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1. Uvod
1.1. Glavni sustav tkivne podudarnosti

Imunoloski sustav temeljen je na suradnji stanica i molekula koje prepoznaju i reagiraju na
unos stranih tvari — antigena, a njihov udruzeni i uskladen odgovor ¢ini imunosni odgovor
organizma. Imunost moze biti urodena ili steCena. Urodena ili prirodna imunost predstavlja prvu
liniju obrane od patogena, a posredovana je fizickim i kemijskim preprekama, stanicama koje vrse
fagocitozu, dendritickim 1 prirodnoubilackim stanicama te krvnim proteinima (npr. sustav
komplementa). Stecena ili adaptivna imunost dijeli se na humoralnu, posredovanu protutijelima
koje proizvode limfociti B te stani¢nu, posredovanu limfocitima T. Dok limfociti B prepoznaju i
proteinske i neproteinske antigene, receptori limfocita T prepoznaju isklju€ivo prisutnost stranih
proteina, putem molekula glavnog sustava tkivne podudarnosti (engl. Major Histocompatibility
Complex, MHC) koje sluze predoCavanju tih stranih proteina, odnosno peptida. Sustav MHC kod
ljudi naziva se sustavom HLA (engl. Human Leukocyte Antigens) jer je najprije otkriven na
leukocitima, nalazi se na kra¢em kraku kromosoma 6 (6p21.3) i obuhvaca oko 4 milijuna parova

baza (pb) (Andreis i sur. 2010; Abbas i sur. 2018).

Glavno svojstvo sustava HLA je vrlo visoka genska raznolikost, a sami geni HLA su
najpolimorfniji u cijelom ljudskom genomu. Prema IPD-IMGT/HLA bazi podataka - 3.50, regija
HLA broji preko 35 000 razli¢itih alela (Barker 1 sur. 2022). Regija HLA dijeli se na 3 razreda —
HLA razred I, HLA razred 11 1 HLA razred III. Poznato je da regija HLA razreda 1 sadrzi tzv.
klasi¢ne (i prvootkrivene) gene HLA-A, -B 1 -C, prisutne na membrani gotovo svih stanica s
jezgrom. Molekule HLA razreda I gradene su od teSkog lanca (lanac o)) gradenog od 3 podjedinice
te B2 mikroglobulina, nekovalentno vezanog uz lanac a. Vezno mjesto, odnosno pukotinu na koju
se veze peptid grade podjedinice ai 1 a2. Molekule HLA razreda I mogu se grupirati u skupine
opisane kao supratipovi ili supergrupe, koje predstavljaju set molekula HLA koje dijele istu
specificnost za vezanje peptida. Klasifikacija molekula HLA u supratipove omogucéava grupiranje
velikog broja alela HLA u skupine sa zajednickim svojstvom, Sto omogucuje stabilniju i
reprezentativniju skupinu za razna istrazivanja povezanosti bolesti 1 sustava HLA, kao i u
transplantaciji tkiva i1 organa (Sidney i sur. 2008; Camacho-Bydume i sur. 2021). Regija HLA
razreda II sadrZi gene koji kodiraju molekule HLA-D (HLA-DR, -DQ i -DP), prisutne samo na

nekim stanicama, poput limfocita B te antigen-predocnim stanicama. Molekule HLA razreda II
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gradene su od dva polipeptidna lanac (a i B), a vezno mjesto grade podjedinice a1 i B1 (Andreis i
sur. 2010). Geni HLA razreda III kodiraju za proteine razlicitih funkcija, poput molekula sustava
komplementa (C2 i C4) i citokina TNF-a (engl. Tumor Necrosis Factor o), a regija HLA razreda

IIT smjestena je izmedu HLA razreda I i razreda II. Shema regije HLA prikazana je na slici 1.

Genski produkti gena HLA djeluju kao stanic¢ni biljezi i predocavaju stani¢ne antigene
limfocitima T koji na njih reagiraju i pokrecu imunolosku reakciju. Limfociti T CD8+ prepoznaju
strane antigene prezentirane na molekulama HLA razreda I, a limfociti T CD4+ prepoznaju
antigene uklopljene u molekule HLA razreda II. Geni HLA ujedno su i najistrazivaniji dio ljudskog
genoma zbog uloge u imunosnim i upalnim odgovorima, transplantaciji tkiva i organa, raznim
autoimunim bolestima te u populacijskim istrazivanjima, identifikaciji osoba i isklju¢ivanju
ocinstva. Izrazavaju se kodominantno, §to znaci da svaka osoba izrazava alele naslijedene od oba
roditelja za svaki gen HLA. Set alela HLA prisutan na jednom kromosomu naziva se haplotip HLA

(Andreis i sur. 2010; Abbas i sur. 2018).

Kromosom 6 HLA regije Lokusi gena HLA
regije

Kradi krak 6p21.31 -

(p krak) Razred |

Razred Il HSP

Dulji krak 4A
(q krak) 4B

Razred Il MP

Tapasin

Slika 1. Shema regije HLA na kra¢em kraku kromosoma 6 (preuzeto i prilagodeno iz Invernizzi, 2011;

https://doi.org/10.1002/hep.24414).
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Genska neravnoteza vezanosti (engl. Linkage Disequilibrium, LD) je svojstvo sustava HLA
koje opisuje vezanost pojedinog alela s 2 ili vise susjednih alela HLA u zajednicki haplotip HLA.
Takvi aleli HLA pojavljuju se u istom haplotipu HLA ¢eS¢e nego §to bi se moglo ocekivati s
obzirom na ucestalost pojedinac¢nih alela (Slatkin 2008). Istrazivanjem LD-a i haplotipova HLA,
primijeceno je da se odredeni haplotipovi odrzavaju nizom generacija zbog pozitivnog LD-a i
stvaraju konzervirane regije genoma koje se jos nazivaju ancestralnim haplotipovima (AH) (Degli-
Esposti i sur. 1992). Struktura haplotipova AH nalikuje blokovima unutar kojih se rekombinacija
gotovo uopce ne dogada, a omedeni su tzv. ,,vru¢im* toCkama rekombinacije (engl. hot-spots of
recombination) (Gabriel 1 sur. 2002). Razlicite etnicke skupine nose haplotipove AH sa specifi¢nim
genomskim sekvencama, razli¢itim motivima, delecijama, insercijama i supstitucijama, odnosno
razlikuju se u duljini LD blokova i lokaciji ,,vru¢ih* tocaka rekombinacije. S obzirom na ocuvane
sekvence, regije HLA u ljudskom genomu mogu se podijeliti na 4 velika bloka — alfa, beta, gama 1
delta. Alfa blok HLA sadrZi gene HLA-A, beta blok HLA sadrZi gene HLA-B i -C, delta blok HLA
sadrzi gene HLA-DR i -DQ, a gama blok HLA sadrzi gene koji sudjeluju u upalnim procesima i
razlicitih su funkcija (Gaudieri i sur. 1997). Blokovi HLA opisuju nacin nasljedivanja alela HLA i

uzorke u genomu koji stvaraju LD te podrucja visoke stope rekombinacije (Yunis i sur. 2003).

1.2. HLA gama blok

U sredisnjoj regiji HLA nalazi se HLA gama blok (GB), izmedu beta i delta blokova. Sadrzi
viSe od 60 gena koji kodiraju proteine razlicitih funkcija od kojih mnogi imaju ulogu u imunosnim
1 upalnim procesima, ali nemaju srediSnju imunoregulacijsku ulogu poput molekula HLA razreda
I11I, odnosno alfa, beta i delta blokova (Andreis i sur. 2010). Neki od najistrazivanijih gena medu
njima su faktor nekroze tumora-a (engl. Tumor Necrosis Factor, TNF-a) i molekule koje pripadaju
sustavu komplementa — ¢imbenik B (engl. factor B, Bf) 1 komponente C2 1 C4 (slika 2) (Milner 1
Campbell 2001).

1.2.1. Citokin TNF-a

Jedan od prvih odgovora urodene imunosti na zarazu ili oStecenje tkiva je izlucivanje

proupalnih citokina iz tkivnih stanica. Oni djeluju kao lokalni imunoregulatori, omogucéavaju
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komunikaciju izmedu stanica imunosnog sustava i pokrecu akutnu upalu u svrhu obrane organizma

(Abbas i sur. 2018).

Poznato je da je TNF-a jedan od najvaznijih citokina urodene imunosti i djeluje kao glavni
posrednik akutnih i kroni¢nih upalnih reakcija. Primarno ga proizvode makrofagi i dendriticke
stanice, ali moze nastati i iz drugih stanica kao odgovor na upalu, zarazu mikroorganizmima i
okolisni stres (Chu 2013). Gen za citokin TNF-a nalazi se unutar HLA gama bloka, vidljivo na slici
2. Postoji membranski i1 cirkuliraju¢i oblik TNF-a. Makrofagi stvaraju TNF-o u obliku
neglikoliziranog membranskog proteina, homotrimera koji moze vezati jedan od receptora za TNF.
Membranski oblik molekule mogu cijepati membranske metaloproteinaze, pri ¢emu se odvaja
polipeptidni lanac. Oslobodeni polipeptidni lanac polimerizira s jo§ 2 lanca i stvara cirkulirajuéi
oblik TNF-a, u obliku trostrane piramide, na ¢ijoj se bazi nalazi vezno mjesto za receptor (Abbas 1

sur. 2018).

Osim §to djeluje kao proupalni citokin, TNF-a uzrokuje nekrozu i apoptozu tumorskih
stanica, a sudjeluje 1 u patogenezi autoimunih bolesti — reumatoidnog artritisa, upalnih bolesti
crijeva, multiple skleroze i drugih. Djeluje kao endogeni pirogen (uzrokuje poviSenu tjelesnu

temperaturu) i stimulira izlu¢ivanje drugih proupalnih citokina i kemokina (Chu 2013).
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Slika 2. Prikaz rasporeda lokusa HL A, njihove medusobne udaljenosti i podruc¢ja gama bloka (preuzeto i

prilagodeno iz Yunis i sur., 2003).

1.2.2. Sustav komplementa

Sustav komplementa je glavni izvr$ni mehanizam humoralne imunosti (Abbas i sur. 2018).
Sustav sadrzi viSe od 30 proteina otopljenih u plazmi ili vezanih za membranu. Otkriven je 1890-
th godina kao ,,pomoc¢*, odnosno ,,komplement* prirodnim protutijelima u borbi protiv patogena.
Sustav komplementa vaZan je i za urodenu imunost, sudjeluje u regeneraciji tkiva, rastu tumora i

nekim patoloskim stanjima. Proteini komplementa obavljaju uloge opsonizacije patogena, poticu



upalu novacenjem fagocitnih stanica do mjesta zaraze i izravno ubijaju mikroorganizme. Ti proteini
u ljudskom organizmu postoje u stanju inaktivnih zimogena, a aktiviraju se proteolitickom
kaskadom. Postoje 3 puta aktivacije sustava komplementa — klasicni, alternativni i lektinski. Putevi
se razlikuju po nacinu prepoznavanja mikroorganizama, a nastavljaju se zajednickim putem
uklanjanja istih putem produkata aktivacije (slika 3). Produkti aktivacije komplementa kovalentno
se vezu za povrSinu mikroorganizama, protutijela koja su dio imunokompleksa s

mikroorganizmom, na apoptoticka tjeleSca i druge antigene (Abbas i sur. 2018).

