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1. UVOD

1.1. Transplantacija krvotvornih mati¢nih stanica

Transplantacija je medicinski postupak kojim se stanice, tkivo ili organ prenose s jednog
na drugo mjesto u organizmu (autologna) ili iz jednog organizma u drugi organizam
(alogeni¢na) s ciljem lijeCenja razlic¢itih vrsta malignih i nemalignih oboljenja koje
onemogucavaju ispravnu funkciju odredenog tjelesnog sustava (1). U slucaju transplantacije
krvotvornih mati¢nih stanica (TKMS), transplantat su mati¢ne stanice sa sposobnoscu
samoobnavljanja i diferenciranja u sve zrele tipove krvnih stanica (2). Cilj TKMS je da
krvotvorni sustav davatelja posve zamijeni nepopravljivo osteceni krvotvorni sustav
primatelja, no rekonstrukcija posve funkcionalnog krvotvornog sustava nakon TKMS je
dugotrajan 1 Cesto nepotpun proces. Prvo se obnavljaju stanice nespecifi¢ne imunosti:
monociti, neutrofili i prirodnoubilacke stanice (engl. natural killer cells — stanice NK).
Dendriticke stanice se obnavljaju s odgodom u odnosu na stanice nespecificne imunosti, ali
brze od stanica specificne imunosti (limfociti B i T), u skladu sa svojom ulogom kao
poveznica izmedu specifine i nespecificne imunosti, odnosno kao antigen prezentirajuce
stanice (engl. antigen presenting cells — APC) (3). Poznato je da su limfociti B stani¢na linija
koja se najsporije obnavlja, a jedan od razloga je i spora obnova pomoéni¢kih CD4+ limfocita
T, koji su nuzni za aktivaciju limfocita B. Broj citotoksi¢nih CD8+ limfocita T brzo raste
neposredno nakon TKMS, zbog Cega raste omjer CD8+/CD4+ limfocita T, no tri do Sest
mjeseci nakon transplantacije ukupan broj limfocita T naglo opada. Tijekom faze prihvacanja
transplantata (engl. engraftment phase — prvih 100 dana nakon TKMS), organizam je u stanju
stani¢ne imunodeficijencije zbog smanjenog broja stanica NK (nespecificna imunost) i

limfocita T (specifi¢éna imunost), zbog ¢ega raste mogucnost virusnih infekcija (4).

1.2. Faktori koji imaju utjecaj na ishod TKMS

Uspjesnost 1 brzina oporavka nakon TKMS ovise 0 razli¢itim klinickim i1 genskim
faktorima. Klinicki faktori koji utjecu na ishod TKMS su tijek bolesti, vrsta kondicioniranja
prije transplantacije te broj ukupnih nuklearnih stanica (engl. total nucleated cells dose — TNC
dose) i stanica CD34+ (CD34 je biljeg koji se nalazi na endotelnim stanicama krvnih Zila i
krvotvornim mati¢nim stanicama, ali njegova tocna uloga nije poznata) u uzorku davatelja

(4). Najcesce metode kondicioniranja dijele se na mijeloablativne (engl. myeloablative —



MA), nemijeloablativne (engl. non myeloablative — NMA) i kondicioniranje smanjenog

intenziteta (engl. reduced intensity conditioning — RIC).

Mijeloablativno kondicioniranje obuhvaca terapiju alkiliraju¢im agensima i zracenje
cijelog tijela koje uzrokuje dugotrajnu i nepovratnu pancitopeniju i dovodi do smrti ukoliko se

krvotvorni sustav ne obnovi infuzijom davateljevih krvotvornih mati¢nih stanica (KMS) (5).

Nemijeloablativno kondicioniranje obuhvaca terapiju uglavnom alkiliraju¢im agensima
(vrlo rijetko postupak niskom koli¢inom radijacije) koji uzrokuje minimalnu citopeniju i ne

zahtijeva infuziju KMS za oporavak krvotvornog sustava bolesnika (5).

Sve vrste kondicioniranja koje se ne mogu jasno svrstati pod mijeloablativno ili
nemijeloablativno kondicioniranje svrstane su u skupinu kondicioniranja smanjenog

intenziteta (5).

Broj TNC i CD34+ stanica razlikuje se ovisno o vrsti izvora KMS (kostana srz, periferna
krv ili umbilikalna krv), a osim po broju KMS, izvori se razlikuju i prema drugim svojstvima
(dostupnost, brzina obnove krvotvornog sustava nakon transplantacije, i dr.). Genski faktor
koji ima kljuénu ulogu u ishodu TKMS su geni glavnog sustava tkivne podudarnosti (engl.
human leukocyte antigen — HLA). Tek su otkricem gena HLA i protutijela protiv antigena
HLA u krvotoku pacijenata koji su primili transfuziju i viSerotkinja postavljeni temelji

mehanizama prihvacanja, odnosno odbacivanja transplantata (6).
1.2.1. Glavni sustav tkivne podudarnosti (sustav HLA)

Sustav HLA sadrzi vise od 200 gena, a sama regija HLA je duljine oko 3600 kb i nalazi
se na kra¢em kraku kromosoma 6 (Slika 1). Geni HLA podijeljeni su u tri skupine: geni HLA

razreda I, geni HLA razreda Il i geni HLA razreda Ill.

Geni HLA razreda I obuhvacaju tri klasi¢na gena (HLA-A, -B i -C) i tri neklasi¢na gena
HLA (HLA-E, -F i -G). Produkti klasi¢nih gena HLA razreda | nalaze se na svim stanicama
koje sadrze jezgru, dok se ekspresija neklasi¢nih gena HLA razreda | razlikuje ovisno o vrsti
tkiva. Sekvenciranjem RNA (engl. RNA sequencing — RNA seq) i metodom reverzne
transkripcije i lancane reakcije polimerazom u stvarnom vremenu (engl. reverse transcription
quantitative polymerase chain reaction — RT-qPCR) pokazano je da je gen HLA-E najvise
eksprimiran u plu¢ima i slezeni, ali potvrdena je njegova ekspresija i u drugim tkivima (7).

Slezena je uz limfne ¢vorove i mjesto najviSe ekspresije gena HLA-F, koji je takoder u



razli¢itoj mjeri eksprimiran i u drugim tkivima (8). Ekspresija HLA-G karakteristi¢na je za
stanice placente, iako su transkripcijski produkti gena HLA-G pronadeni i u drugim tkivima
(npr. kolon) (9).

Geni HLA razreda II organizirani su u nekoliko subregija koje pripadaju odredenim
genskim porodicama. Genske porodice koje kodiraju klasicne molekule HLA razreda II
(HLA-DP, -DQ i -DR) sadrze gene A i B koji kodiraju a i B lance odredene molekule HLA
razreda Il. Genske porodice HLA-DP i HLA-DQ sadrze po jedan eksprimirani gen A i B
(HLA-DPA1/-DQAL i HLA-DPB1/-DQB1) i dodatne pseudogene, dok genska porodica
HLA-DR sadrzi jedan gen HLA-DRAI i razli¢it broj gena HLA-DRB (DRB1 do DRB9).
Funkcionalan gen HLA-DRB1 nalazi se u svim haplotipovima, a ovisno o alelu na lokusu
HLA-DRBI haplotip moze sadrzavati i neke od preostalih funkcionalnih gena HLA-DRB
(DRB3, DRB4 ili DRBS5) i/ili pseudogene (DRB2, DRB6, DRB7, DRB8 i DRB9). Neklasi¢ni
geni HLA razreda Il (HLA-DM i HLA-DO) sudjeluju u procesiranju stranih antigena i
predstavljanju procesiranih peptida na povrSini antigen-prezentirajucih stanica (10). Geni
HLA razreda Il konstitutivno su eksprimirani na membrani limfocita B, ,profesionalnih®
antigen prezentiraju¢ih stanica (monociti, makrofagi i dendriticke stanice) i aktiviranih
limfocita T, a fakultativno su eksprimirani na membrani Langerhansovih stanica, endotelnih i

epitelnih stanica (11).

Regija HLA razreda III ne sadrzi gene koji kodiraju molekule HLA, ve¢ sadrzi gene za
komponente komplementa (C2, C4, faktor B), enzim 21-hidroksilazu, faktore tumorske
nekroze (engl. tumor necrosis factors — TNFs) i druge gene s ulogom u imunoloskoj reakciji
(10).

Geni HLA blisko su povezani zbog svoje lokacije na kromosomu 6, stoga se najcesce
naslijeduju zajedno kao set, odnosno haplotip HLA. Kombinacije alela na razli¢itim lokusima
HLA su brojne, no uoceno je da se kombinacije nekih alela HLA naslijeduju ¢eS¢e zajedno u
odnosu na njihovu pojedina¢nu ucestalost u populaciji, §to se naziva neravnoteza udruzivanja
gena (engl. linkage disequilibrium — LD). Primjer neravnoteze udruzivanja gena HLA je
kombinacija alela HLA-A1, -B8, -DR3, koja je najces¢i haplotip HLA medu populacijama
europskog podrijetla, unato¢ tome $to su drugi aleli na tim lokusima (npr. HLA-A2, najées¢i
alel HLA-A u populacijama europskog podrijetla) u¢estaliji u populaciji (12).
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Slika 1. Shematski prikaz regije HLA na ljudskom kromosomu 6 s oznacenim polozajem
pojedinih gena HLA i drugih gena koji se nalaze unutar regije HLA. Kazalo: crveno — klasi¢ni
geni HLA; tamnoplavo — neklasi¢éni geni HLA ; smede — pseudogeni HLA; narancasto — geni
koji kodiraju transportne proteine koji vezu ATP (eng. ATP-binding cassette transporters —
ABC transporters); svjetloplavo — geni nalik genima HLA razreda | (eng. MHC class | related
chain genes — MICA i MICB); blijedoplavo — gen HFE (kodira membranski protein slican
proteinima HLA razreda I i takoder veze p2-mikroglobulin te ima ulogu u regulaciji unosa

zeljeza u stanicu); bijelo — geni koji nisu zabiljezeni u bazi (preuzeto iz reference 13)



1.2.2. Grada i funkcija molekula HLA

Geni HLA razreda | i razreda Il kodiraju proteinske strukture visoke polimorfnosti koji se
nalaze na povrsini stanica i osnovna im je uloga regulacija imunoloskog odgovora. Molekule

HLA prezentiraju strane antigene (peptide) limfocitima T interakcijom s receptorom T.

Molekule HLA razreda | dijele osnovnu strukturu koja se sastoji od jednog teskog lanca
podijeljenog na tri domene (al, o2 i a3) koji je kodiran odredenim genom HLA i proteina [32
mikroglobulin (gen za B2 mikroglobulin nalazi se na kromosomu 15), medusobno povezanih
nekovalentnom vezom. Domene ol i a2 tvore udubljenje u kojem se nalazi prezentirani
peptid kojeg prepoznaju limfociti T, domena a3 povezana je s membranom stanice, a 2
mikroglobulin sluzi kao stabilizator kompleksa (Slika 2a). Molekule HLA razreda Il kodirane
su genskim porodicama koje sadrze gene A i B, koji kodiraju redom lance a i B koji su
podijeljeni na domene ol i a2, odnosno B1 i f2. Domene al i B1 tvore udubljenje u kojem se
nalazi prezentirani peptid, a domene o2 i B2 povezane su s membranom stanice i stabiliziraju
kompleks na membrani (Slika 2b) (14).

a) b)
N4

Slika 2. Shematski prikaz strukture molekula HLA razreda | (a) i molekula HLA razreda Il
(b). (preuzeto iz reference 17)

Ukoliko dode do kontakta sa stranim antigenom HLA, imunolos8ki sustav primatelja ga

prepoznaje kao strani te se protiv stranog antigena HLA pokrece imunoloski odgovor.

