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1. UvOD

Imunoloski sustav je vrlo slozen bioloski sustav (Phillips i Callaghan, 2017) koji se
u osnovi moze podijeliti na urodeni i ste¢eni (Ayala Garcia i sur., 2012). Svrha imunoloskog
sustava jedinke je ocCuvanje njezinog bioloskog integriteta Sto se postize kontrolom i
regulacijom visokospecificnih odgovora na strane antigene uz istodobnu nereaktivnost na
vlastite antigene, odnosno, sposobno$éu razlikovanja vlastitog od tudeg (Zunec i sur., 2011).
Imunoloski sustav prema vlastitim antigenima pokrece tolerogenu reakciju, odnosno,
reakciju tolerancije, dok prema stranim antigenima pokreé¢e imunosnu reakciju, odnosno,
transplantacijsku reakciju. Opseg slozenosti odrazava se na razini genoma, pri ¢emu je vise
od 5% svih izrazenih gena dio imunoloskog sustava (Horton i sur., 2004). U ispunjenju svrhe
imunoloskog sustava kljuénu ulogu ima jedinstven, visoko specijaliziran genski sustav
otkriven kod svih celjustoustih kraljeznjaka (riba, gmazova, ptica i sisavaca) koji se naziva
glavnim sustavom tkivne podudarnosti ili sustavom MHC (engl. Major Histocompatibility
Complex) (Zunec i sur., 2011).

Sustav MHC predstavlja podrucje gena tkivne podudarnosti ¢iji se produkti u obliku
membranskih bjelanc¢evina izrazavaju na povrSini gotovo svih stanica organizma. Njihova
bioloska uloga je predstavljanje peptida, malih dijelova proteina, receptorima stanica
imunoloskog sustava pri ¢emu u organizmu djeluju kao antigeni. Kod covjeka je sustav
takvih antigena nazvan sustavom humanih leukocitnih antigena, odnosno sustavom HLA
(engl. Human Leukocyte Antigens) (Phillips i Callaghan, 2017) zbog otkri¢a na povrsini
bijelih krvnih stanica (leukocita) (Choo, 2007). Govore¢i o ljudskom organizmu, sustav
MHC i1 HLA pojmovi su koji se €esto upotrebljavaju kao istoznacni, medutim, strogo
gledano, MHC se odnosi na podru¢je genoma, a HLA na strukturu ljudskog proteina
(Phillips i Callaghan, 2017).

Dok su neki geni MHC predaka stekli ulogu 1 u urodenom i u ste€enom imunoloskom
odgovoru, mnogi geni MHC koji sudjeluju u prezentaciji antigena, ukljucujuéi gene HLA
razreda | i razreda Il, pojavili su se tek kasno u evoluciji kao dio steCenog imunoloskog
sustava (Horton i sur., 2004; Cruz-Tapias i sur., 2013). Urodeni imunoloSki sustav
filogenetski je stariji u odnosu na steceni (Ayala Garcia i sur., 2012), a evolucijski gledano,
geni sustava MHC imali su ulogu u njihovom povezivanju (Horton i sur., 2004). Na temelju
slicnosti slijeda nukleotida utvrdeno je da u genima beskraljeznjaka nekoliko sintetickih

gena MHC ukazuju da porijeklo lokusa MHC prethodi nastanku ste¢enog imunoloSkog
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sustava prije otprilike 400 milijuna godina (Borchers i sur., 2014). Ovaj kasni evolucijski
napredak imunoloskog sustava pokazuje vaznost vece slozenosti i potrebe za imunoloskim

odgovorom koji nije samo raznolikiji ve¢ i specifi¢niji (Cruz-Tapias i sur, 2013).

1.1. Glavni sustav tkivne podudarnosti

Kromosom 6, metacentri¢ni kromosom (Strachan i Read, 2010) duljine 170, 81 Mb,
¢ini priblizno 5,5-6% ukupnog ljudskog genoma (izvedeno prema web1l) (slika 1). Prema
podacima objavljenim od strane Nacionalnog centra za biotechnoloske informacije (engl.
National Center for Biotechnology Information, NCBI), genomskim sekvenciranjem
utvrdeno je da kromosom 6 sadrzi 1053 kodirajuc¢ih gena, 1188 nekodirajucih gena i 911
pseudogena (web2). Od nekoliko genomskih regija unutar kromosoma 6, najpoznatija je
regija glavnog sustava tkivne podudarnosti, odnosno, sustava MHC, mapirana na odsjec¢ku
21.31 kraceg kraka kromosoma 6 (6p21.31) (Beck i sur., 1999).
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Slika 1. Ideogram G-pojasa ljudskog kromosoma 6 u rezoluciji 850 bphs (bendova po haploidnom

skupu) (preuzeto s web3)

Neprekidan genomski slijed nukleotida klasi¢nog sustava MHC obuhvaca regiju
DNA od 3,6 Mb (Beck i sur., 2004). Medutim, u usporedbi s njom, potvrda velike genetske
neravnoteze udruzivanja (engl. Linkage Disequilibrium, LD) (Horton i sur., 2004), o¢uvana
ko-lokalizacija genskih lokusa istog kromosoma izmedu misa i ¢ovjeka (Yoshino i sur.,
2004) te lokalizacija MHC relevantnih gena izvan granica klasi¢ne regije MHC, doveli su
do definiranja integrirane genske mape prosirenog sustava MHC (xMHC) kod ljudi (Horton
I sur., 2004). Genomski slijed nukleotida regije MHC koja se koristi za sadasnje potrebe je
homozigotni haplotipni slijed nukleotida izvedena iz stani¢ne linije placentnog ¢imbenika
rasta (engl. placental growth factor, PGF) i nosi kombinaciju antigena HLA-A3, -B7, -Cw7,
-DR15 (Shiina i sur., 2009).



Genomski slijed nukleotida sustava xXMHC obuhvaca regiju DNA od 7,6 Mb, ¢ime
¢ini udio od priblizno 0,23% u cjelokupnom ljudskom genomu (izvedeno prema webl).
Regija xXMHC podijeljena je na pet podregija: proSirena podregija razreda | (3,9 Mb),
klasi¢na podregija razreda 1 (1,9 Mb), klasi¢na podregija razreda III (0,7 Mb), klasi¢na
podregija razreda Il (0,9 MDb) te prosirena podregija razreda II (0,2 Mb). Podregije se protezu
od gena HISTIH2AA, smjestenog telomerno, do gena RPL12P1, smjeStenog centromerno
(Horton i sur., 2004). Na slici 2 zelenom bojom oznaceno je podrucje proSirene podregije
razreda I, Zutom bojom oznaceno je podrucje klasi¢ne podregije razreda I; narancastom
bojom oznaceno je podrucje klasi¢ne podregije razreda III; plavom bojom oznaceno je
podrucje klasi¢ne podregije razreda II; te je ruziCastom bojom oznaceno podrucje prosirene

podregije razreda Il.
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Slika 2. Shematski prikaz genske mape sustava xMHC kod ¢ovjeka (preuzeto i prilagodeno prema
Horton i sur., 2004)

Osnovno obiljezje sustava xMHC je velika poligenost, 0dnosno, pojava da sli¢ni geni
kodiraju proteine koji obavljaju istu funkciju. S 421 otkrivenih lokusa, sustav xXMHC
predstavlja jednu od genima najbogatijih regija u ljudskom genomu. Lokusi su podijeljeni u
tri glavne kategorije s obzirom na njihov bioloski znacaj: 252 lokusa (59,86%) oznaceni su

kao eksprimirani geni na temelju dokaza komplementarne DNA (engl. complementary DNA,
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cDNA) i/ili eksprimirane oznake slijeda nukleotida (engl. expressed sequence tag, EST); 30
lokusa (7,13%) oznaceni su kao obradeni transkripti na temelju dokaza EST; 139 lokusa
(33,02%) oznaceni su kao pseudogeni na temelju homologije s poznatim proteinima (Horton
i sur., 2004). Na slici 2 crnom bojom okvira pravokutnika i naziva gena oznaceni su
eksprimirani geni; crvenom bojom okvira pravokutnika i naziva gena oznacéeni su obradeni
transkripti; te su plavom bojom okvira pravokutnika i naziva gena oznaceni pseudogeni.
Procjenjuje se da oko 28% od ukupnog broja eksprimiranih gena sustava XMHC ima
ulogu u imunoloskom odgovoru, ukljucujuéi gene HLA te njima srodne gene (Horton i sur.,
2004). Grupiranje gena povezanih s imunoloskim sustavom, kakvo je prisutno u regiji MHC,
¢ini se malo vjerojatno kao slucajno (Beck i sur., 1999). Prvotno bi moglo biti rezultat
pozitivne selekcije koja je okupljala gene, nakon ¢ega je uslijedila konzervativna selekcija
koja je sprjecavala njihovo razdvajanje (Danchin i sur., 2004). Iako je najvaZnija poznata
funkcija genskih produkata sustava xXMHC obrada i prezentacija antigena receptorima
stanica imunoloskog sustava (Janeway i sur., 2001), utvrdeni imunoloski lokusi mogu imati
uloge u sazrijevanju leukocita, imunoloS§koj regulaciji, odgovoru na stres, kaskadi
komplementa te upali (Horton i sur., 2004). Na slici 2 plavom to¢kicom oznaceni su lokusi

koji kodiraju gene koji sudjeluju u imunoloskim reakcijama.

1.2. Geni HLA

Skupina gena HLA i njima sli¢nih gena ukljucuje 49 lokusa unutar sustava xMHC.
Na temelju njihove strukture i funkcije, podijeljeni su u dvije osnovne genske skupine: gene
HLA razreda | i gene HLA razreda Il — koji pripadaju imunoglobulinskoj genskoj porodici
(Williams, 2001). Geni HLA, stabilni u strukturi i organizaciji (Robinson i sur., 2020),
gradeni su od razli¢itog broja kodirajucih sljedova nukleotida DNA, odnosno, egzona,
medusobno odvojenih nekodiraju¢im sljedovima nukleotida razli¢itih duljina, odnosno,
intronima (Malissen i sur., 1988). Njihova Klju¢na uloga o¢itovana je kodiranjem sinteze
lanaca dviju skupina gradom razlicitih, ali homolognih bjelancevina, njihovih najvaznijih
produkata — molekula HLA (Abbas i sur., 2018). Na slici 2 pravokutnici zelene boje
oznacavaju gene HLA razreda I, dok pravokutnici crvene boje oznac¢avaju gene HLA razreda

I1. Takoder, na slici 3 prikazana je mapa gena HLA rasporedenih unutar sustava xMHC.
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Slika 3. Mapa gena HLA rasporedenih unutar sustava XMHC (preuzeto i prilagodeno prema
Robinson i sur., 2015)

Skupina gena HLA razreda I, smjeStena na telomernom kraju, sadrzi: tri klasi¢na

gena HLA razreda | (HLA-A, -B i -C); tri neklasi¢na gena HLA razreda I (HLA-E, -F i -G);
te dvanaest nekodirajucih gena ili pseudogena HLA razreda I (HLA-H, -J, -K, -L, -N, -P, -
S, -T, -U, -V, -W i -Y) ¢iji proteinski produkti ili nisu poznati ili nisu do kraja razjasSnjeni
(Horton i sur., 2004). U podrucju klasi¢ne podregije HLA razreda | nalazi se i porodica gena
MHC povezanih s HLA razredom I, odnosno, geni MIC (engl. MHC class I-related Chain).
Obuhvaca skupinu od sedam gena od kojih su MICA i MICB aktivni geni, dok su MICC,
MICD, MICE, MICF i MICG pseudogeni. Za razliku od produkata gena HLA, produkti
aktivnih gena MIC nisu ukljuceni u obradu i prezentaciju antigena receptorima stanica
imunoloskog sustava, ve¢ imaju druge uloge u imunoloskom odgovoru (Baranwal i Mehra,
2017). Daleko izvan granica podrucja klasi¢ne podregije HLA razreda I, u podrucju
prosirene podregije HLA razreda | nalazi se gen nalik na gene HLA razreda | — gen HFE
(engl. Homeostatic Iron Regulator). Iako njegov produkt u mnogo¢emu nalikuje produktima
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gena HLA, njegova je uloga u metabolizmu Zeljeza. Postoje i mnogi drugi geni koji su sli¢ni
genima HLA razreda | (Horton i sur., 2004).

Skupina gena HLA razreda II, smjeStena na centromernom kraju, dio je skupine gena
HLA-D koja obuhvaca pet usko povezanih genskih obitelji (HLA-DR, -DQ, -DP, -DM, -
DO) podijeljenih na: devet klasi¢nih gena HLA razreda II (HLA-DRA, -DRB1, -DRB3, -
DRB4, -DRB5, -DQAL1, -DQB1, -DPA1, -DPB1); sedam neklasi¢nih gena HLA razreda 11
(HLA-DQA2, -DPA2, -DPB2, -DMA, -DMB, -DOA, -DOB); te sedam pseudogena HLA
razreda Il (HLA-DRB2, -DRB6, -DRB7, -DRBS8, -DRB9, -DQB2, -DQB3) (Robinson i sur.,
2015). U podrudju klasi¢ne podregije HLA razreda Il nalaze se i dva gena TAP (engl.
Transport Associated with antigen Processing) potrebna za konac¢ni ustroj molekula HLA

razreda | (Janeway i sur., 2001).

1.2.1. Obiljezja gena HLA

Kombinacija usko povezanih varijantnih oblika gena HLA razreda | i razreda Il,
odnosno, alela HLA, prisutnih na odredenom mjestu (lokusu) homolognog para kromosoma
6, tvori haploidni set ili haplotip HLA (Janeway i sur., 2001). Budu¢i da se po jedan haplotip
HLA nasljeduje od svakog roditelja, svaki pojedinac ima po dva ista lokusa HLA za koje
moze biti ili homozigot, ukoliko sadrzi dva ista gena (npr. HLA-A*02, -), ili heterozigot,
ukoliko sadrzi dva razli¢ita oblika gena odredenog lokusa (npr. HLA-A*02, *03) (Rosenberg
I Rosenberg, 2012). Pri nasljedivanju haplotipa, segregacija gena HLA je pravilna, §to znaci
da postoji 50%-tna Sansa za nasljedivanje odredenog gena HLA od roditelja heterozigota na
tom lokusu. Znacajno obiljeZje gena HLA je i kodominantna ekspresija (Howell i sur., 2010),
odnosno, istovremena ekspresija oba naslijedena oblika HLA, §to za posljedicu ima
prisutnost dva kompletna seta molekula HLA na stani¢noj membrani (Janeway i sur., 2001).