—_————

pocetak
aktivacije e — e S L
komplementa rani stadiji kasni stadiji

mikroorganizam r [ -
", ol
alternativni " .7 /
/4

@ 3 C3b odlozen
put <, W na povriinu kompleks koji napada
P C3a mikrooganizma membranu (MAC)

klasiéni | C3bl C3b|
put protutijelo = _‘
U
lektin koji
veze manozu .
e et izvrsne C3a: C3b: C5a: liza mikro-

Iekttmskn ) funkcije upala opsonizacijai upala organizma
R J =y fagocitoza

Slika 3. Putevi aktivacije sustava komplementa (preuzeto i prilagodeno iz Abbas i sur. 2018).

Klasi¢ni put aktivacije sustava komplementa prvi je otkriven, a zapolinje vezanjem
komponente komplementa C1 na protutijela IgM 1ili IgG koja su prepoznala strani antigen.
Komponenta komplementa C1 je multimerni proteinski kompleks graden od podjedinica Clq, Clr
1 Cls. Podjedinica C1q prepoznaje protutijela na povrSini stranog antigena i veze se za ulomak Fc
protutijela, pri ¢emu se aktivira proteazna aktivnost podjedinica Clr i Cls. Podjedinice Clri Cls
cijepaju komponente C2 1 C4 na ulomke a 1 b (C2a, C2b 1 C4a, C4b). Manji ulomak se naziva
ulomak a, a ve¢i ulomak b. Ulomak C4a se oslobada, a ulomak C4b se veZe za kompleks antigena
1 protutijela (imunokompleks) ili direktno na povrSinu stanice prepoznatu od strane protutijela i
pridruzuje mu se ulomak C2a. Kompleks C4bC2a naziva se C3-konvertazom klasi¢nog puta
aktivacije 1 djeluje proteoliticki, cijepanjem komponente C3 na ulomke C3a 1 C3b. Ulomak C3b se

pridruZzuje jedinicama vezanim za imunokompleks ili povrSinu mikroorganizma i stvara se



kompleks C4bC2aC3b koji djeluje kao C5-konvertaza klasicnog puta, koja cijepa komponentu C5,

¢ime se zapoc€inju kasniji koraci aktivacije sustava komplementa (Abbas i sur. 2018).

Alternativni put aktivacije sustava komplementa otkriven je kasnije, iako je filogenetski
stariji od klasicnog. U aktivaciji ne sudjeluju protutijela, ve¢ povrSinske strukture na
mikroorganizmima (Sarma i Ward 2011). Komponenta komplementa C3 u plazmi se neprekidno u
maloj koli¢ini hidrolizira, pri ¢emu nastaje ulomak C3b koji se kovalentno veze za povrSinu
patogena i1 otvara vezno mjesto za faktor B. Faktor D, plazmatska serinska proteaza, cijepa faktor
B vezan na komponentu C3b i nastaju ulomci Ba i Bb. Ulomak Bb ostaje vezan na stani¢noj
povrsini uz komponentu C3b, te djeluje kao C3-konvertaza alternativnog puta aktivacije, koja
cijepa dodatne molekule C3 1 pojadava nastajanje komponente C3b, odnosno aktivaciju
komplementa i opsonizaciju patogena. Ulomak C3b ponovno se veze na kompleks C3bBb i nastaje

C5-konvertaza alternativnog puta, kompleks C3bBbC3b (Abbas i sur. 2018).

U pokretanju lektinskog puta aktivacije sustava komplementa takoder ne sudjeluju
protutijela, ve¢ zapoCinje vezanjem cirkuliraju¢ih lektina na polisaharide na povrsini
mikroorganizama. Lektinski proteini koji sudjeluju u aktivaciji puta su lektin koji veze manozu
(engl. Mannose-Binding Lectin, MBL) ili fikolini koji vezu glikane koji sadrzavaju N-acetil-
glukozamin (Abbas i sur. 2018). MBL-u ili fikolinima vezanim za povrsinu patogena pridruzuju se
serinske proteaze udruzene s MBL-om (engl. MBL-Associated Serine Proteases, MASP) i stvaraju
kompleks. Vezanje proteaza MASP za membranu inducira konformacijske promjene koje
rezultiraju auto-aktivacijom i cijepanjem komponenti C2 1 C4, nakon Cega se nastavlja put

aktivacije istovjetan klasi¢nom putu (Sarma 1 Ward 2011).

Alternativni 1 lektinski put pripadaju izvrSnim mehanizmima urodene imunosti, a klasi¢ni
je dio stecene humoralne imunosti. Nakon prepoznavanja stranih antigena (bilo kojim od puteva
aktivacije) nastavlja se zajednicki put uklanjanja istih, uzastopnim novacenjem fagocitnih stanica
1 povezivanjem dodatnih komplementskih proteina. Ulomak C5b, nastao cijepanjem C5
komponente, ostaje vezan za membranu mikroorganizma 1 pokrece stvaranje kompleksa s
proteinima C6, C7, C8 1 C9. Kompleks C5b-C9 naziva se kompleksom koji napada membranu
(engl. Membrane Attack Complex, MAC). Kompleks MAC na povrSini stanica formira poru,
odnosno kanal koji omogucuje ulazak vode, osmotsko bubrenje i lizu (Abbas i sur. 2018).

Oslobodene komponente C3a i C5a djeluju kao anafilatoksini i poti¢u upalni odgovor, djeluju kao



kemoatraktanti za fagocite, induciraju vazodilataciju i kontrakciju glatkih misSica te izluCivanje

histamina iz mastocita (Sarma i Ward 2011).

1.2.3. Molekula C4

Komponenta C4 je najpolimorfniji protein sustava komplementa. Homolog je komponenti
C3 1 kovalentno se veZe za protutijela na patogenim stanicama ili imunokomplekse te pospjesuje
njihovo uklanjanje daljnjom aktivacijom sustava komplementa klasicnim ili lektinskim putem.
Postoje dva lokusa gena za molekulu C4 (C4A4 i C4B). Broj kopija gena varira od jedne do Cetiri, a
kod ljudi vec¢ina kromosoma 6 imaju dva gena koji su dio dupliciranog odsjecka DNA (Milner,
Campbell 2001; Yang i sur. 2007). Duplikacija se dogada u ,,modulu®, zajedno sa susjednim genima
RP, CYP21 te TNX, §to se naziva RCCX modularnom duplikacijom (Yang i sur. 2003). Svaki gen
C44 ili C4B postoji u dvije velic¢ine — dugi i kratki. Dugi gen je veli¢ine 21 kilobaze (kb), a kratki
14.6 kb, a razlikuju se po tome $to dugi sadrzava i endogeni retrovirus HERV-K (C4) umetnut
unutar gena (Yang i sur. 2007). Bez obzira na veli¢inu, geni za komponentu C4 mogu kodirati
ulomke C4a ili C4b, ¢iji se sastav razlikuje samo u 4 aminokiseline, ali pokazuju znacajne razlike
u funkciji (Milner, Campbell 2001). Ulomak C4a oslobada se u tjelesne tekudine i, uz ranije
spomenute anafilatoksine C3a 1 C5a, pokrece akutnu upalu aktivacijom mastocita, neutrofila 1
endotelnih stanica. Ulomak C4b sadrzava unutarnju tioestersku vezu koja omogucava stvaranje
kovalentne veze s kompleksom antigena i protutijela te osigurava nastavak aktivacije sustava

komplementa na povrSini stanice ili imunokompleksu (Abbas i sur. 2018).

Broj izraZenih gena za protein C4 varira, a Cesti su 1 nefunkcionalni aleli (Fielder i sur.
1983). Potpuni nedostatak komponente komplementa C4 jedan je od glavnih rizi¢nih faktora za
razvoj sistemskog eritemskog lupusa (engl. Systemic Lupus Erythematosus, SLE), a ukupan broj
kopija 1 polimorfizmi gena za C4 pokazali su povezanost s poremecajima imunoloSkog sustava 1
upalnim odgovorom, poput odbacivanja transplantata, odnosno razvitka bolesti presatka protiv

primatelja uslijed transplantacije (Yang i sur. 2007; Park i sur. 2016).



1.3.Transplantacija krvotvornih mati¢nih stanica (TKMS)

Transplantacija je postupak zamjene nefunkcionalnih organa ili tkiva zdravim, provodi se
u lijecenju oSte¢enih vitalnih organa, kao i pri lijeCenju razliCitih zlo¢udnih 1 drugih bolesti.
Transplantacija je danas, zbog napretka tehnologije i usavrSavanja postupka, u primjeni kao
rutinski postupak kojem je najveca prepreka reakcija odbijanja presatka, odnosno prepoznavanje
presatka kao stranog i pokretanje imunosnog odgovora u primateljevom organizmu. Bez obzira na
vjerojatnost uspjesnosti 1 rizik postupka, transplantacija je odabir lijecenja kod pacijenata kojima
je to jedini izbor, kada je pitanje Zivota ili smrti, kao i1 onih kojima bi se tim postupkom poboljsala
kvaliteta i duzina zivota ili smanjila ukupna cijena lije¢enja. Alogeni¢na transplantacija je najcesce
provodena metoda transplantacije, u kojoj se presadak iz jedne jedinke transplantira u drugu, genski
razli¢itu jedinku iste vrste. U singeni¢noj transplantaciji presadak se transplantira izmedu dviju
genski istovjetne jedinke, u ksenogeni¢noj izmedu pripadnika razlicite vrste, a ponekad se provodi
1 autologna transplantacija uslijed koje se presadak unutar iste jedinke presaduje s jednog na drugo

mjesto. Klju¢ uspjesne transplantacije je kontrola reakcije imunosnog sustava (Abbas i sur. 2018).

