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W grupie 248 niespokrewnionych, zdrowych os6b rutynowo typowano antygeny HLA klasy
I. Rozpuszczalne czasteczki HLA (sHLA) w surowicach badanych oséb okresiano w péfilo-
Sciowym tescie mikroabsorpcji wedtug McLean i wsp. (1983). Poziom sHLA wyrazano jako
sume punktéw w zahamowaniu reakcji cytotoksycznej oraz w przeliczeniu na 1ul badanej
surowicy. sHLA oznaczano dla 13 antygendw warunkowanych przez locus HLA-A, tj. A1,
A2, A3,A11, A23, A24, A25, A26, A29, A30, A31, A32 oraz A68 w 446 probkach surowic.
Dla 12 analizowanych swoistosci stwierdzono wysoki poziom sHLA w granicach 66—100%
badanych surowic, z wyjatkiem antygenu HLA— A26. W surowicach oséb o fenotypach HLA
— A24, A32 i A68 wykazano ~100% zahamowania reakcji cytotoksycznej. Poziom sHLA
w 1ul surowicy dla tych swoisto$ci wynosit odpowiednio: 29.74 + 1528, 22.54 + 11.71
i28.49 £ 15.87.

HLA class | antigens in 248 unrelated, healthy individuals were routinly typed. Soluble HLA
molecules (sHLA) in sera of these persons were determined by semi— quantitative methods
according to McLean et al. (1983). The level of sHLA was expressed by the sum of scores
for inhibition of cytotoxic reactions and by calculation of sHLA concentration per 1 ul of
examined sera.13 of HLA antigens in soluble form determined by A locus e.g. A1, A2, AS,
A11, A23, A24, A25, A26, A29, A30, A31, A32 and A68 in 446 samples of sera were
measured. For 12 specificities the high levels of sHLA in the range 66—100 percentage of
cases were observed, except for HLA— A26. In all cases sHLA— A24, A32 and A68 in very
high levels were found. For these antigens the concentration of sHLA/1 ul serum was also
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very high and the mean values were as follows: 29.74 + 15.28,22.54 + 11.71 and 28.49 +
15.87 respectively.

Badania nad polimorficznym uktadem zgodnosci tkankowej cztowieka — HLA
majg swag dtugg historie. Na przestrzeni lat obejmowaly one wiele zagadnien
zwigzanych z dziedziczeniem, z czestoscig wystepowania fenotypdw, genéw
i haplotypéw w réznych populacjach swiata a takze genetyczng wspdtzaleznosé
w predyspozycji ujawniania sie niektorych choréb. Niezwykle interesujgcymi oka-
zaty sie opracowania dotyczace udziatu czgstek HLA w mechanizmach regulacyj-
nych w uktadzie odpornosciowym (2, 17, 18, 19, 21, 23).

Istotng role w procesach zyciowych organizméw zdaja sie odgrywac réwniez
czasteczki HLA klasy t w postaci rozpuszczainej s—HLA-I. W prowadzonych bada—
niach wykazano, ze polimorficzne czasteczki sHLA stwierdzone w peinej krwi
i w osoczu sg podobne do antygendéw HLA zwigzanych blonowo z komorkami
tkanekinarzgdow. Czasteczki sHLA posiadajg te samg podstawowg strukture oraz
majg zdolnos¢ wiazania przeciwciat anty—HLA (3, 6, 12, 13).

Pomiaru sHLA dokonuje sie za pomocg testu immunologicznego przy uzyciu
monoklonainych przeciwciat anty HLA gtdwnie przeciwciata oznaczonego symbo-
lem W6/32 dla swoistosci A1, A2, B5, B7. Brak jest natomiast opracowar w naszej
populacji poziomu sHLA w surowicach krwi osob zdrowych dla poszczegdlnych
antygendéw HLA klasy | okreslonych za pomocg zahamowania reakcji cytotoksycz-
nej (4, 8, 14, 22). Wypetnienie tej luki w naszych warunkach byto mozliwe, bowiem
dysponowanie swoistymi, poliklonalnymi surowicami anty HLA niezbednymi w tej
procedurze a takze zbiér surowic od 0s6b z okreslonymi fenotypami HLA pozwalat
na oznaczenie s—HLA-! w badaniach populacyjnych oséb z rejonu Polski potudnio-
wej.