Za vrijeme profaze I mejoze, moze do¢i do izmjene slijeda nukleotida DNA,
odnosno, rekombinacije genetskog materijala izmedu homolognih kromosoma, §to se naziva
crossing over (c.0.). Rezultat c.0.-a je nova kombinacija gena HLA u haplotipu HLA ¢ime
se povecava genetska raznolikost. Vjerojatnost pojave c.o. izmedu dva lokusa HLA na istom
kromosomu odraz je njihove medusobne udaljenosti — Sto je veca udaljenost, veca je i
mogucnost nastanka c.o. Zbog velike gusto¢e gena unutar sustava xMHC, udaljenost izmedu

pojedinih lokusa HLA vrlo je mala (Mungall i sur., 2003). Samim time, pojava c.o. izmedu



lokusa HLA vrlo je rijetka, odnosno, dogada se u svega 1-2% mejoza. Analiza slijeda
nukleotida alela HLA pokazuje da bi mnogi razli¢iti aleli mogli predstavljati dogadaje
rekombinacije slijeda nukleotida DNA koji su se dogadali mnogo puta tijekom evolucije
HLA izmedu relativno malog skupa alela predaka (Janeway i sur., 2001).

Osim genskom rekombinacijom, raznolikost gena HLA ostvaruje se i razli¢itim
drugim genskim mehanizmima, primjerice zamjenom dijelova gena ulomcima drugih gena,
Sto se naziva genska konverzija, te promjenama na razini nukleotida koje su uzrokovane
tockastim mutacijama (Williams, 2001). Genska konverzija dogada se kao posljedica
pogre$nog poravnanja dva uparena homologna kromosoma tijekom mejoze te je posljedica
slicnosti gena HLA i njihove uske medusobne povezanosti. Tipi¢an dokaz su ¢esto mijenjani
sljedovi nukleotida alela HLA koje potjec¢u od drugih gena HLA na istom kromosomu.
Tockaste mutacije oznacavaju se ili kao zamjenske supstitucije, koje mijenjaju
aminokiselinu, ili kao tihe supstitucije, koje mijenjaju kodon, a aminokiselinu ostavljaju
istom. S obzirom na ucestalost, zamjenske supstitucije javljaju se ve¢om ucestalosé¢u u
genima HLA nego tihe supstitucije (Jeneway i sur., 2001). Uz tako snazne mehanizme koji
su stvorili izuzetno veliku raznolikost alela u organizmima koji se sporo razmnoZzavaju poput
ljudi (Janeway i sur., 2001), morala je postojati dodatna sila koja bi omogucila ocuvanje
vecée nego Sto se ocekivalo od genetskog zanosa (Alter i sur., 2017).

U evolucijskom procesu o¢uvanja skupa funkcionalnih alela i haplotipa, klju¢no je
bilo uravnotezenje selekcije na razini alela te proc¢is¢avanje selekcije na razini haplotipa
(Alter i sur., 2017). Selekcija je tim putem mogla osigurati prednost imunoloskog sustava u
odnosu na razli¢ite patogene organizme (Shiina i sur., 2009). Naime, poveéanjem broja alela
HLA malo je vjerojatno da ¢e sve jedinke u populaciji biti osjetljive na odredeni patogen
¢ime se osigurava kontinuitet vrsta u prisutnosti pandemijske infekcije (Phillips i Callaghan,
2017). 1z tog razloga selekcija favorizira nove, odnosno, rjede alele koji se pojavljuju i
zadrZavaju u populacijama, a imaju mogucnost predstavljanja peptida i u mutiranih oblika
patogena. Jo$ jedan od dokaza uravnotezenosti selekcije je i nizak postotak homozigotnosti
HLA (Alter i sur., 2017). Homozigoti su u zna¢ajno nepovoljnijem polozaju jer na svojoj
stanicnoj membrani izrazavaju samo jedan set molekula HLA ¢ime je ogranicen raspon
stranih antigena koje mogu predstaviti receptorima stanica imunoloskog sustava (Janeway i
sur., 2001).

Analiza i imenovanje novih sljedova nukleotida alela HLA te njihova kontrola

odgovornost je Odbora za nomenklaturu Svjetske zdravstvene organizacije (engl. World
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Health Organization, WHO) za c¢imbenike sustava HLA. Takav rad zahtijevao je
internacionalnu bazu podataka specifi¢nu za alelne sekvence gena HLA. Baza podataka za
imunogenetiku IMGT/HLA prvi je put objavljena 1998. godine (Robinson i sur., 2015) i od
tad prikuplja i pohranjuje podatke svih poznatih alela HLA. Godine 2003. baza IMGT/HLA
ukljucena je u projekt baze podataka imunopolimorfizma (engl. Immunopolymorphism
Database, IPD) (Robinson i sur., 2020), a zatim je 2012. godine postala i sastavni dio
jedinstvene baze IPD-IMGT/HLA (Robinson i sur., 2015). Novi sljedovi nukleotida
obraduju se mjesecno i svaka tri mjeseca baza IPD-IMGT/HLA se azurira (Robinson i sur.,
2015).

Razina uocene raznolikosti alela HLA opisana je kao ,,hiperpolimorfna‘ (grc. hyper
— iznad; poly — mnogo; morphe — oblik ili struktura) (Robinson i sur., 2020). Ostali genski
sustavi Kkoji imaju usporedive razine raznolikosti uklju¢uju njusne receptore i
imunoglobulinu slicne receptore stanica ubojica (engl. Killer-cell Immunoglobulin-like
Receptors, KIR) (Alter i sur., 2017). Trenutno se u bazi podataka IPD-IMGT/HLA nalazi
preko 35 tisuca alela HLA. Dostupni podaci ukazuju da velika raznolikost koja karakterizira
sustav XMHC nije homogena u cijeloj regiji (Borchers i sur., 2014). Klasi¢ni geni HLA, s
priblizno 25 tisuc¢a alela gena HLA razreda I i priblizno 10 tisuca alela gena HLA razreda 11
(Robinson i sur., 2015), najpolimorfniji su u ljudskom genom (Park i Seo, 2012), s izuzetkom
gena HLA-DRA. U tablici 1 nalazi se pregled broja alela pojedinih klasi¢nih gena HLA.
Vidljivo je da je gen HLA-B s devet tisuca alelnih varijanti najpolimorfniji gen sustava
XMHC (Robinson i sur., 2015) te opéenito cijelog ljudskog genoma (Mungall i sur., 2003).
Broj novootkrivenih alela HLA ima tendenciju eksponencijalnog rasta (slika 4), naro¢ito uz
napredak tehnologije i upotrebe novih metoda te tipiziranje, odnosno, odredivanje
specifi¢nosti HLA (Grubi¢, 2018).



Tablica 1. Broj poznatih alela* klasi¢nih gena HLA

Lokus N
HLA-A 7562
HLA-B 9000
HLA-C 7513
HLA-DRA 32
HLA-DRB1 3298
HLA-DQA1 483
HLA-DQB1 2278
HLA-DPA1l 455
HLA-DPB1 2067

Kazalo: n — broj uocenih alela; * — prema bazi podataka IPD-IMGT/HLA (verzija 3.49, lipanj, 2022.
godine)
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Slika 4. Graficki prikaz eksponencijalnog rasta broja otkrivenih alela HLA razreda | i alela HLA
razreda Il u razdoblju od 1987. godine do danas prema bazi podataka IPD-IMGT/HLA (verzija
3.49, lipanj, 2022. godine)
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Uz iznimnu alelnu raznolikost, geni HLA imaju i karakteristi¢ne obrasce haplotipske
raznolikosti (Alter i sur., 2017). Dinamika ili ucestalost kojom ¢e se pojedini alel HLA
pojavljivati u odredenom haplotipu HLA u populaciji predstavlja genetsku frekvenciju alela.
Poznato je da u ljudskom genomu postoji korelacijska struktura izmedu alela dvaju ili vise
razli¢itih lokusa (Calabrese, 2018), odnosno, haplotipova, nastala kao posljedica
populacijskih genetskih sila koje strukturiraju genom (Slatkin, 2008). Takva korelacijska
struktura nazvana je genska neravnoteza udruzivanja (engl. Linkage Disequilibrium, LD) i
odnosi se na preferencijalnu povezanost izmedu alela razli¢itih lokusa koji tvore haplotip
(Calabrese, 2018).

Vrijednost LD-a ocituje se ukoliko je ucestalost povezanosti izmedu alela veca ili
manja od one koja bi se ocekivala s obzirom na pojedinacne genetske frekvencije alela
(Costantino i sur., 2017). S obzirom na to, vrijednost LD-a moze biti ili pozitivna, ukoliko
se aleli javljaju zajedno u istom haplotipu ¢esce od ocekivanog, ili negativna, ukoliko se aleli
javljaju zajedno u istom haplotipu rjede od ocekivanog. Vazno je napomenuti da je LD
svojstvo dvaju ili vise lokusa HLA, a ne njihovih alela (Calabrese, 2018). Hoce li vrijednost
koeficijenta LD-a biti pozitivna ili negativna, direktno je povezano s udaljenosé¢u izmedu
pojedinih lokusa HLA. Vrijednost koeficijenta LD-a veca je $to su lokusi HLA smjesteni
blize na kromosomu 6 te obrnuto — manja je §to su lokusi HLA medusobno udaljeniji
(Grubi¢, 2018). 1z ovoga vidimo da su pojava LD-a i geneti¢ke rekombinacije obrnuto
proporcionalni te ¢e prema tome snazan LD rezultirati minimalnom vjerojatno$c¢u geneticke

rekombinacije medu lokusima HLA.

1.3. Molekule HLA

Unutarstanicnom razgradnjom stranih antigena na peptidne ulomke, odnosno,
njihovom preradom, dolazi do sinteze molekula HLA u endoplazmatskom retikulumu sto je
kodirano genima HLA (Hoek i sur., 2021). Trodimenzionalna grada molekula HLA razreda
I i IT u osnovi je slicna i ona je ta koja je kljucna za njihovu ulogu. Molekule HLA
membranski su glikoproteini gradeni kao heterodimeri dvaju polipeptidnih lanca — teskog i
lakog — medusobno povezanih nekovalentnim vezama, a strukturno su podijeljene na

izvanstani¢nu, transmembransku i citoplazmatsku regiju (Mutar Mahdi, 2019).
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Izvanstanicna regija molekule HLA funkcionalno se dijeli na dio koji veze i
stanicama imunolo$kog sustava prezentira preradeni peptidni antigen — pukotinu koja je
najvazniji dio molekule HLA; te na dio sli¢an konstantnoj domeni imunoglobulina (Choo i
sur., 2007). N-terminalni krajevi izvanstani¢ne regije oblikuju jedinstveno gradenu pukotinu
izgradenu od osmerostrukih f-nabranih plo¢a kao podnice pukotine koju podupiru dvije a-
uzvojnice kao postrani¢ne stijenke pukotine. Na C-terminalni kraj izvanstani¢ne regije
nastavlja se niz od oko 25 hidrofobnih aminokiselina koje prolaze kroz lipidni dvosloj
stanicne membrane i1 ¢ine transmembransku regiju te potom niz od oko 30 hidrofilnih
aminokiselina koje prolaze citoplazmom i ¢ine citoplazmatsku regiju. Transmembranska i
citoplazmatska regija zajedno sidre molekule HLA u stanicu (Abbas i sur., 2018).

Iz razloga $to je vecina raznolikosti gena HLA smjestena u egzonima koji kodiraju
dijelove pukotine, upravo se na tim mjestima pojavljuju razlike medu molekulama HLA koje
odreduju razli¢iti aleli odredenog gena HLA. Za razliku od vecine polimorfnih gena koji
kodiraju molekule koje se razlikuju samo za jednu ili nekoliko aminokiselina, molekule HLA
mogu se razlikovati do dvadeset aminokiselina (Janeway, 2001). Takva varijabilnost
aminokiselinskih ostataka molekula HLA uzrokuje promjene u elektrostatskom naboju,
hidrofobnosti i trodimenzionalnoj strukturi pukotine ¢ime se mijenja specificnost vezanja
peptidnih ulomaka (Cruz-Tapias i sur., 2013), §to predstavlja evolucijsku prednost jer se na
taj nacin osigurava prezentacija Sirokog spektra razli¢itih stranih antigena stanicama
imunoloskog sustava (Williams, 2001).

Da bi se osigurala prezentacija nekog stranog antigena, prvo je potrebno da se
peptidni ulomak nastao unutarstaninom razgradnjom tog antigena transportira U
endoplazmatski retikulum i veze u pukotinu novosintetizirane molekule HLA (Williams,
2001). Budu¢i da posjeduje samo jedno vezno mjesto, molekula HLA u jednom ¢e trenutku
vezati samo jedan preradeni peptidni antigen. Vezanjem peptidnog ulomka nastaje kompleks
dvaju antigena: preradenog stranog antigena i antigena tkivne podudarnosti. Vezani peptidni
ulomak stabilizira medudjelovanje teSkog i lakog lanca molekule HLA, dok medudjelovanje
lanaca ucvrséuje peptidni ulomak u pukotini molekule HLA. Takav novonastali heterotrimer
moci ¢e se izraziti na povrsini stanica kao ligand kojeg specificno prepoznaje receptor
stanica T (Abbas i sur., 2018).
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1.3.1. Molekule HLA razreda |

Molekule HLA razreda I gradene su od 44-47 kD teskog lanca o kodiranog genima
HLA razreda | i usidrenog u membrani stanice te od 12 kD lakog lanca, odnosno, podjedinice
B2-mikroglobulina kodirane izvan regije HLA — genom na kromosomu 15. Sami [(2-
mikroglobulin ne prolazi kroz stani¢nu membranu, ve¢ se u cijelosti nalazi izvan stanice.
Lanac a ¢ine tri glikozilirane domene: al, a2 i a3. Geni HLA razreda I gradeni su od 0osam
egzona koji kodiraju razlic¢ite domene za sintezu teskog lanca molekule HLA razreda 1.
Vodeci slijed nukleotida molekule HLA razreda | kodira egzon 1, egzoni 2, 3 i 4 kodiraju
domene al, 02 i a3 izvanstani¢ne regije molekule HLA 1. Izvanstani¢na regija ¢ini 3/4
molekule HLA razreda | (Cruz-Tapias i sur., 2013; Abbas i sur., 2018).

Domene al i a2 su domene koje oblikuju pukotinu zatvorenih krajeva ¢ija je veli¢ina
dovoljna za smjeStanje peptida duljine 8-11 aminokiselinskih ostataka, nastalih razgradnjom
unutarstani¢nih (endogenih) virusnih ili drugih patogenih te vlastitih tumorskih antigena.
Ostatak lanca ¢ini evolucijski konzervirana domena a3, a jedan njezin odsjecak savija se u
nabor sli¢an konstantnoj domeni imunoglobulina koji sadrzava vezno mjesto za molekulu
CD8+ — povrsinski glikoprotein, odnosno, koreceptor citotoksi¢nih limfocita T — koja
selektivno veze molekulu HLA razreda | i tako pomaze u prepoznavanju kompleksa HLA-
peptid. Transmembransku regiju domene a3 kodira egzon 5, dok egzoni 6 i 7 kodiraju
citoplazmatsku regiju. Egzon 8 kodira zavrs$ni dio molekule HLA | —netranslatirajuci 3" kraj
citoplazmatske regije domene a3 (Cruz-Tapias i sur., 2013; Abbas i sur., 2018).