Transplantacija krvotvornih mati¢nih stanica (TKMS) je standardna metoda za lijecenje
velikog broja zlo¢udnih i drugih hematoloskih i nehematoloskih bolesti. Postoje dva tipa TKMS,
ovisno o davatelju: autologna i alogeni¢na. Autologna TKMS ima svrhu ponovnog pokretanja
krvotvornog sustava bolesnika nakon visokih doza kemoterapije ili zraenja, a bolesnik prima
vlastite, prethodno izolirane i zamrznute mati¢ne stanice. U alogeni¢noj transplantaciji davatelj
krvotvornih matic¢nih stanica (KMS) je najceSc¢e ¢lan bolesnikove obitelji, ali moze biti 1 nesrodni
HLA podudarni davatelj, HLA haploidenti¢ni srodni davatelj ili krv iz pupkovine. Uz ponovno
pokretanje hematopoetskog sustava, alogenicna TKMS ima i imunosupresivni u¢inak na domacina,
imunoloski posredovan ucinak na tumore (engl. Graft-versus-Leukaemia, GvL), ali 1 rizik od
reakcije presatka protiv primatelja, odnosno GvHD (engl. Graft-versus-Host Disease) (Grgicevi€ i
sur. 2006; Andreis 1 sur. 2010). Kod autologne TKMS nema rizika od GvHD-a, no zamijecen je
¢es¢i povratak tumora ako se postupak koristi kod lije¢enja tumora limfo-hematopoetskog sustava,
no ucestalije se koristi za oporavak krvotvornog sustava nakon visokih doza zracenja i uporabe
citostatika pri lijeCenju solidnih tumora. Cilj TKMS je nastanjivanje primateljeve koStane srzi

novim KMS koje ¢e se diferencirati u sve krvotvorne loze 1 obnoviti imunoloski sustav. Tako



obnovljeni imunoloski sustav primatelja moci ¢e se boriti protiv tumorskih stanica, prepoznati ih

kao strane 1 unistiti (Abbas i sur. 2018).

Postoje dvije vrste KMS (pluripotentne 1 hematopoetske) koje se razvijaju u Zumanjcanoj
vreci ili fetalnoj jetri kao totipotentne maticne stanice koje imaju moguénost samoobnavljanja i
diferencijacije. Imaju veliku moguénost stvaranja razlicitih vrsta krvnih stanica i razvijaju se u
dvije loze — mijeloidnu, kojom nastaju granulociti, trombociti i eritrociti te limfoidnu, kojom
nastaju limfociti T 1 B. Nakon rodenja, u primarnim limfnim organima dolazi do sazrijevanja
limfocita — limfociti T dozrijevaju u timusu, a limfociti B u kostanoj srzi (Andreis i sur. 2010).
Dozrijevanje i diferencijacija stanica do zrelog oblika naziva se hematopoeza, a to je stupnjeviti i
strogo kontroliran proces uvjetovan ¢imbenicima koje luce stromalne stanice koStane srzi te
citokinima i hormonima. Protoonkogeni imaju vaznu ulogu u stvaranju ¢imbenika rasta, receptora
za rast, signalnih puteva i transkripcijskih ¢imbenika koji uvjetuju hematopoezu. Mutacije na
protoonkogenima, kojima nastaju onkogeni, dovode do promjena na KMS i gubitka kontrolnog
mehanizma, ¢ime je omogucéena njihova stalna proliferacija i1 nastanak velikog broja
nediferenciranih stanica koje nemaju obrambenu ulogu, ve¢ Stete organizmu i imaju vlastitu

regulaciju (Abbas 1 sur. 2018).

Prva uspjesna transplantacija koStane srzi provedena je 1959. godine u dva bolesnika,
infuzijom koStane srzi njihovih identi¢nih blizanaca. Nakon toga, uslijedio je period usavrSavanja
postupka i sve boljih rezultata TKMS, ¢emu je pridonijelo otkri¢e gena HLA 1 njihove uloge u
transplantaciji (Copelan 2006).
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1.3.1. Izvori mati¢nih stanica

Danas je najcesc¢i izvor KMS periferna krv davatelja iz bolesnikove bliske obitelji ili od
podudarnog nesrodnog davatelja. Mati¢ne stanice iz periferne krvi sakupljaju se stani¢nim
separatorom, a davatelji imaju vrlo mali broj nuspojava i brzo se oporavljaju. Tako sakupljena krv
sadrzava velik broj limfocita T, $to povecava rizik od razvoja kroni¢nog GvHD-a, no smanjuje
vjerojatnost relapsa bolesti i pokazuje GvL ucinak (Bleakley i Riddell 2004; Grgicevi¢ i sur. 2006).
Prikupljanje koStane srzi je, s druge strane, invazivan postupak koji nosi viSe nuspojava za
davatelja, no sadrzava manji broj limfocita T i manja je vjerojatnost razvoja GvHD-a (Amouzegar
i sur. 2019). U odsustvu genotipski HLA podudarnog srodnika, potraga za nesrodnim davateljem
kre¢e pretrazivanjem registara dobrovoljnih davatelja KMS. Postupak pretrazivanja zapocinje
provjerom hrvatskog registra dobrovoljnih davatelja krvotvornih mati¢nih stanica (RDDKMS).
Ukoliko u Hrvatskoj ne postoji odgovarajuéi davatelj, postupak pretraZivanja se nastavlja putem
organizacije WMDA (engl. World Marrow Donor Association). Prije samog postupka
transplantacije, potrebno je napraviti potvrdnu tipizaciju i prikupiti, odnosno dostaviti transplantat.

Shema postupka pretrazivanja prikazana je na slici 4.

Prema podacima iz baze podataka WMDA-a, registri danas broje vise od 40 milijuna
registriranih davatelja KMS te preko 800 tisuca jedinica krvi iz pupkovine (WMDA (2023)
https://wmda.info/, pristupljeno 5. 6. 2023). Hrvatski registar osnovan je 1994. godine, a od 1996.

je dio WMDA 1 danas broji viSe od 60 tisu¢a upisanih davatelja. Zahvaljujuéi organizaciji registara

za davatelje KMS, uvelike se olakSao proces pretrazivanja za podudarnim nesrodnim davateljima.
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Slika 4. Shema postupka pretrazivanja i odabira davatelja krvotvornih mati¢nih stanica iz hrvatskog ili
svjetskih registara dobrovoljnih davatelja. TKMS - Transplantacija krvotvornih mati¢nih stanica; WMDA -
World Marrow Donor Association; RDDKMS - Hrvatski registar dobrovoljnih davatelja krvotvornih

maticnih stanica; KP - krv iz pupkovine; HZZO - Hrvatski zavod za zdravstveno osiguranje.

Krv iz pupkovine ili umbilikalna krv prikuplja se neposredno nakon poroda i zamrzava te
¢uva u javnim ili privatnim bankama umbilikalne krvi. Razmjerno je bogata krvotvornim mati¢nim
stanicama, a ne sadrZi puno zrelih imunokompetentnih stanica i zahtijeva manje stroge uvjete
podudarnosti s primateljevim genima HLA stoga je dobar izvor KMS u hitnim transplantacijama,
kao 1 onima kada podudarni davatelj ne postoji (Copelan 2006; Grgic¢evi¢ i sur. 2006). Manji je
rizik od razvoja GvHD-a, dok i dalje zadrzava GvL ufinak, no ograni¢enog je volumena koji se

moze nadoknaditi dodatnim jedinicama razli¢itih davatelja (Copelan 2006).
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Ukoliko je postupak TKMS hitan zbog stanja pacijenta i bolesti, a krv iz pupkovine, kao ni
srodni ili nesrodni podudarni davatelj KMS nisu dostupni, moguce je i¢i u postupak haploidenti¢ne
transplantacije. Taj postupak podrazumijeva TKMS s davateljem unutar bolesnikove obitelji, s
kojim bolesnik dijeli samo jedan zajednicki haplotip HLA (Velardi i sur. 2002; Copelan 2006).
Postoji veliki rizik od odbijanja presatka ili reakcije presatka protiv primatelja, a kontrolira se
uporabom imunosupresivnih lijekova ili deplecijom limfocita T iz presatka. Haploidenti¢na
transplantacija temelji se na ucinku stanica NK (Copelan 2006). Stanice NK funkcijski pripadaju
stanicama urodene imunosti, a izluCuju citokine kojima reguliraju upalni odgovor na zarazu i
uniStavaju vlastite promijenjene stanice. Na svojoj povrSini nose brojne receptore kojima mogu
raspoznati zdrave i virusom zarazene ili tumorske stanice, od kojih su najbolje opisane skupine
receptora KIR (engl. Killer-cell Immunoglobulin-like Receptors), receptora sli¢nih lektinu te ILT
receptora (engl. Immunoglobuline-like Transcript Receptors). Vlastite promijenjene stanice
smanjuju sintezu klasi¢nih molekula HLA 1 postaju neosjetljive na ucinak citotoksi¢nih limfocita
T, ali ujedno postaju metom za djelovanje stanica NK. Aktivacija stanica NK ovisi o ravnotezi
aktivacijskih i inhibicijskih signala (Andreis i sur. 2010). Ligandi receptora KIR su alotipske
determinante zajednicke razli¢itim alelima HLA razreda I, ¢ijim se vezanjem prenosi inhibicijski
signal u stanicu NK (Velardi i sur. 2002). Kod tumorskih (ili virusima zarazenih) stanica, u odsustvu
povrsinskih molekula HLA, izostaje inhibicijski signal pa su kao takve osjetljive na lizu stanicama
NK (Andreis 1 sur. 2010). Cilj u odabiru davatelja za haploidenti¢nu transplantaciju je postojanje
aloreaktivnih stanica NK u transplantatu, za $to je potrebno poznavanje tipa inhibicijskih receptora
koji se nalaze na stanicama NK davatelja i njihova nepodudarnost izmedu primatelja i davatelja
(Velardi 1 sur. 2002). Aloreaktivnost stanica NK povezana je sa smanjenim relapsom bolesti u
haploidenti¢noj transplantaciji, kao 1 boljim prezivljenjem kod akutne mijeloicne leukemije

(Ruggeri 1 sur. 2002).

1.3.2. Ishodi TKMS

Ishod TKMS ovisi o razlicitim genetickim 1 klinickim ¢imbenicima, od kojih je najvaznija
podudarnost izmedu primatelja i davatelja u genima HLA (Grgicevi¢ 1 sur. 2006). Relaps bolesti i
GvHD su velike prepreke i1 komplikacije u postupku TKMS, a pokuSavaju se sprijeciti
kondicioniranjem te uporabom imunosupresivnih lijekova (Bleakley 1 Riddell 2004).

Kondicioniranje je postupak tretiranja bolesnika prije transplantacije s ciljem uniStavanja
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tumorskih stanica u krvotoku i supresije imunoloskog sustava, kako bi se omogucilo uspjesno
primanje presatka (Aschan 2006). Mijeloablativno kondicioniranje podrazumijeva primjenu
intenzivne kemoterapije, ¢esto u kombinaciji sa zracenjem (Bleakley i Riddell 2004). Takav
postupak smanjuje rizik od relapsa bolesti, no visoko je toksi¢an za pacijentov organizam i povezan
je s povecanom stopom smrtnosti uslijed transplantacije (engl. Transplantation-Related Mortality,
TRM). Uvodenje kondicioniranja smanjenog intenziteta (engl. Reduced-Intensity Conditioning,
RIC) smanjilo je pojavu TRM (Ferrara i sur. 2009), no ne uklanja tumorske stanice, ve¢ se oslanja

na GvL ucinak davateljevih limfocita T (Bleakley i Riddell 2004).