MATERIAL | METODYKA

A. Populacja oséb zdrowych

Badaniem objeto surowice pochodzace od 248 niespokrewnionych, ,zdro-
wych” 0s6b obojga ptci, w przedziale wieku od 20 — 55 lat. Osoby te, w przewaza-
jacej wiekszosci pochodzity z regionu potudniowo-wschodniej Polski. U tych oséb
w Zakfadzie Medycyny Sgdowej CM UJ w Krakowie prowadzono oznaczenia
serologiczne w sprawach spornego ojcostwa. Kryterium zdrowia badanych oparte
byto na nie zgtaszaniu dolegliwosci chorobowych. Z pobranej krwi zylnej wyosab-
niano limfocyty do typowania antygenow zgodnosci tkankowej a oddzielona suro-
wica stuzyta do oznaczeri s—HLA-| dla obecnych w fenotypach swoistosci.
Surowice przechowywano w stanie zamrozenia w temperaturze —20°C.

B. Typowanie antygenéw HLA klasy |

Fenotypy HLA—ABC okreslano rutynowo w dwustopniowym mikrocytotoksycz-
nym tescie wedtug Terasaki i McClellanda (16) w modyfikaciji zespotu NIH (10, 11).

Typowaniem objeto 13 swoistosci HLA-A, 23 swoistosci locus B oraz dwualle-
licznego uktadu Bw4/Bw6 a takze 7 swoistosci locus HLA-C.
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Do oznaczenr stosowano kilka réznych serii surowic anty HLA dla kazdej
swoistosci. Pochodzity one z Banku Surowic NIAD, NiH w Bethesdzie, z firm
handlowych oraz ze zbioréw Pracowni Immunologii Klinicznej Wydz. Lek. CM UJ

(7).
C. Oznaczanie antygendéw HLA klasy | w postaci rozpuszczalnej

Poziom s—HLA-| w surowicach 248 badanych oséb, jako Zrodle rozpuszczal-
nego materiatu antygenowego, okreslano w pdtilosciowym tescie mikroabsorpciji
w zahamowaniu reakgcji limfocytotoksycznej wedtug Tait i wsp. (15) oraz McLean
i wsp. (9) w nastepujacej modyfikacji wlasnej (1). Do kazdego 1ul surowicy anty
HLA o odpowiedniej swoistosci zgodnej z fenotypem osoby badanej oraz ustalo-
nym mianie, dodawano rézne ilosci surowicy osoby zdrowej, tj. 0,5, 0,75i 1 ul. Po
3 godzinnej inkubaciji w temperaturze 20-22°C dodawano zawiesing limfocytow
0 odpowiednim fenotypie i dalej postepowano jak w dwustopniowym tescie mikro-
cytotoksycznym w typowaniu tkankowym wedtug NIH. Kontrolny uktad reagujacy
sktadat sie z 1l odpowiedniej surowicy anty HLA i 1l 3% albuminy ludzkiej (HSA),
przy sile reakcji cytotoksycznej 8 punktéw wedtug skali przyjetej przez NIH.

Zahamowanie reakgcji cytotoksycznej, $wiadczace o obecnosci antygenu w po-
staci rozpuszczalnej (sHLA), wyrazano w punktach od 1-8 z warto$ciami posred-
nimi. Niskie wartosci punktéw wskazywaty, ze przeciwciata anty HLA zostaty
wyabsorbowane. Przy braku zahamowania reakcji cytotoksycznej wartosci punk-
téw byty wysokie a ich suma (Z) dla trzech rozciericzen badanej surowicy wynosita
~ 24 punkty.

Przyjeto cztery zakresy zahamowania reakcji cytotoksycznej, tj.: a/ o bardzo
duzym stezeniu sHLA (1-5 pkt.), b/ duzym (6-10 pkt.) , ¢/ srednim (11-15 pkt.)
oraz d/ dla bardzo niskich wartosci sHLA (16—-24 pkt.).