Laki lanac B2-mikroglobulin je, bas poput domene o3, nepolimorfan i gradom
homologan konstantnoj domeni imunoglobulina. Upravo se preko B2-mikroglobulina i
domene a3 nekovalentnim interakcijama medusobno povezuju teski i laki lanac molekule
HLA razreda | (Abbas i sur., 2018). Funkcija 2-mikroglobulina je u¢vrs¢ivanje molekule
HLA te, iako ne sudjeluje u prezentaciji antigena (CD8+ citotoksi¢nim) limfocitima T, nuZan
je za izrazavanje molekule HLA razreda I na stani¢noj povrsini. Molekule HLA razreda |
izrazavaju Se na gotovo svim stanicama s jezgrom, s iznimkom endotela roznice, egzokrinog
dijela gusteraCe i neurona srediSnjeg Ziv€anog sustava, te na trombocitima (Cruz-Tapias i
sur., 2013). Na svakoj od tih stanica izrazene su tri vrste molekula HLA razreda | ¢iji su
lanci o kodirani s dva naslijedena alela od gena HLA-A, HLA-B i HLA-C (Janeway i sur.,
2001). Shematski prikaz grade molekule HLA razreda | nalazi se na slici 5.
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Slika 5. Shematski prikaz grade molekule HLA razreda I (preuzeto i prilagodeno prema web4)

1.3.2. Molekule HLA razreda Il

Molekule HLA razreda Il svojom strukturom nalikuju molekulama HLA razreda I.
Gradene su od 32-34 kD tezeg lanca a kodiranog genima A (npr. HLA-DRA) HLA razreda
Il te od 29-32 KD lakseg lanca B kodiranog genima B (npr. HLA-DRB1) HLA razreda II.
Oba su lanca usidrena u membrani stanice. Svaki se lanac sastoji od po dvije glikozilirane
domene — lanac o ¢ine domene al i 02, dok lanac  ¢ine domene 1 i 2 (Abbas i sur., 2018).
Egzon-intronska organizacija gena HLA razreda Il takoder nalikuje organizaciji gena HLA
razreda I po tome Sto razliciti egzoni gena HLA razreda II kodiraju razli¢ite domene za
sintezu teSkog () i lakog (B) lanca molekula HLA razreda II (Cruz-Tapias i sur., 2013). Geni
A, gradeni od pet ezgona, kodiraju razli¢ite domene za sintezu teskog lanca molekula HLA
razreda II, dok geni B, gradeni od Sest egzona, kodiraju razlicite domene za sintezu lakog
lanca molekula HLA razreda Il. Unutar pojedine obitelji, geni A i B izrazeni su kao parovi
gena HLA razreda Il (Horton i sur., 2004).
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Kao i kod gena HLA razreda I, vodec¢i slijed nukleotida molekule HLA razreda 11
kodira egzon 1. Egzoni 2 i 3 kodiraju domene al i a2, odnosno B1 i B2 izvanstani¢ne regije
molekule HLA 1 (Cruz-Tapias i sur., 2013). Izvanstani¢na regija ¢ini 2/3 molekule HLA
razreda Il. Domene al i B1 oblikuju pukotinu koja je za razliku od molekula HLA razreda |
otvorenih krajeva ¢ija veli¢ina omogucuje smjeStanje peptida duljine i veée od 30
aminokiselinskih ostataka, nastalih razgradnjom izvanstani¢nih (egzogenih) antigena.
Domene a2 i 2 homologne su domeni a3 i lancu B2-mikroglobulina molekula HLA razreda
| te su kao i one evolucijski konzervirane i savijene u nabor slican konstantnoj domeni
imunoglobulina. Njihovim nekovalentnim interakcijama medusobno se povezuju teski i laki
lanac molekule HLA razreda I1, a molekula HLA razreda Il se u¢vrséuje u stanici. Domena
B2 vazna je 1 iz razloga jer sadrzava vezno mjesto za molekulu CD4+ — povrSinski
glikoprotein, odnosno, koreceptor pomo¢nickih limfocita T — koja selektivno veze molekulu
HLA razreda II i tako pomaze prepoznavanju kompleksa HLA-peptid (Abbas i sur., 2018).

Transmembranska i citoplazmatska regija domene a2 kodirana je egzonom 4. Buduc¢i
da gen B sadrzi egzon vise nego gen A, kod domene B2, transmembranska regija kodirana
je ezgonom 4, dok je citoplazmatska regija kodirana ezgonom 5. Zavr$ni dio molekule HLA
Il — netranslatirajuce 3" krajeve citoplazmatskih regija domena a2 i 2 — kodiraju posljednji
egzoni gena A i B —egzon 5 gena A te egzon 6 gena B (Cruz-Tapias i sur., 2013). Za razliku
od molekula HLA razreda I, molekule HLA razreda Il izraZzavaju se na ograni¢enom rasponu
stanica — prvenstveno su prisutne na stanicama limfatickog tkiva: stanicama B, membranama
profesionalnih antigen predo¢nih stanica (dendritickih stanica i linije stanica
monocita/makrofaga) te aktiviranim CD4+ pomoc¢nic¢kim limfocitima T; a mogu se pojaviti
i na endotelnim stanicama tijekom upalnih odgovora te epitelnim stanicama timusa (Ayala
Garcia i sur., 2012). Na svakoj od tih stanica izrazene su najmanje tri vrste molekula HLA
razreda Il ¢iji su lanci a kodirani sa Sest naslijedenih alela od gena HLA-DRA1, HLA-DPA1
I HLA-DQAZ1, a lanci B kodirani sa Sest naslijedenih alela od gena HLA-DRB1, HLA-DPB1
i HLA-DQBL1. U pojedinim slu¢ajevima prisustva dvaju funkcionalnih gena HLA-DRB, npr.
ako je na kromosomu 6 uz gen HLA-DRBL1 prisutan i gen HLA-DRB3, a na drugom
kromosomu 6 uz gen HLA-DRBL1 prisutan i gen HLA-DRBS5, na stanici ¢e biti prisutne Cetiri
molekule HLA-DR (Janeway i sur., 2001). Shematski prikaz grade molekule HLA razreda

Il nalazi se naslici 6.
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Slika 6. Shematski prikaz grade molekule HLA razreda II (preuzeto i prilagodeno prema web4)

1.4. Transplantacija krvotvornih mati¢nih stanica

Krvotvorne mati¢ne stanice (KMS) su odrasle nespecijalizirane mati¢ne stanice
(Kalra i Tomar, 2014) koje se razvijaju iz embrionalnih mati¢nih stanica (Bhatia, 2007) na
nekoliko anatomskih mjesta, ukljucujuc¢i zZumanjcanu vrecicu, aortu-gonadu-mezonefros,
posteljicu i fetalnu jetru (Kanji i Pompili, 2011). Postnatalno se smjeStaju unutar
specijaliziranog mikrookruzenja koStane srzi, nazvanog niSom, gdje dolazi do njihove
proliferacije (Abbas i sur., 2018). Posredstvom okoli$nih, odnosno, signala niSe, nastaju
zrele KMS koje karakterizira izrazita sposobnost samoobnavljanja, dok posredstvom
unutarnjih, odnosno, transkripcijskih signala, nastaju krvotvorne progenitorske stanice
(KPS) koje karakterizira svojstvo multipotentnosti. Budu¢i da KMS imaju ogranicen Zivotni
vijek, odrzavanje stanja njihove homeostaze dinamican je proces koji se postize ravnotezom
izmedu proliferacije samoobnavljajuc¢ih i multipotentnih stanica (Bhatja, 2007; Bojani¢ i
sur., 2009).
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Zrele KMS procesom samoobnavljanja, odnosno, mitoti¢kim diobama stanica (Kalra
I Tomar, 2014), stvaraju stanice-kceri koje zadrzavaju svojstva mati¢nih stanica te na taj
na¢in osiguravaju opstanak (Aiuti i sur., 2019). S druge strane, multipotentnost KMS
oznacava sposobnost multilinijske diferencijacije stanica (Bojani¢ i sur., 2009) koja
predstavlja temelj hematopoeze (Lim i sur., 2013) — viseslojnog procesa stvaranja
specijaliziranih linija stanica krvotvornog sustava. Diferencijacijom KMS gube sposobnost
samoobnavljanja, a istovremeno se njihova potencija smanjuje diferenciraju¢i u smjeru
nastanka dva oligopotentna progenitora — =zajednickog mijeloidnog progenitora te
zajednickog limfoidnog progenitora (Kanji i Pompili, 2011). Daljnjom diferencijacijom
mijeloidnog progenitora naposlijetku ¢e nastati trombociti, eritrociti, bazofili, neutrofili,
eozinofili, makrofagi i mijeloidne dendriticke stanice, dok ¢e daljnjom diferencijacijom
limfoidnog progenitora naposlijetku nastati prirodne stanice ubojice, odnosno, stanice NK
(engl. natural killer), limfociti B i T te limfoidne dendriticke stanice (Abbas i sur., 2018). U
homeostatskom stanju, ve¢ina KMS miruje u G0-fazi stani¢nog ciklusa, dok samo manji
broj stanica obavlja proces hematopoeze (Bojanié¢i sur., 2009). U patoloskom stanju, od
KMS nastaju maligne mati¢ne stanice koje zadrzavaju mehanizam samoobnavljanja te se,
kao 1 normalne KMS, sastoje od hijerarhije stanica na razliitim razinama diferencijacije
(Copelan, 2006). Na slici 7 detaljnije je prikazan proces hematopoeze kod ljudi.

multipotentna
krvotvorna
matiéna stanica

|7

+ ¥
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zajedni¢ki mijeloidni progenitor

! ! = !
b ol < ‘@
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mijeloblast (veliki granulirani limfocit)
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°
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Slika 7. Hematopoetski hijerarhijskih dijagram (preuzeto i prilagodeno prema web5)
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Budu¢éi da tumorske terapije prvenstveno djeluju na stanice koje se diferenciraju,
maligne mati¢ne stanice ostaju poStedene $to omogucuje da tumor ponovno raste (Aiuti i
sur., 2019). Takve se maligne mati¢ne stanice mogu eliminirati transplantacijom KMS koje
se mogu koristiti u nizu terapijskih postupaka i to ili zasebno ili kao dio terapije. Cilj svake
terapije KMS je obnova ili zamjena, odnosno, rekonstrukcija oste¢enog krvotvornog i/ili
imunosnog sustava (Chivu-Economescu i Rubach, 2017). Hematoloske maligne bolesti —
leukemije, limfomi i multipli mijelomi, od kojih su naj¢es¢e akutne mijeloi¢ne i
limfoblasti¢ne leukemije te non-Hodgkinovi limfomi; i nemaligni poremecaji, ukljucujuéi
poremecaje hematopoeze (aplastiéna anemija), sindrome imunodeficijencije, kongenitalne
poremecaje  eritropoeze  (talasemije) 1 nasljedne poremecaje  metabolizma
(mukopolisaharidoze) — indikacija su za lijeCenje transplantacijom KMS (TKMS). Prema
izvjes¢u Europske udruge za transplantaciju krvotvornih matiénih stanica (engl. European
Group for Blood and Marrow Transplantation, EBMT), u 2019. godini u Europi i
suradni¢kim zemljama izvedeno je preko 48 tisu¢a TKMS (Passweg i sur., 2021).

Prema podrijetlu KMS, razlikuju se dvije osnovne vrste TKMS — autologna i
alogeni¢na (Bojanic¢ i sur., 2009). Autologna TKMS Kkoristi primateljeve vlastite KMS za
transplantaciju (Khaddour i sur., 2022), dok alogeni¢na TKMS koristi stanice drugog
pojedinca. Odabir vrste transplantacije izmedu ostalog ovisi 0 vrsti, stadiju i statusu lijeCene
bolesti, dobi primatelja, dostupnosti odgovarajuceg davatelja, mogucnosti prikupljanja KMS
nekontaminiranih tumorom te osjetljivosti tumora na imunoloski posredovane ucinke
transplantata protiv tumora (engl. Graft versus Tumor, GvT) (Champlin, 2003). Od ukupnog
broja izvedenih TKMS u 2019. godini u Europi i suradni¢kim zemljama, priblizno je 59%
bilo autolognih TKMS, dok je priblizno 41% bilo alogeni¢nih TKMS (Passweg i sur., 2021).

lako KMS primarno naseljavaju kostanu srz, odgovorom na specifi¢ne signale u
procesu mobilizacije mogu iza¢i iz koStane srzi u perifernu krv ili se u procesu udomljavanja
vratiti iz periferne krvi u koStanu srz. Za potrebe TKMS, kao izvori koriste se KMS iz
kostane srzi, mobilizirane periferne krvi i krvi iz pupkovine. lako se osteceni krvotvorni i/ili
imunosni sustav moze obnoviti iz svih navedenih izvora, postoje brojne kvantitativne i
kvalitativne razlike izmedu KMS prikupljenih iz razlicitih izvora (Bojani¢ i sur., 2009).
Naime, poznato je da tumori mnogih hematoloSkih malignih bolesti zahvacaju kostanu srz —
Stovise, kostana srZ je primarno mjesto nastanka tumora kod leukemija (Peters i sur., 2000).

U vezi s tim, koriStenje koStane srzi kao izvora za TKMS moze dovesti do kontaminacije
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transplantata malignim stanicama Sto je glavni razlog sve cesce primjene KMS iz
mobilizirane periferne krvi.

U perifernoj krvi nalazi se zna¢ajno manji broj KMS nego u kostanoj srzi (McCarthy
i sur., 1984). Medutim, taj se broj moze ciljano povecati in vivo postupkom mobilizacije
primjenom mijelosupresivne kemoterapije u slucaju autologne TKMS i/ili odredenih
citokina — najc¢esce granulocitnog ¢imbenika rasta (engl. granulocyte colony stimulating
factor, G-CSF) ili granulocitno-makrofagnih ¢imbenika rasta (engl. granulocyte
macrophage colony stimulating factor, GM-CSF), u slu¢aju alogeni¢ne TKMS. Citotoksi¢ni
lijekovi koji se koriste prilikom mijelosupresivne kemoterapije ostecuju stanice koStane srzi
¢ime se pokrece proces samoobnavljanja KMS. Na taj se na¢in povecava broj KMS i u ranoj
fazi oporavka hematopoeze dolazi do njihovog izlaska iz koStane srzi u perifernu krv.
Mobilizacija KMS primjenom mijelosupresivne terapije naju¢inkovitija je u ranoj fazi
lijeCenja bolesti, prije nego Sto kod bolesnika dode do ostecenja hematopoeze nastalog
prethodnim lije¢enjem radioterapijom i kemoterapijom (Bojanic i sur., 2009).

