutrofili w procesach zapal-
nych przez limfocyty T. Badania byly przeprowa-
dzone u myszy i dotyczyty mechanizmu pecherzo-
wego oddzielania sie naskorka z powodu rozwoju
choroby autoimmunologicznej, w ktorej komorkami
efektorowymi sg neutrofile. Przeciwciala wigza sie
do kolagenu typu VII, powodujac wynaczynienie
1 aktywacje neutrofili. Na modelu myszy pozba-
wionych limfocytow T wykazano, ze proces ten
zalezy od dzialania limfocytow T, poniewaz u takich
myszy proces zapalny tkanek nie nastepuje, ale jest
u nich inicjowany po wszczepieniu limfocytow T od
zdrowych osobnikow.

Burg-Roderfeld 1 wsp. [4] przedstawili dane
z eksperymentow Swiadczace o roli specyficznego
antygenu NB1 (HNA-2) w procesie diapedezy, czyli
przechodzenia neutrofili przez warstwy Srodblonka
tkanek. Antygen ten w polaczeniu z proteazg PR3
stanowi receptor dla czasteczki PECAM-1. Anty-
gen NB1 jest konieczny dla ekspresji PR3 na po-
wierzchni neutrofili, wzmaga aktywnos§¢ proteoli-
tyczng PR3, stabilizuje interakcje PR3 z PECAM-1
1 powoduje degradacje VE-kadheryny pojawiajacej
sie na polaczeniach komorek endotelium. Te proce-
sy proteolityczne wspomagaja migracje neutrofili
podczas procesu zapalnego.

Zespo6l Bayat i wsp. [5] udokumentowal wplyw
peptydow bakteryjnych (fMLF) na wzmozong eks-
presje antygenu NB1, czego skutkiem jest z kolei ha-
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mowanie migracji neutrofili przez warstwy endote-
lium. Niekorzystne dziatanie wysokiego stezenia an-
tygenu NB1 obniza ekspresje receptora PECAM-1,
co indukuje akumulacje neutrofili na §cianach
naczyn 1 prowadzi do niszczenia powierzchni en-
dotelium. Te badania potwierdzaja wczesniejsze
obserwacje, ze ekspresja NB1 bardzo wzrasta
w czasie sepsy bakteryjnej. Peptydy bakteryjne
maja wplyw jedynie na subpopulacje neutrofili NB1
dodatnich, ktore migruja przez endotelium szybciej
niz subpopulacje neutrofili NB1 ujemnych, natu-
ralnie wspolwystepujacych u os6b NB1 dodatnich.
Sekwencjonowanie genu NBI u zdrowych dawcow
krwi zaowocowalo odkryciem dimorfizmu -42C>G:
homozygoty CC mialy zdecydowanie wiecej subpo-
pulacji komoérek NB1 dodatnich niz homozygoty
GG. U pacjentow z sepsa zaobserwowano jeszcze
wyzsza czestos¢ allelu -42C, wiec autorzy sugeruja
znaczenie badania tego allelu jako potencjalnego
czynnika ryzyka rozwoju sepsy.

Praca prezentowana przez Behnen i wsp. [6]
dotyczyla tworzenia przez neutrofile zewnatrz-
komoérkowych putapek (NET, neutrophil extracellular
trap) w wyniku kontaktu komorek z unieruchomio-
nymi kompleksami immunologicznymi. W procesie
tym biora udzial czasteczki receptora FcyRIIIb
1 adhezyny Mac-1. Pulapki te moga odgrywac role
w patofizjologii chordb zapalnych o podiozu auto-
immunologicznym, poniewaz patogenne kompleksy
immunologiczne tworza sie z macierzy zewnatrz-
komorkowej 1 tam sg unieruchamiane. W prezento-
wanej pracy neutrofile inkubowano na unierucho-
mionych kompleksach HSA/anty-HSA (w skrocie
zwanymi i1IC) 1 oceniano ich zdolno$¢ do produkcji
wolnych rodnikéw tlenowych (ROS, reactive oxygen
species) oraz tworzenia zewnatrzkomorkowych sia-
tek. Zaobserwowano, ze kontakt ludzkich neutrofili
z 1IC indukuje wytwarzanie putapek NET, a do
tego procesu konieczne jest uwalnianie wolnych
rodnikow przez oksydaze NADPH (nicotinamide
adenine dinucleotide phosphate) 1 mieloperoksyda-
ze. Traktowanie komoérek swoistymi inhibitorami
tych proces6w hamowalo wytwarzanie putapek
NET. Badania przy uzyciu przeciwcial blokujacych
wymienione procesy wykazaly, ze wybuch tlenowy
zalezy od stymulacji receptorow FcyRlIla i FcyRIIIb
na neutrofilach, a uwalnianie NET zachodzi za
posrednictwem FcyRIIIb.