1.3.3. Bolest presatka protiv primatelja (GvHD)

Bolest presatka protiv primatelja (GvHD) razvija se kada postoje nepodudarnosti u
antigenima izmedu primatelja i davatelja ¢iji presadak sadrzava imunokompetentne stanice, a
primatelj ga ne moze adekvatno odbaciti (Welniak i sur. 2007). U pripremi za transplantaciju,
kondicioniranje pacijenata ostecuje njihovo tkivo i potice lucenje upalnih citokina, najvise TNF-a,
interleukina-6 i interleukina-1. Ti proupalni citokini poticu izraZaj molekula HL A na primateljevim
stanicama koje prepoznaju davateljevi zreli limfociti T. Njihovom aktivacijom pokreée se
aktivacija niza izvr$nih stanica koje uniStavaju primateljeve epitelne 1 endotelne stanice, bogate
tkivnim antigenima (Andreis 1 sur. 2010). Postoji akutni i1 kroni¢ni oblik GvHD-a. Akutni GvHD
javlja se unutar 100 dana od postupka transplantacije, a obiljezava ga propadanje epitelnih stanica
koze, jetre 1 probavnog sustava. Kroni¢ni se razvija nakon vise od 100 dana od transplantacije, a
ocituje se oSteCenjem sluznica, fibrozom 1 atrofijom organa, a moze dovesti i do zatajenja funkcije
zahvacenog organa (Welniak i sur. 2007; Andreis 1 sur. 2010; Abbas 1 sur. 2018). Lijecenje akutnog
1 kroni¢nog GvHD-a odvija se uporabom jake imunosupresivne terapije na koju pacijenti Cesto loSe
reagiraju zbog intenziteta tog postupka, a uslijed imunosupresije postaju podlozni i raznim

infekcijama 1 dodatnim komplikacijama (Abbas 1 sur. 2018).

Osim $§to posreduju razvoj GvHD-a, imunokompetentne stanice iz presatka prepoznaju i
tumorske specifi€ne antigene izraZene na leukemijskim stanicama u primateljevom organizmu koje
zatim uniStavaju. To svojstvo davateljevih stanica se naziva ucinkom presatka protiv leukemije
(GvL) 1 zeljeni je terapijski ishod TKMS (Andreis i sur. 2010). Tesko je uspostaviti ravnotezu

izmedu pozeljnog GvL i vrlo nepozeljnog GVHD ucinka, a razlika leZi u vrsti antigena koji potaknu
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odgovor limfocita T — ako se radi o antigenima specificnim za tumorske stanice razvija se GvL

ucinak, a ako su prepoznati antigeni sa zdravih tkiva dolazi do razvoja GvHD-a (Copelan 2006).

1.4. Uloga HLA u TKMS

Sustav HLA ¢ini najvecu prepreku uspjesnoj transplantaciji tkiva i organa. Zbog svojeg
izrazitog polimorfizma unutar vrste, molekule HLA mogu djelovati kao aloantigeni i izazvati
imunoloski odgovor te uzrokovati odbacivanje transplantata ili razvoj GvHD-a. 1z tog razloga, prije
postupka transplantacije potrebno je odredivanje primateljevih i davateljevih tkivnih antigena,
odnosno klasi¢nih gena HLA i stupnja podudarnosti medu njima. Europski standard podrazumijeva
podudarnost HLA 10/10, za gene HLA-A, -B, -C, -DRB1 i -DQB1 (Lee i sur. 2007; Fiirst i sur.
2019).

Brojna istrazivanja su pokazala da nepodudarnosti u genima HLA izmedu primatelja i
davatelja povecavaju rizik od odbacivanja transplantata, razvoja GvHD-a i smrtnosti uslijed
transplantacije (Petersdorfi sur. 2001; Lee i sur. 2007). Lee 1 suradnici (2007) su na 3857 nesrodnih
parova primatelja i davatelja pokazali da podudaranja u genima HLA pogoduju boljem ishodu
TKMS, no nisu pronasli statisticki zna¢ajnu razliku u ishodu s obzirom na razinu nepodudarnosti
HLA. Nepodudarnost u samo jednom lokusu HLA povezana je s poviSenim rizikom od smrtnosti i
razvojem akutnog GvHD-a u usporedbi s potpuno podudarnim parovima, a svaka dodatna
nepodudarnost pokazala je znacajno losiji ishod TKMS 1 razliku u preZivljavanju 9-10%. Osim
HLA, za pacijentovo preZivljenje znacajnim su se pokazali pacijentova dob, stanje bolesti,
citomegalovirus (CMV) status, spol i dob davatelja (Lee 1 sur. 2007). U velikom istraZivanju grupe
autora iz Japana (Morishima i sur. 2015) na gotovo 8 tisu¢a nesrodnih parova primatelj-davatelj u
programu nesrodne TKMS, uocen je statisticki znaCajno poviSen rizik za smrtnost kod
nepodudarnosti izmedu primatelja i davatelja u genima HLA razreda I, i to najviSe za gene HLA-
A. Isto istrazivanje pokazalo je povezanost nepodudarnosti na lokusima HLA-A i -B s razvojem
akutnog GvHD-a 1 smanjene stope prezivljavanja (Morishima 1 sur. 2015). Takoder, Camacho-
Bydume 1 suradnici (2021) istrazili su utjecaj supratipova HLA na ishode alogeni¢éne TKMS 1 uo¢ili
povezanost odredenih supratipova HLA s prezivljenjem, odnosno rizikom od smrtnosti uslijed

TKMS.
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UnatoC potpunoj podudarnosti HLA (10/10) u genima HLA izmedu parova primatelj-
davatelj, i dalje je mogu¢ neuspjesan ishod TKMS, a mnogobrojna istrazivanja usmjerena su
upravo na pronalazak nacina kako poboljsati uspjeSnost transplantacija i smanjiti pojavu nezeljenih
komplikacija. Klasi¢ni geni HLA koji se rutinski tipiziraju predstavljaju samo mali dio cijele regije
HLA u ljudskom genomu (Clancy i sur, 2019). Istrazivanja produZenih haplotipova HLA pokazala
su njihovu vaznost u ishodu TKMS. Petersdorf i suradnici (2007) istrazili su povezanost
podudaranja cijelih haplotipova HLA izmedu primatelja i davatelja u TKMS i uocili povisen rizik
od razvoja GvHD-a kod nepodudarnih parova, usporediv s poviSenim rizikom u prisutnosti jedne
nepodudarnosti u genima HLA. Takoder, istrazivacka skupina predvodena s Petersdorf (2013)
pokazala je da su HLA nepodudarni parovi ¢eS¢e nepodudarni i u haplotipu HLA, u usporedbi s
HLA podudarnim parovima. S druge strane, genotipski HLA identi¢ne jedinke (npr. identi¢ni
blizanci) od roditelja nasljeduju i identi¢an haplotip HLA, stoga se preferiraju kao davatelji u
postupku TKMS. Haplotipovi HLA koji dijele iste alele na nekom lokusu dijele i visoko-
konzervirane dijelove ili blokove sekvenci u jakom LD-u s tim alelima i nasljeduju se zajedno
(Petersdorf i sur. 2013). Analiza haplotipova HLA provodi se putem biljega. To su najcesce
polimorfizmi jednog nukleotida (engl. Single Nucleotide Polymorphisms, SNPs) koji se prenose
zajedno s genima HLA u haplotipu 1 koriste u mapiranju gena unutar sustava MHC (Miretti 1 sur.
2005). Analiza SNP-ova omogucava uvid u gene kandidate 1 mehanizme ukljuene u nastanak
komplikacija uslijed TKMS. Osim toga, SNP sadrzaj haplotipova HLA specifican je za razlicite
etnicke skupine pa je moguce prikupiti informacije bitne i1 za epidemioloska, populacijska 1
genomska istrazivanja (Wennerstrom 1 sur. 2013). Prisutnost odredenih SNP-ova povezana je s
predispozicijom za razvoj odredenih bolesti, a sve se viSe istrazuje 1 utjecaj SNP-ova na ishod

TKMS.

Polimorfizmi unutar HLA gama bloka nisu dio rutinske pripreme za TKMS, no novija
istrazivanja pokazala su da bi gen C4 mogao imati znacajan utjecaj na ishod TKMS. Nadalje, gen
C4 je u jakom LD-u sa susjednim genima HLA-B i -DRBI, koji se nalaze unutar HLA beta i delta
blokova, te bi mogao sluZiti kao biljeg podudarnosti ¢itavog haplotipa HLA izmedu primatelja i
nesrodnog davatelja (Clancy i sur. 2019). Ne postoji velik broj istraZivanja i dostupnih podataka na
temu gama blok (GB) podudaranja u TKMS, no neka istrazivanja su pokazala znacajne rezultate u
povezanosti GB podudarnosti 1 pojave GvHD-a. U istrazivanju Hogan 1 sur. (2015) na 225 parova

primatelja i nesrodnih davatelja pokazali su da je rizik od pojave kroni¢nog ili teskog akutnog
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GvHD-a nizi kod parova podudarnih za gene HLA i gama blok, u usporedbi s parovima
podudarnim za gene HLA, ali nepodudarnim za gama blok (Hogan i sur. 2015). U istrazivanju
Maskalan 1 sur. (2020) u skupini od 51 HLA-podudarnog para primatelja i nesrodnih davatelja,
rezultati su pokazali statisticki znaCajno poviSen rizik od razvoja GvHD-a kod parova s

nepodudarnos¢u za GB.
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2. Cilj istrazivanja

Cilj ovog diplomskog rada je utvrditi povezanost podudarnosti u HLA gama bloku i rizika
od pojave GvHD-a nakon TKMS od HLA 9/10 podudarnog nesrodnog davatelja. Hipoteza
istrazivanja je da nepodudarnost u HLA gama bloku poveéava rizik od pojave GvHD-a nakon

TKMS od nesrodnog davatelja.
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3. Materijali i metode
3.1. Ispitanici

U istrazivanje smo ukljucili 33 para primatelja i nesrodnih davatelja koji su bili u programu
TKMS u periodu od 2011. do 2020. godine u Odjelu za tipizaciju tkiva, Klini¢kog zavoda za
transfuzijsku medicinu i transplantacijsku biologiju, KBC Zagreb, ¢ije je EtiCko povjerenstvo
odobrilo istrazivanje unutar kojeg se izradio ovaj diplomski rad. Svi uzorci su prethodno bili
testirani za alele lokusa HLA-A, -B, -C, -DRB1 i1 -DQBI1. Odabrana skupina parova imala je
podudarnost HLA 9/10, nepodudarnost je bila iskljucivo na lokusu HLA-A. Karakteristike

pacijenata iz ispitivane skupine prikazane su u tablici 1.
Tablica 1. Osobine ispitivane skupine primatelja i njihovih nesrodnih davatelja (N=33).