S druge strane, u¢inak G-CSF na mobilizaciju KMS neizravan je i ne zahtjeva
specifi¢an odgovor pojedina¢nih KMS na G-CSF. Primjena G-CSF pokrenut ¢e na stani¢noj
razini niz potencijalno paralelnih mehanizma koji ¢e promijeniti privlacnost nise za KMS.
Rezultat toga je prekid veze izmedu KMS u kostanoj srZi §to predstavlja klju¢an dogadaj za
izlazak KMS u perifernu krv. Mehanizmi koji to dokazano omogucuju — ukljucuju: Sirenje
neutrofila i njihovih prekursora, gubitak osteoblasta, stimulaciju bioaktivnog lipida
sfingozin-1-fosfata (S1P) te stimulaciju perifernog simpatickog Zzivéanog sustava.
Proteoliticki enzimi neutrofila 1 njihovih prekursora cijepaju klju¢ne ¢imbenike zadrzavanja
KMS u nisi, dok su osteoblasti potrebni za optimalno zadrzavanje KMS u nisi. Nadalje,
sfingozin-1-fosfatni receptor 1 (S1P1) nalazi se na KMS, a prisutan je u visokim
koncentracijama u perifernoj krvi te niskim koncentracijama u koStanoj srzi. Njegove
pocetne koncentracije u perifernoj krvi osiguravaju usmjeren gradijent mobilizacije KMS
Sto ¢e reci da djeluje kao kemoatraktant za KMS (Bendall i Bradstock, 2014).

U oba navedena postupka mobilizacije, izlazak KMS iz koStane srzi u perifernu krv
ujedno je i trenutak u kojem se KMS stani¢nim separatorom u procesu leukafereze skupljaju
iz davatelja (Peters i sur., 2000) te se pohranjuju i zamrzavanjem Cuvaju do same TKMS.
Transplantacija ukljucuje transfuziju davateljevih KMS u primatelja ¢ime se dogada proces
udomljavanja KMS iz periferne krvi u kostanu srz sa svrhom ponovne uspostave funkcije

KMS u krvotvornom i/ili imunoloskom sustavu primatelja (Bojani¢ i sur., 2009). Od
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ukupnog broja izvedenin TKMS u 2019. godini u Europi i suradni¢kim zemljama, u
priblizno 8% TKMS izvor je bila koStana srz, u priblizno 91% TKMS izvor je bila
mobilizirana periferna krv, dok je u manje od 1% TKMS izvor bila krv iz pupkovine
(Passweg i sur., 2021). Navedeno potvrduje ¢injenicu kako je koriStenje periferne krvi kao

izvora za TKMS potisnulo primjenu tradicionalnog izvora KMS — kostane srzi.

1.4.1. Autologna transplantacija krvotvornih mati¢nih stanica

Zarazliku od alogeni¢éne TKMS, autologna TKMS lako je dostupna jer nema potrebe
za pronalazenjem HLA podudarnog davatelja, pogodnija je za starije primatelje te je brzi
oporavak oste¢enog krvotvornog i/ili imunosnog sustava zbog brzeg udomljavanja KMS iz
periferne krvi u kostanu srz. Nadalje, neuspjeh autologne transplantacije dogada se rijetko,
a smrtnost povezana s lijeCenjem u veéini je istraZivanja niza od 5% — ne postoji rizik za
pojavu reakcije transplantata protiv primatelja (engl. Graft versus Host Disease, GVHD) pa
prema tome ne postoji ni potreba za imunosupresivnom terapijom nakon transplantacije
(Champlin, 2003).

Medutim, kao i kod alogeni¢ne TKMS, postoji opasnost od komplikacija
uzrokovanih predtransplantacijskim postupcima. Osim toga, nakon autologne TKMS veca
je ucCestalost pojave povrata bolesti (relapsa) nego nakon alogeni¢ne TKMS. Naime, KMS
transplantirane autolognom TKMS mogu sadrzavati maligne matic¢ne stanice, sto je jedan od
uzroka pojave relapsa (Khaddour i sur., 2022), te se prilikom autologne TKMS ne dogada

imunoloski posredovan GVT Koji se javlja nakon alogeni¢ne TKMS (Champlin, 2003).

1.4.2. Alogeni¢na transplantacija krvotvornih mati¢nih stanica

Razli¢iti geneticki i1 klinicki ¢imbenici utjeCu na uspjesnost alogenicne TKMS.
Ukoliko davatelj KMS nije HLA identican srodni davatelj, odnosno, jednojajc¢ani blizanac
koji je genotipski HLA identi¢an primatelju, postoji mogucnost da imunoloski sustav
pokrene imunosnu, odnosno, transplantacijsku reakciju. Transplantacijska reakcija oblik je
specifiéne imunosti posredovan limfocitima T koji migriraju u presadak i o§te¢uju ga (Zunec
i sur., 2011). Moze biti usmjerena prema antigenima krvnih grupa ABO, stranim molekulama
HLA (druge vrste iste jedinke) te slabim antigenima tkivne podudarnosti (engl. Minor

Histocompatibility Antigens, MiHA, ili H Antigens).
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S obzirom na to da su molekule HLA poznate kao jaki transplantacijski antigeni,
stupanj podudarnosti HLA izmedu primatelja i davatelja glavni je ogranic¢avajuéi ¢imbenik
prilikom alogeni¢ne TKMS (Zunec i sur., 2011). Imunoloska barijera, koju predstavljaju
molekule HLA, prisutna prije same alogeni¢éne TKMS klju¢na je za uspjesan ishod same
transplantacije. Budu¢i da su molekule HLA glavna meta imunoloskog odgovora,
prezivljenje alogeni¢nog transplantata prvenstveno ovisi o Stupnju podudarnosti HLA
izmedu primatelja i davatelja (Phillips i Callaghan, 2017).

Prije standardnih postupaka, u predtransplantacijsku pripremu primatelja potrebno je
ukljuciti imunogenetske testove tipizacije alela HLA primatelja i davatelja, odredivanja
broja i vrste protutijela HLA u serumu primatelja te test krizne reakcije izmedu primatelja i
davatelja (potvrdna tipizacija HLA) (Zunec i sur., 2011). Kriteriji EBMT i Nacionalnog
programa doniranja kostane srzi (engl. National Marrow Donor Program, NMDP) temelje
se na podudarnosti na lokusima HLA-A, -B, -C i -DRB1 (podudarnost 8/8) ili podudarnosti
na lokusima HLA-A, -B, -C, -DRB1 i -DQB1 (podudarnost 10/10) na razini alela. S obzirom
na podudarnost HLA izmedu primatelja i davatelja, davatelj moze biti genotipski HLA
podudaran srodni davatelj, fenotipski HLA podudaran nesrodni davatelj ili HLA
haploidentic¢an srodni davatelj (Grubi¢, 2018).

Genotipski HLA podudaran srodni davatelj predstavlja najbolji izbor prilikom
alogeni¢ne TKMS i to prvenstveno zbog podudarnosti u svim genima koji se nasljeduju u
bloku na jednom kromosomu 6 (haplotip HLA). Naj¢esce su to brat ili sestra primatelja s
istim naslijedenim haplotipovima HLA po majci i ocu pa su prema tome genotipski HLA
podudarni s primateljem. Zbog pravilne segregacije gena HLA, vjerojatnost nasljedivanje
istih haplotipova HLA, odnosno, podudarnost HLA izmedu potomaka istih roditelja iznosi
25%. U slucaju kad primatelj nema genotipski HLA identi¢nog brata ili sestru, moguce je
prona¢i fenotipski HLA podudarnog davatelja medu srodnim ¢lanovima Sire obitelji.
Takoder, u slucaju kad primatelj nosi vrlo ¢est haplotip HLA, postoji mogucnost da je jedan
od roditelja fenotipski HLA podudaran davatelj (Grubi¢, 2018).

Buduc¢i da priblizno samo tre¢ina od ukupnog broja bolesnika koji su u programu
alogeni¢ne TKMS ima HLA podudarnog srodnog davatelja, za preostale primatelje potrebno
je putem Svjetskog registra dobrovoljnih davatelja KMS (engl. World Marrow Donor
Association, WMDA) pronaci fenotipski HLA podudarnog nesrodnog davatelja. WMDA
najveca je svjetska baza podataka o dobrovoljnim davateljima KMS i jedinicama krvi iz

pupkovine. Cini ju vise od 39 milijuna dobrovoljnih davatelja KMS iz 53 zemlje s ukupno
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73 nacionalnih registara dobrovoljnih davatelja KMS te vise od 804 tisuce jedinice Krvi iz
pupkovine iz 36 zemalja s ukupno 53 banke krvi iz pupkovine (web6). Hrvatski registar
dobrovoljnih darivatelja KMS (RDDKMS) ukljucen je u rad WMDA s vise od 62 tisuce
upisanih potencijalnih dobrovoljnih davatelja KMS te s vise od 3600 jedinica krvi iz
pupkovine darovanih u javnu Banku krvi iz pupkovine Ana Rukavina (web7). Ishodi
bolesnika lijecenih alogenicnom TKMS od HLA podudarnog nesrodnog davatelja
podjednaki su ishodima transplantacije bolesnika lije¢enih alogeni¢nom TKMS od HLA
podudarnog srodnog davatelja (Robin i sur., 2013).

Unatoc¢ toliko velikom broju potencijalnih davatelja KMS u WMDA, procjenjuje se
da se za svega 50-70% bolesnika uspije pronaci potpuno HLA podudaran nesrodan davatelj
KMS u bazi (Little i sur., 2021). Za primatelje s ucestalim alelima HLA i/ili visoko
konzerviranim haplotipovima HLA vjerojatnost pronalaska HLA podudarnog nesrodnog
davatelja puno je veca nego za primatelje s rijetkim alelima i haplotipovima HLA. Primatelji
koji nemaju genotipski ili fenotipski HLA podudarnog srodnog davatelja te fenotipski HLA
podudarnog nesrodnog davatelja, ovisni su o alternativni davateljima $to podrazumijeva
razli€ite stupnjeve nepodudarnosti HLA izmedu primatelja i davatelja. Takvi davatelji su
HLA nepodudarani (haploidenti¢ni) srodni davatelji ili HLA nepodudarani nesrodni
davatelji koji se od primatelja razlikuju u jednom ili dva alela na lokusima HLA (Grubi¢,
2018).

Najbolji rezultati lije¢enjem alogeniénom TKMS postizu se lijeCenjem u ranoj fazi
razvoja ili povrata bolesti, lije€enjem nakon neuspjeha ili djelomi¢nog odgovora na pocetno
lijecenje te lijeCenjem bolesti s visokim rizikom povrata ili prelaska u agresivni oblik
(Champlin, 2003). Alogeni¢na TKMS s povecanjem stupnja nepodudarnosti HLA opcenito
je povezana s losijim ukupnim ishodima lijecenja (Jorge i sur., 2018). Unato¢ tome odluka
0 lije¢enju alogenicnom TKMS od HLA nepodudarnog davatelja opravdana je jer u tim
slucajevima rizik same bolesti koja uzrokuje lijecenje alogeni¢nom TKMS nadvlada rizik
u¢inka nepodudarnosti HLA (Nowak, 2008). Od ukupnog broja izvedenih alogeni¢nih
TKMS u 2019. godini u Europi i suradni¢kim zemljama, u priblizno 31% alogeni¢nih TKMS
davatelji su bili HLA podudarni srodni davatelji, 51% HLA podudarni nesrodni davatelji,
dok su za ostatak alogeni¢énih TKMS davatelji bili HLA nepodudarni davatelji ili neki drugi
izvor (npr. krv iz pupkovine) (Passweg i sur., 2021).

Za razliku od transplantacije solidnih organa u kojoj presadeni organ sadrzi malo

imunoloski aktivnih stanica te je glavni problem odbacivanje organa davatelja, alogeni¢nom
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transplantacijom obnavlja se ili zamjenjuje, odnosno, rekonstruira aktivni imunosni sustav
dobiven od davatelja unutar primatelja (Kolb, 2008). Imunoloski aktivne stanice dobivene
od davatelja povezane su s intenzivnom dvosmjernom aloreaktivno$¢u koja ¢e pozitivno ili
negativno djelovati na ishod TKMS (Jorge i sur., 2018). Jedan od najsnaznijih oblika
staniéne imunoterapije u lijeCenju alogenicnom TKMS upravo je aloreaktivnost
posredovana davateljevim citotoksi¢nim limofocitima T koji uzrokuju u¢inak GvT. Takoder,
u alogeni¢nim TKMS s osiromaSenim limfocitima T, pojavljuje se uloga stanica NK kao
zasebnog efektorskog dijela u u¢inku GvT (Kolb, 2008). U¢inak GvT usmjeren je na maligne
stanice primatelja i kao takav moze proizvesti trajnu imunolosSku kontrolu nakon alogeniéne
TKMS ili iskorjenjivanje inace neizljecivih hematoloskih malignih bolesti (Falkenburg i
Jedma, 2017).

Medutim, pozitivni ucinci GvT na ishod TKMS, ¢esto su praceni Stetnom
aloreaktivnoséu na normalno, zdravo tkivo primatelja, $to se ocituje kao imunoloski
posredovani ucinci GvHD-a (Kolb, 2008). Nacionalni institut za zdravlje (engl. National
Institutes of Health, NIH) sporazumom iz 2014. godine podijelio je GvHD na akutni GvHD
(engl. acute GvHD, aGvHD) i na kroni¢ni GvHD (engl. chronic GvHD, cGvHD). S obzirom
na vrijeme i specificne znacajke pojave GVHD, aGvHD se dalje dijeli na: klasi¢ni aGvHD —
javlja se unutar 100 dana od alogeni¢cne TKMS sa znafajkama aGvHD; te prisutni,
ponavljaju¢i ili odgodeni aGvHD — javlja se nakon 100 dana nakon alogeni¢ne TKMS sa
znacajkama aGvHD); dok se cGvHD dalje dijeli na: klasi¢ni cGvHD — javlja se u bilo kojem
trenutku nakon alogeni¢ne TKMS sa znac¢ajkama cGvHD,; te ,,sindrom preklapanja“ (engl.
,overlap syndrome*) — javlja se u bilo kojem trenutku nakon TKMS sa jednom ili vise
znacajkom aGvHD kod primatelja koji ima dijagnosticke i karakteristi¢ne znacajke cGVHD
(Jagasia i sur., 2015). Uz povrat i progresiju bolesti te teske infekcije, GVHD predstavlja
glavnu komplikaciju nakon alogeni¢ne TKMS te je glavni uzrok smrti bolesnika.