Komplekse koje produkti gena HLA razreda | tvore nekovalentnim vezanjem s proteinom
B> mikroglobulinom na membrani stanica prepoznaju citotoksiéni CD8&+ limfociti T, dok

proteinsku strukturu koju tvore lanci o i B kodirani genima HLA razreda Il prepoznaju



pomoc¢ni¢ki CD4+ limfociti T. Dva su puta prepoznavanja stranog antigena HLA: direktni
put, u kojem limfociti T primatelja preko svojih T-stani¢nih receptora prepoznaju strane
antigene HLA na APC davatelja, i indirektni put, u kojem APC primatelja procesiraju
davateljeve antigene HLA i prezentiraju ih limfocitima T u obliku peptida na vlastitim
molekulama HLA. Specifi¢no prepoznavanje stranih antigena kontaktom HLA i T-stani¢nih
receptora nije dovoljno da bi se potaknula aktivacija stanica medijatora imunoloskog
odgovora; nuzan je i nespecifi¢ni kostimulacijski signal izmedu kostimulacijskih molekula na

membrani limfocita T i njihovih liganada na APC (10).

1.3. Imunoloski odgovor

Kod stani¢nog oblika imunoloskog odgovora, za oSteCenje i eventualno odbacivanje
transplantata odgovorna je suradnja aktiviranih CD8+ i CD4+ limfocita T, pri ¢emu CD4+
limfociti T direktnim kontaktom s CD8+ limfocitima T ili proizvodnjom citokina (npr.
Interleukin 2 — IL-2, Interferon y — INF-y) poti¢u diferencijaciju i citotoksi¢nu aktivnost
CD8+ limfocita T (10).

U humoralnom imunoloskom odgovoru na strane antigene HLA glavnu ulogu imaju
limfociti B. Kontaktom s CD4+ limfocitima T aktiviraju se limfociti B i kreéu u
diferencijaciju u efektorske stanice koje proizvode protutijela anti-HLA specifi¢na za pojedini
antigen HLA i memorijske stanice koje duze vremena zaostaju u krvotoku i omogucavaju brzi

odgovor specifi¢ne imunosti pri ponovnom kontaktu s istim antigenom (11).

Komponente komplementa imaju ulogu u regulaciji oba oblika imunoloskog odgovora i
prisutnost komponenti komplementa promovira odbacivanje transplantata. Utvrdeno je da
blokiranje interakcije komponenti komplementa C5a/C5aR smanjuje patogeno djelovanje
limfocita T i poti¢e duzi opstanak transplantata te da vezanje komponente komplementa C3d
na strani antigen smanjuje prag koli¢ine antigena nuzan za aktivaciju limfocita B i time
omogucuje brzi sekundarni humoralni odgovor, §to dovodi do proizvodnje vece koliCine
protutijela i brzeg uniStavanja transplantata. Svi su tipovi transplantata podlozni stanicnom
odbacivanju, dok su humoralnom odbacivanju najvise podlozni solidni organi (npr. bubreg,
srce, pluca, jetra) zbog nacina opskrbljivanja krvlju. Nakon transplantacije, krv se u
transplantat dovodi krvoZilnim sustavom nastalim nespontanom anastomozom krvnih Zzila

primatelja i samog organa, §to omogucuje protutijelima anti-HLA primatelja vezanje na



antigene HLA davatelja na krvnim zilama unutar transplantata, ¢ime se uniStava krvozilni

sustav transplantata i sam transplantat (15).

1.4. Reakcija transplantata protiv primatelja u TKMS

Kod TKMS, imunokompetentni limfociti T davatelja prepoznaju antigene HLA na
stanicama primatelja i pokrec¢u imunolosku reakciju. Imunoloski sustav primatelja prethodno
je posve uniSten ili oslabljen kondicioniranjem pa nema reakcije primatelja protiv
transplantata (engl. host versus graft disease — HvGD). Cesta neZeljena pojava nakon TKMS
je reakcija transplantata protiv primatelja (engl. graft versus host disease — GVHD), najéesc¢a
komplikacija nastala uslijed TKMS i naj¢e$¢i uzrok smrti povezan s transplantacijom. To je
imunoloska reakcija limfocita davatelja protiv primateljevih antigena, prepoznatih direktnim
ili indirektnim putem, u okolisu koji poti¢e upalu. Pojavljuje se u priblizno 30% slu¢ajeva kod
TKMS sa srodnog davatelja (brat ili sestra) i u priblizno 45% sluc¢ajeva kod TKMS s
nesrodnog davatelja (16). Budu¢i da do pojave GvHD moze do¢i i kod bolesnika koji su
primili KMS od HLA podudarnog davatelja, pretpostavlja se da je jedan od faktora koji
dovodi do GvHD razlika u alelima na lokusima koji nisu vezani uz gene HLA, kao §to su
slabi tkivni antigeni (engl. minor histocompatibility antigens — mHAgs) ili geni nalik genima
HLA razreda | (engl. MHC class | related chain genes — MICA i MICB). Najveéu
imunogeni¢nost ipak pokazuju antigeni HLA, zbog ¢ega su poznati i kao 'transplantacijski

antigeni' i trenutno su geni HLA jedini geni koje se obavezno odreduje (tipizira) prije TKMS.

1.5. Tipizacija gena HLA

Odredivanje antigena HLA izvodi se seroloskim metodama, dok se odredivanje

gena/alela HLA izvodi molekularnim metodama.

SeroloSka tipizacija temelji se na reakciji antigena HLA na limfocitima ispitanika s
komplementom i poznatim specifi¢cnim protutijelima anti-HLA koji se nalaze u serumima.
Ukoliko je ispitanik pozitivan za antigen HLA za koji su specifi¢na protutijela anti-HLA koja
se nalaze u serumu, dolazi do nastanka pora na membranama limfocita, Sto omogucuje ulazak
tripanskog modrila u stanice. Nakon bojanja, raspadnuti (mrtvi) limfociti obojani su modro,

dok neosStecene (zive) stanice ostaju neobojane. Ovisno o udjelu modro obojenih limfocita



(broj obojenih stanica podijeljen s ukupnim brojem stanica), reakcija se smatra negativnom
(0-20%, oznaka 1), slabo pozitivnom (21-50%, oznaka 2), srednje pozitivnom (51-80%,
oznaka 3) i pozitivnom (81-100%, oznaka 4).

Molekularna tipizacija temelji se na lancanoj reakciji polimerazom (engl. polymerase
chain reaction — PCR), odnosno odredivanju alela HLA analizom na razini sekvence DNA.
Tipizacija HLA na niskoj rezoluciji podrazumijeva odredivanje gena HLA (npr. HLA-A*01).
S druge strane, tipizacija HLA na visokoj rezoluciji podrazumijeva odredivanje alela HLA
(npr. HLA-A*01:01).

Polimorfizam alela HLA glavna je barijera za pronalazak pogodnog davatelja KMS.
Pogodnim davateljem KMS smatra se davatelj koji je s bolesnikom HLA podudaran 10/10,

9/10 ili, u rijetkim slucajevima, 8/10 (podudarnost 10/10 smatra se podudarnost za oba alela

lokusa HLA-A, -B, -C, -DRB1 i -DQB1) (17).

1.6. Prednosti i nedostatci razli¢itih oblika TKMS
1.6.1. Transplantacija KMS sa srodnog davatelja

U programu lijeCenja bolesnika TKMS, c¢lanovi uZe obitelji bolesnika su prvi
potencijalni davatelji KMS zbog dostupnosti i vjerojatnosti da su genotipski ili fenotipski
HLA identi¢ni s bolesnikom. Genotipski HLA identi¢ni srodni davatelji su davatelji koji su
naslijedili po jedan isti haplotip HLA od svakog roditelja kao i bolesnik (brat ili sestra).
Vjerojatnost da je dvoje djece genotipski HLA identi¢no je 25%. Clanovi obitelji mogu biti i
fenotipski identi¢ni bolesniku. U tom slucaju, bolesnik i potencijalni davatelj KMS imaju iste
alele HLA, ali ne i iste haplotipove HLA. Priblizno 30% bolesnika koji idu u program TKMS
uspijeva pronaci srodnog davatelja KMS (18).

1.6.2. Transplantacija KMS s nesrodnog davatelja

Sljede¢a mogucnost za bolesnike koji nemaju srodnog davatelja jest prona¢i HLA
podudarnog nesrodnog davatelja u nacionalnom (Hrvatski registar dobrovoljnih darivatelja
KMS) ili svjetskom registru dobrovoljnih darivatelja KMS (World Marrow Donor
Association — WMDA). Priblizno 30% bolesnika i tada ne uspijeva pronaci odgovarajuéeg
davatelja; u nekim slucajevima zbog hitne potrebe za davateljem KMS, a u nekim sluc¢ajevima

jer HLA podudaran davatelj ne postoji u registru.
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1.6.3. Transplantacija KMS s umbilikalnom krvi

Umbilikalna krv je krv koja preostane u krvnim Zilama posteljice nakon rodenja djeteta,
a koja sadrzi KMS. Glavna prednost umbilikalne krvi kao izvora KMS jest dostupnost, buduci
da se pohranjuje i ¢uva u bankama umbilikalne krvi. S druge strane, uzorci umbilikalne krvi
sadrze malu koli¢inu KMS, zbog cCega nisu moguce dodatne manipulacije imunoloskog
sustava nakon TKMS, npr. infuzija davateljevih limfocita. Takoder, pokazano je da je nakon
TKMS s umbilikalnom krvi kao izvorom KMS potreban dulji vremenski period za obnovu
imunoloskog sustava u odnosu na TKMS sa srodnog, nesrodnog i haploidenti¢nog srodnog
davatelja KMS (19).

1.6.4. Transplantacija KMS s haploidenti¢nog srodnog davatelja

Haploidenti¢an davatelj KMS jest davatelj koji s bolesnikom dijeli jedan zajednicki
haplotip HLA. Vjerojatnost da su braca i sestre HLA haploidenti¢ni je 50%, dok su roditelji i
djeca u 100% slu¢ajeva haploidenti¢ni (Slika 3). Veliki broj bolesnika (¢ak 95%) ima barem
jednog haploidenti¢nog srodnog davatelja KMS, §to je glavna prednost haploidenticne TKMS
u odnosu na TKMS sa srodnog ili nesrodnog davatelja (18). Prednost haploidentiéne TKMS u
odnosu na TKMS s umbilikalnom krvi kao izvorom KMS jest mogué¢nost dodatnih
imunoloskih manipulacija, ukoliko su potrebne poslije transplantacije, te ve¢i broj KMS po
uzorku. Neka su istrazivanja pokazala da nepodudarnost gena HLA izmedu bolesnika i
haploidenti¢nog davatelja moze potaknuti reakciju transplantata protiv tumora (engl. graft
versus leukemia effect — GvL) i time pridonijeti pozitivnhom ishodu TKMS. Istovremeno,
druga istraZivanja povezuju nepodudarnost gena HLA u haploidenti¢noj TKMS s pojavom

GvHD, losijim ishodom TKMS i smanjenim prezivljenjem (19).