Osobine primatelja i nesrodnih davatelja
Dob primatelja (godine): srednja vrijednost (raspon) 54 (20-66)
Dob davatelja (godine): srednja vrijednost (raspon) 27 (19-50)

Spol: primatelj-nesrodni davatelj n %
Zenski-zenski 5 15.1
Zenski-muski 6 18.2
Muski-Zenski 13 39.4
Muski-muski 9 27.3
Dijagnoza

AML+MDS 20 60.6
Ostalo 13 394
Tretman kondicioniranja

Mijeloablativno 8 24.2
Kondicioniranje smanjenog intenziteta 25 75.8

Izvor mati¢nih stanica
Kostana srz 6 18.2
Periferna krv 27 81.8

Legenda: n - broj parova; % - ucestalost; AML - akutna mijeloi¢na leukemija; MDS -
mijelodisplasti¢ni sindrom
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3.2. Metode

3.2.1. Izolacija DNA

Iz 200 pL uzoraka periferne krvi izolirana je DNA koriStenjem NucleoSpin Blood

komercijalnog seta za izolaciju (Nucleospin, Macherey-Nagel, Duren, Njemacka). Metoda se

temelji na uporabi kolumni sa silikathnom membranom za specificno vezanje DNA. DNA se

inkubira s proteinazom K i puferom za lizu stanica. Lizatu se dodaje etanol koji pospjesuje vezanje

DNA za silikatnu membranu prilikom precipitacije. DNA se zatim ispire puferima za ispiranje pri

¢emu se uklanjaju proteini, a u zadnjem koraku se eluira s kolumne u puferu za otapanje (slika 5).

Nakon postupka izolacije mjeri se ¢istoéa i koncentracija izolirane DNA.

1 Liza uzorka

200 pL Krvi
krvi 25 uL Pro.K
200 uL B3

mijeSanje

70°C
10—15 min
2 Prilagodba 210 L etanola
uvjeta za

vezanje DNA

3 Vezanje DNA

" precipitacija
na kolumnu
sa silikathnom
membranom

&> 11.000xg

1 min

4 Ispiranje na
silikatnoj
membrani

1. ispiranje

2. ispiranje

11,000 x g
1 min

600 puL B5
11,000 x g
1 min

5 Suha
silikatna
membrana

11,000 x g
1 min

&> 500 uL BW
<>
(s

6 Otapanje 100 pyL BE
DNA visoke (70 °C)
Cistoce sobna

temperatura
1 min
o

11,000 x g
1 min

Slika 5. Shematski prikaz postupka izolacije DNA pomocu seta

NucleoSpin Blood (preuzeto i prilagodeno iz Macherey-Nagel

prirucnika za koristenje, 2022).
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3.2.2. Umnazanje gena i alela HLA

Koristena metoda za umnazanje gena i alela HLA je PCR-SSP (engl. Polymerase Chain
Reaction — Sequence Specific Primers). Metoda je temeljena na koriStenju specificnih
oligonukleotidnih pocetnica (engl. primers) sa sekvencama koje su komplementarne slijedu
odredenog alela HLA. Set za PCR-SSP tipizaciju sastoji se od odredenog broja reakcija za svaki
pojedini lokus HLA. Svim ispitanicima napravljena je tzv. tipizacija visoke rezolucije (na Cetiri
znamenke), odnosno tipizacija na razini alela HLA. KoriSten je komercijalni set za tipizaciju
OlerupSSP™ (CareDx, Stockholm, Svedska). Svaka reakcija PCR zasebno testira prisustvo jednog
alela ili genske skupine HLA, uz prisutnost dvaju setova pocetnica u svakoj reakciji — kontrolni set
koji umnaza kontrolni gen kao potvrdu uspjesne reakcije 1 drugi koji umnaza specifi¢an gen ili alel
HLA. U reakcijskoj smjesi, uz setove pocetnica nalaze se i komercijalni pufer sa smjesom
deoksiribonukleotida (dATP, dGTP, dCTP, dTTP), voda bez nukleaza, termostabilna Taq
polimeraza 1 genomska DNA koncentracije 20-100 pg/mL. Uvjeti umnaZanja u aparatu za

automatsko umnazanje DNA prikazani su u tablici 2.

Tablica 2. Uvjeti PCR-SSP reakcije za umnazanje alela HLA.

Korak Temperatura Vrijeme inkubacije Broj ciklusa
1 94 °C 2 min 1
94 °C 10 sec
2 65 °C 60 sec 10
94 °C 10 sec
3 61 °C 50 sec 20
72 °C 30 sec
4 4°C 0

Umnozeni produkti PCR provjeravaju se elektroforezom na 1,5 %-tnom agaroznom gelu
obojenom bojom GelRed (GenoVision Inc, West Chester, PA, SAD) u puferu 1xTBE (Tris-boreat-
EDTA). Nakon elektroforeze, gel se fotografira pomoc¢u kamere s tamnom komorom UV G:BOX
(Syngene, Cambridge, UK). Pozitivnom reakcijom oznac¢ava se ona u kojoj se uz kontrolnu vrpcu
umnozila i vrpca specificnog produkta reakcije PCR. Rezultati se analiziraju u programu Helmberg

Score™ (Olerup i Zetterquist 1992).
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3.2.3. Tipizacija HLA gama bloka

Za tipizaciju HLA gama bloka koristen je komercijalno dostupan set Olerup Gamma-Type
PCR SSP typing kit (Olerup SSP AB, Svedska), koristeéi prethodno izolirane uzorke DNA
primatelja i nesrodnih davatelja. Set sadrzi panel specificnih pocetnica koje su komplementarne
sekvencama odredenih SNP-ova koji se nalaze na 25 razli¢itih pozicija unutar gena C44/C4B HLA
gama bloka. Svaki set (za pojedini uzorak) sastoji se od 25 PCR reakcija, a u reakcijskoj smjesi
nalaze se specificne pocetnice (engl. Sequence Specific Primers, SSP), pufer, deoksiribonukleotidi

(dATP, dGTP, dCTP, dTTP), MgCl,, zeleni pufer za nanoSenje i DNA pojedinog uzorka.

Na plocicu PCR s 96 jazica nanijela sam po 3,95 pL reakcijske smjese za svaku od 25 PCR
reakcija po uzorku DNA. U 28 pL DNA dodala sam po 1,25 pL Taq polimeraze i smjesu
resuspendirala. U jazice s PCR reakcijskom smjesom dodala sam po 1 pL smjese DNA i
polimeraze. Plo¢icu sam prekrila ljepljivom prozirnom folijom i centrifugirala, kako bi se kapljica
DNA i polimeraze spustila na dno jaZzice i pomijeSala s reakcijskom smjesom za PCR. Plo¢icu PCR
postavila sam u automatski uredaj za umnazanje, prema postavkama u tablici 3. Za detekciju
produkata reakcije PCR, provela sam gel-elektroforezu na 2 %-tnom agaroznom gelu. Gel sam
pripremila u 200 mL pufera 1xXTBE, dodavsi 4 g agaroze i 4 kapljice boje GelRed. Po zavrsetku
reakcije PCR, produkte sam nanijela na gel i provela elektroforezu, 19 min na 220 V. Nakon
provedene gel-elektroforeze, gel sam fotografirala pomocu kamere s tamnom komorom UV

G:BOX 1 ocitala rezultate.

Tablica 3. Uvjeti PCR-SSP reakcije za umnazanje specificnih polimorfizama HLA gama bloka.

Korak Temperatura Vrijeme inkubacije Broj ciklusa
1 95 °C 10 min 1
96 °C 20 sec
2 61 °C 30 sec 28
72 °C 3 min
96 °C 20 sec
3 56 °C 30 sec 5
72 °C 3 min
4 15 °C 0
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Pri ocitavanju rezultata reakcije PCR koristila sam se tablicom ocekivanih velicina
specifi¢nih (ciljnih) amplikona i internih kontrola, dostupnom od strane proizvodaca seta za gama
blok tipizaciju, prikazanu na slici 6. Prema uputama proizvodaca, pozitivnim reakcijama obiljezila
sam one u kojima su se prilikom reakcije PCR umnozili amplikon interne kontrole i ciljni amplikon
odredene pozicije SNP unutar gama bloka HLA. Negativnim reakcijama oznacila sam one u kojima
se umnozio samo amplikon interne kontrole. Prikaz gela nakon gel-elektroforeze vidljiv je na slici
7. Rezultate tipizacija gama bloka unijela sam u Gamma-Type Matching Pairs Worksheet, tablicu
dobivenu od strane proizvodaca i odredila podudarnost u HLA gama bloku izmedu parova

primatelja i nesrodnih davatelja.

fere e Y ampiona e i
01 ~ 180 bp =450 bp
02 ~ 350 bp ~ 450 bp
03 =~ 350 bp =450 bp
04 ~ 250 bp ~ 450 bp
05 ~ 250 bp ~ 450 bp
06 ~ 200 bp =450 bp
07 ~ 300 bp ~ 450 bp
08 =~ 550 bp ~ 300 bp
09 ~ 200 bp ~ 450 bp
10 =300 bp =450 bp
Il =200 bp ~ 450 bp
12 =250 bp ~ 450 bp
13 =~ 320 bp ~ 450 bp
14 ~ 250 bp ~ 450 bp
15 ~ 550 bp ~300 bp
16 =~ 200 bp ~ 450 bp
17 =~ 450 bp ~ 300 bp
18 = 500 bp ~ 300 bp
19 = 500 bp ~ 300 bp
24 e0op 200 Slika 6. Ocekivane veli¢ine produkata
21 =360 bp =~ 300 bp
5 < 500 bp ~300 bp reakcije PCR u tipizaciji gama bloka
23 ~ 200 bp ~ 450 bp HLA (preuzeto iz Gamma-Type™
24 ~ 500 bp =300 bp Conexio Genomics priruénika za
25 ~ 350 bp ~ 300 bp

koristenje, 2016).
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Slika 7. Rezultat gel elektroforeze gama tipizacije para primatelj-nesrodni davatelj. Pozitivne reakcije su
one u kojima su nastala 2 produkta reakcije PCR, interna kontrola i ciljni amplikon — na pozicijama 5, 6, 8,
12, 13, 14, 15, 20, 22 i 24. Crvene strelice pokazuju nepodudarnost u gama bloku HLA na poziciji 11, u
kojoj je reakcija davateljevog uzorka pozitivna, a u primateljevom uzorku nije doslo do umnaZzanja ciljnog

amplikona na istoj poziciji.
3.2.4. Statisticka obrada podataka

Broj podudarnosti, odnosno nepodudarnosti izmedu primatelja i nesrodnih davatelja odreden
je direktnim brojanjem i1 prikazan u brojevima i postocima. Ispitivana skupina od 33 para
primatelja-nesrodnih davatelja je podijeljena u podgrupe i usporedena uz pomo¢ Fischer-ovog
egzaktnog testa. Povezanost rizika pojave GvHD-a i podudarnosti u HLA gama bloku izracunata
je koristenjem Kaplan-Meier kalkulatora (MedCalc, verzija 19.2.6) 1 log-rank testa za ocitovanje
razlika izmedu podgrupa i statisticku znacajnost (p) istih. Razina statisti¢ke znacajnosti postavljena

je na p<0,05.
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4. Rezultati
4.1. Raspodjela parova primatelj-nesrodni davatelj s obzirom na podudarnost HLA

Parovi primatelja i nesrodnih davatelja imali su podudarnost HLA 9/10. Odabrani su prema
tome da je prisutna nepodudarnost isklju¢ivo na lokusu HLA-A. Aleli i razina nepodudarnosti HLA
u parovima primatelja i nesrodnih davatelja prikazana je u tablici 4. Pet parova imalo je isti fenotip
HLA-A. Nepodudarnost je uglavnom bila prisutna na razini gena (93,94%), a samo dva para
(6,06%) imali su isti gen HLA, a nepodudarnost na razini alela HLA. Na slici 8 prikazana je

raspodjela primatelja i nesrodnih davatelja prema alelima HLA-A.