Brojna istrazivanja o povezanosti nepodudarnosti na pojedinom lokusu HLA s
ishodima nakon TKMS, pokazala su da su bolesnici transplantirani od HLA nepodudarnog
nesrodnog davatelja izlozeni ve¢em riziku za pojavu GvHD-a, povecanoj ucestalosti relapsa,
kao i smrtnos¢u povezanom sa samom TKMS (Khaddur i sur., 2022). Istrazivana je i
povezanost svakog pojedinog lokusa HLA s ishodom TKMS, a zbirni rezultati prikazani su
u tablici 2. Bez obzira na velik broj takvih istrazivanja, ne postoji jedinstven stav koja se
nepodudarnost HLA prihvac¢a kao najbolja, odnosno, nepodudarnost kojeg ¢e lokusa HLA

rezultirati najmanjim rizikom. Odluka ovisi o protokolu svakog pojedinog transplantacijskog
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centra te o nekim drugim ¢imbenicima (brzina dostupnosti davatelja, spol, dob, krvna grupa)
(Little i sur., 2021). Medutim, jedinstven je stav da se uvijek (kad je to moguée) prije izabere

onaj nepodudarni davatelj koji je s bolesnikom nepodudaran na razini alela HLA.

Tablica 2. Povezanost podudarnosti HLA s ishodom TKMS

Nepodudarni lokus HLA GvHD GvT (OK]
HLA-A 1 l
HLA-B 1 l
HLA-C 1 Uocen !
HLA-DRB1 1 l
HLA-DQB1 ! 1
HLA-DPB1 1 Uogen !

Kazalo: GvHD - reakcija transplantata protiv primatelja (engl. Graft versus Host Disease); GvT —
transplantat protiv tumora (engl. Graft versus Tumor); OS — ukupno preZivljenje (engl. overall

survival); T — povecan rizik; | — smanjen rizik (preuzeto i prilagodeno prema Petersdorf, 2016)

S obzirom da do navedenih komplikacija dolazi i kod (naizgled) potpuno podudarnih
HLA parova primatelja i davatelja, podudarnost molekula HLA izmedu primatelja i
davatelja moze se procijeniti i na strukturnoj razini. Na povrsini molekula HLA nalazi se
vise epitopa HLA, odnosno, vise antigenskih determinanti koje odreduju specifi¢nost
promatrane molekule. Epitopi HLA odredeni su povrsinski izloZzenim polimorfnim
aminokiselinskim ostatcima nazvanim epletima HLA. Eplete HLA odreduje poloZajni broj
u aminokiselinskom slijedu i polimorfni ostatak te su prema tome mnogi epleti HLA
identificirani kao tripleti (slijed od tri nukleotida), dok ostali uklju¢uju duze sljedove
nukleotida i polimorfne ostatke. Na strukturnoj razini epleti HLA parova primatelja i
davatelja usporeduju se unutar i izmedu odredenog lokusa HLA ¢ime se utvrduje koji se
epitopi na molekulama HLA dijele ili razlikuju izmedu parova (Duquesnoy, 2008). Klinic¢ki
znacajno se pokazalo izbjegavanje nepodudarnosti epleta HLA visoke ekspresije,
okarakteriziranih kao ,zarisne tocke“, dok se epleti niske ekspresije mogu smatrati

dozvoljenim nepodudarnostima (Bezstarosti i sur., 2022). Slican model dozvoljenih i
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nedozvoljenih nepodudarnosti HLA, temeljen na jacini ekspresije, razvio se i medu alelima
HLA-DPB1, te je nazvan algoritmom TCE3/TCE4 (Crocchiolo, 2009).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

U skupini parova primatelj-nesrodni davatelj u programu alogeni¢éne TKMS odrediti razinu
nepodudarnosti HLA (niska rezolucija — razina gena, visoka rezolucija — razina alela) za
lokuse HLA-A, -B, -C, -DRB1 i -DQBL1.

Tipizirati parove primatelj-nesrodni davatelj za alele lokusa HLA-DPBL1 te utvrditi broj i

smjer nepodudarnosti za alele lokusa HLA-DPB1 para primatelj-nesrodni davatelj.

Istraziti broj nepodudarnosti u epletima HLA razreda I, razreda II, kao i sveukupan broj

nepodudarnosti u epletima HLA para primatelj-nesrodni davatelj.

Utvrditi utjecaj nepodudarnosti HLA, kao i drugih ¢imbenika (spol, dob, dijagnoza, izvor

KMS), na pojavu GvHD-a, povrata bolesti te na prezivljenje bolesnika.
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3. MATERIJALI | METODE
3.1. Ispitanici

Istrazivanje je provedeno na skupini od 54 bolesnika prosjec¢ne zivotne dobi od 41
godine koji su u razdoblju od 2015. do 2020. godine u Zavodu za hematologiju, Klinike za
internu medicinu, Klinickog bolni¢kog centra Zagreb lijeGeni alogenicnom TKMS.
Indikacije za lijecenje bile su hematoloSke maligne bolesti. Odabrana skupina bolesnika nije
imala fenotipski 10/10 HLA podudarnog nesrodnog davatelja, ve¢ su svi njihovi davatelji
KMS bili 9/10 HLA podudarni nesrodni davatelji iz razli¢itih registara uklju¢enih u WMDA.
Osnovne osobine bolesnika i njihovih nesrodnih davatelja prikazane su u tablici 3.
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Tablica 3. Osnovne osobine bolesnika i njihovih nesrodnih davatelja (N=54)

prosjec¢na dob

Ispitanici (raspon godina)
Primatelj 41,04 (1-66)
Davatelj 32,63 (1-57)

Spol primatelja n (%)

M 39 (72,22)
7 15 (27,78)

Spol para primatelj-nesrodni davatelj n (%)
-7 6 (11,11)
Z-M 9 (16,67)
M—7 18 (33,33)
M-M 21 (38,89)

Dijagnoza n (%)
AML 21 (38,89)
ALL 13 (24,07)
MDS 6 (11,11)
CML 5 (9,26)
CLL 1(1,85)
NHL 1(1,85)
HL 1(1,85)
Ostalo 6 (11,11)

Protokol kondicioniranja n (%)
MAC 22 (40,74)
RIC 32 (59,26)
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Tablica 3. nastavak

Izvor KMS n (%)
Kostana srz 18 (33,33)
Periferne KMS 36 (66,67)

Status n (%)
Ziv 26 (48,15)
Mrtav 28 (51,85)

Uzrok smrti (N=28) n (%)
Relaps 12 (42,86)
TRM 8 (28,57)
Ostalo 8 (28,57)

GvHD n (%)
Bez znakova 21 (38,89)
aGvHD 22 (40,74)
cGVHD 6 (11,11)
aGvHD + cGvHD 5 (9,26)

Kazalo: n — broj ispitanika; % - ugestalost; Z — zene; M — muskarci; AML — akutna mijeloi¢na
leukemija; ALL — akutna limfoblasti¢na leukemija; MDS — mijelodisplasti¢ni sindrom; CML —
kroni¢na mijeloi¢na leukemija; CLL — kroni¢na limfocitna leukemija; NHL — non-Hodgkinov
limfom; HL — Hodgkinov limfom; MAC — mijeloablativno kondicionirnje; RIC — kondicioniranje
snizenog intenziteta; KMS — krvotvorne matiéne stanice; TRM — smrt uzrokovana transplantacijom;
GvHD - reakcija transplantata protiv primatelja (engl. Graft versus Host Disease); aGvHD — akutni
GVHD; cGVvHD — kroni¢ni GvHD

3.2. Metode

Svim bolesnicima i njihovim 9/10 HLA podudarnim nesrodnim davateljima uzeto je

5 mL periferne krvi s antikoagulansom EDTA iz koje se izolirala DNA. Nakon izolacije
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DNA, bolesnici i nesrodni davatelji tipizirani su metodom lanc¢ane reakcije polimerazom i
oligonukleotidima specificnim za odredenu sekvencu HLA (engl. Polymerase Chain
Reaction - Sequence Specific Oligonucleotids, PCR-SSO) za alele lokusa HLA-DPB1, dok
su svi sudionici istrazivanja potvrdno tipizirani metodom lancane reakcije polimerazom i
pocetnicama specificnim za odredenu sekvencu HLA (engl. Polymerase Chain Reaction -
Sequence Specific Primer, PCR-SSP) za alele lokusa HLA-A, -B, -C, -DRB1 i -DQB1.

3.2.1. lzolacija DNA

Iz 2 mL uzorka periferne krvi svih ispitanika izolirana je DNA pomocu
komercijalnog seta za izolaciju DNA (NucleoSpin® Blood, Macherey-Nagel, Diiren,
Njemacka). Set sadrzi NucleoSpin® kolone s kolektorskim epruveticama, kolektorske
epruvetice (2 mL), proteinazu K za razgradnju stanica koja se isporucuje s puferom PB za
stabilizaciju (engl. Proteinase Buffer PB) te pufere: B3 za liziranje eritrocita (engl. Lysis
Buffer B3), BW za ispiranje (engl. Wash Buffer BW), B5 za ispiranje koji sadrzi alkohol
(engl. Wash Buffer B5), te pufer BE za otapanje DNA (engl. Elution Buffer BE). Postupak
izolacije DNA izvodi se prema NucleoSpin® Blood protokolu. Postupkom se dobije 100 ul
DNA koncentracije 20-30 ng/pl.

3.2.2. Metoda PCR-SSO

Metoda PCR-SSO omogucéuje tipizaciju tkiva na razini niske (NR) do srednje
rezolucije (SR), odnosno, molekularnu tipizaciju HLA na razini gena (dvije znamenke, npr.
HLA-A*02). Temelji se na umnazanju egzona 2 i 3 za tipizaciju gena HLA razreda | i egzona
za tipizaciju gena HLA razreda Il upotrebom pocetnica obiljezenih biotinom koje su visoko
specificne za odredene sekvence gena HLA. Metoda PCR-SSO izvodila se prema
LIFECODES® HLA-SSO Typing (Immucor, Stamford, USA) protokolu. Nakon
denaturacije, nastali jednolancani produkti obiljezeni biotinom sudjeluju u hibridizacijskoj
reakciji s razlic¢itim populacijama mikrosfera. Mikrosfere su polistirenske kuglice veli¢ine
6,5 mikrona od kojih je svaka ispunjena jedinstvenim omjerom crvenog i infracrvenog
fluorokroma, a medusobno se razlikuju po fluorescentnom intenzitetu. Na povrSinu svake
fluorokromom ispunjene mikrosfere mogu se vezati oligonukleotidi specifi¢ni za odredenu

sekvencu HLA (engl. Sequence Specific Oligonucleotides, SSO). U jednoj reakciji moguce
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je interpretirati do 100 razli¢itih sekvenci gena HLA. Shematski prikaz kuglica mikrosfera
nalazi se na slici 8.
6.5 mikrona

mikrosferz 26 ‘ ’

mikrosferz 21

Slika 8. Shematski prikaz kuglica mikrosfera (preuzeto i prilagodeno prema web8)

Nakon zavrsetka hibridizacije, hibridizacijskoj smjesi produkta PCR i SSO dodaje se
otopina fluorokroma SA-PE (engl. streptovidin-phycoerythrin) za obiljezavanje, nastala
konjugacijom streptavidina bojom fikoeritrin, koja se veze na biotinom oznaceni dio.
Rezultati hibridizacijske reakcije ocitavaju se pomocu uredaja Luminex Kkoji ocitava
fluorescenciju pomocu dva lasera — crvenog koji ekscitira fluorokrom u mikrosferama te
zelenog koji ekscitira fluorokrom vezan na biotinom oznaceni dio. Usporedbom uzoraka
negativne i pozitivne kontrole s analiziranim uzorcima, rezultati se interpretiraju kao
negativni ili pozitivni. lzostanak flourescencije interpretira se kao negativna reakcija $to
znaci da nakon hibridizacije nije doslo do specifi¢nog vezanja produkata PCR obiljezenih
biotinom s komplementarnim SSO na odredenim mikrosferama, dok pozitivna reakcija znaci
da je doslo do vezanja. Analitickim programom MATCH IT!® DNA (Immucor, Stamford,
USA) ocitava se koje su se SSO vezale na produkt PCR, odnosno, odreduje se 0 kojim se

alelnim skupinama HLA radi.

3.2.3. Metoda PCR-SSP

Metoda PCR-SSP omogucéuje tipizaciju tkiva na razini visoke rezolucije (VR),
odnosno, molekularnu tipizaciju HLA na razini alela (Cetiri znamenke, npr. HLA-A*02:01).
Temelji se na umnozavanju odredene sekvence DNA upotrebom parova pocetnica
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specificnih za pojedini alel HLA ili skupinu alela HLA. Metoda PCR-SSP izvodila se
koristenjem komercijalnih setova Olerup SSP® HLA Typing Kits (West Chester, PA, SAD).
Unutar svake reakcije u setu nalaze se kontrolne pocetnice i po¢etnice specifi¢ne za odredenu
sekvencu HLA. Kontrolne pocetnice vezu Se na sekvencu gena za hormon rasta te umnazaju
odsjecak DNA odredene veli¢ine koji sluzi kao pozitivna kontrola. Svaka od reakcija testira
prisustvo jednog ili skupine alela HLA. Broj reakcija PCR ovisi o tome koji se gen/lokus
HLA tipizira — 23+1 reakcija PCR za lokus HLA-A, -C i -DRB1, 47+1 reakcija PCR za
lokus HLA-B, 13+1 reakcija PCR za lokus HLA-DQB1 te 95+1 reakcija PCR za lokus HLA-
DPB1 (gdje je +1 oznacava reakciju u kojoj je negativna kontrola).