Obitelj: XXX Dijagnoza: HL
270417... 270417...
OTAC MAJKA
A*03:01 A*02:01 A*01:01 A*11:01
B*07:01 B*44:27 B*08:01 B*51:01
C*07:02 C*07:04 C*07:01 C*12:03
DRB1*15:01 DRB1*08:01 DRB1*03:01 |IDRB1*04:04
DQB1*06:02 ||DQB1*04:02 DQB1*02:01 ||DQB1*03
270417... 220517...
BOLESNICA BRAT
O |
A*01:01 A*02:01 A*11:01 A*03:01
B*08:01 B*44:27 B*51:01 B*07:01
C*07:01 C*07:04 C*12:03 C*07:02
DRB1*03:01 DRB1*08:01 DRB1*04:04 | |DRB1*15:01
DQB1*02:01 ||DQB1*04:02 DQB1*03:02 | |DQB1*06:02

Slika 3. Primjer naslijedivanja haplotipova HLA unutar obitelji.

1.7. Prirodnoubiladke stanice — stanice NK

Fokus znanstvenog interesa u nastojanju da se maksimalno poboljsa ishod TKMS jos je
uvijek uglavnom usmjeren na istrazivanje medijatora specifi¢ne imunosti (limfocita B i T), no
sve se viSe paznje pridaje i medijatorima nespecificne imunosti, pogotovo stanicama NK.
Stanice NK otkrivene su 1975. godine u eksperimentu na in vitro uzgojenim leukemijskim
stanicama mi$a, kojim je ustanovljeno da u uzorku krvi iz kojeg su uklonjeni limfociti B i T
jos uvijek postoje stanice sposobne citotoksi¢énim djelovanjem ubijati stanice leukemije bez
prethodne senzibilizacije. Obiljezja stanica NK su prisutnost biljega CD56 i odsutnost biljega

CD3 karakteristicnog za limfocite T. Stanice NK podijeljene su na dvije subpopulacije:
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CD56M9"CD16"™9 koje imaju ulogu u moduliranju imunoloskog odgovora, uglavnom lu¢enjem
INFy, i CD56'""CD16P* koje preko receptora smrti (Fas, TRAIL) ili lu¢enjem citotoksi¢nih

granula koje sadrzavaju granzime i perforin liziraju ciljne stanice (Slika 4).

poNK | preNK | iNK | CDS6™NK | CDS6™NK
o4t | ot |0 | conm- | onr
4 CDASRAT | CDASRAT | COM7+ | NKpdot | NKpdot
Eferentna “

infai / : ot | oo | o | o | B
.‘ ur | Ot | Npds | g | Conet

\ | 0
\\/ A\ O oo | owr| oo | ot |

Slika 4. Prikaz razvojnog puta ljudske stanice NK. (1) Arterije dovode CD34+CD45RA+
(pro-NK) KMS iz kostane srzi u limfni ¢vor, gdje stanice prelaze iz kapilara (2) u
parafolikularni prostor (3). Ondje se stanice pro-NK aktiviraju kontaktom s dendritickim
stanicama i prolaze kroz razli¢ite faze sazrijevanja. Krajnji rezultati sazrijevanja su CD56"9" i
CD56'" stanice NK. Eferentna limfna Zila odvodi zrele CD56'°" stanice NK iz limfnog ¢vora
kako bi se ponovno pridruzile krvotoku, a CD56M9" stanice NK ostaju u sekundarnim limfnim

tkivima. (preuzeto iz reference 21)

Stanice NK ¢ine izmedu 5 i 15% limfocita u perifernoj krvi, veéinom su CD56'°YCD16P*,
dok se stanice NK CD56"9"CD16"™9 uglavnom nalaze u tkivima (jetra, slezena, pluda,

sekundarna limfati¢ka tkiva). Stanice NK CD16M9"CD56" rijetko se pojavljuju u perifernoj
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krvi, a njihov je broj povecan kod bolesnika s kroni¢nim infekcijama (npr. HIV-1). Poznato je
da se rani razvoj stanica NK odvija u kostanoj srzi (stanice NK sazrijevaju iz stanica CD34+,
istih hematopoetskih progenitorskih stanica iz kojih sazrijevaju i limfociti T) te da je za njihov
razvoj nuzna izlozenost IL-15, medutim, faze i mjesto kasnijeg razvoja stanica NK jos uvijek
nisu sasvim razja$njeni. Do danas je samo za stanice NK CD56"9"CD16™9 ustanovljeno da
sazrijevaju 1 zadrzavaju se u sekundarnom limfatickom tkivu (tonzile i limfni ¢vorovi).
Stanice CD34+ koje su diferencirale u stanice NK pronadene su u perifernoj krvi, limfnim
¢vorovima, timusu, limfoidnom tkivu povezanom s crijevima (engl. gut-associated lymphoid
tissue — GALT) i decidui. Jo$ uvijek ostaje nerazja$njeno pitanje ima li okoli$ u kojem stanice
NK potpuno sazrijevaju utjecaj na tip stanica u koje ¢e one diferencirati ili je diferencijacija
stanica NK ve¢ usmjerena u trenutku kad progenitorske stanice napuste koStanu srz i

smjestaju se u kona¢no mjesto sazrijevanja (21).

Za razliku od limfocita B i T, aktivacija stanica NK odvija se bez prethodne prezentacije
antigena na stanicama APC i ovisi 0 kombinaciji signala primljenih preko aktivacijskih i
inhibicijskih receptora (22). Tijekom sazrijevanja u kostanoj srzi, stanice NK eksprimiraju
inhibicijske receptore koji prepoznaju svoje ligande, ¢ime se stanice NK 'educiraju', odnosno
postavlja im se prag aktivacije. Ukoliko dode do nestanka ili strukturne promjene liganda
(uzrokovan malignom promjenom stanice ili infekcijom patogenom), stanice NK se aktiviraju
zbog nedostatka inhibicijskih signala i reagiraju protiv ciljne stanice. Ustanovljeno je da
tumorske stanice smanjuju ekspresiju molekula HLA razreda | kako bi izbjegle citotoksi¢no
djelovanje limfocita T, no nedostatak molekula HLA razreda I na membranama tumorskih
stanica dovodi do aktivacije stanica NK (tzv. mehanizam missing-self). Daljnjim
istrazivanjima dokazano je da raniji zakljucak kako je nedostatak molekula HLA jedini uzrok
aktivacije stanica NK nije to¢an, ve¢ da i nepodudarnost receptora prirodnoubilackih stanica
slicnih  imunoglobulinima (engl. killer-cells immunoglobulin-like receptors — KIR) na
stanicama NK s molekulama HLA na ciljnim stanicama uzrokuje aloaktivaciju stanica NK
zbog promjene kombinacije signala primljenih putem aktivacijskih i inhibicijskih receptora.
Kod bolesnika koji su bili podvrgnuti TKMS, receptori KIR stanica NK davatelja dolaze u
kontakt s nepodudarnim molekulama HLA primatelja, zbog ¢ega se stanice NK aktiviraju 1
uzrokuju GvL, sto pozitivno utjece na ishod TKMS. Neka istrazivanja sugeriraju kako stanice
NK i njihovi receptori KIR smanjuju pojavu GvHD nakon TKMS dok rezultati drugih
istrazivanja pokazuju suprotno, $to onemogucuje donosenje jedinstvenog zakljucka o to¢noj

ulozi i mehanizmu djelovanja receptora KIR u TKMS (23).
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1.8. Receptori prirodnoubilackih stanica sli¢ni imunoglobulinima (KIR)

Receptori KIR su transmembranski glikoproteinski receptori  koji  pripadaju
imunoglobulinskoj superporodici (IgSF). Receptori KIR su prisutni na membranama stanica
NK i manje subpopulacije limfocita T (CD4+CD28+ limfociti T) (24), medutim, neki
receptori KIR (KIR2DS4 i KIR2DL4) pronadeni su i u topljivoj formi. Ustanovljeno je da
cDNA tih molekula sadrzi prerani stop kodon, §to onemogucuje sintezu kompletnog receptora
I njegovo izlaganje na membrani. Nije poznato imaju li topljivi oblici receptora KIR ulogu u
imunoloskoj reakciji. Ekspresija gena KIR prisutnih u genomu pojedinca je nasumicna, stoga
razli¢iti klonovi stanica NK mogu na svojim membranama imati razli¢ite kombinacije

receptora KIR. Iznimka je receptor KIR2DL4 koji je prisutan na svim stanicama NK (25).

Proteinski dio molekula KIR sastoji se od izvanstani¢ne, transmembranske i
citoplazmatske regije (Slika 5). lzvanstani¢na regija moze se sastojati od domena DO i D2
(receptori KIR2DL4 i KIR2DL5), D1 i D2 (ostali receptori KIR2D) ili sadrzavati sve tri
domene (DO, D1 i D2 u receptorima KIR3D). Uloga izvanstani¢ne regije je prepoznavanje i
vezanje liganda. Transmembranska regija, duljine oko 20 aminokiselina, kod svih
aktivacijskih receptora KIR sadrzi niz bazi¢nih aminokiselina nuznih za kontakt s pomo¢nim
proteinima DAP12 ili FceRI-y, a kod inhibicijskih receptora KIR sadrzi relativno
konzerviranu sekvencu hidrofobnih aminokiselina. Varijacije u slijedu aminokiselina u
transmembranskoj regiji mogu utjecati na funkciju i ekspresiju proteina na membrani stanice,
ali efekt varijacija razlikuje se medu receptorima KIR. Receptori KIR s dugom
citoplazmatskom regijom u kontaktu s odgovarajuéim ligandom stvaraju inhibicijski signal,
dok receptori KIR s kratkom citoplazmatskom regijom stvaraju aktivacijski signal. Receptori
KIR imaju ili aktivacijsku ili inhibicijsku ulogu, s iznimkom KIR3DL1/S1, ¢ija uloga ovisi o
prisutnom alelu, i KIR2DL4, ¢ija struktura ima sli¢nosti i s aktivacijskim i s inhibicijskim
receptorima (26). Nakon vezanja liganda na inhibicijski receptor KIR, kinaza iz porodice Src
fosforilira tirozin (Y) u sekvenci ITIM (engl. immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif
- I/VXYxXL/V) u citoplazmatskoj regiji receptora KIR, ¢ime se privlace inhibicijske fosfataze
SHP-1 i SHP-2 koje sprjecavaju nastanak aktivacijskog signala tako Sto defosforiliraju
tirozinske fosfoproteine koji promoviraju aktivacijski signal. Ukoliko dode do defosforilacije
tirozina u sekvenci ITIM, nastaje aktivacijski signal. Nakon vezanja liganda na aktivacijski
receptor KIR, sekvence ITAM (engl. immunoreceptor tyrosine-based activation motifs) u
citoplazmatskim regijama aktivacijskih receptora KIR regrutiraju Syk/ZAP-70 tirozin kinaze,

§to omogucuje vezanje adaptorskog proteina DAP12 i inicijaciju aktivacijskog signala (27).
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Slika 5. Shematski
imunoglobulinske domene D1 i D2 (KIR2D1-3 + KIR2DS4 i KIR2DS5) svrstani su u
skupinu receptora KIR2D tipa 1, a receptori KIR koji sadrze lg-domene DO i D2
(KIR2DLA4/5) u skupinu receptora KIR2D tipa 2. Kazalo: zeleno — aktivacijski receptori KIR
koji sadrze sekvence ITAM; crveno — inhibicijski receptori KIR i njihove sekvence ITIM