Na podstawie sumy zahamowania reakcji cytotoksycznej poszczegéinych
rozcienczen wyliczano warto$¢ wzgledng A wedtug wzoru: A = 1/%;..100. Wartos¢
A podzielona przez 2,25 (liczba wyrazajgca ilo$¢ uzytej do testu surowicy osoby
badanej) umozliwita podanie stezenia materiatu antygenowego w postaci rozpusz-
czalnej w 1l surowicy (P). Na catkowity brak sHLA wskazuje wyliczona wartosé¢
P =1,85.

Wyniki zahamowania reakcji cytotoksycznej dla poszczegélnych antygendw
HLA klasy | wyrazano w wartosciach érednich z odchyleniem standardowym dla
sumy punktow i wartosci wzglednej A oraz P. Znamienno$¢ réznic dla czestosci
wystepowania antygenéw HLA — A okreélano w tescie chi2.

WYNIKI | OMOWIENIE

W niniejszym opracowaniu rozpatrywano jedynie sHLA nastepujgcych swoi-
stosci warunkowanych przez locus HLA — A: A1, A2, A3, A11, A23(9), A24(9),
A25(10), A26(10), A29(19), A30(19), A31(19), A32(19) oraz A68(28). Dla czastko-
wych swoistosci HLA-A wchodzacych w sktad swoistosci HLA — A9, A10 i A19
podano réwniez wyniki tacznie.

W tabeli | zestawiono czestosci fenotypow (f) dla poszczegdinych antygenéw
HLA locus A u 248 badanych oséb zdrowych. Gdy uzyskane warto$ci f poréwnano
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z uprzednio opublikowanymi danymi dla 1152 osobowej populacji polskiej (20)
stwierdzono, iz czestos¢ wystepowania poszczegdinych antygenow warunkowa-
nych przez locus HLA — A nie réznita sig istotnie. Brak réznic wskazywat, ze
przebadana grupa 248 oséb nie byta, w tym zakresie, populacjg wyselekcjonowa-
na.

Tabela |. Czestosci fenotypow (f) antygendw HLA-A badanych oséb zdrowych.
Table I|. HLA-A phenotype frequencies (f) in 248 examined healthy individuals.

Antygen N f
Antigen
A1 61 24,5968
A2 131 52,8226
A3 78 31,4516
A9 53 21,3710
A23(9) 13 5,2419
A24(9) 40 16,1290
A10 48 19,3548
A25(10) 20 8,0645
A26(10) 28 11,2903
A1l 25 10,0806
A19 35 14,1129
A29(19) 3 1,2097
A30(19) 6 2,4194
A31(19) 9 3,6290
A32(19) 17 6,8548
A68(28) 15 6,0484
AX 19

W tabelach Il - IV dla wydzielonych ,rodzin” antygenéw HLA locus A oraz HLA
— A2 podano liczbe 0s6b, u ktérych w fenotypie stwierdzono badany antygen oraz
zakresy zahamowania reakgciji cytotoksycznej z liczba i wartosciami odsetkowymi
dla czestosci stezen sHLA. Poziom sHLA wyrazano jako sume punktéw zahamo-
wania reakcji cytotoksycznej i jej odwrotnosci (A) a takze w przeliczeniu na 1ul
badanej surowicy.

U 3 sposrod 13 przebadanych swoistosci HLA-A, 1j. A24, A32(19) i AB8(28)
obserwowano zahamowanie reakcji cytotoksycznej w zakresie 94-100 %. Suma
punktéw wynosita odpowiednio 2,13 (£ 1,36), 2,43 (x 1,09) i 2,27 (= 1,43).
Pochodne tych wartosci wskazywaty na duze stezenia sHLA w badanych surowi-
cach krwi (tabele I1'i ll).

W grupie antygendéw HLA — A1, A3, A11 rozktad stezeri sHLA — A1 i sHLA —
A3 Dbyt zblizony w zakresie ,a” i ,b” wynosit odpowiednio 81,97% i 88,46% badanych
za$ wzgledna warto$¢ A byta zblizona i wynosita odpowiednio 34,99 (+ 19,31)
i 31,15 (+ 18,04).