Ocitovanje rezultata izvodilo se elektroforezom na 1,5%-tnom agaroznom gelu
obojenim bojom GelRed (GenoVision Inc, West Chester, PA, SAD) koriste¢i pufer 1xTBE.
Nakon elektroforeze, gel se slika pomoc¢u kamere s tamnom komorom UV G:BOX
(Syngene, Cambridge, UK). S obzirom na vidljivost umnozenog produkta PCR, reakcija ¢e
biti negativna ukoliko sadrzi samo kontrolnu vrpcu te pozitivna ukoliko sadrzi i kontrolnu i
vrpcu koja oznacéava specifi¢ni umnozeni produkt PCR. Interpretacija rezultata temeljena je
na specifi¢nosti reakcija koje su oznacene kao pozitivne reakcije. Na slici 9 nalazi se prikaz
gel elektroforeze umnozenog produkta PCR lokusa HLA-DPB1 metodom PCR-SSP.
Analiti¢kim programom Helmberg Score SSP™ mogu se odrediti aleli svakog pojedinog
lokusa HLA.
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SMJER ELEKTROFOREZE

Slika 9. Prikaz gel elektroforeze umnazanja metodom PCR-SSP uzorka NN za lokus
HLA-DPBI1; u jaZicama broj 1, 2, 3, 4, 8, 11, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 60,
62, 75, 82 i 83 prisutne su pozitivne i kontrolne reakcije (dvije vrpce), dok su u ostalim jazicama

prisutne samo kontrolne reakcije

3.2.4. Statisticka obrada podataka

Statisticka obrada podataka napravljena je programom MedCalc (verzija 19.2.6)
pomocu Kaplan-Meierove krivulje te Kruskal-Wallis testa. Kaplan-Meierova krivulja koristi
se za opisivanje i analizu duljine vremena do nastanka dogadaja. Ishod u analizi Kaplan-
Meierovom krivuljom ¢esto ukljucuje smrtnost od svih uzroka. U nasem istrazivanju
koristena je za analizu ukupnog prezivljenja (engl. overall survival, OS). Ukupno
prezivljenje racunalo se od dana transplantacije do smrti ili posljednjeg prac¢enja. Nakon
Kaplan-Meierove analize koriSten je logrank statistiCki test za usporedbu univarijatnih
utjecaja razli¢itih ¢cimbenika na ukupno preZivljenje.

Kruskal-Wallis testom utvrduje se postoji li statisticki znacajna razlika izmedu dvaju

ili vise promatranih skupina. U nasem istrazivanju koriSten je za analizu pojave GvHD-a te
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pojave relapsa. Nakon Kruskal-Wallis testa koristen je conover statisticki test za analizu
univarijantnih utjecaja razli¢itih ¢imbenika na pojavu GvHD-a i relapsa. Multivarijantne
analize utjecaja razli¢itih ¢imbenika na ishod TKMS, odnosno, na ukupno prezivljenje,
pojavu GvHD-a te pojavu relapsa, provedene su pomocu regresijskog modela metode
najmanjih kvadrata i uklju¢ivale su varijable koje su pokazale statisticku znacajnost u
pojedinim univarijantnim analizama. U multivarijatnu analizu uvrstene su varijable koje su
u univarijatnoj analizi bile povezane s ishodom analize uz statisticku znacajnost P<0,2.

P<0,05 smatran je statisticki znacajnim.
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4. REZULTATI

Medu 54 bolesnika, petnaest (27,78%) osoba bilo je Zenskog spola te 39 (72,22%)
osoba muskog spola. Najces¢a dijagnoza za lije¢enje TKMS bila je akutna mijeloi¢na
leukemija (AML) i to kod 21 (38,89%) bolesnika. Slijede ju akutna limfoblasti¢na leukemija
(ALL) kod trinaest (24,07%) bolesnika, mijelodisplasti¢ni sindrom (MDS) kod Sest
(11,11%) bolesnika, kroni¢na mijeloi¢na leukemija (CML) kod pet (9,26%) bolesnika, te
kroni¢na limfocitna leukemija (CLL), non-Hodgkin limfom (NHL) i Hodkinov limfom (HL)
kod po jednog (1,85%) bolesnika. Preostalih Sest (11,11%) bolesnika imalo je druge
dijagnoze za lije¢enje TKMS.

S obzirom na omjer spolova, u sest (11,11%) TKMS i primatelj i davatelj bile su
osobe Zenskog spola; u devet (16,67%) TKMS primatelj je bila osoba Zenskog spola, dok je
davatelj bila osoba muskog spola; u osamnaest (33,33%) TKMS primatelj je bila osoba
muskog spola, dok je davatelj bila osoba Zenskog spola; te u 21 (38,89%) TKMS i primatel]
i davatelj bile su osobe muskog spola. U predtransplantacijskoj obradi bolesnika, 22
(40,74%) bolesnika kondicionirano je po mijeloablativnom protokolu, dok je 32 (59,26%)
bolesnika kondicionirano po protokolu snizenog intenziteta. lzvor KMS u osamnaest
(33,33%) TKMS bila je kostana srz, a u 36 (66,67%) periferne KMS.

U trenutku istrazivanja, 26 (48,15%) bolesnika lijeCenih TKMS bilo je Zivo, dok je
njih 28 (51,85%) umrlo. Uzrok smrti kod dvanaest (42,86%) bolesnika bio je relaps bolesti,
kod osam (28,57%) bolesnika smrt bila je uzrokovana transplantacijom, dok je kod osam
bolesnika smrt nastupila zbog nekog drugog razloga. Nakon TKMS, kod 21 (38,89%)
bolesnika nije bilo znakova GvHD-a, kod 22 (40,74%) uocena je pojava akutnog GvHD-a,
kod Sest (11,11%) pojava kroni¢nog GvHD-a, dok je kod pet (9,26%) bolesnika uocena
pojavai akutnog 1 kroni¢nog GvHD. Navedene osobine bolesnika lijeCenih TKMS prikazane

su u tablici 3.

4.1. Analiza nepodudarnosti HLA para primatelj-nesrodni davatelj za lokuse HLA-A,
-B, -C, DRB1i-DQB1

Rezultati analize nepodudarnosti HLA para primatelj-nesrodni davatelj za lokuse
HLA-A, -B, -C, -DRB1 i -DQB1 prikazani su u tablici 4. Analizom nepodudarnosti za
lokuse HLA-A, -B, -C, -DRB1 i -DQB1 unutar skupine primatelja i njihovih nesrodnih
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davatelja, utvrdeno je da su svi bolesnici imali nepodudarnost na jednom od lokusa HLA,
odnosno, da su bili 9/10 podudarni sa svojim nesrodnim davateljima. Najveéi broj
nepodudarnosti HLA uocen je za lokus HLA-A i to kod dvadeset (37,04%) bolesnika. Zatim
slijedi nepodudarnost na lokusu HLA-DRB1 kod trinaest (24,07%) bolesnika, na lokusu
HLA-B kod jedanaest (20,37%) bolesnika, na lokusu HLA-C kod osam (14,82%) bolesnika
te na lokusu HLA-DQB1 kod dva (3,70%) bolesnika.

Medu parovima primatelj-nesrodni davatelj, od ukupno dvadeset (37,04%)
nepodudarnosti uo¢enih na lokusu HLA-A, za sedamnaest (85,00%) nepodudarnosti
utvrdeno je da su na razini gena HLA, dok je za tri (15,00%) nepodudarnosti utvrdeno da su
na razini alela HLA. Od ukupno jedanaest (20,37%) nepodudarnosti uoc¢enih na lokusu
HLA-B, za sedam (63,64%) nepodudarnosti utvrdeno je da su na razini gena, dok je za Cetiri
(36,36%) nepodudarnosti utvrdeno da su na razini alela. Od ukupno osam (14,82%)
nepodudarnosti uoc¢enih na lokusu HLA-C, za sedam (87,50%) nepodudarnosti utvrdeno je
da su na razini gena, dok je jedna (12,50%) nepodudarnost bila na razini alela. Od ukupno
trinaest (24,07%) nepodudarnosti uocenih na lokusu HLA-DRB1, nepodudarnosti za tri
(23,08%) para primatelj-nesrodni davatelj bile su na razini gena, dok su za deset (76,92%)
bile na razini alela. Samo su dva para (3,70%) bili nepodudarni za lokus HLA-DQB1 i obje

nepodudarnosti bile su na razini gena.

Tablica 4. Raspodijela nepodudarnosti HLA para primatelj-nesrodni davatelj za lokuse HLA-A, -B,
-C, -DRB1i -DQB1 (N=54)

Lokus n (%) NR n (%) VR n (%)
HLA-A 20 (37,04) 17 (85,00) 3 (15,00)
HLA-B 11 (20,37) 7 (63,64) 4 (36,36)
HLA-C 8 (14,82) 7 (87,50) 1 (12,50)
HLA-DRB1 13 (24,07) 3(23,08) 10 (76,92)
HLA-DQB1 2 (3,70) 2 (100,00) -

z 54 36 (66,67) 18 (33,33)

Kazalo: n — broj ispitanika; % — ucestalost; NR — niska rezolucija (dvije znamenke - razina gena

HLA); VR — visoka rezolucija (Cetiri znamenke - razina alela HLA); £ — ukupan broj
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Rezultati analize smjera nepodudarnosti HLA para primatelj-nesrodni davatelj za
lokuse HLA-A, -B, -C, -DRB1 i -DQB1 prikazani su u tablici 5. Smjer nepodudarnosti HLA
moze biti u smjeru davatelj — primatelj, odnosno, transplantat protiv primatelja (engl. Graft
versus Host, GvH) ili u smjeru primatelj — davatelj, odnosno, primatelj protiv transplantata
(engl. Host versus Graft, HvG). Analizom smjera nepodudarnosti za lokuse HLA-A, -B, -C,
-DRB1 i -DQB1 unutar skupine para primatelj-nesrodni davatelj, utvrdeno je da je pet
(9,26%) nepodudarnosti bilo u smjeru GvH, jedna (1,85%) nepodudarnost u smjeru HvG,

dok je kod 48 (88,89%) parova nepodudarnost bila u oba smjera.

Tablica 5. Smjer nepodudarnosti HLA para primatelj-nesrodni davatelj za lokuse (N=54)

Smjer nepodudarnosti n (%)
GvH 5 (9,26)
HvG 1(1,85)
GVvH + HVG 48 (88,89)

Kazalo: n — broj ispitanika; % — ucestalost; GvH — transplantat protiv primatelja (engl. Graft versus
Host); HvG — primatelj protiv transplantata (engl. Host versus Graft)

4.2. Analiza nepodudarnosti HLA para primatelj-nesrodni davatelj kad je ukljucen i
lokus HLA-DPB1

Rezultati analize nepodudarnosti HLA para primatelj-nesrodni davatelj kad je
ukljucen i lokus HLA-DPB1 prikazani su u tablici 6. Analizom nepodudarnosti na lokusima
HLA-A, -B, -C, -DRB1, -DQBL1 i -DPB1 unutar skupine primatelj-nesrodni davatelj, za
sedam (12,96%) bolesnika utvrdeno je da su imali nepodudarnost samo za jedan alel HLA,
odnosno, da je podudarnost HLA bila 11/12. Najveci broj (n=29; 53,71%) parova primatelj-
nesrodni davatelj medusobno se razlikovao za dva alela HLA, odnosno, bili su podudarni
10/12, dok je za osamnaest parova (33,33%) utvrdena podudarnost HLA bila 9/12.

Analizom nepodudarnosti na lokusu HLA-DPB1 unutar skupine para primatelj-
nesrodni davatelj na razini alela, odnosno, na visokoj rezoluciji, utvrdeno je da je sedam
(12,96%) bolesnika bilo podudarno za oba alela HLA-DPB1 sa svojim nesrodnim
davateljem, 29 (53,71%) bolesnika bilo je podudarno za jedan od alela HLA-DPB1, dok

37



osamnaest (33,33%) bolesnika nije bilo podudarno ni za jedan od alela HLA-DPB1. Prema
tome, nepodudarnost za alele HLA-DPB1 uocena je kod 47 (87,04%) bolesnika.

Prema algoritmu DPB1 T-Cell Epitope Algorithm (web9) 36 (66,67%) parova
primatelj-nesrodni davatelj imalo je dozvoljene nepodudarnosti. U skupini od osamnaest
(33,33%) parova s nedozvoljenom nepodudarnosti, kod osam (14,81%) parova
nepodudarnost je bila u smjeru GvH, dok je kod deset (18,52%) parova nepodudarnost bila

u smjeru HvG.

Tablica 6. Raspodjela nepodudarnosti HLA kod para primatelj-nesrodni davatelj kad je ukljucen i
lokus HLA-DPB1 (N=54)

Podudarnost HLA (-A, -B, -C, -DRB1, -DQB1, -DPB1) n (%)
11/12 7 (12,96)
10/12 29 (53,71)
9/12 18 (33,33)

Podudarnost alela HLA-DPB1 n (%)

2 7 (12,96)
1 29 (53,71)
0 18 (33,33)

Dozvoljene/nedozvoljene nepodudarnosti alela HLA-DPB1 (*TCE3) n (%)

Dozvoljene nepodudarnosti TCE3 36 (66,67)
Nedozvoljene nepodudarnosti (GvH) TCE3 8 (14,81)
Nedozvoljene nepodudarnosti (HvG) TCE3 10 (18,52)

Kazalo: n — broj ispitanika; % — ucestalost; ; GvH — transplantat protiv primatelja (engl. Graft versus
Host); HvG — primatelj protiv transplantata (engl. Host versus Graft); TCE3 — T-stani¢ni epitopi
podijeljeni u tri grupe; * — izraCunato programom DPBI1 T-Cell Epitope Algorithm (verzija 1.0)
(web9)

38



4.3. Analiza nepodudarnosti epleta HLA para primatelj-nesrodni davatelj

Rezultati raspodjele broja nepodudarnosti epleta HLA para primatelj-nesrodni
davatelj prikazani su u tablici 7. Raspodjela broja nepodudarnosti epleta HLA razreda I
unutar skupine parova primatelj-nesrodni davatelj pokazala je da kod 31 (57,41%) para nije
bilo nepodudarnosti u epletima HLA razreda I, sedamnaest (31,48%) parova imalo je jednu
do cetiri nepodudarnosti u epletima HLA razreda I, dok je Sest (11,11%) parova imalo vise
od Cetiri nepodudarnosti u epletima HLA razreda I.

Analiza raspodijele broja nepodudarnosti epleta HLA razreda Il unutar skupine para
primatelj-nesrodni davatelj kad nije bio ukljucen lokus HLA-DPB1, pokazala je da su 43
(79,63%) para bila podudarna na razini epleta HLA razreda 11, osam (14,81%) bolesnika
imalo je jednu do cCetiri nepodudarnosti u epletima HLA razreda Il, dok su tri (5,56%)
bolesnika imala vise od ¢etiri nepodudarnosti u epletima HLA razreda Il. Kad je lokus HLA-
DPBL1 bio ukljucen, uoceno je da devetnaest (35,18%) bolesnika nije imalo nepodudarnosti
u epletima HLA razreda Il, deset (18,52%) bolesnika imalo je jednu do ¢etiri nepodudarnosti
u epletima HLA razreda 1, dok je 25 (46,30%) bolesnika imalo vise od ¢etiri nepodudarnosti
u epletima HLA razreda II.