(iznimka je receptor KIR2DL4 koji moze imati aktivacijsku i inhibicijsku ulogu). (preuzeto iz

reference 28)
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1.9. Ligandi receptora KIR

Poznati ligandi receptora KIR su molekule HLA razreda | (HLA-A, -B, -C i -G).
Molekule HLA-C koje su ligandi receptora KIR mogu se podijeliti u dvije grupe ovisno o
aminokiselini koja se nalazi na poziciji 80 (asparagin/lizin), za ¢ije je prepoznavanje klju¢na
aminokiselina na poziciji 44 u molekuli KIR u domeni D1. Molekule HLA-C grupe 1 (grupa
HLA-C1 — C*01/*03/*07/*08/*12/*13/*14/*15:07/*16:01) su ligandi receptora KIR2DL2 i
KIR2DL3, dok su  molekule HLA-C grupe 2 (grupa HLA-C2 -
C*02/*04/*05/*06/*12:42/*15/*16:02/*17) ligandi receptora KIR2DL1 (28). Ustanovljeno je
da KIR2DL2 i KIR2DL3 vezu i molekule HLA grupe C2, ali slabijim intenzitetom nego
molekule HLA grupe C1 (29). Takoder, molekule HLA-B46 i -B73 koje obje imaju valin na
poziciji 76 i asparagin na poziciji 80, moguci su ligandi za receptore KIR2DL2 i KIR2DL3.
Receptor KIR3DL1 prepoznaje epitop HLA-Bw4 prisutan kod priblizno 40% molekula HLA-
B (molekule HLA-B koje imaju lle/Thr na poziciji 80) i nekih molekula HLA-A (HLA-A23, -
A24, -A25 i -A32) (30). Molekule HLA-A25 i HLA-B13 ¢ine izuzetak medu ligandima HLA-
Bw4 jer, iako imaju epitop Bw4, ne vezu se s receptorom KIR3DL1 (31).

Produkti porodica alela HLA-A3 i HLA-A11 su ligandi receptora KIR3DL2, ali samo u
prisutnosti peptida Epstein-Barr virusa (EBV) (32).

Poznato je i da je molekula HLA-G, prisutna najvise na stanicama fetalnog trofoblasta i
posteljice, ligand receptora KIR2DL4 (33).

Manje su poznati ligandi za aktivacijske receptore KIR. Aktivacijski receptor KIR2DS1
koji je gradom Ig-domena sli¢an inhibicijskom receptoru KIR2DL1 veZze molekule skupine
C2, ali sa znatno manjim afinitetom. Aktivacijski receptor KIR2DS2 je takoder gradom Ig-
domena nalik inhibicijskom receptoru KIR2DL2, ali nije sasvim razjasnjeno ima li KIR2DS2
afinitet za vezanje molekula skupine C1 (34). Receptor KIR2DS4 najzastupljeniji je
aktivacijski receptor i ima specifican afinitet samo za odredene molekule HLA-C skupine C1
(HLA-C*01:02, -C*14:02 i -C*16:01) i C2 (HLA-C*02:02, -C*04:01 i -C*05:01), a
dokazano je i da veze molekule HLA-A*11:01 i -A*11:02 (35). lako su receptor KIR3DS1 i
receptor KIR3DL1 vrlo sli¢ne strukture, jo$ nije utvrdeno ima li KIR3DS1 afinitet za vezanje
molekula HLA koje sadrze epitop Bw4, no dokazano je da su molekule HLA-F otvorene

konformacije visoko afinitetni ligandi receptora KIR3DSL1 (36).
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Ligandi specifi¢ni za receptore KIR2DS2, KIR2DS3, KIR2DSS5 i KIR2DLS jos uvijek su
nepoznati (25).

1.10. Geni KIR

Do danas je poznato 14 gena (KIR2DL1, KIR2DL2, KIR2DL3, KIR2DL4, KIR2DLS5,
KIR2DS1, KIR2DS2, KIR2DS3, KIR2DS4, KIR2DS5, KIR3DL1, KIR3DL2, KIR3DL3 i
KIR3DS1) i 2 pseudogena KIR (KIR2DP1 i KIR3DP1). Ovisno o prisutnom alelu, gen
KIR2DS4 kodira potpuni (engl. full-length — KIR2DS4f) ili deletirani (engl. deleted —
KIR2DS4d) oblik receptora. Delecija 22 para baza u egzonu 5 deletiranog oblika dovodi do
promjene okvira Citanja i preuranjenog stop-kodona, Sto rezultira proteinskim produktom
kojem nedostaju transmembranska i citoplazmatska regija i koji se stoga ne moze izloziti na

membrani stanice.

Geni KIR zauzimaju DNA duljine 150 Kb i dio su sustava leukocitnih receptora (engl.

leukocyte receptor complex — LRC) duljine 1 Mb na kromosomu 19 (Slika 6).
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Slika 6. Shematski prikaz kromosoma 19 (lijevo), uveéane regije sustava leukocitnih
receptora (LRC) (sredina) i jednog od mogucih haplotipova KIR (desno). Osim gena KIR,
regija LRC sadrZi gene koji kodiraju adaptorske proteine DAP, antigen CD66 1 receptore
SIGLEC, FcGRT, LILR, LAIR, FcAlphaR i NCR1. Desno je prikazan karakteristi¢ni haplotip
A (sadrzi samo jedan aktivacijski receptor KIR2DS4). Kazalo: plavo — geni okvira ¢itanja
(prisutni u svim haplotipovima KIR); ljubi¢asto — pseudogeni; crveno — geni koji kodiraju
inhibicijske receptore KIR; zeleno — geni koji kodiraju aktivacijske receptore KIR. (preuzeto

iz reference 28)
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Geni i receptori KIR imenuju se na temelju proteinske strukture molekule KIR koju gen
KIR kodira: prema broju imunoglobulinskih domena izvanstani¢ne regije (dvije — 2D ili tri —
3D) te duljini citoplazmatske regije (L (engl. long) — duga citoplazmatska regija; S (engl.
short) — kratka citoplazmatska regija ili P (engl. pseudogene) — nedostatak proteinskog

produkta).

Geni KIR variraju u duzini od 4 do 16 kb i mogu sadrzavati 4-9 egzona. Organizacija
egzon-intron struktura uglavnom prati osnovni raspored: vodeca sekvenca kodirana je s prva
dva egzona, imunoglobulinske domene (DO, D1 i D2) kodirane su egzonima 3-5, vezna regija
1 transmembranska regija kodirane su pojedinacno egzonima 6 i 7 i citoplazmatska regija je

kodirana s posljednja dva egzona 8 i 9 (Slika 7).
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sekvenca regija regija regija

Slika 7. Organizacija gena KIR. Geni KIR koji imaju sli¢nu strukturnu organizaciju grupirani
su zajedno, dok su geni KIR sa strukturnim posebnostima prikazani zasebno. Na dnu slike
oznacene su regije receptora KIR koje pojedini egzoni kodiraju. Kazalo: plavo — egzoni (E1-
E9), brojevi iznad pojedinog egzona oznaCavaju duljinu u parovima baza; crveno —
pseudoegzon 3 (prisutan samo kod gena KIR koji sadrze sve tri imunoglobulinske domene) i

deletirani egzon 2 gena KIR3DP1 (preuzeto iz reference 28)

Svi geni KIR organizirani su na kromosomu po principu ,,glava-rep* i medusobno su
razdvojeni odsjeckom DNA od 2,4 kb, osim gena KIR3DP1 i KIR2DL4 koji su odvojeni
odsjeckom DNA duljine 14 kb. Ovaj odsjecak dijeli haplotip na centromerni i telomerni dio.
Geni KIR organizirani su u dva osnovna haplotipa koji pokazuju izrazitu raznolikost u broju i
vrsti prisutnih gena KIR, a nazvani su haplotip A i haplotip B (Slika 8) (25). Cetiri gena KIR
(KIR2DL4, KIR3DL2, KIR3DL3 i KIR3DP1) prisutna su u svakom haplotipu i nazivaju se
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geni okvira Citanja, dok je prisutnost preostalin gena KIR razli¢ita ovisno o haplotipu.
Haplotip A je nevarijabilan haplotip i sastoji se od 9 gena KIR: KIR3DL3-2DL3-2DP1-2DL1-
3DP1-2DL4-3DL1-2DS4-3DL2. Haplotip B znacajno varira u sastavu gena i definira se
prisutnos¢u razli¢itih kombinacija gena KIR2DS1, KIR2DS2, KIR2DS3, KIR2DS5, KIR2DL2,
KIR2DL5 i KIR3DS1 koji nisu dio haplotipa A. Stoga haplotip B sadrzi zna¢ajno vise gena
KIR koji kodiraju aktivacijske receptore KIR u odnosu na haplotip A, koji sadrzi samo jedan
gen za aktivacijski receptor, KIR2DS4. Genotipovi KIR se oznacavaju kao AA i Bx, pri ¢emu
x moze biti ili haplotip A ili haplotip B (26).

Haplotip A
3013, 2013 | 20P1 ’ | {2014 3DLA, 1 2084} 1302,
Haplotip B

.3DL3~ 2052 2DL2 - 2DL5B; 2083 1~ 2DP1 | 2DL1 1 3DP1 -~ 2DL4 -~ 3DS1 2DL5A 20S5 - 2DS1 - 30L2

CENTROMERNI DIO TELOMERNI DIO

Slika 8. Prikaz primjera haplotipova KIR A i B. Haplotip A sadrzi samo jedan gen koji kodira
aktivacijski receptor KIR (KIR2DS4), dok haplotip B sadrzi vise gena koji kodiraju
aktivacijske receptore KIR. Kazalo: ljubiasto — geni okvira Citanja; blijedo ljubiasto —
pseudogeni (pseudogen KIR2DP1 smatra se genom okvira Citanja); zeleno — geni Koji
kodiraju aktivacijske receptore KIR; crveno — geni koji kodiraju inhibicijske receptore KIR.

(preuzeto iz reference 25)
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2. CILJEVI RADA

1. Odrediti ucestalost alela HLA medu bolesnicima u programu lijeCenja haploidenticnom

TKMS.

2. lIstraziti ucestalost haplotipova HLA-A~B~C~DRB1~DQB1 u analiziranoj skupini

bolesnika
3. Istraziti uCestalost gena KIR kod bolesnika i njihovih davatelja KMS
4. Odrediti genotipove KIR kod bolesnika i njihovih davatelja KMS

5. Analizirati utjecaj gena KIR na prezivljenje bolesnika nakon lije¢enja haploidenticnom
TKMS
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Ispitanici

Uzorci periferne krvi ispitanika koji su koristeni u ovom istrazivanju uzeti su bolesnicima
(N=33) i davateljima KMS (N=32) u svrhu tipizacije HLA prije TKMS. Geni KIR bili su
odredeni parovima bolesnik/davatelj koji su bili uklju¢eni u program haploidentiéne TKMS.
Kao kontrola koristene su standardne kontrolne skupine zdravih nesrodnih ispitanika Odjela
za tipizaciju tkiva (37, 38). Geni HLA-A, -B i -DRB1 tipizirani su kod 4000 kontrolnih
ispitanika, geni HLA-C i -DQB1 kod 215 kontrolnih ispitanika, a geni KIR kod 121
kontrolnog ispitanika.