Patomechanizm TRALI i innych
neutropenii immunologicznych

W sesji poSwieconej TRALI interesujace wy-
niki badan zaprezentowal zesp6t Bayat 1 wsp. [7],

ktory analizowal model zwierzecy TRALI induko-
wany przeciwcialami anty-HNA-3a. Wiadomo, ze
przeciwciala anty-HNA-3a powoduja silng aglutyna-
cje granulocytow obojetnochtonnych, ktérag mozna
wykry¢ przy zastosowaniu testu GAT (granulocyte
agglutination test). Do tej pory uwazano, ze wlasnie
tworzenie agregatow granulocytow odgrywa klu-
czowa role w patomechanizmie TRALI wywolanego
przeciwcialami anty-HNA-3a, czesto konczacego
sie Smiercig. Obserwowana w teScie GAT agregacja
in vitro neutrofili przez przeciwciala anty-HNA-3a
jest uzalezniona od obecno$ci w Srodowisku reakcji
czynnika von Willebranda (vVWF, von Willebrand
factor) 1 moze by¢ hamowana przez inhibitor stauro-
sporyny (PKC inhibitor), a takze przez przeciwcialo
monoklonalne skierowane do domeny Al-domain.
Przeciwciala anty-HNA-3a skierowane sa do epito-
pu mieszczacego sie na biatku CTL-2 (choline trans-
porter like protein-2) 1 wiaza sie z izoforma Argl54
tego biatka. Bialko CRL-2 wystepuje na wielu
komoérkach krwi — nie tylko na granulocytach
obojetnochlonnych, ale takze na ptytkach krwi i ko-
morkach endotelium. Autorzy prezentowanej pracy
wykazali, ze anty-HNA-3a wiaza sie do CTL-2,
ktory ulega interakcji z vWF 1 aktywuje integryne
CD11b/CD18 neutrofili poprzez droge zalezna od
PKC. Ten proces prowadzi do tworzenia agregatow
1 aktywacji neutrofili. Badania autorow wskazuja
jednak, ze alloprzeciwciala anty-HNA-3a, wiazac
sie do mysich 1 ludzkich komoérek endotelialnych,
moga powodowac zaburzenia nawet przy braku
granulocytow obojetnochtonnych. Stwierdzono, ze
w wyniku ich polgczenia z bialtkiem CRL-2 na ko-
morkach endotelium nastepuje produkcja wolnych
rodnikow tlenowych (ROS, reactive oxygen species),
ktore powoduja przemieszczanie sie endotelialnych
kadheryn. Podanie myszom pozbawionym granu-
locytow przeciwcial anty-HNA-3a spowodowato
wystapienie TRALI. Efekt wywolywania TRALI
poprzez przeciwciala anty-HNA-3a uzyskiwano
tez u myszy pozbawionych vWE. Prezentowane
wyniki badan iz vitro i na mysich modelach TRALI
wykazaly, ze agregacja neutrofili nie jest niezbedna
do wywotania efektu TRALI. Otrzymane wyniki
niezbicie wskazujg, ze wigzanie przeciwcial anty-
-HNA-3a do komorek endotelium lezy u podloza
TRALI indukowanego tymi przeciwcialami. Ewen-
tualne dzialania prewencyjne lub lecznicze TRALI
powinny by¢ zatem skierowane na stabilizacje
endotelium pluc.

McKenzie 1 wsp. [8] takze badali mechanizm
TRALI na modelu mysim. Skoncentrowali sie na
ocenie roli region6w F(ab’)2 i regionu Fc immu-
noglobulin w TRALI zaleznym od przeciwciat
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klasy IgG skierowanych do antygenow MHC
klasy I. Stwierdzili, ze F(ab’)2 tych przeciwcial
istotnie zwieksza stezenie chemoatraktantu MIP-
-2 granulocytow obojetnochtonnych w poréwnaniu
z regionem Fc. Mimo zwiekszonego stezenia liczba
granulocytow w plucach byla jedynie nieznacznie
podwyzszona; nie obserwowano obrzeku pluc
1 nie wystepowala Smieré myszy. Fragmenty Fc
nie powodowaly natomiast zmian wymienionych
parametrow. Indukowanie TRALI pelnymi cza-
steczkami przeciwcial bylo catkowicie zniesione
po deplecji monocytoéw chlorkiem gadolinu (GdCI3)
lub w wyniku blokady chemokin przez agoniste
receptora MIP-2. Efekt wywolywania TRALI przez
przeciwciala byl przywrocony po podaniu myszom
oczyszczonych komoérek CD14+ (monocytow).
Otrzymane wyniki wskazuja, ze indukcja TRALI
zachodzi dwuetapowo: w pierwszym etapie ko-
nieczne jest zwigzanie przeciwciala z antygenem
na krazacych monocytach, co powoduje produkcje
chemokin i rekrutacje ptucnych neutrofili. Drugi
etap prowadzony jest przez monocyty oplaszczone
przeciwciatami, ktore inicjuja niszczenie tkanek
pluc poprzez dzialanie receptoréw dla fragmentow
Fc przeciwciat klasy IgG.