Najliczniejsza grupa badanych surowic ( n=131) dotyczyta swoistosci HLA-A2.
Duze stezenie sHLA-A2 (zakresy ,a" i ,b") stwierdzono w 96 surowicach (73,28%)
przy sredniej wartosci A=40,94(x 27,09) oraz 13,07(x 2,37). Srednie stezenia
materiatu rozpuszczalnego w zakresie ,,c” obserwowano u 25 oséb (19,08%). U 10
osob (7,64%) wykazano bardzo niskie stezenia sHLA dla A= 5,71 (+ 0,43).
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Tabela ll. Poziomy rozpuszczalnych antygendéw HLA-A1, A3, A11 oraz HLA-A2,
AB8(28) w surowicach 0s6b zdrowych.

Table Il. The levels of soluble HLA-A1, A3, A11 and HLA-A2, A68(28) in the serum
of healthy individuals

Stezenia rozpuszczalnych antygendw HLA
HLA antigens concentration

Locus| N reakcja z A P
A cytotoksyczna
cytotoxic reaction
zakre-| n % X |£S8SD X | 8D X {xSD
sy
range
At 61 a 20 |32,79| 3,45 | 1,28 | 34,99|19,31|15,55| 8,58
b 30 |49,18| 7,10 | 1,18 | 14,44 | 2,23 | 6,42 | 0,99
c 11 |18,03|12,00| 1,55 | 8,45 | 0,97 | 3,75 | 0,43
d —
A3 78 a 26 |33,33| 3,62 | 1,17 | 31,15|18,04 14,36 7,61
b 43 |55,18| 7,65 | 1,45 |13,52| 2,47 | 6,01 | 1,09
c 9 |11,54|11,89| 1,27 | 849 | 0,83 | 3,77 | 0,37
d -
A1 25 a 16 | 64,0 | 3,44 | 1,31 | 37,29|25,70{ 16,57 | 11,42
b 9 36,0 | 6,78 | 1,09 |15,06| 2,13 | 6,69 | 0,95
C —
d —
A2 | 131 a 48 (36,64 | 3,31 | 1,50 | 40,94,27,09!18,19| 12,04
b 48 |36,64| 7,90 | 1,39 |13,07| 2,37 | 5,83 | 1,06
C 25 |19,08(12,56| 1,55 | 8,07 | 0,96 | 3,59 | 0,43
d 10 | 7,64 |17,60) 1,35 | 5,71 | 0,43 | 2,54 | 0,19
AB8 | 15 a 15 [100,0| 2,27 | 1,43 | 64,11} 35,70 28,49| 15,87
b -
C —
d —
Objasnienia;

A — wzgledna wartos$¢ X punktow — relative value of score X

P — sHLA w 1 pl surowicy — sHLA in 1 pl of sera

N — liczba oséb ze swoistoscig HLA — number of persons of HLA specificity
n — liczba oséb w zakresach zahamowania reakcji cytotoksycznej — number
of persons in the range of cytotoxic reaction
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Tabela lll. Poziomy rozpuszczalnych antygendw HLA-A23(9), A24(9) oraz
HLA-A25(10), A26(10) w surowicach oséb zdrowych.

Table lll. The levels of soluble HLA-A23(9), A24(9) and HLA-A25(10), A26(10)
in the serum of healthy individuals