3.2. Metode
3.2.1 lzolacija DNA

Izolacija DNA iz uzoraka krvi napravljena je prema navedenom protokolu dobivenom uz
komercijalni set za izolaciju DNA (Nucleospin, Macherey Nagel, Duren, Njemacka).
Komercijalni set sadrzi NucleoSpin® kolone s kolektorskim epruveticama, kolektorske
epruvetice (2 mL), pufere (B3 pufer za liziranje eritrocita (B3 Lysis Buffer), BW pufer za
ispiranje (BW Washing Buffer), B5 pufer za ispiranje koji sadrzi alkohol (B5 Washing
Buffer), BE eluacijski pufer (BE Elution Buffer)) i proteinazu K.

1) Uzorak krvi (200 pL) pomijesan je s 25 uL proteinaze K i 200 pL pufera za liziranje
eritrocita B3 (engl. B3 Lysis Buffer) otopina je izmije$ana i kratkotrajno centrifugirana na

7000 okretaja te inkubirana 10 minuta u vodenoj kupelji na 70°C

2) Nakon inkubacije, u otopinu je dodano 210 uL apsolutnog etanola, otopina je zatim
izmijeSana 1 kratkotrajno centrifugirana na 7000 okretaja te je prebacena u Nucleospin kolone

i centrifugirana na 14000 rpm/1 min

3) Nucleospin kolona prebacena je u ¢istu epruveticu, u kolonu je naneseno 500 pL pufera za

ispiranje BW (engl. BW Washing Buffer) te je centrifugirana na 14000 rpm/1 min
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4) Kolona je ponovno prebacena u ¢istu epruveticu te je isprana sa 600 pL pufera za ispiranje
u kojem se nalazi i alkohol (engl. BS Washing Buffer) nakon ¢ega je centrifugirana na 14000

rpm/1 min

5) Po zavrSetku ispiranja, kolona je prebacena u eppendorf epruveticu, te je dodano 99 pL
pufera za eluaciju (engl. BE Elution Buffer) prethodno zagrijanog na 70°C, kolona je

ostavljena jednu minutu na sobnoj temperaturi te centrifugirana na 14000 rpm/90 s

6) Izolirana DNA pohranjena je na +4°C

3.2.2. Odredivanje gena HLA

3.2.2.1. Tipizacija gena HLA metodom lan¢ane reakcije polimerazom i

oligonukleotidnim probama specifi¢nim za sekvencu — niska rezolucija

Ispitanici su tipizirani za gene HLA metodom lan¢ane reakcije polimerazom i
oligonukleotidnim probama specifi¢nim za sekvencu (engl. Sequence-specific oligonucleotide
primed polymerase chain reaction — PCR-SSO) na niskoj rezoluciji. Ova se metoda temelji na
umnozavanju regija gena HLA razreda I i razreda II sa specificnim poc€etnicama oznacenim
biotinom i hibridizaciji amplikona s oligonukleotidnim probama specifi¢nim za sekvencu, $to
omogucuje detekciju prisutnosti, odnosno odsutnosti alela. Oligonukleotidne probe specificne
za sekvencu vezane su na polistirenske Luminex mikrosfere, koje se medusobno razlikuju
prema specificnom obojenju dobivenom kombinacijom jedne crvene i jedne infracrvene
fluorescentne boje. Denaturirani produkt PCR-a pomijesan je s mikrosferama i omoguéena je
hibridizacija. Prilikom analize produkta PCR-SSO koja se temelji na metodi proto¢ne
citometrije, crveni laser pobuduje emisiju svjetlosti sa same mikrosfere, §to omoguéuje njenu
identifikaciju. Zeleni laser pobuduje emisiju svjetlosti fikoeritrina konjugiranog sa
streptavidinom (engl. Streptavidin — Phycoerythrin — SAPE), $to se dogada samo ako se
SAPE vezao na biotinizirani amplikon, odnosno ako je alel HLA za koji su oligonukleotidne
sekvence vezane na mikrosferu specificne prisutan. Amplikoni su kvantificirani na uredaju
Luminex LABScan™ 100 (Luminex Corporation, Austin, TX, USA) i analizirani programom
MATCHIT! DNA, verzija 1.2, Immucor Transplant Diagnostics Inc., Stamford. (39).
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3.2.2.2. Tipizacija gena HLA metodom lancane reakcije polimerazom s pocetnicama

specifi¢nim za sekvencu — visoka rezolucija

Druga metoda kojom su ispitanici tipizirani za gene HLA je metoda lancane reakcije
polimerazom s pocetnicama specificnim za sekvencu (engl. Polymerase chain reaction —
sequence specific primers — PCR-SSP). U ovom istrazivanju koristeni su komercijalni testovi
Olerup SSP HLA Typing Kits (Qiagen Vertriebs GmbH, Be¢, Austrija) koji sadrze Olerup
SSP PCR Master Mix i plocice s razlic¢itim liofiliziranim poc¢etnicama specifi¢nim za pojedine
alele HLA na razli¢itim lokusima HLA. Nakon lancane reakcije polimerazom i elektroforeze,
dobiveni obrazac vrpca analiziran je programom Helmberg SCORE. Svaka PCR reakcija
sadrzi dva para pocCetnica, za pozitivnu kontrolu i specificnu reakciju. To znaéi da je nakon
umnazanja u svakoj reakciji umnozena pozitivna kontrola (ako je test pravilno izveden), dok
je specifi¢na reakcija prisutna samo ukoliko je alel HLA za koji su specifi¢ne pocetnice u toj

reakciji prisutan u uzorku.

3.2.3. Odredivanje gena KIR

Za odredivanje gena KIR takoder je koriStena metoda PCR-SSP uz komercijalni test
OlerupSSP™KIR Genotyping (Qiagen Vertriebs GmbH, Be¢, Austrija). Komercijalni test
sadrzi Olerup SSP PCR Master Mix u plocici s 25 reakcija + negativna kontrola. U svakoj

reakciji nalazi se razli¢ita kombinacija liofiliziranih pocetnica specifi¢nih za pojedine gene

KIR.

1) Prema uputama prilozenim uz test, Olerup SSP PCR Master Mix pomijeSan je s vodom u

koli¢inama ovisno o broju uzoraka analiziranih jednim testom.

2) Mjesavina pufera i vode dodana je u tubice s liofiliziranim pocetnicama (u svaku tubicu

dodano je po 8 uL otopine).

3) U tubice je dodan 1 puL DNA i tubice su zatim prekrivene ljepljivom folijom te
centrifugirane na 1000 rpm/2 min kako bi se testirani uzorci dobro pomijesali s reagensima i

kako ne bi zaostali na stijenkama tubica.
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Lancana reakcija polimerazom provedena je u uredaju za automatsko umnazanje prema

uputama proizvodaca:

pocetna denaturacija (2 min, 94°C) - denaturacija (10 s, 94°C); prianjanje pocetnica i
elongacija (1 min, 65°C) — 10 ciklusa = denaturacija (10 s, 94°C); prianjanje pocetnica (50 s,
61°C); elongacija (30 s, 72°C) — 20 ciklusa = zavrs$na elongacija (o, 4°C)

Nakon umnazanja PCR produkti analizirani su elektroforezom. U 200 mL 1%-tnog TBE
(45 mM Tris-borate, 1 mM EDTA) pufera otopljena su 3 g agaroze i zagrijana dok se agaroza
ne otopi u puferu. Otopina je kratko ohladena stavljanjem tikvice pod mlaz hladne vode i
zatim je u otopinu dodano 4 kapi otopine za bojanje Gel-Red. Otopina agaroze izlivena je na
ploc¢u za gel u koju su umetnuti ¢esljevi i ostavljena 30 min kako bi gel polimerizirao. Nakon
polimerizacije gela, ¢esljevi su uklonjeni i plo¢a je postavljena u kadicu za elektroforezu. U
jazice su naneseni PCR produkti, a u svakom redu je u zadnju jazicu nanesen DNA marker
kontrole duzine migracije na gelu te je pokrenuta elektroforeza pod uvjetima odredenim

komercijalnim testom (20 minuta, 220 volti, 300 mA).

Po zavrsetku elektroforeze, gel je dokumentiran UVG:BOX Syngene kamerom s tamnom

komorom (Slika 9).
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Slika 9. Slika agaroznog gela s rezultatima reakcija umnazanja gena KIR testom
OlerupSSP™KIR Genotyping. Prikazane su PCR reakcije dva razli¢ita ispitanika (a, b).
Pozitivne reakcije oznacene su znakom plus (+), a sadrze dvije vrpce (jedna kontrolna vrpca i
vrpca koja predstavlja analizirani uzorak). Reakcije koje imaju samo vrpce interne kontrole
smatrane su negativnima. Marker kontrole duzine migracije na gelu nalazi se uz svaki test
kako bi se olaksalo odredivanje duzine specificnog PCR produkta prilikom interpretacije

rezultata.

Uz svaki komercijalni set OlerupSSP™KIR Genotyping prilozena je i tablica za

interpretaciju pomocu koje se manualno radi analiza umnoZenih vrpci na fotografiranom gelu

(Tablica 1).
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Tablica 1. Primjer tablice za interpretaciju reakcija na gelu i odredivanje gena KIR.

Broj jaZice
Alel KIR

1.2 3 4

& 6 T @

9 10 11 12

13 14 15 16

17 18 19 20

2 22 23 4

%5 26

200L1*001-034

2DL2 0040104013

20L3* 00101 04026, 028-034°
2DL4* 00404 -DO602, 010,
01201 01202, 01 4046, 048,
o21-026, 028-034, 036-038
20L4*007-00902, 041, M3,
017, 019, 0210, 027, 035
20054 00401 0100105,
0050104, 0050103-0050104,
0120104202

20L54 0050102
2DL5A M 4-015, 021-022
20L56* 00201 11.0020105,
0020107, 004, 00601, 00 603-
0704 04, D0 &0404-00802, 009.
01302

2DL5E* 0020106, 00202,
0070102, 00803, 01303, 016-
20

20L56" 003, 00602

1

25

2051004
2051°0020101-009"

2052* 00101081009
205300104 -008

2D54* 0010104-00104, 04101-
01102, M14-17
2D54*0030404-00 30404,
00401 O 0H 02, DOED101-
0060402, 007040, 42,013,
016

2055 001 -016

10
1

12

13

22

J0LA*00101 01002, DOS0101-
009, 01501-048, 020010-
0200102, 022035, 038, 040.
044, 051-054, 057, 0594077,
079-081H, 086-090, 092-0103,
0109

30L1* 00404 00403, 019,024,
036, 037, 039, 056,072, M
0200101 010109

I0L3* 00404 D57

14

14

15
16

3051 010-014, 045-049H, 050,
055, 058, 07 8, 082 085

17

20P1*00104-019

18

30P1"001-002, 007, 0090404-
oognz2*

JOP1 00301 01-00° 30402, D05,
006, 008, 010

IDP1*004

JOP9T 1042

IDP1*013-015

19

18 20

19
14
19 20

22

22
22

25

Broj jafice

1 2 3 4

5 6 T 8

9 10 11 12

13 14 156 16

17 18 19 20

2 22 23 24

Kazalo: brojevi u tablici predstavljaju reakcije — pozitivna reakcija (prisutnost vrpce koja predstavlja

odredeni gen KIR) zna¢i da je odredeni gen KIR (naznaceni u prvom stupcu tablice) prisutan u

analiziranom uzorku.
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3.2.4. Statisti¢ka obrada podataka

Direktnim brojanjem utvrden je broj uocenih alela HLA zasebno unutar svake analizirane
skupine (bolesnici i kontrolne skupine) koji je podijeljen s ukupnim brojem alela HLA unutar
analizirane skupine (ukupni broj alela u skupini dvostruko je veci od broja ispitanika — dva
alela po ispitaniku) kako bi se dobila ucestalost odredenog alela HLA. Ukoliko je ispitanik
homozigot za odredeni lokus, ra¢unalo se kao da se alel pojavljuje dvaput. Ucestalosti alela
HLA unutar skupine bolesnika i kontrolne skupine usporedeni su 2x2 kontingencijskom
tablicom primjenom Fisherovog egzaktnog testa (GraphPad software, QuickCalcs,

www.graphpad.com). Prihvacéena razina statisticke znacajnosti je P<0.05.