Tablica 4. Prikaz nepodudarnosti HLA-A parova primatelj-nesrodni davatelj (N=33).

Primatel; Ijizir;f:gi Nepodudarnosti Primatelj Ij;izggi Nepodudarnosti
Par Par
P- HLA-A* P- HLA-A*
ND ND
1 01:01 03:01 G 18 24:02 03:02 G
2 01:01 11:69N G 19 24:02 23:01 G
3 01:01 23:01 G 20 24:02 30:01 G
4 01:01 24:02 G 21 25:01 11:01 G
5 01:01 24:02 G 22 26:01 02:01 G
6 01:01 25:01 G 23 26:01 03:01 G
7 01:01 26:01 G 24 31:01 24:02 G
8 01:01 26:01 G 25 31:01 24:02 G
9 02:01 01:01 G 26 31:01 25:01 G
10 02:02 02:01 A 27 32:01 24:02 G
11 03:01 02:01 G 28 32:01 26:01 G
12 03:01 68:01 G 29 33:01 01:01 G
13 03:02 03:01 A 30 66:01 32:01 G
14 11:01 02:01 G 31 68:01 02:01 G
15 24:02 01:01 G 32 68:01 02:01 G
16 24:02 02:01 G 33 68:01 24:02 G
17 24:02 02:01 G Legenda: P-ND — primatelj-nesrodni davatelj; G

- razina gena; A - razina alela
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U ispitivanoj skupini od 66 pojedinaca (33 para primatelj-nesrodni davatelj), uoceno je 17
razlicitih alela na lokusu HLA-A. Najveéi broj primatelja (N=8; 24,24%) imao je alel HLA-
A*01:01, a s istom ucestalosti pojavio se alel HLA-A*02:01 kod davatelja KMS. Jedan od

davatelja imao je nul alel tj. alel bez ekspresije (engl. null allele, N).

8 —
. B Primatelji
6 Davatelji
5

4

Ucdestalost pojave alela

S N
O A R

Wdulon 0l bk

VS S
¥ & S § S SS

N S
TN T A AR A WY

5 INGI
NN IR

Alel HLA-A*

Slika 8. Raspodjela alela HLA-A medu primateljima i njihovim nesrodnim davateljima (N=66).

A*11:69N — nul alel bez ekspresije (engl. null allele).
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4.2.Raspodjela parova primatelj-nesrodni davatelj s obzirom na supratip HLA

Parove primatelj-nesrodni davatelj podijelili smo prema supratipu HLA-A (tablica 5). Osam

(24,24%) parova primatelj-nesrodni davatelj bili su podudarni u supratipu HLA-A (slika 9).

Od ukupno cetiri supratipa HLA-A uocena medu primateljima najvecu zastupljenost je
pokazao supratip HLA-AO01 (N=13; 39,39%) , a zatim supratip HLA-A03 (N=12; 36,36%). Medu
davateljima je uoceno pet razlicitih supratipova HLA. Najvecu zastupljenost takoder je pokazao
supratip HLA-AO1 (N=9; 27,27%), a potom supratip HLA-A02 (N=8; 24,24%) i supratip HLA-
A24 (N=8; 24,24%).

Tablica 5. Raspodjela parova primatelj-nesrodni davatelj s obzirom na supratipove HLA.

HLA-A HLA-A HLA-A HLA-A
Par P-ND supratip supratip Par P-ND supratip supratip
primatelja davatelja primatelja davatelja

1 A01 A03 20 A24 AO01A03
2 A0l N 21 A01 A03

3 A0l A24 22 A01 A02
4 A01 A24 23 A01 A03
5 A01 A24 24 A03 A24

6 A01 A01 25 A03 A24
7 A01 A01 26 A03 A0l

8 A01 A01 27 A01 A24

9 A02 A01 28 A01 A0l
10 A02 A02 29 A03 AO01
11 A03 A02 30 A03 AO01
12 A03 A03 31 A03 A02
13 A03 A03 32 A03 A02
14 A03 A02 33 A03 A24
15 A24 AO1 Legenda: P-ND — primatelj i nesrodni davatelj;

N — alel bez ekspresije (engl. null allele)

16 A24 A02

17 A24 A02

18 A24 A03

19 A24 A24
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Slika 9. Raspodjela supratipova HLA kod primatelja i nesrodnih davatelja. N - alel bez ekspresije (engl.

null allele).
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4.3.Raspodjela parova primatelj-nesrodni davatelj s obzirom na supratip HLA i
gama blok HLA

Parove primatelj-nesrodni davatelj podijelili smo prema podudarnosti u supratipu HLA 1
gama bloku HLA (tablica 6). Najvise parova (N=20; 60,61%) bilo je razli¢itog supratipa HLA-A s
prisutnom nepodudarnoséu u gama bloku. Pet parova primatelj-nesrodni davatelj bilo je istog
supratipa HLA i nepodudarni u gama bloku HLA, a po 4 para imala su podudarnost u HLA gama
bloku, s istim ili razli¢itim supratipom HLA-A. Nije uoCena statisticki znacajna (p=0,1695) razlika

u nepodudarnosti u HLA gama bloku izmedu parova s istim ili razli¢itim supratipom HLA.

Tablica 6. Prisutnost nepodudarnosti u HLA gama bloku izmedu parova s istim ili razli¢itim

supratipom HLA.

Nepodudarnost u

Podudarnost u HLA
HLA gama bloku
gama bloku (N=8)
(N=25)
Isti supratip HLA-A A
5
(N=9) p > 0,05
Razlic¢iti supratip HLA-A
4 20

(N=24)
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4.4 Raspodjela parova primatelj-nesrodni davatelj s obzirom na HLA gama blok

Nepodudarnost u HLA gama bloku bila je prisutna kod 25 (75,76%) parova primatelja 1
nesrodnih davatelja. Broj nepodudarnosti izmedu parova primatelja i nesrodnih davatelja kretao se
od jedan do pet. Najve¢i broj parova (N=7; 28%) imao je jednu, odnosno cetiri nepodudarnosti u
gama bloku (slika 10). Pet parova (20%) primatelj-nesrodni davatelj imalo je po dvije, odnosno tri

nepodudarnosti, dok je samo jedan par (4%) imao 5 nepodudarnosti u HLA gama bloku.

33 para primatelj-
nesrodni davatelj

25 nepodudarnih 8 podudarnih
(75,76%) (24,24%)

(N 5: 20%) (N—? 28%)

Slika 10. Podjela parova primatelj-nesrodni davatelj s obzirom na podudarnost/nepodudarnost u gama

bloku. MM - nepodudarnost (engl. mismatch)
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4.5.Analiza parova primatelj-nesrodni davatelj s obzirom na raspodjelu SNP
nepodudarnosti

Analiza SNP nepodudarnosti parova primatelj-nesrodni davatelj pokazala je da su unutar
skupine parova s jednom nepodudarnosti, dva para (broj 8 i broj 9) imala nepodudarnost za SNP
na poziciji 13. Dva para (broj 3 i broj 11) takoder su imali istu nepodudarnost i to za SNP na poziciji
20 (tablica 7). Unutar skupine parova primatelj-nesrodni davatelj s dvije nepodudarnosti, samo su
dva para pokazala kombinaciju istih SNP nepodudarnosti (par broj 1 i1 broj 24). U preostalim

skupinama parova nije uoc¢eno ponavljanje istth SNP nepodudarnosti.

Tablica 7. Analiza specifi¢nih polimorfizama jednog nukleotida (SNP) izmedu parova primatelja

1 nesrodnih davatelja i broj nepodudarnosti.

Par P-ND broj SNP
4 6
26 11
8i9 13
23 19
3ill 20
10 5,20
» MM 31 6,20
2 10, 11
1i24 11,24
25 5,10, 11
17 5,10, 12
5 5,13, 20
30 11,12, 24
6 11,13, 23
21 1,6,7,23
15 2,12, 13,24
19 6,9, 11,13
4 MM 33 7,12, 20, 23
14 10, 11, 12, 24
13 11, 12, 22, 24
27 11, 12,23, 24

_ SMM 22 5,6, 10, 13,20

Legenda: P-ND - primatelj-nesrodni davatelj; SNP - polimorfizam jednog nukleotida (engl.
Single Nucleotide Polymorphism); MM - nepodudarnost (engl. mismatch)
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Na slici 11 prikazana je raspodjela nepodudarnosti izmedu parova primatelj-nesrodni
davatelj na svakom SNP-u. Najve¢i broj nepodudarnosti (N=10; 40%) uocen je u reakciji, tj. SNP-
u broj 11, slijedio je SNP 12, u kojem je nepodudarno bilo ukupno 8 (32%) parova primatelj-
nesrodni davatelj. Po 7 (28%) parova bilo je nepodudarno u reakcijama 20 1 24, a u SNP-ovima 5
1 13 bilo je nepodudarno po 6 (24%) parova primatelj-nesrodni davatelj. U 9 (36%) reakcija tj. SNP
3,4, 8,15, 16, 17, 18, 21 i 25, niti jednom nije uoc¢ena nepodudarnost izmedu para primatelj-

nesrodni davatelj.
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S 6
2 5
(@]

£ 4
S 3
3

2 2
'illl l ll l
ot
m O

1 10 11 12 13 14 19 20 22 23 24
Reakcua SNP s prisutnim MM

Slika 11. Raspodjela nepodudarnosti po SNP reakcijama (N=16). SNP - polimorfizam jednog nukleotida
(engl. Single Nucleotide Polymorphism); MM - nepodudarnost (engl. mismatch)
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4.6.IstraZzivanja povezanosti GvHD-a i HLA
4.6.1. Analiza povezanosti pojave GvHD-a i podudarnosti u HLA gama bloku

U ispitivanoj skupini od 33 para primatelj-nesrodni davatelj, njih 25 (75,76%) imalo je
nepodudarnost u HLA gama bloku. Usporedba parova primatelja 1 nesrodnih davatelja s obzirom
na podudarnosti u HLA gama bloku prikazana je na slici 12. Uocena je statisticki znacajno ¢esca

pojava GvHD-a (p=0,0302) kod parova primatelj-nesrodni davatelj koji su imali nepodudarnost u