Stezenia rozpuszczalnych antygendéw HLA
HLA antigens concentration
Locus| N reakcja z A P
A cytotoksyczna
cytotoxic reaction
zakre-| n % X +SD X +SD X +SD
sy
range
A23 13 a -
b 11 84,62 8,55 | 1,04 |11,89] 1,77 | 5,29 | 0,79
c 2 15,38 11,00 0,00 | 9,09 | 0,00 | 4,04 | 0,00
d —
A24 40 a 38 9501 213 | 1,36 |66,93134,39|29,74| 15,28
b 1 2,50 | 7,00 | 0,00 |14,29| 0,00 | 6,35 | 0,00
C p—
d 1 250 | 23 1000435 ]| 0,00 1,93 | 0,00
A9 53 a 38 |71,70| 2,13 | 1,36 {66,93|34,39|29,74 15,28
b 12 |22,64| 8,42 | 1,08 {12,09| 1,82 | 5,38 | 0,81
c 3,77 |11,00] 0,00 { 9,09 | 0,00 | 4,04 | 0,00
d 1 1,89 | 23,00| 0,00 | 4,35 | 0,00 | 1,93 | 0,00
A25 20 a 9 450 | 3,44 | 0,88 |30,92| 8,74 {13,74| 3,89
b 10 | 50,0 | 7,90 | 1,62 |13,09! 2,52 | 5,82 | 1,12
c 1 50 (12,0 | 0,00 | 8,33 | 0,00 | 3,70 | 0,00
d —
A26 28 a 9 |(32,14| 3,89 | 1,54 {34,26|26,63|15,23| 11,83
b 7 25,0 | 857 | 1,27 |11,90| 1,84 | 529 | 0,82
c 7 25,0 {1429 111 | 7,04 | 0,61 | 3,13 | 0,27
d 5 17,86118,40] 0,55 | 5,44 | 0,16 | 2,42 | 0,07
A10 48 a 18 |37,50| 3,67 | 1,24 |{32,59|19,30| 14,48 | 8,58
b 17 |35,41| 8,18 | 1,42 [ 12,60| 2,28 | 5,60 | 1,02
c 8 16,67 | 14,00 1,31 | 7,20 | 0,73 | 3,20 | 0,32
d 5 10,42 |18,40| 0,55 | 5,44 | 0,16 | 2,42 | 0,07
Objasnienia;

A —wzgledna warto$¢ X punkidw — relative value of score

P —sHLA w 1 pl surowicy — sHLA in 1 ul of sera

N — liczba 0sdb ze swoistoscig HLA — number of persons of HLA specificity
n — liczba os6b w zakresach zahamowania reakcji cytotoksycznej — number
of persons in the range of cytotoxic reaction
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Tabela IV. Poziomy rozpuszczalnych antygenéw HLA-A29(19), A30(19), A31(19),
A32(19) w surowicach 0sob zdrowych.

Table 1V. The levels of soluble HLA-A29(19), A30(19), A31(19), A32(19) in the
serum of healthy individuals.

Stezenia rozpuszczalnych antygenéw HLA
HLA antigens concentration
Locus| N reakcja z A P
A cytotoksyczna
cytotoxic reaction
zakre-| n Yo X +SD X +SD X +SD
sy
range
A29 3 a -
b 2 (66,67 9,00 | 0,00 |11,11| 0,00 | 4,94 | 0,00
c 1 [33,33| 12,0 | 0,00 | 8,33 | 0,00 | 3,70 | 0,00
d —
A30 6 a -
b 5 (8333|780 | 1,48 |13,19| 2,47 | 5,86 | 1,09
C —
d 1 16,67 | 18,0 | 0,00 | 5,56 | 0,00 | 2,47 | 0,00
A31 9 a 1 11,11} 5,0 | 0,00 |20,00{ 0,00 | 8,89 | 0,00
b 6 (6667 80 | 1,55 12,91 2,566 | 5,74 | 1,14
c 1 11,11| 14,0 | 0,00 | 7,14 | 0,00 | 3,17 | 0,00
d 1 11,11] 17,0 [ 0,00 | 5,88 | 0,00 | 2,61 | 0,00
A32 | 17 a 16 |94,12| 2,43 | 1,09 |50,73|26,34 | 22,54 | 11,71
b 1 588 | 6,0 | 0,00 |16,67| 0,00 | 7,41 | 0,00
C —_
d —
A19 | 35 a 17 |48,58| 2,59 | 1,23 48,92|26,57 | 21,74 | 11,81
b 14 | 40,0 | 7,93 | 1,44 {13,02| 2,45 | 5,79 | 1,09
C 2 5,71 {13,00| 1,41 | 7,74 | 0,84 | 3,44 | 0,37
d 2 5,71 [17,50] 0,71 | 5,72 | 0,23 | 2,54 | 0,09
Objasnienia;