Posljednjom analizom raspodjele broja nepodudarnosti epleta HLA razreda | i Il
unutar istrazivane skupine kad nije bio ukljuc¢en lokus HLA-DPBI1, uoceno je da kod
dvadeset (37,04%) parova nije bila prisutna nepodudarnost u epletima HLA razreda | i 1l,
kod 25 (46,29%) parova bile su uocene jedna do cCetiri nepodudarnosti u epletima HLA
razreda | i 11, dok je devet (16,67%) parova imalo viSe od Cetiri nepodudarnosti u epletima
HLA razreda | i Il. Uklju¢ivanjem lokusa HLA-DPBL1 u analizu, situacija se promijenila i
to: devet (16,67%) parova nije imalo nepodudarnosti u epletima HLA razreda 11, ¢etrnaest
(25,92%) parova imalo je jednu do Cetiri nepodudarnosti u epletima HLA razreda 11, dok je

31 (57,41%) par imao vise od Cetiri nepodudarnosti u epletima HLA razreda I1.
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Tablica 7. Raspodjela broja nepodudarnosti u epletima HLA para primatelj-nesrodni davatelj (N=54)

HLA razred | EM n (%)
0 31 (57,41)
1-<4 17 (31,48)
>4 6 (11,11)

HLA razred Il EM
a) bez HLA-DPB1 n (%)

0 43 (79,63)

1-<4 8 (14,81)

>4 3 (5,56)
b) uklju¢en HLA-DPB1 n (%)

0 19 (35,18)

1-<4 10 (18,52)

>4 25 (46,30)

HLA razred | + 11 EM
a) bez HLA-DPB1 n (%)

0 20 (37,04)

1-<4 25 (46,29)

>4 9 (16,67)
b) ukljuden HLA-DPB1 n (%)

0 9 (16,67)

1-<4 14 (25,92)

>4 31 (57,41)

Kazalo: n — broj ispitanika; % — ucestalost; EM — nepodudarnost u epletima; * — izracunato
programom ABC Eplet Matching Program V3.1.1 i DRDQDP Eplet Matching Program V3.1.
(web10)
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4.4. Analiza utjecaja razli¢itih ¢imbenika na ishod TKMS

Univarijante analize pojave GvHD-a i pojave relapsa te ukupnog prezivljenja u
skupini bolesnika transplantiranih od 9/10 HLA podudarnog nesrodnog davatelja ukljucivale
su sljedece ¢imbenike: dijagnozu, izvor KMS, nepodudarnost HLA razreda I, nepodudarnost
HLA razreda Il, broj nepodudarnosti HLA-DPB1, dozvoljene/nedozvoljene nepodudarnosti
HLA-DPB1, nepodudarnost u epletima HLA razreda I, nepodudarnost u epletima HLA
razreda Il (ukljuc¢uju¢i HLA-DPB1) te nepodudarnost u epletima HLA razreda | i Il
(uklju¢ujuéi HLA-DPB1).

4.4.1. Utjecaj razli¢itih ¢cimbenika na pojavu GvHD nakon TKMS

Rezultati univarijantne analize utjecaja razliitih ¢imbenika na pojavu GvHD-a
prikazani su u tablici 8. Univarijantna analiza pokazala je da na pojavu akutnog ili kroni¢nog
GvHD-a utjecaj imaju izvor KMS i broj nepodudarnosti HLA-DPB1. Bolesnici kojima su
izvor KMS bile mati¢ne stanice periferne krvi imali su ¢e$¢u pojavu GvHD-a u odnosu na
bolesnike kojima je izvor KMS bila kostana srz (P=0,0190; OR=0,24; CI=0,07-0,81).
Takoder, ¢eS¢u pojavu GvHD-a imali su bolesnici s dvije nepodudarnosti HLA-DPB1 u
odnosu na bolesnike s jednom ili nijednom nepodudarnosé¢u (P=0,0280; OR=0,20 CI=0,05-
0,81). Utjecaj nepodudarnost HLA razreda | i razreda Il na pojavu GvHD-a nalazi se na
granici statisticke znacajnosti. Bolesnici koji su imali nepodudarnost HLA razreda | imali su
¢es¢u pojavu GvHD-a u odnosu na bolesnike koji nisu imali nepodudarnost (P=0,0506;
OR=0,30; CI=0,09-1,02). Suprotno tome, bolesnici koji su imali nepodudarnost HLA
razreda Il imali su manju pojavu GvHD-a u odnosu na bolesnike koji nisu imali
nepodudarnost (P=0,0506; OR=3,37; C1=0,98-11,62). Multivarijantnom analizom utvrdeno
je da je pojava GvHD-a povezana jedino s izvorom KMS (P=0,0120).
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Tablica 8. Univarijantna analiza utjecaja razli¢itih ¢imbenika na pojavu akutnog ili kroni¢nog

GvHD-a u skupini bolesnika transplantiranih od 9/10 HLA podudarnog nesrodnog davatelja (N=54)

Cimbenik Varijable P OR (95% Cl)
Dijagnoza AML vs. Ostale 0,9247
Izvor KMS BM vs. PBSC 0,0190 0,24 (0,07-0,81)
HLA razred | MM Prisutan vs. Odsutan 0,0506 0,30 (0,09-1,02)
HLA razred Il MM Prisutan vs. Odsutan 0,0506 3,37 (0,98-11,62)
Broj HLA-DPB1 MM Ovs.1vs. 2 0,0280 0,20 (0,05-0,81)
Dozvoljeni/nedozvoljeni HLA-DPB1 MM Dozvoljeni vs. Nedozvoljeni  0,3374
HLA razred | EM 0vs. 1-<4 vs. >4 0,2360
HLA razred Il (sa HLA-DPB1) EM 0vs. 1-<4 vs. >4 0,9750
HLA razred | + 1l (sa HLA-DPB1) EM 0vs. 1-<4 vs. >4 0,4386

Kazalo: P — statisti¢ka znacajnost; OR — omjer izgleda (engl. odds ratio); Cl — raspon pouzdanosti
(engl. confidence interval); AML — akutna mijeloi¢na leukemija; KMS — krvotvorne mati¢ne stanice;
BM — kostana srz (engl. bone marrow) ; PBSC — mati¢ne stanice periferne krvi (engl. peripheral
blood stem cells); MM — nepodudarnost HLA; EM — nepodudarnost u epletima

4.4.2. Utjecaj razlicitih ¢imbenika na pojavu relapsa nakon TKMS

Rezultati univarijantne analize utjecaja razliCitih ¢imbenika na pojavu relapsa
prikazani su u tablici 9. 1z podataka prikazanih u tablici 9 vidljivo je da se povezanost pojave
relapsa s brojem nepodudarnosti u epletima HLA razreda I i razreda II (uklju¢en HLA-
DPB1) nalazi na granici statisticke znacajnosti. Bolesnici koji su imali manji broj
nepodudarnosti u epletima HLA razreda | i razreda II (s uklju¢enim HLA-DPB1) imali su
¢es¢u pojavu relapsa u odnosu na bolesnike koji su imali ve¢i broj nepodudarnosti
(P=0,0525; OR=0,36; C1=0,10-1,30). Ostali ¢imbenici nisu pokazali statisticCku znacajnost,
medutim, pojedina¢ne nepodudarnost HLA razreda | i razreda 1l pokazuju tendenciju
statisticke znacajnosti. Multivarijantna analiza nije pokazala povezanost niti jednog

pracenog ¢imbenika s pojavom relapsa bolesti.
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Tablica 9. Utjecaj razli¢itih ¢imbenika na relaps bolesti u skupini bolesnika transplantiranih od 9/10

HLA podudarnog nesrodnog davatelja (N=54)

Cimbenik Varijable P OR (95% Cl)
Dijagnoza AML vs. Ostale 0,4947
Izvor KMS BM vs. PBSC 0,2649
HLA razred | MM Prisutan vs. Odsutan 0,0926 3,05 (0,82-11,38)
HLA razred Il MM Prisutan vs. Odsutan 0,0926 0,33 (0,09-1,23)
Broj HLA-DPB1 MM Ovs.1vs. 2 0,3952
Dozvoljeni/nedozvoljeni HLA-DPB1 MM Dozvoljeni vs. Nedozvoljeni  0,1554
HLA razred | EM 0vs. 1-<4 vs. >4 0,2625
HLA razred Il (sa HLA-DPB1) EM 0vs. 1-<4 vs. >4 0,6419
HLA razred | + 1l (sa HLA-DPB1) EM 0vs. 1-<4 vs. >4 0,0525 0,36 (0,10-1,30)

Kazalo: P — statisti¢ka znacajnost; OR — omjer izgleda (engl. odds ratio); Cl — raspon pouzdanosti
(engl. confidence interval); AML — akutna mijeloi¢na leukemija; KMS — krvotvorne mati¢ne stanice;
BM — kostana srz (engl. bone marrow) ; PBSC — mati¢ne stanice periferne krvi (engl. peripheral

blood stem cells); MM — nepodudarnost HLA; EM — nepodudarnost u epletima

4.4.3. Utjecaj razli¢itih ¢cimbenika na preZivljenje nakon TKMS

Rezultati univarijantne analize utjecaja razli¢itih ¢imbenika na preZivljenje prikazani
su u tablici 10. Univarijantnom analizom utjecaja razli¢itih ¢imbenika na prezivljenje
utvrdeno je da jedino dijagnoza pokazuje statisticku znafajnost s obzirom na ukupno
prezivljenje u skupini bolesnika. Bolesnici s dijagnozom AML imali su bolje prezivljenje u
odnosu na bolesnike s drugim dijagnozama (P=0,0268; OR=2,33; CI=1,10-4,94) (slika 10).
Ostali ¢imbenici nisu pokazali statistiCku znac¢ajnost, medutim, nepodudarnost u epletima
HLA razreda | pokazuje tendenciju statistiCke znacajnosti. Bolesnici koji nisu imali
nepodudarnost u epletima HLA razreda | imali su bolje prezivljenje u odnosu na bolesnike
koji su imali nepodudarnosti (P=0,688; OR=0,61; CI=0,16-2,28) (slika 11). U

multivarijantnoj analizi nije otkriven utjecaj nijednog od pracenih ¢imbenika na prezivljenje.
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Tablica 10. Univarijantna analiza utjecaja razli¢itih ¢imbenika na prezivljenje u skupini bolesnika

transplantiranih od 9/10 HLA podudarnog nesrodnog davatelja (N=54)

Cimbenik Varijable P
Dijagnoza AML vs. Ostale 0,0268
Izvor KMS BM vs. PBSC 0,6177
HLA razred | MM Prisutan vs. Odsutan 0,7534
HLA razred Il MM Prisutan vs. Odsutan 0,7534
Broj HLA-DPB1 MM Ovs.1vs. 2 0,9456
Dozvoljeni/nedozvoljeni HLA-DPB1 MM Dozvoljeni vs. Nedozvoljeni  0,2682
HLA razred | EM Ovs. 1-<4vs. >4 0,0688
HLA razred Il (sa HLA-DPB1) EM Ovs. 1-<4vs. >4 0,9111
HLA razred | + 1l (sa HLA-DPB1) EM Ovs. 1-<4vs. >4 0,0157

OR (95% ClI)
2,33 (1,10-4,94)

0,61 (0,16-2,28)

2,12 (0,63-7,17)

Kazalo: P — statisti¢ka znacajnost; OR — omjer izgleda (engl. odds ratio); Cl — raspon pouzdanosti

(engl. confidence interval); AML — akutna mijeloi¢na leukemija; KMS — krvotvorne mati¢ne stanice;

BM — kostana srz (engl. bone marrow) ; PBSC — mati¢ne stanice periferne krvi (engl. peripheral

blood stem cells); MM — nepodudarnost HLA; EM — nepodudarnost u epletima
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Slika 10. Graficki prikaz prezivljenja bolesnika do 2250 dana nakon alogeni¢ne TKMS ovisno o

dijagnozi (P=0,0268)
Kazalo: Dg — dijagnoza; 0 — ostale dijagnoze; 1 - AML
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Slika 11. Grafic¢ki prikaz prezivljenja bolesnika do 2250 dana nakon alogeni¢éne TKMS ovisno o

nepodudarnosti u epletima HLA razreda | (P=0,0688)

Kazalo: 0 — nema nepodudarnosti u epletima HLA razreda I, 1 — 1-<4 nepodudarnosti u epletima

HLA razreda I; 2 — >4 nepodudarnosti u epletima HLA razreda |
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5. RASPRAVA

Poznato je da prije konac¢nog izbora nesrodnog davatelja KMS nekoliko ¢imbenika
utjeCe na cijeli tijek pronalazenja davatelja, poput dijagnoze bolesnika, Zivotne dobi, CMV
statusa (Bochtler i sur., 2010). Medutim, konacan izbor ovisi 0 dostupnosti potencijalnih
davatelja KMS, odnosno, vremenu koje je potrebno za pronalazak takvog davatelja. Glavni
kriterij odabira nesrodnog davatelja KMS je podudarnost HLA izmedu primatelja i
nesrodnog davatelja. Unato¢ velikom broju nesrodnih davatelja u svijetu, za dio bolesnika
nije moguce pronaci odgovarajuceg davatelja, a upravo su geni HLA ogranicavajuci faktor.
Sansa da su dvije nesrodne osobe HLA podudarne vrlo je mala i ovisi o genima HLA samog
primatelja.

Danas postoji nekoliko protokola koji se koriste za odabir nesrodnog davatelja.
Standard u velikom broju transplantacijskih centara u svijetu, pa tako i u KBC-u Zagreb,
predstavlja podudarnost HLA na visokoj rezoluciji (razina alela HLA) za lokuse HLA-A, -
B, -C, -DRB1 i -DQB1 (tzv. podudarnost 10/10). Medutim, za razliku od genotipski HLA
podudarnog davatelja (¢lan obitelji), kod fenotipski HLA podudarnog davatelja (nesrodni
davatelj) postoji i dodatni problem da ista kombinacija alela HLA nuzno ne znaci i
podudarnost u haplotiplovima HLA.

Dostupne baze o ucestalosti alela i haplotipova HLA u svijetu, nastale populacijskim
istrazivanjima, pokazuju da vec¢inu populacija karakterizira izrazito veliki polimorfizam i
brojnost haplotipova HLA, kako unutar iste populacije (uz izuzetak izoliranih ili zatvorenih
populacija), tako i izmedu razli¢itih populacija, odnosno, etni¢kih skupina. Ucestalost kojom
¢e se neki haplotip HLA pojavljivati u populaciji ovisi 0 LD-u izmedu alela HLA.

Ucestalost haplotipova HLA u populaciji istodobno pospjeSuje i ograni¢ava
vjerojatnost pronalaska potpuno podudarnog HLA nesrodnog davatelja (Petersdorf, 2016;
Grubié, 2018). Bolesnici ¢iji se haplotipovi HLA pojavljuju ¢e$¢e u populaciji, imaju vecu
vjerojatnost pronalaska potpuno podudarnog HLA nesrodnog davatelja u odnosu na
bolesnike ¢iji su haplotipovi HLA rjedi ili je veza izmedu njihovih alela HLA prekinuta
genetickom rekombinacijom. Ovu Ccinjenicu koriste mnogi transplantacijski centri u
strategiji odabira nesrodnog davatelja KMS. Pretrazivanje registra prvo se izvodi u skupini
koja dijeli isto podrijetlo gdje, u teoriji, postoji veca Vjerojatnost pronalaska potpuno

podudarnog HLA nesrodnog davatelja.