Ucestalost gena KIR u analiziranim skupinama (bolesnici, haploidenti¢ni davatelji KMS i
kontrolna skupina) odredena je takoder direktnim brojanjem prisutnosti pojedinog gena KIR.
Usporedba ucestalosti gena KIR kod bolesnika i davatelja s kontrolnom skupinom provedena
je Fisherovim egzaktnim testom (GraphPad software, QuickCalcs, www.graphpad.com).
Statisticki znac¢ajnom razlikom smatrali su se rezultati gdje je P<0.05. Haplotipovi KIR
odredeni su prema prisutnosti, odnosno odsutnosti odredenih gena KIR. Ukoliko je u
haplotipu bio prisutan barem jedan od gena KIR2DL2, KIR2DL5, KIR3DS1, KIR2DS1,
KIR2DS2, KIR2DS3 ili KIR2DS5, haplotip je bio oznacen kao ,,Bx*“. Ukoliko su svi navedeni
geni bili odsutni, haplotip je bio oznacen kao ,,AA*. Nakon usporedbe opazenih kombinacija
gena KIR u pojedinom haplotipu s podacima u bazi podataka AFND (engl. The Allele
Frequency Net Database), genotipovi KIR oznaceni su odgovaraju¢im brojevima prema
AFND (40).

Analiza utjecaja prisutnosti pojedina¢nih aktivacijskih gena KIR u genotipu davatelja i
utjecaja genotipa KIR davatelja na prezivljenje bolesnika nakon TKMS provedena je Kaplan-
Meier analizom (XLSTAT, verzija 2017.6.). Prezivljenje je mjereno od dana TKMS do dana

smrti ili zadnjeg dana pracenja bolesnika.

28



4. REZULTATI

Istrazivanje je obuhvatilo 33 primatelja i 32 davatelja KMS (dvoje bolesnika imalo je
istog davatelja) ukljucenih u program haploidenticne TKMS. U Tablici 2 prikazani su opc¢i
podaci o bolesnicima i njihovim davateljima. Udio spolova bio je podjednak kod davatelja (16
muskaraca i 16 zena), dok je medu bolesnicima bilo visSe muskaraca (19, naprema 14 Zena).
Najcesca dijagnoza bolesnika bila je akutna mijeloi¢na leukemija (33,3%). S obzirom na
srodstvo para primatelj/davatelj, u najvecem broju slucajeva dijete je bilo davatelj roditelju
(13/33; 39,4%), a u najmanjem broju slucajeva davatelji su bili braca/sestre (9/33; 27,3%). Od
27 bolesnika kod kojih je bila napravljena krizna proba u samo je jednom sluc¢aju krizna proba
bila pozitivna. Veéina bolesnika (20/33; 60,6%) bila je testirana na prisutnost DSA (engl.
Donor Specific Antibodies) od kojih njih 16 (80,0%) nije imalo DSA. Tri bolesnika imala su
pozitivna DSA protiv antigena HLA razreda | i negativha DSA protiv antigena HLA razreda

I1, dok je jedan bolesnik imao DSA za oba razreda HLA.
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Tablica 2. Op¢i podaci o primateljima i njihovim haploidenti¢nim davateljima KMS

N (bolesnici)
srednja dob (raspon)
N (davatelji)
srednja dob (raspon)
spol (pacijenti)

M

7

spol (davatelji)

M

V4

spol - pacijent/davatelj
M/M

M/Z

717

7ZM

Dijagnoza

ALL

AML

CML

HL

MDS

NHL

ostalo

N (%)

33

39,5 (5-63)
32

39,1 (15-72)

19 (57,6)
14 (42,4)

16 (50,0)
16 (50,0)

10 (30,3)
9 (27,3)
9 (27,3)
5 (15,1)

3(9,1)
11 (33,3)
1(3,0)

6 (18,2)
4 (12,1)
3(9,1)

5 (15,1)

Srodstvo primatelj/davatel]

sin/majka
sin/otac
kéer/majka
kéer/otac
otac/sin
otac/kéer
majka/sin
majka/kéer
brat/brat
sestra/sestra
brat/sestra
sestra/brat
CM

POZ

NEG

NT

DSA razred l/razred Il
NT
POZ/POZ
POZ/NEG
NEG/POZ
NEG/NEG

N (%)

7(21,2)
1(3,0)
2 (6,1)
1(3,0)
7(21,2)
2 (6,1)
1(3,0)
3(9,1)
2 (6,1)
4 (12,1)
0
3(9,1)

1(3,0)
26 (78,8)
6 (18,2)

13 (39,4)
1(3,0)
3(9,1)
0(0)

16 (48,5)

N — broj ispitanika; M — muskarci; Z — Zene; ALL — akutna limfoblasti¢na leukemija; AML — akutna

mijeloi¢na leukemija; CML — kroni¢na mijeloi¢na leukemija; HL — Hodgkinov limfom; MDS —

mijelodisplastiéni sindrom; NHL — non-Hodgkinov limfom; CM — krizna proba (engl. crossmatch);

POZ — pozitivno; NEG — negativno; NT — nije testirano; DSA — davatelj-specifi¢na protutijela HLA

(engl. Donor Specific Antibodies)

4.1. Raspodjela alela HLA-A, -B, -C, -DRB1 i -DQB1 u skupini bolesnika u programu

haploidenticne TKMS i kontroli

U Tablici 3 prikazane su ucestalosti alela HLA-A i -B u analiziranoj skupini bolesnika
(N=33) i kontrolnoj skupini (N=4000).
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Najceséi alel HLA-A medu bolesnicima bio je HLA-A*02:01 (25,8%), §to je i najcesci
alel HLA-A u kontrolnoj skupini (29,1%). Sedam alela HLA-A bilo je prisutno samo jednom,
ali nije bilo statisti¢ki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu skupinu. Aleli HLA-A*03:02 i
HLA-A*24:03 bili su znafajno viSe prisutni (P=0,0480, odnosno P=0,0279) medu
bolesnicima nego u kontroli, dok je povecana prisutnost alela HLA-A*02:05 i HLA-A*80:01

medu bolesnicima bila na granici statisticke znacajnosti (P=0,0988, odnosno P=0,0559).

Od 28 alela HLA-B uocenih medu bolesnicima najzastupljeniji je bio alel HLA-B*51:01
(15,2%), koji je bio najucestaliji alel i u kontrolnoj skupini (11,1%). Alel HLA-B*08:01, tre¢i
najces¢i alel u kontrolnoj skupini (7,8%), imao je smanjenu ucestalost medu bolesnicima
(1,5%) na granici statisticke znacajnosti (P=0,0609). Tri alela lokusa HLA-B (HLA-B*39:03,
HLA-B*41:01 i HLA-B*51:08) bila su statisticki znac¢ajno ¢eSc¢e prisutna medu bolesnicima
nego u kontrolnoj skupini, dok su ucestalosti alela HLA-B*47:01, HLA-B*48:01, HLA-
B*55:01 i HLA-B*57:03 u skupini bolesnika, uz ve¢ spomenuti alel HLA-B*08:01, bile na

granici statisticke znacajnosti.
Tablica 3. Ucestalost alela HLA-A i -B kod bolesnika (N=33) i kontrolne grupe (N=4000)

bolesnici (N=33) kontrola (N=4000)

Alel HLA-A*  n (%) n (%) P

01:01 5 (7,6) 995 (12,4) 0,3452
02:01 17 (25,8) 2330 (29,1) 0,5894
02:05 2 (3,0) 63 (0,8) 0,0988
02:06 1(1,5) 13 (0,2) 0,1087
03:01 7 (10,6) 947 (11,8) 1,0000
03:02 2 (3,0) 41 (0,5) 0,0480*
11:01 5 (7,6) 553 (6,9) 0,8055
24:02 10 (15,2) 878 (11,0) 0,3192
24:03 2 (3,0) 30 (0,4) 0,0279*
25:01 1(1,5) 250 (3,1) 0,7242
26:01 2 (3,0) 380 (4,8) 0,7704
30:01 2 (3,0) 105 (1,3) 0,2181
30:04 1(1,5) 15 (0,2) 0,1233
31:01 1(1,5) 185 (2,3) 1,0000
32:01 3 (4,5) 314 (3,9) 0,7448
33:01 1(1,5) 164 (2,1) 1,0000
68:01 2 (3,0) 321 (4,0) 1,0000
68:02 1(1,5) 48 (0,6) 0,3322
80:01 1(1,5) 6 (0,07) 0,0559

* — statisticki znacajno (P<0,05); n — broj uocenih alela
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bolesnici (N=33) kontrola (N=4000)

Alel HLA-B*  n (%) n (%) P

07:02 4 (6,1) 545 (6,8) 1,0000
08:01 1(1,5) 622 (7,8) 0,0609
13:02 2 (3,0) 301 (3,8) 1,0000
14:01 1(1,5) 27 (0,3) 0,2058
14:02 3 (4,5) 170 (2,1) 0,1681
15:01 1(1,5) 311 (3,9) 0,5207
15:17 1(1,5) 34 (0,4) 0,2504
18:01 8 (12,1) 653 (8,2) 0,2542
35:01 4 (6,1) 489 (6,1) 1,0000
35:02 1(1,5) 101 (1,3) 0,5697
35:03 3 (4,5) 465 (5,8) 1,0000
37:01 1(1,5) 75 (0,9) 0,4660
39:01 1(1,5) 205 (2,6) 1,0000
39:03 1(1,5) 0 (0) 0,0082*
40:01 1(1,5) 111 (1,4) 0,6041
40:02 1(1,5) 182 (2,3) 1,0000
41:01 2 (3,0) 25 (0,3) 0,0203*
44:02g 5 (7,6) 471 (5,9) 0,5937
44:05 2 (1,5) 65 (0,8) 0,1040
47:01 1(1,5) 11 (0,1) 0,0940
48:01 1(1,5) 11 (0,1) 0,0940
50:01 2 (3,0) 117 (1,5) 0,6234
51:01 10 (15,2) 890 (11,1) 0,3225
51:08 2 (3,0) 10 (0,1) 0,0041*
55:01 3 (4,5) 100 (1,3) 0,0519
56:01 1(1,5) 79 (1,0) 0,4834
57:01 1(1,5) 201 (2,5) 1,0000
57:03 1(1,5) 6 (0,08) 0,0559
58:01 1(1,5) 84 (1,1) 0,5044

* — statisti¢ki znacajno (P<0,05); n — broj uo¢enih alela; 44:02g — 44:02 ili 44:27

Ucestalosti alela HLA-DRBL1 u bolesnickoj i kontrolnoj skupini prikazane su u Tablici 4.
Najucestaliji alel HLA-DRB1 medu bolesnicima bio je HLA-DRB1*15:01 (13,6%), sto je
¢esce nego u kontroli (8,7%), ali razlika nije statisticki znacajna. Istovremeno, najzastupljeniji
alel u kontrolnoj skupini bio je HLA-DRB1*03:01 (10,0%), $to je dvostruko veéa ucestalost
nego medu bolesnicima (4,5%), razlika nije statisticki znacajna. Sli¢na situacija bila je
opazena i za alel HLA-DRB1*11:01. Jedino je alel HLA-DRB1*10:01 bio statisti¢ki znac¢ajno

(P=0,0044) cesce prisutan medu bolesnicima nego medu kontrolnim ispitanicima, a statisticki
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znaCajna razlika (P=0,0364) u ucestalosti uocena je i kod HLA-DRB1*14:01g (HLA-
DRB1*14:01/HLA-DRB1*14:54).