A — wzgledna wartos$¢ X punktéw — relative value of score =

P — sHLA w 1 pl surowicy — sHLA in 1 ul of sera

N —liczba o0s6b ze swoisto$cig HLA — number of persons of HLA specificity
n — liczba oséb w zakresach zahamowania reakcji cytotoksycznej — number
of persons in the range of cytotoxic reaction
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W tabeli lil zestawiono wyniki sHLA w rodzinach HILLA — A9 oraz HLA — A10.
Wsrod 13 oséb z fenotypem HLA — A23(9) 11 surowic bylo w zakresie wysokich
wartoéci ,b” a tylko w 2 przypadkach stwierdzono zahamowanie reakcji cytotoksy-
cznej w zakresie ¢’ przy = punktéw 11,00 i wartosci wzglednej A = 9,09.

U osdéb ze swoistoscig HLA — A24(9) natomiast w 95,0% badanych surowic
wykazano duze zahamowanie reakcji cytotoksycznej (zakres a). Srednia wartosc
A wynosita 66,93 (£ 34,39).

Dla dwéch czastkowych swoistosci HLA — A10, tj. A25 i A26 obserwowano
réznice miedzy liczbg oséb, ktérych surowice w zahamowaniu reakcji cytotoksycz-
nej byty w zakresie ,¢” i ,d". Liczba i odsetek surowic byt nastepujacy: A25(10) —
1(5%), A26(10) — 12(42,86%). Wiekszg liczbe surowic o srednim i bardzo niskim
zahamowaniu reakcji cytotoksycznej (zakresy ,c” i ,d") obserwowano takze dia
swoistosci HLA-A2, ktorych odsetek wynidst 26,72%.

W tabeli lll ponadto przedstawiono dane dla obu rodzin HLA - A3 i HLA — A10.

Poziomy rozpuszczalnych antygendw HLA — A19 przedstawiono w tabeli IV.
Niewielka liczebnie grupa badanych (surowice 3, 6 i 9 0oséb) posiadata w swym
fenotypie czgstkowe swoistosci A29, A30 i A31 z wyjatkiem antygenu HLA — A32,
dla ktérego przebadano 17 surowic. W surowicach zawierajgcych rozpuszczalny
antygen HLA-A29, A30 i A31 zahamowanie reakcji cytotoksycznej byto gtéwnie
w zakresie ,b” a $rednie wartosci wzgledne A wynosity odpowiednio 11,11(£ 0,0),
13,19(x 2,47) oraz 12,91(+ 2,56). Bardzo wysokie stezenia sHLA w surowicach
wykazano natomiast dla HLA —A32 (A= 50,73 £+ 26,34).

Dla szerokiej swoistosci HLA — A19 w 31 surowicach (88,58%) poziom sHLA
byt wysoki w zakresach ,a” i ,b” .

W roku 1989 Grosse—-Wilde i Doxiadis w przeprowadzonej analizie segrega-
cyjnej wykazali mendlowski sposéb dziedziczenia cechy z rézng allotypowa eks-
presjg (5). Wydawato sig przeto konieczne przeprowadzenie pomiaréw poziomu
sHLA wsrod osob zdrowych w naszej populacii. W czesci | opracowania analizo-
wano wyniki dla sHLA antygenéw warunkowanych przez locus A. Wykazane
w surowicach 248 oséb zdrowych stezenia sHLA uzasadniajg nastepujace stwier-
dzenia:

1/ u 0s6b zdrowych stezenia rozpuszczalnego materiatu antygenowego utrzy-
mujg sie na wysokim poziomie,

2/ jedynie w pojedynczych przypadkach stwierdzano brak sHLA albo jego niski
poziom. Mozna sgdzi¢, iz wynikato to z defektu w syntezie sHLA wzglednie z jego
~wigzania” w reakcjach w uktadzie odpornosciowym, w istniejacym a nie ujawnio-
nym procesie chorocbowym.
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