46



Kad potpuno podudaran HLA nesrodni davatelj nije dostupan, odabir davatelja KMS
usmjerava se na davatelje s ograni¢enom nepodudarno$¢u HLA. Uzimajuéi u obzir sva
dosadasnja znanja o utjecaju nepodudarnosti HLA na ishod alogeni¢ne TKMS, opsezna
klini¢ka istrazivanja provedena medu bolesnicima iz velikih registara, kao §to je americki ili
japanski, ukazala su da ukupan broj nepodudarnosti te specifi¢ni lokus/lokusi HLA imaju
odlucujuéi utjecaj na ishod same alogeni¢ne TKMS. Tako npr. kad potpuno podudaran HLA
nesrodni davatelj nije dostupan, kao izbor davatelja KMS predlaze se mladi davatelj muskog
spola s jednom nepodudarnos¢u HLA (podudarnost HLA 9/10) koji je dostupan u relativno
kratkom vremenu. Opcenito, vrijeme traZzenja optimalnog davatelja znacajno se produljuje
za one bolesnike koji imaju rijetke/vrlo rijetke alele i haplotipove HLA. Treba spomenuti da
vrlo mali broj transplantacijskih centara u svijetu provodi alogeni¢nu TKMS s nesrodnog
davatelja koji je podudaran HLA 8/10.

Nase istrazivanje provedeno je na skupini od 54 bolesnika koji su u KBC-u Zagreb
lije¢eni alogenicnom TKMS od 9/10 HLA podudarnih nesrodnih davatelja. Analizirajuéi
nepodudarnost HLA na specificnim lokusima HLA, uoeno je da je najveéi broj
nepodudarnosti HLA u skupini para primatelj-nesrodni davatelj bio na lokusu HLA-A §to u
ovom trenutku predstavlja standard naseg transplantacijskog centra.

Najveéi broj dobrovoljnih davatelja KMS tipizirano je za lokuse HLA-A, -B i -DRB1
koji se smatraju ,,primarnim* ili lokusima HLA viseg prioriteta, odnosno, lokusima koji se
preliminarnom pretragom prvi uzimaju u obzir. Ukoliko davatelji KMS prilikom
preliminarne pretrage nisu tipizirani za ostale lokuse HLA ili su tipizirani na niskoj
rezoluciji, takvi se davatelji mogu razvrstati prema vjerojatnosti da se ne otkriju dodatne
nepodudarnosti medu lokusima HLA (Bochtler i sur., 2010). Naime, ako postoji
nepodudarnost izmedu primatelja i davatelja na lokusu HLA-B, velika je vjerojatnost da ¢e
zbog jakog LD izmedu alela lokusa HLA-B i -C postojati nepodudarnost i za jedan ili oba
alela na lokusu HLA-C. Sli¢na se situacija moze dogoditi i zbog jakog LD izmedu alela
lokusa HLA-DRB1 i -DQB1 (Mytilineos i sur., 2021). S druge strane, aleli lokus HLA-A
pokazuju slabiji LD s alelima susjednih lokusa HLA te je to ujedno i razlog zasto je u naSem
istrazivanju u 37,04% slucajeva odabir bio davatelj s nepodudarnosc¢u na lokusu HLA-A.

Poznato je da ishod TKMS ovisi i 0 tome je li nepodudarnost HLA na razini gena ili
alela HLA (Petersdorf, 2016). U nasem istrazivanju vecina uocenih nepodudarnosti na
lokusu HLA-A medu bolesnicima bila je na razini gena HLA (85,00%), dok su bolesnici s

nepodudarnoséu na lokusu HLA-DRB1 vec¢inom (76,92%) bili transplantirani s davateljem
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nepodudarnim na razini alela HLA. Razlog sto je u nasem istrazivanju toliki postotak parova
primatelj-nesrodni davatelj bio nepodudaran za lokus HLA-DRBL1 na razini alela HLA, lezi
u Cinjenici da su davatelji u najve¢em broju bili iz Njemacke. Naime, u naSoj populaciji
HLA-DRB1*11:04 ¢e$¢i je nego HLA-DRB1*11:01 Koji se ucestalije pojavljuje u
populacijama zapadne Europe.

Pregledni rad iz 2016. godine obuhvatio je pregled dotadasnjih rezultata o ulozi
pojedinih gena HLA na ishod TKMS. Ve¢ina istrazivanja zakljucila je da nepodudarnost na
lokusu HLA-A utjeCe na prezivljenje nakon alogeni¢ne TKMS i ne ovisi o razini
nepodudarnosti. Medutim, prema nekim istrazivanjima, nepodudarnost u genima HLA-A
predstavlja veci rizik nego nepodudarnost u alelima HLA (Petersdorf, 2016). Za lokus HLA-
B trenutno nema dovoljno podataka o utjecaju na ishod alogeni¢ne TKMS. Analizom lokusa
HLA-B u naSem istrazivanju utvrdeno je jedanaest (20,37%) nepodudarnosti, od kojih je
sedam (63,64%) bilo na razini gena, dok je ostatak (n=4; 36,36%) bio na razini alela HLA.
Pojedini autori navode da je nepodudaranje u alelima HLA-B jednako rizi¢no kao i
nepodudaranje u genima HLA-B. U slucaju nepodudarnosti na lokusu HLA-C, pokazalo se
da nepodudarnost gena HLA nosi ve¢i rizik nakon TKMS.

O utjecaju nepodudarnosti na lokusu HLA-DRB1 na ishod TKMS trenutno ne postoji
jedinstveno stajaliste, dok je poznato da izolirana nepodudarnost na lokusu HLA-DQBL1 nije
povezana s viSim rizicima na negativan ishod nakon TKMS. Opcenito, sva istrazivanja
utjecaja nepodudarnosti HLA na ishod TKMS suglasna su da treba izbjegavati TKMS s
nepodudarno$éu na razini gena HLA kad god je to moguce (Petersdorf, 2016). 1z razloga $to
je nasa skupina parova primatelj-nesrodni davatelj mala, u nasem istrazivanju nismo pratili
utjecaj nepodudarnosti HLA po pojedina¢nim lokusima, ve¢ samo po razredima HLA.
Rezultati ovog rada pokazali su ¢e$¢u pojavu GVHD-a medu onim bolesnicima koji su imali
nepodudarnost HLA razreda | (P=0,0506). Nasuprot tome, bolesnici s nepodudarnos¢u HLA
razreda Il imali su manju pojavu GvHD-a (P=0,0506).

Uloga i znacaj gena HLA-DPBL1 u ishodu alogeni¢ne TKMS i dalje je nedovoljno
istrazena te ne postoji jedinstveni protokol o ukljucivanju ovog lokusa u algoritme
pretrazivanja (Burek Kamenari¢ i sur., 2017). Danas u svijetu mali broj transplantacijskih
centara iz vise razloga bira nesrodnog davatelja na temelju podudarnosti HLA 12/12 (lokus
HLA-A, -B, -C, DRB1, -DQB1, -DPB1). Budu¢i da molekule HLA-DP imaju nizu
ekspresiju na stani¢nim membrana te ih je bilo teze odredivati seroloskim metodama, lokus

HLA-DPB1 u proslosti se nije uzimao u obzir pri odredivanju nepodudarnosti HLA. Tek
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uvodenjem molekularnih metoda, pocela su istrazivanja ovog lokusa i njegove uloge u
ishodu TKMS. Treba istaknuti i veéu ucestalost rekombinacije izmedu lokusa HLA-DPB1 i
ostatka regije HLA $to za rezultat ima Ceste slu¢ajeve da i unutar obitelji dvoje djece koja su
genotipski HLA identi¢na za gene HLA-A, -B, -C, -DRB1, -DQBI, nisu nuzno identi¢na 1
za gene HLA-DPB1 (Maskalan i sur., 2017). Lokus HLA-DPBL1 s vise od dvije tisuce
razli¢itih alela izrazito je polimorfan te predstavlja dodatni ograniavajuc¢i ¢imbenik u
pronalazenju nesrodnog davatelja koji je s bolesnikom podudaran na svih Sest lokusa HLA.

Upravo zbog velike raznolikosti alela HLA-DPB1 pokusalo se razli¢itim metodama
tj. modelima svrstati pojedine alele u odredene skupine. Tako su in vitro modelom
temeljenim na citotoksi¢nosti izmedu klonova stanica T definirane skupine epitopa stanica
T, tzv. skupine TCE, koje odreduju ja¢inu ekspresije podudarnosti, odnosno, nepodudarnosti
alela HLA-DPBL1. Aleli HLA-DPBL1 se na temelju skupina TCE klasificiraju kao aleli s
niskom ekspresijom ili kao aleli s visokom ekspresijom. Na temelju ovakve podjele, pri
odabiru potencijalnih nesrodnih davatelja i predvidanju ishoda TKMS, aleli HLA-DPB1 s
niskom ekspresijom smatrat ¢e se dozvoljenim nepodudarnostima HLA-DPB1, dok ¢e se
aleli HLA-DPBL1 s visokom ekspresijom smatrati nedozvoljenim nepodudarnosti HLA-
DPB1 (Fleischhauer i sur, 2012).

Buduc¢i da se u postupku odabira podudarnog nesrodnog davatelja u KBC-u Zagreb
rutinski ne odreduju aleli lokusa HLA-DPB1, upravo smo ovim retrospektivnim
istrazivanjem medu nasim parovima pratili utjecaj nepodudarnosti HLA-DPB1 na ishode
TKMS. Otkrili smo da je prisutan vrlo visok postotak nepodudarnosti u alelima HLA-DPB1
(87,04%) medu parovima primatelj-nesrodni davatelj, sto je u skladu s rezultatima sli¢nih
istrazivanja (Mytilineos i sur., 2021). Povezanost nepodudarnosti HLA-DPBL1 s teoretski
o¢ekivanom ve¢om pojavom GvHD-a, potvrdena je i u naSem istraZivanju. Naime, pojava
GvHD-a bila je ve¢a kod bolesnika s nepodudarnosc¢u za oba alela HLA-DPB1, nego kod
bolesnika s jednom ili nijednom nepodudarnos¢u (P=0,0280).

Analiza broja nepodudarnosti HLA-DPB1 nije pokazala statisti¢ki znac¢ajan utjecaj
na povrat bolesti i ukupno prezivljenje (Burek Kamenari¢ i su., 2017). Jedan od moguc¢ih
razloga za razliku u rezultatima leZi u Cinjenici da je naSa skupina bolesnika bila relativno
mala te nije bila homogena s obzirom na dijagnozu kao i nepodudarnosti na drugim lokusima
HLA. Na temelju dobivenih rezultata mozemo zakljuciti da uloga nepodudarnosti HLA-
DPBI1 i dalje ostaje otvoreno pitanje te da u potrebna daljnja istraZivanja kako medu naSim

ispitanicima, tako 1 medu ispitanicima u svijetu.
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Osim proucavanja nepodudarnosti na genskoj i alelnoj razini, tijekom vremena
razvio se model koji smatra da ulogu u ishodu TKMS ima nepodudarnost za specificne HLA
aminokiselinske ostatke, odnosno, eplete HLA (Duquesnoy, 2008). Proucavanjem
nepodudarnosti na razini epleta HLA testira se hipoteza da se prisutnost to¢no odredenih
aminokiselinskih ostataka izrazenog proteina HLA ocituje pove¢anim rizikom GvHD-a te
losijeg prezivljenja (Petersdorf, 2016). NaSe istrazivanje nije pokazalo utjecaj
nepodudarnosti u epletima HLA na pojavu GvHD-a. Medutim, bolesnici koji su imali manji
broj nepodudarnosti u epletima HLA razreda I i razreda II (uklju¢en HLA-DPB1) imali su
¢eS¢u pojavu relapsa u odnosu na bolesnike koji su imali veéi broj nepodudarnosti
(P=0,0525). Uzrok tome moze biti pojava GvT efekta koji doprinosi nizoj pojavi relapsa kod
bolesnika. Na ukupno prezivljenje nepodudarnost u epletima HLA razreda | pokazuje
tendenciju statisticke znacajnosti. Bolesnici koji nisu imali nepodudarnost u epletima HLA
razreda | imali su bolje prezivljenje u odnosu na bolesnike koji su imali nepodudarnosti
(P=0,0688).
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6. ZAKLJUCAK

1. Najveci broj nepodudarnosti u parovima primatelj-nesrodni davatelj bio je na lokusu
HLA-A (37%), od toga kod 85% parova na razini gena; na lokusu HLA-DRB1 24%
parova bilo je nepodudarno i to ¢eS¢e na razini alela (77%). Nepodudarnost za gene
HLA razreda I, kao i za gene HLA razreda Il, pokazala je statisticki grani¢nu

vrijednost P (P=0,0506) samo za pojavu GvHD-a.

2. Na lokusu HLA-DPB1 ukupno je 87% parova primatelj-nesrodni davatelj bilo
nepodudarno, od toga njih 62% za jedan alel HLA-DPB1 i 38% za oba alela HLA-
DPBI. Ve¢i broj nepodudarnosti HLA-DPB1 bio je statisticki znacajno povezan
samo s pojavom GvHD-a (P=0,0280).

3. Smjer nepodudarnosti za lokuse HLA-A, -B, -C, -DRB1, -DQB1 i -DPB1 izmedu
para primatelj-nesrodni davatelj najcesée je bio u oba smjera i nije pokazao

povezanost s GVHD-om, relapsom ili prezivljenjem nakon TKMS.

4. Analiza dozvoljene/nedozvoljene nepodudarnosti na lokusu HLA-DPB1 na temelju
skupina TCE3, pokazala je da 67% parova imalo dozvoljene nepodudarnosti. Nije
uocena razlika u ishodu TKMS (pojava GvHD-a i relapsa te ukupno prezivljenje)
izmedu parova s dozvoljenim nepodudarnostima HLA-DPB1 u odnosu na parove s

nedozvoljenim nepodudarnostima.
5. Nepodudarnost na razini epleta HLA razreda I uocena je kod 42% parova, a na razini
epleta HLA razred IT kod 20% parova. Ce§¢a pojava relapsa uo¢ena je kod bolesnika

koji su imali manji broj nepodudarnosti u ukupnom broju epleta HLA (P=0.0525).

6. Statisticki znacajno ceS¢a pojava GvHD-a (P=0,0190) uocena je kod bolesnika

kojima je izvor KMS bila periferna krv.
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