Tablica 4. Raspodjela alela HLA-DRB1 kod bolesnika (N=33) i kontrolne grupe
(N=4000)

bolesnici (N=33) kontrola (N=4000)

Alel HLA-DRB1*  n (%) n (%) P
01:01 4 (6,1) 782 (9,8) 0,4059
01:02 2 (3,0) 108 (1,4) 0,2271
03:01 3 (4,5) 800 (10,0) 0,2106
04:01 1(1,5) 236 (3,0) 1,0000
04:02 2 (3,0) 203 (2,6) 0,6849
07:01 4 (6,1) 782 (9,8) 0,4059
08:01 2 (3,0) 235 (2,9) 0,7208
09:01 1(1,5) 21 (0,3) 0,1656
10:01 4(6,1) 83 (1,1) 0,0055*
11:01 2 (3,0) 630 (7,9) 0,1712
11:04 6(9,1) 612 (7,7) 0,6391
12:01 2 (3,5) 123 (1,5) 0,2727
13:01 6(9,1) 515 (6,4) 0,3195
13:02 3 (4,5) 353 (4,4) 0,7671
13:03 2 (3,0) 72 (0,9) 0,1226
13:05 1(1,5) 23 (0,3) 0,1792
14:01g 6(9,1) 296 (3,7) 0,0364*
15:01 9 (13,6) 697 (8,7) 0,1832
16:01 5 (7,6) 753 (9,4) 0,8315
16:02 1(1,5) 81 (1,0) 0,4919

* — statisti¢ki znacajno (P<0,05); n — broj uoc¢enih alela; 14:01g — 14:01 ili 14:54

Ucestalosti alela HLA-C i HLA-DQB1 prikazani su u Tablici 5. Raspodjela alela na
navedena dva lokusa HLA prikazana je odvojeno od ostalih lokusa HLA zato Sto su 26

bolesnika i 215 kontrolnih ispitanika bili testirani za ove lokuse HLA.

Na lokusu HLA-C najces¢i aleli medu bolesnicima bili su HLA-C*06:02, HLA-C*07:01 i
HLA-C*12:03 (13,5%), Sto je u skladu sa zastupljeno$¢u tih alela u kontroli. Alel HLA-
C*07:01 pokazao je najvecu zastupljenost medu zdravim ispitanicima (16,5%). Za alel HLA-
C*16:01 i HLA-C*16:02 utvrdena je statisticki znacajna razlika (P=0,0319, odnosno
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P=0,0188) u ucestalosti izmedu bolesnika (3,8%, odnosno 5,8%) i kontrolne skupine (0,2%,

odnosno 0,7%).

Medu alelima lokusa HLA-DQBL u bolesnickoj skupini najzastupljeniji je bio alel HLA-
DQB1*03:01 (21,2%), koji je najcesci alel na ovom lokusu i u kontroli (17,7%). Statisticki
znaajno odstupanje (P=0,0463) bilo je uoceno za razliku u raspodjeli alela HLA-
DQB1*02:01, dok su povecane ucestalosti alela HLA-DQB1*05:02 i HLA-DQB1*05:03

medu bolesnicima bile na granici statisticke znacajnosti (P=0,0984, odnosno P=0,0762).

Tablica 5. Ucestalost alela HLA-C i -DQB1 kod bolesnika (N=26) i kontrolne grupe

(N=215)
bolesnici (N=26) kontrola (N=215)

Alel HLA-C*  n (%) n (%) P

01:02 2(3,8) 23 (5,0) 1,0000
02:02 3(5,8) 29 (7,0) 1,0000
03:03 4 (7,7) 16 (3,5) 0,2557
04:01 5(9,6) 55 (13,0) 0,6582
05:01 2(3,8) 17 (4,0) 1,0000
06:02 7 (13,5) 29 (7,0) 0,0928
07:01 7 (13,5) 71 (16,5) 0,6922
07:04 1(1,9) 13 (3,0) 1,0000
08:01 1(1,9) 0 (0) 0,1079
08:02 4 (7,7) 19 (4,5) 0,2960
12:03 7 (13,5) 54 (12,5) 0,8260
14:02 1(1,9) 10 (2,0) 1,0000
15:02 2(3,8) 12 (2,5) 0,6550
16:01 2(3,8) 1(0,2) 0,0319*
16:02 3(5,8) 3(0,7) 0,0188*
17:01 1(1,9) 1(0,2) 0,2043

* — statisticki znacajno (P<0,05); n — broj uocenih alela
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bolesnici (N=26) kontrola (N=215)

Alel HLA-DQB1* n (%) n (%) P
02:01 1(1,9) 47 (10,9) 0,0463*
02:02 3(5,8) 36 (8,4) 0,7867
03:01 11 (21,2) 76 (17,7) 0,5669
03:02 1(1,9) 28 (6,5) 0,3480
03:03 2 (3,8) 11 (2,6) 0,6406
04:02 1(1,9) 7(1,6) 0,6016
05:01 8 (15,4) 48 (11,1) 0,3613
05:02 9 (17,3) 42 (9,8) 0,0984
05:03 5 (9,6) 17 (4,0) 0,0762
06:02 5 (9,6) 31 (7,2) 0,5731
06:03 2 (3,8) 42 (9,8) 0,2066
06:04 4(7,7) 21 (4,9) 0,3318

* — statisticki znacajno (P<0,05); n — broj uocenih alela

4.2. Raspodjela haplotipova HLA-A~B~C~DRB1~DQB1 u skupini bolesnika i njihovih
haploidenti¢nih davatelja u programu TKMS

U Tablici 6 prikazani su haplotipovi prisutni kod parova primatelj/davatelj lijeCenih u
programu haploidenticne TKMS. Cetiri su haplotipa HLA bila opazena dvaput medu
bolesnicima: HLA-A*02:01~B*51:01~C*15:02~DRB1*01:01~DQB1*05:01 (bolesnici 2 i
18), HLA-A*11:01~B*07:02~C*12:03~DRB1*15:01~DQB1*05:02 (bolesnici 13 i 17),
HLA-A*24:03~B*55:01~C*03:03~DRB1*13:02~DQB1*06:04 i HLA-
A*24:02~B*44.05~C*02:02~DRB1*14:01~DQB1*05:03 (bolesnici 32 i 33). Haplotip HLA-
A*01:01~B*08:01~C*07:01~-DRB1*03:01~DQB1*02:01 (naj¢es¢i haplotip u populacijama
europskog podrijetla prema bazi HaploStats National Marrow Donor Program) bio je prisutan
kod jednog bolesnika (par 6) i jednog davatelja (par 22); u oba slucaja primatelj/davatelj nisu
dijelili ovaj haplotip HLA. Svi ostali haplotipovi HLA-A~B~C~DRB1~DQB1 pojavili su se

samo jedanput.

Medu primateljima, njih 18 imalo je barem jedan alel koji se u hrvatskoj populaciji
pojavljuje s ucestalos¢u <1%. Bolesnici broj 8, 10, 20, 22, 32 i 33 imali su po dva alela HLA s
ucestalos¢u <1%, dok je bolesnik broj 24 imao sveukupno cetiri takva alela, odnosno po dva

alela na svakom od haplotipova HLA.
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Tablica 6. Prikaz haplotipova HLA-A~B~C~DRB1~DQB1 primatelja i njihovih davatelja u programu haploidenti¢éne TKMS