Ciekawa i istotna z punktu widzenia praktycz-
nego byla praca Lucasa 1 wsp. [9], w ktorej wska-
zano na udzial przeciwcial anty-HNA-3a w niepo-
wodzeniu przeszczepienia nerki od niespokrewnio-
nego dawcy, zgodnego w 50% w antygenach HLA,
u 56-letniej kobiety. W badaniach przed przeszcze-
pieniem nie stwierdzono u chorej przeciwcial HLA
klasy i klasy II. Wykluczono tez efekt ,,prozony”.
Proba krzyzowa w tescie LCT byta negatywna,
lecz w teScie opartym na badaniach w cytometrze
przeplywowym z przystawka sortujaca (FACS,
Sfluorescence activated cell sorting) — dodatnia, za-
rowno z limfocytami B, jak 1 T. Uznano, ze kobieta
ma przeciwciala nie-HLA powstale w wyniku ciazy
1 przetoczenia krwi 21 lat przed transplantacjg. Po
przeszczepieniu stwierdzono opdznienie w podej-
mowaniu funkcji nerki, a w 13. dniu rozpoczelo
sie odrzucanie przeszczepu. Pacjentke leczono
immunoglobuling antytymocytarng i pieciokrotng
transfuzja wymienng. Po roku filtracja wynosita
19 ml/min. Pacjentka otrzymywala prednizolon,
takrolimus i myfortic. Proba krzyzowa w FACS byla
zgodna 1 nie wykryto ani przeciwcial anty-HLA T, II,
ani przeciwcial MICA i anty-B technika Luminex.
W dalszych badaniach za pomoca testu immunofiu-
orescencji i chemiluminescencji z granulocytami
o oznaczonych antygenach HNA ustalono, ze chora
ma przeciwciala do antygenu HNA-3a. Ich obec-
nos$¢ 1 swoisto$¢ potwierdzono, stosujac komorki

HEK293 produkujace rekombinowane antygeny (r)
HNA-3a and (r)HNA-3b. Przeciwciala anty-HNA-3a
wykryto zarowno w probce przed transplantacja,
jak 1 po niej. Genotypowanie wykazato, ze pacjentka
byta HNA-3b/3b, a dawca nerki HNA-3a/3a. Row-
niez maz pacjentki mial genotyp HNA-3a/3a, co
potwierdza mozliwo$¢ immunizacji w czasie ciazy;
nastepuje to u okolo 7% kobiet ciezarnych. Auto-
rZy pracy uwazaja, ze u pacjentow, ktorzy przebyli
transfuzje, oraz u pacjentek, ktore byly w ciazy,
powinno sie wykonywacé badanie przeciwcial do
antygenu HNA-3a.

Celem doniesienia Yasui i wsp. [10] byto okre-
Slenie czestos$ci wystepowania niedawno odkrytego
antygenu HNA-1d u japonskich krwiodawcow
1 ocena czestos$ci wystepowania przeciwcial anty-
-HNA-1d u chorych z TRALI (3 przypadki) lub
z neutropenig (18 przypadkow). Czesto§¢ allelu
odpowiedzialnego za ekspresje epitopu HNA-1d
w japonskiej populacji wyniosta 3,8%. Przeciw-
ciata anty-HNA-1d wykryto w 3 na 21 surowic —
wszystkie pochodzily od pacjentdéw z neutropenia.
Swoisto§¢ tych przeciwcial roznita sie jednak od
oryginalnego doniesienia Reil i wsp. [2], poniewaz
wiazaly sie one do linii komoérkowych wyrazajacych
antygen HNA-1a, ale nie do HNA-1b jak w bada-
niach Reil. Te réznice w reaktywno$ci krzyzowe;j
autorzy tlumacza tym, ze badana przez nich su-
rowica anty-HNA-1d rozpoznaje prawdopodobnie
antygen podobny do HNA-1d, lecz nie ten sam,
ktory odkryta Reil [2]. Ten epitop ,,HNA-1d-like”
moze by¢é nowym antygenem ukladu HNA-1.
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