HLA gama bloku.
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Slika 12. Prikaz pojave GvHD-a s obzirom na podudarnost u HLA gama bloku kod parova primatelj-
nesrodni davatelj. GVHD - bolest presatka protiv primatelja (engl. Grafi-versus-Host Disease); P-ND —

primatelj i nesrodni davatelj

33



4.6.2. Analiza povezanosti pojave GvHD-a i broja nepodudarnosti u HLA gama
bloku

Analiza povezanosti pojave GvHD-a i podudarnosti u HLA gama bloku, s obzirom na broj
uocenih nepodudarnosti prikazana je na slikama 13a i 13b. Sve parove primatelj-nesrodni davatelj
podijelili smo u 3 skupine: (1) parovi primatelj-nesrodni davatelj podudarni u HLA gama bloku,
(2) parovi primatelj-nesrodni davatelj s 1-2 nepodudarnosti u HLA gama bloku i (3) parovi
primatelj-nesrodni davatelj s 3-5 nepodudarnosti u HLA gama bloku. Parovi primatelj-nesrodni
davatelj s 3-5 nepodudarnosti u HLA gama bloku pokazali su statisticki znac¢ajno (p=0231) ¢escu
pojavu GvHD-a od parova primatelj-nesrodni davatelj podudarnih u HLA gama blok. Istovremeno
nije uocena statisticki znacajna razlika u pojavi GvHD-a izmedu parova podudarnih u HLA gama
bloku i1 parova primatelj-nesrodni davatelj s 1-2 nepodudarnosti u HLA gama bloku. Medusobna
usporedna parova primatelj-nesrodni davatelj s obzirom na broj nepodudarnosti u HLA gama bloku
(slika 14) pokazala je tendenciju vece pojave GvHD-a u skupini parova s 3-5 nepodudarnosti, ali

bez statisticke znacajnosti (p=0,1554).
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Slika 13. Usporedba pojave GvHD-a izmedu parova primatelj-nesrodni davatelj podudarnih u HLA gama s
parovima primatelj-davatelj s 1-2 nepodudarnosti u HLA gama bloku (a); i s parovima primatelj-nesrodni
davatelj s 3-5 nepodudarnosti u HLA gama bloku (b). GVHD - bolest presatka protiv primatelja (engl. Graft-

versus-Host Disease); P-ND — primatelj i nesrodni davatelj
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Slika 14. Prikaz pojave GvHD-a kod parova primatelja i nesrodnih davatelja s 1-2 i 3-5 nepodudarnosti u

HLA gama bloku. GVvHD - bolest presatka protiv primatelja (engl. Graft-versus-Host Disease); P-ND —

primatelj i nesrodni davatel]
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4.6.3. Analiza povezanosti pojave GvHD-a i podudarnosti na SNP poziciji 11

Unutar skupine od 25 parova primatelj-nesrodni davatelj s HLA gama nepodudarnoscu,
uocena je najéescée nepodudarnost za SNP na poziciji 11 (N=10; 40%), a zatim poziciji 12 (N=8;
32%). Istrazili smo postoji li veca pojava GvHD-a u prisutnosti nepodudarnosti na SNP poziciji 11
(slika 15) 1 poziciji 12 (slika 16). Nepodudarnost za SNP na poziciji 11 pokazala je statisticki
znacajno (p=0,0189) cescéu pojavu GvHD-a, dok je nepodudarnost za SNP na poziciji 12 pokazala

tendenciju ¢eSc¢e pojave GvHD-a, ali bez statistiC¢ke znacajnosti (p=0,1899).
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Slika 15. Vjerojatnost pojave GvHD-a s obzirom na prisutnost nepodudarnosti na SNP poziciji 11.
GVHD - bolest presatka protiv primatelja (engl. Graft-versus-Host disease); SNP - polimorfizam jednog
nukleotida (engl. Single Nucleotide Polymorphism); P-ND — primatelj i nesrodni davatel;

37



100 |
N=
80 L
&
=
= N=17
T 60l
= [F
5 | Parovi P-ND podudarni u SNP 12
§ = Parovi P-ND nepodudarni u SNP 12
40 L
«
I3
[=F
20 L
p>0,05
ol
0 500 1000 1500 2000 2500 3000

Vrijeme (dani)

Slika 16. Prikaz pojave GvHD-a s obzirom na prisutnost nepodudarnosti na SNP poziciji 12.
GvHD - bolest presatka protiv primatelja (engl. Graft-versus-Host disease); SNP - polimorfizam jednog
nukleotida (engl. Single Nucleotide Polymorphism); P-ND - primatelj i nesrodni davatelj

Naslici 17 prikazana je analiza prisustva nepodudarnosti za SNP-ove na pozicijama 11112
(N=4). Analiza je pokazala statisticki znac¢ajno ¢eS¢u (p=0,0201) pojavu GvHD-a u prisutnosti

nepodudarnosti na obje SNP pozicije.
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Slika 17. Prikaz pojave GvHD-a s obzirom na prisutnost nepodudarnosti na SNP pozicijama 11 i 12.

GVHD - bolest presatka protiv primatelja (engl. Graft-versus-Host disease); SNP - polimorfizam jednog

nukleotida (engl. Single Nucleotide Polymorphism); P-ND - primatelj i nesrodni davatel;
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4.6.4. Analiza povezanosti pojave GvHD-a i podudarnosti u HLA gama bloku i
supratipu HLA-A

Kada smo u analizu ukljucili i podudarnost u HLA gama bloku i supratipu HLA dobili smo
sljedeée rezultate. Na slici 18 prikazana je analiza povezanosti podudarnosti u supratipu HLA s
pojavom GvHD-a. Podudarnost u supratipu HLA nije pokazala statisticki znacajan utjecaj na
pojavu GvHD-a, ve¢ tendenciju povecanog rizika za razvoj GvHD-a u skupini s podudarnim

supratipom HLA (p=0,0867).

U analizi podudarnosti i supratipa HLA-A i HLA gama bloka zajedno uocili smo statisticku
znacajnost za razvoj GvHD-a (p=0,0057) (slika 19). Skupine smo podijelili prema podudarnosti u
supratipu HLA 1 HLA gama bloku, tj. (1) na parove s podudarnim supratipom HLA-A i podudarnim
HLA gama blokom, (2) parove s podudarnim supratipom HLA-A i nepodudarnim HLA gama
blokom, (3) parove s nepodudarnim supratipom HLA-A i nepodudarnim HLA gama blokom te (4)
parove s nepodudarnim supratipom HLA-A 1 podudarnim HLA gama blokom. Skupine 2 i 3

pokazale su statisticki znacajno povecan rizik za razvoj GvHD-a.
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Slika 18. Prikaz pojave GvHD-a s obzirom na podudarnost u supratipu HLA-A. GvHD - bolest presatka

protiv primatelja (engl. Graft-versus-Host disease); P-ND - primatelj i nesrodni davatelj.
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Slika 19. Prikaz pojave GvHD-a s obzirom na podudarnost u supratipu HLA-A i HLA gama bloku.
GVHD - bolest presatka protiv primatelja (engl. Graft-versus-Host disease); P-ND - primatelj i nesrodni
davatelj
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5. Rasprava

U posljednjih nekoliko desetljeca, alogenicna TKMS prerasla je iz eksperimentalne terapije
u standardni postupak lijeCenja razliCitih hematoloSkih bolesti. Unato¢ velikom napretku
tehnologije, imunosupresivnih terapija, tipizacije HLA 1 pronalaska podudarnih srodnih ili
nesrodnih davatelja, GvHD je i dalje jedan od glavnih uzroka smrtnosti bolesnika nakon TKMS.
Glavni rizi¢ni ¢imbenik za razvoj GvHD-a je nepodudarnost u genima HLA izmedu primatelja i
davatelja, istodobno podudarnost u genima HLA se pokazala nedovoljnom za izbjegavanje
nezeljenih ishoda TKMS. Za razliku od srodne TKMS, podudarnost u genima HLA izmedu
primatelja i nesrodnog davatelja ne podrazumijeva i podudarnost u haplotipu HLA, odnosno
ostalim genima koji se nalaze unutar regije tj. izmedu gena HLA koji se odreduju (regija izmedu
lokusa HLA-A i HLA-DPB1) u rutinskom postupku u pripremi za TKMS (Wennerstrom i sur.
2013; Fiirst 1 sur. 2019). 1z tih razloga, postoji velika potreba za istrazivanjem drugih genetskih
¢imbenika vaznih za smanjenje rizika od razvoja GvHD-a, odnosno za pronalaskom biljega koji bi
mogli posluziti u jo§ boljem, preciznijem odabiru nesrodnog davatelja 1 sprjeCavanju razvoja
GvHD-a. Time bi se smanjila smrtnost bolesnika, ali i potreba za terapijom koja se koristi u
lijeCenju GvHD-a. Stoga, naslijedeni dijelovi genoma, SNP-ovi koji kodiraju razne citokine,
kemokine i1 upalne regulatorne ¢imbenike postali su predmetom interesa genetickih istraZivanja s
ciljem poboljsanja ishoda TKMS (Kuba i Raida 2018). U tu svrhu izraden je i ovaj diplomski rad,
kao dio veceg istrazivanja utjecaja polimorfizma HLA gama bloka na pojavu GvHD-a u programu

nesrodne TKMS.

Iz svega navedenog, cilj ovog istraZivanja koje je obuhvatilo 33 para primatelj-nesrodni
davatelj s podudarnos¢u HLA 9/10, bio je istraziti povezanost HLA gama bloka 1 pojave GvHD-a.

Svi parovi su bili nepodudarni za jedan gen ili alel na lokusu HLA-A.

Unato¢ malom broju ispitanika, ucestalost alela HLA-A unutar skupina primatelja bila je u
skladu s ucestalos¢u uo¢enom u hrvatskoj populaciji na skupini od 4000 ispitanika (Grubi€ i sur.
2014) (podaci dostupni na zahtjev). Nije bilo moguce istraziti postoje li razlike u razini
nepodudarnosti (razina gena ili razina alela) na lokusu HLA-A i pojave GvHD-a jer su samo 2 para
primatelj-nesrodni davatelj imali nepodudarnost na razini alela HLA, te su oba bolesnika razvila
GvHD (akutni ili kroni¢ni). Zanimljivo je spomenuti da za jednog od bolesnika s fenotipom HLA-

A*01:01, A*11:01 pronaden nesrodni davatelj koji je na lokusu HLA-A imao kombinaciju alela
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HLA-A*11:69N, A*11:01. Navedeni bolesnik razvio je GvHD, §to je u skladu sa zaklju¢cima
istrazivanja iz 2004. godine koje govori da transplant KMS s HLA null alelom i dalje prepoznaje
primateljeve molekule HLA kao strane i moze izazvati imunoloSku reakciju, odnosno GvHD, ali
nece izazvati reakciju primatelja protiv davatelja (Elsner i Blasczyk 2004). Drugim rije¢ima, HLA
nepodudarnost postoji samo u jednom smjeru: nesrodni davatelj—primatelj, ali ne i u smjeru
primatelj—nesrodni davatelj. Jedna od sugestija u programu nesrodne TKMS u slucaju da nema

HLA podudarnog davatelja 10/10 je da se odabere, ako je moguce, davatelj homozigot na
nepodudarnom lokusu HLA (Elsner i Blasczyk 2004).

Medu HLA alelima, alel HLA-A*11:69N spada u rijetke alele, do sada je prijavljen samo
Cetirli puta u bazi podataka Allele Frequency Net, §to ne znaci da nije prisutan i u drugim
populacijama u svijetu (The Allele Frequency Net Database - Allele, haplotype and genotype
frequencies in Worldwide Populations (2019) allelefrequencies.net, pristupljeno 25. 8. 2023.). Alel
HLA-A*11:69N otkriven je prvi put 2014. godine, a od alela HLA-A*11:01:01 razlikuje se u jednoj

aminokiselini (G—A) na poziciji 723, u egzonu 4 §to je rezultiralo stop kodonom (Gao i sur. 2014).
Do danas je poznato preko 30 HLA-A*11 null alela koji takoder nisu ucestali, za razliku od nekih
drugih null alela (npr. DRB4*01:03:01:02N) koji spadaju u €este, kao u primjeru navedeni alel koji
je prisutan u hrvatskoj populaciji u haplotipima HLA-
B*15(B62)~C*03(Cw9)~DRB1*04:02~DRB4*01:03:01:02N~DQB1*03:02 i HLA-
B*57~C*06~DRB1*07:01~DRB4*01:03:01:02N~DQB1*03:03 s velikom ucestalos¢u (Grubic i
sur. 2018).

Ekspresija molekula HLA na povrSini stanica direktno utje€e na jacinu imunoloSkog
odgovora i klinicki ishod TKMS. 1z tog razloga, napravili smo i analizu alela HLA-A klasificiranih
u supratipove HLA-A, no nismo pronasli povezanost podudarnosti u supratipu HLA-A izmedu
parova primatelj-nesrodni davatelj s pojavom GvHD-a. Nasi rezultati u skladu su s rezultatima
skupine 1z SAD-a (Camacho-Bydume i sur. 2021) koji su proveli istraZivanje na preko 7000 HLA
podudarnih parova primatelj-nesrodni davatelj, u kojem nisu pronasli povezanost izmedu
podudarnosti u supratipu HLA-A s ishodom TKMS, no pronasli su povezanost sa supratipom na
lokusu HLA-B. Supratip HLA-B62, unutar kojeg prevladava alel HLA-B*15:01, pokazao je
povezanost sa smanjenom pojavom smrtnosti uslijed TKMS i razvoja GvHD-a. Zbog male skupine

parova primatelj-nesrodni davatelj u naSem istraZivanju, mi nismo mogli provesti takve analize.
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Podudarnost u HLA gama bloku, odnosno genu C4, pokazala je povezanost s ishodom
TKMS u nekim recentnim istrazivanjima. Rad iz 2016. godine na 59 parova primatelj-podudarni
nesrodni davatelj pokazao je da je nepodudarnost u genu C4 statisticki znacajno povezana s
poviSenim rizikom za nastanak akutnog GvHD-a (Park i sur. 2016). S druge strane, u istrazivanjima
znanstvenih grupa iz Finske (Clancy i sur. 2019) i Brazila (Getz i sur. 2020) nije uo¢ena povezanost
nepodudarnosti HLA gama bloka s razvojem GvHD-a. Medutim, oba istrazivanja ukazala su na
moguénost koristenja gena C4 kao biljega za podudarnost u haplotipu HLA zbog iznimno jakog

LD-a sa susjednim lokusima.

Hipoteza ovog istrazivanja bila je da ¢e nepodudarnost u HLA gama bloku imati utjecaj na
ishod TKMS, odnosno na razvoj GvHD-a. Rezultati su pokazali statisticki znac¢ajnu povezanost
nepodudarnosti u HLA gama bloku s pojavom GvHD-a nakon TKMS. Od 25 parova koji su imali
nepodudarnost u HLA gama bloku, 20 (80%) bolesnika razvilo je GvHD. Dobiveni rezultati su u
skladu s rezultatima istrazivanja iz 2020. godine na skupini od 51 para primatelj-nesrodni davatelj
koji su imali podudarnost HLA 10/10 (Maskalan i sur. 2020). U navedenom istrazivanju
napravljena je analiza povezanosti podudarnosti u HLA gama bloku s dvogodi$njim preZivljenjem,
relapsom bolesti i pojavom GvHD-a. Dok za prezivljenje i relaps nije pronadena statisticki
znacajna povezanost s podudarno$é¢u u HLA gama bloku, rizik od pojave GvHD-a pokazao se
statistiCki znacajno povisenim kod parova primatelj-nesrodni davatelj koji su imali nepodudarnost

u HLA gama bloku.

S obzirom na broj nepodudarnosti izmedu parova primatelj-nesrodni davatelj, uocili smo
da su parovi primatelj-nesrodni davatelj s viSe od 3 nepodudarnosti u HLA gama bloku imali
statisti¢ki znac¢ajno vecu pojavu GvHD-a od parova podudarnih u HLA gama bloku, ali nismo
pronasli statisticku znacajnost pri usporedbi s parovima primatelj-nesrodni davatelj s 1-2
nepodudarnosti u HLA gama bloku. Jedno od moguc¢ih objasnjenja je mali broj parova u svakoj od
navedenih skupina, ali 1 drugi ¢imbenici koji utje€u na ishod TKMS (npr. na¢in kondicioniranja,
izvor KMS, profilaksa GvHD-a). Od 33 bolesnika, za njih 25 (75,75%) koriSteno je
kondicioniranje smanjenog intenziteta koriStenjem antitimocitnih globulina (engl. Anti-Thymocyte
Globulin, ATG), za koje je poznato pozitivno djelovanje na smanjenje rizika od razvoja GvHD-a

(Baron 1 sur. 2017).

44



Najveci broj nepodudarnosti u SNP-ovima uocen je na pozicijama 11 (40%) 1 12 (32%). U
analizi utjecaja nepodudarnosti na SNP poziciji 12 nismo uo¢ili statisticki znac¢ajno ¢es¢u pojavu
GvHD-a, no SNP pozicija 11 pokazala je utjecaj na ishod TKMS, i samostalno i u zajednickoj
analizi sa SNP pozicijom 12. Dobivene rezultate nije moguce komentirati jer nije poznato o kojim
je to¢no SNP-ovima rijec, jer podaci nisu dostupni od strane proizvodaca. Utjecaj odredenih SNP
pozicija na ishod TKMS i pojavu GvHD-a uocen je i u drugim istrazivanjima. Askar i suradnici su
u svom istrazivanju na 236 parova primatelj-nesrodni davatelj uocili 3 pozicije SNP (c.2918+98G,
¢.3316C 1 ¢.4385C) sa znacajnim utjecajem na pojavu teSkog akutnog GvHD-a (Askar i sur. 2015).
Takoder, u istrazivanju znanstvenika iz SAD-a 2018. godine na 66 parova primatelj-nesrodni
davatelj, uocena je znac¢ajna povezanost nepodudarnosti na jednoj poziciji SNP i razvoja akutnog

GvHD-a, no ni toj skupini istrazivaca nije bila poznata to¢na lokacija SNP-a (Moyer i sur. 2018).

Uocili smo Sest pozicija SNP koje su imale samo po jednu nepodudarnost izmedu parova
primatelj-nesrodni davatelj. To su pozicije SNP 1, 2, 9, 14, 19 1 22, a pozicija SNP 19 bila je
samostalno nepodudarna u samo jednom paru primatelj-nesrodni davatelj. Sve ostale navedene
nepodudarne pozicije SNP-ova bile su dio viSestrukih nepodudarnosti izmedu parova primatelj-
nesrodni davatelj. Njihovu ulogu, odnosno vaznost potrebno je istraziti na ve¢em uzorku parova

kada ¢e i veci broj parova biti nepodudaran za iste.

Analiza podudarnosti u HLA gama bloku zajedno s podudarnosti u supratipu HLA potvrdila
je statisticki znacajan utjecaj HLA gama bloka na ishod TKMS. Sve skupine parova primatelj-
nesrodni davatelj koji su imali nepodudarnost u HLA gama bloku pokazale su statisticki zna¢ajno
¢eScu pojavu GvHD-a, bez obzira na to jesu li imali isti ili razliciti supratip HLA. U skladu s ranije
navedenim istraZivanjima i njihovim rezultatima, naSe analize ukazuju na vaznost HLA gama bloka
1 potrebu za daljnjim istrazivanjem ove teme na ve¢em broju ispitanika. Broj radova i1 dostupnost
podataka o utjecaju polimorfizma HLA gama bloka na ishod TKMS je i dalje vrlo niska, no
tipizacija HLA gama bloka mogla bi doprinijeti boljem odabiru davatelja i smanjiti rizik od razvoja
GvHD-a. Dodatna istrazivanja mogla bi pomo¢i u razumijevanju sloZenih interakcija ukljuc¢enih u

reakcije imunoloSkog sustava pri TKMS i ¢imbenike koji utjecu na razvoj GvHD-a.
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VI.

VII.

. Zakljucci

U skupini HLA 9/10 podudarnih parova primatelj-nesrodni davatelj (N=33) s
nepodudarnoséu na lokusu HLA-A, 93,94% parova je bilo nepodudarno na razini gena

HLA, a 6,06% parova na razini alela HLA.

Nepodudarnost parova primatelj-nesrodni davatelj u HLA gama bloku bila je ocekivano

visoka i iznosila je 75,75%.

Od 25 SNP-ova ukljuc¢enih u HLA gama blok, na poziciji SNP broj 11 uocen je najveci broj
nepodudarnosti (40%).

Usporedba broja SNP nepodudarnosti u HLA gama bloku u parovima primatelj-nesrodni
davatelj 1 pojave GvHD-a pokazala je statisti¢ki znacajno ¢eS¢u pojavu GvHD-a (p=0,0231)

medu parovima s >3 nepodudarnosti.

Medu parovima primatelj-nesrodni davatelj s nepodudarnoséu na SNP poziciji 11 uocena
je statisti¢ki znacajna (p=0,0189) povezanost za razvoj GvHD-a, §to ukazuje na vaZznost

ove pozicije za razvoj GvHD-a.

Nepodudarnost na SNP poziciji 12 izmedu parova primatelj-nesrodni davatelj nije pokazala

statisti¢ki znacajnu (p=0,1899) povezanost za razvoj GvHD-a.

Usporedba podudarnosti u HLA gama bloku i podudarnosti u supratipu HLA za razvoj
GvHD-a pokazala je vaznost podudarnosti u HLA gama bloku (p=0,0057), ali ne i u
supratipu HLA-A (p=0,0867).
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