Par P/D Haplotip HLA-A*~B*~C*~DRB1*~DQB1*

Haplotip HLA-A*~B*~C*~DRB1*~DQB1*

1

# _aleli HLA s ucestalo$¢u <1,0% u hrvatskoj populaciji; P — primatelj; D — davatelj

80:01%
80:01

02:01
02:01

02:01
02:01

03:01
03:01

02:01
02:01

25:01
25:01

11:01
11:01

68:02"
68:02

24:02
24:02

58:01
58:01

51:01
51:01

39:01
39:01

44:02
44:02

44:27
44:27

18:01
18:01

37:01%
37:01

15:17*
15:17

18:01
18:01

15:02
15:02

05:01
05:01

07:04
07:04

12:03
12:03

06:02
06:02

16:01
16:01

03:01
03:01

01:01
01:01

13:01
13:01

16:01
16:01

14:54
14:54

15:01
15:01

10:01
10:01

13:02
13:02

15:01
15:01

05:01
05:01

05:02
05:02

05:03
05:03

06:02
06:02

05:01
05:01

06:04
06:04

36

01:01
24:02

02:01
24:02

32:01
32:01

30:01
03:01

24:02
02:01

01:01
11:01

24:02
02:01

02:01
02:01

26:01
24:02

18:01
07:02

39:03%
44

13:02
07:02

51:01
07:02

48:01%
39:01

08:01
51:01

50:01
44:02

57:01
27:05

51:01
50:01

12:03
05:01

16:02
07:02

08:01
12:03

07:01
12:03

06:02
05:01

06:02
02:02

03:01
08:01

11:04
07:01

10:01
15:01

11:04
11:04

04:02
16:01

03:01
04:04

07:01
12:01

07:01
01:01

13:01
07:01

03:01
02:02

03:01
03:01

03:02
05:02

02:01
03

02:02
03:01

03:03
05:01



Nastavak Tablice 6

Par P/D Haplotip HLA-A*~B*~C*~DRB1*~DQB1*

Haplotip HLA-A*~B*~C*~DRB1*~DQB1*

10

11

12

13

14

15

16

17

18

# _aleli HLA s ucestalo$¢u <1,0% u hrvatskoj populaciji; P — primatelj; D — davatelj

32:01
32:01

03:02%
03:02

02:01
02:01

30:01
30:01

24:02
24:02

32:01
32:01

24:02
24:02

24:02
24:02

02:01
02:01

40:02
40:02

51:01
51:01

18:01
18:01

13:02
13:02

18:01
18:01

44:02
44:02

35:01
35:01

07:02
07:02

51:01
51:01

02:02
02:02

07:01
07:01

06:02
06:02

12:03
12:03

05:01
05:01

04:01
04:01

15:02
15:02

16:02
16:02

04:02
04:02

11:01
11:01

07:01
07:01

11:04
11:04

16:01
16:01

11:04
11:04

15:01
15:01

01:01
01:01

05:02
05:02

03:01
03:01

02:02
02:02

03:01
03:01

05:02
05:02

03:01
03:01

05:01
05:01

02:06*
03:01

11:01
01:01

01:01
03:01

11:01
01:01

02:01
02:01

68:01
25:01

02:05"
25:01

02:01
03:01

03:01
02:01

40:01
51:01

35:01
37:01

44:02
37:01

15:01
08:01

51:01
44:02

56:01
40

50:01
49:01

51:01
07:02

57:03%
40:01

04:01
12:03

07:01
06:02

03:03
07:01

14:02
05:01

01:02
02:02

06:02
07:01

07:01
03:04

09:01*
11:04

08:01
01:01

16:01
16:01

13:01
04:02

08:01
15:01

15:01
11

07:01
11:04

11:04
11:04

14:54
04:04

03:03
03:01

05:02
05:02

06:02
03:02

04:02
06:02

06:02
03:01

02:02
03:01

06:02
03:02



Nastavak Tablice 6

Par P/D Haplotip HLA-A*~B*~C*~DRB1*~DQB1*

Haplotip HLA-A*~B*~C*~DRB1*~DQB1*

19

20

21

22

23

24

25

26

27

# _aleli HLA s ucestalo$¢u <1,0% u hrvatskoj populaciji; P — primatelj; D — davatelj

02:01
02:01

01:01
01:01

31:01
31:.01

26:01
26:01

24:02
24:02

30:04%
30:04

03:01
03:01

02:01
02:01

03:01
03:01

51:01
51:01

41:01"
41:01

18:01
18:01

47:01*
47:01

55:01
55:01

14:01%
14:01

35:01
35:01

51:01
51:01

14:02
14:02

12:03
12:03

17:01
17:01

07:01
07:01

06:02
06:02

03:03
03:03

08:02
08:02

04:01
04:01

08:02
08:02

01:01
01:01

10:01
10:01

14:01
14:01

11:04
11:04

16:01
16:01

15:01
15:01

01:01
01:01

10:01
10:01

01:02
01:02

05:01
05:01

05:01
05:01

05:03
05:03

03:01
03:01

05:02
05:02

05:02
05:02

05:01
05:01

05:01
05:01

01:01
26:01

02:01
02:01

02:05"
11:01

03:02%
01:01

02:01
32:01

24:02
01:01

03:01
11:01

03:01
03:01

11:01
02:01

35:02
15:01

51:08%
39:01

14:02
35:01

35:03
08:01

51:08%
27:05

41:01%
18:01

35:01
52:01

35:03
35

07:02
08:01

06:02
03:01

16:02
12:03

08:02
04:01

04:01
07:01

16:01
02:01

07:01
07:01

04:01
12:03

12:03
08:02

13:03*
04:01

12:01
12:01

13:01
13:02

14:54
03:01

13:02
15:01

13:05*
11:04

12:01
15:02

13:03*
01:01

15:01
03:01

03:01
03:02

03:01
03:01

06:03
06:09

05:03
02:01

06:04
06:04

03:01
03:01

03:01
06:02

05:02
05:01



Nastavak Tablice 6

Par P/D Haplotip HLA-A*~B*~C*~DRB1*~DQB1*

Haplotip HLA-A*~B*~C*~DRB1*~DQB1*

28

29

30

31

32

33

# _aleli HLA s ucestalo$¢u <1,0% u hrvatskoj populaciji; P — primatelj; D — davatelj

68:01
68:01

02:01
02:01

33:.01
33:01

02:01
02:01

24:03%
24:03

24:03"
24:03

35:03
35:03

44:02
44:02

14:02
14:02

18:01
18:01

55:01
55:01

55:01
55:01

01:02
01:02

08:02
08:02

12:03
12:03

03:03
03:03

03:03
03:03

04:01
04:01

13:01
13:01

01:02
01:02

15:01
15:01

13:02
13:02

13:02
13:02

06:03
06:03

05:01
05:01

06:02
06:02

06:04
06:04

06:04
06:04

39

02:01
01:01

02:01
32:01

03:01
02:01

11:01
02:01

24:02
02

24:02
02

18:01
08:01

51:01
51:01

07:02
35:03

07:02
38:01

4405
o1

44:05%
51

16:02
02:01

07:01
12:03

12:03
12:03

02:02

02:02

15:01
03:01

16:01
16:01

11:01
16:01

15:01
15:01

14:01
11

14:01
11

05:02
05:02

03:01
05:02

05:02
06:02

05:03

05:03



U Tablici 7 prikazane su ucestalosti i poredak haplotipova HLA-A~B~C~DRB1~DQB1
u populacijama europskog podrijetla prema bazi HaploStats National Marrow Donor Program
(41).

Od 62 haplotipa opazenih medu bolesnicima, njih osam (12,9%) ulazi u skupinu 100
naj¢e$¢ih haplotipova HLA-A~B~C~DRB1~DQB.1 u populacijama europskog podrijetla. Kao
Sto je veé spomenuto, haplotip HLA-
A*11:01~B*07:02~C*12:03~DRB1*15:01~DQB1*05:02 bio je prisutan kod dva bolesnika.
Deset opazenih haplotipova (16,1%) HLA-A~B~C~DRB1~DQB1 po svojim ucestalostima
spadaju u skupinu haplotipova poretkom izmedu 100.-0og i 500.-og mjesta. Najveci broj
uocenih haplotipova HLA-A~B~C~DRB1~DQB1, njih 19 (30,6%), u grupi je haplotipova na
pozicijama izmedu 500.-0g i 5000.-0g mjesta po ucestalosti. Dvadeset i tri haplotipa HLA-
A~B~C~DRB1~DQB1 (37,1%) po ucestalostima u populacijama europskog podrijetla spada
u rijetke haplotipove i nalazi se na pozicijama >5000. mjesta, dok za dva haplotipa (Tablica 7)

nema podataka o njihovoj zastupljenosti u populacijama europskog podrijetla.

Najmanje zastupljen haplotip HLA-A~B~C~DRB1~DQB1 koji je bio prisutan medu
bolesnicima je HLA-A*30:04~B*14:01~C*08:02~DRB1*15:01~DQB1*05:02 (157700.
pozicija). Bolesnik 24 imao je oba haplotipa HLA-A~B~C~DRB1~DQB1 s izrazito malom

ucestaloscu.

Tablica 7. Ucestalost i poredak haplotipova HLA-A~B~C~DRB1~DQB1 u populacijama

europskog podrijetla®

Bolesnik Haplotip HLA-A*~B*~C*~DRB1*~DQB1* % poredak
Bl Z HLA-A*80:01~B*58:01~DRB1*03:01 9,90E-05 10122

R HLA-A*01:01~B*18:01~DRB1*03:01 3,31E-04 476
B2 Z HLA-A*02:01~B*51.01~C*15:02~DRB1*01:01~DQB1*05:01  2,71E-01 522

R HLA-A*02:01~B*39:03~C*12:03~DRB1*11:04~DQB1*03:01 1,35E-04 63677
B3 Z HLA-A*02:01~B*39:01~-DRB1*13:01 4,61E-04 339

R HLA-A*32:01~B*13:02~DRB1*10:01 2,69E-02 3279
B4 Z HLA-A*03:.01~B*44.02~C*05:01~DRB1*16:01~DQB1*05:02  2,13E-02 4394

R HLA-A*30:01~B*51:01~C*16:02~DRB1*11:04~DQB1*03:01  4,06E-03 12248
B5 Z HLA-A*02:01~B*44:02~C*07:04~DRB1*14:54~DQB1*05:03  1,15E-04 1195

R HLA-A*24:02~B*48:01~C*08:01~DRB1*04:02~DQB1*03:02  2,55E-03 15616

40



Nastavak Tablice 7

Bolesnik Haplotip HLA-A*~B*~C*~DRB1*~DQB1* % poredak
B6 Z HLA-A*25:01~B*18:01~C*12:03~DRB1*15:01~DQB1*06:02  5,04E-03 17

R HLA-A*01:01~B*08:01~C*07:01~DRB1*03:01~DQB1*02:01  5,98E-02 1
B7 Z HLA-A*11:01~B*37:01~C*06:02~DRB1*10:01~DQB1*05:01  1,03E-04 1306

R HLA-A*24.02~B*50:01~C*06:02~DRB1*07:01~DQB1*02:02  1,78E-04 780
B8 Z HLA-A*68:02~B*15:17~C*16:01~DRB1*13:02~DQB1*06:04  2,64E-06 15337

R HLA-A*02:01~B*57:01~C*06:02~DRB1*07:01~DQB1*03:03  5,42E-03 16
B9 Z HLA-A*24:02~B*18:01~DRB1*15:01 2,12E-04 388

R HLA-A*26:01~B*51:01~DRB1*13:01 1,66E-04 871
B10 Z HLA-A*32:01~B*40:02~C*02:02~DRB1*16:02~DQB1*05:02  2,21E-04 644

R HLA-A*02:06~B*40:01~C*04:01~DRB1*09:01~DQB1*03:03  1,68E-07 58071
B11 Z HLA-A*03:02~B*51:01~DRB1*04:02 7,09E-05 1754

R HLA-A*11:01~B*35:01~DRB1*08:01 2,42E-04 628
B12 Z HLA-A*02:01~B*18:01~C*07:01~DRB1*11:01~DQB1*03:01  1,06E-03 112

R HLA-A*01:01~B*44:02~C*07:01~DRB1*16:01~DQB1*05:02  8,82E-07 26700
B13 Z HLA-A*30:01~B*13:02~C*06:02~DRB1*07:01~DQB1*02:02  6,68E-03 12

R HLA-A*11:01~B*15:01~C*03:03~DRB1*13:01~DQB1*06:02  nema podataka
B14 Z HLA-A*24:02~B*18:01~C*12:03~DRB1*11:04~DQB1*03:01  8,12E-04 157

R HLA-A*02:01~B*51:01~C*14:02~DRB1*08:01~DQB1*04:02  1,02E-03 120
B15 Z HLA-A*32:01~B*44:02~C*05:01~DRB1*16:01~DQB1*05:02  5,33E-05 2273

R HLA-A*68:01~B*56:01~C*01:02~DRB1*15:01~DQB1*06:02  6,34E-06 9391
B16 Z HLA-A*24:02~B*35:01~C*04:01~DRB1*11:04~DQB1*03:01  2,41E-04 593

R HLA-A*02:05~B*50:01~C*06:02~DRB1*07:01~DQB1*02:02  3,04E-03 32
B17 Z HLA-A*24:02~B*07:02~DRB1*15:01 6,99E-03 12

R HLA-A*02:01~B*51:01~DRB1*11:04 517E-04 309
B18 Z HLA-A*02:01~B*51:01~C*15:02~DRB1*01:01~DQB1*05:01  2,71E-04 522

R HLA-A*03:01~B*57:03~C*07:01~DRB1*14:54~DQB1*06:02  1,98E-06 17832
B19 Z HLA-A*02:01~B*51:01~C*12:03~DRB1*01:01~DQB1*05:01  2,65E-05 3786

R HLA-A*01:01~B*35:02~C*06:02~DRB1*13:03~DQB1*03:01 = 1,45E-06 20899
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Nastavak Tablice 7

Bolesnik Haplotip HLA-A*~B*~C*~DRB1*~DQB1* % poredak
B20 Z HLA-A*01:01~B*41:01~C*17:01~DRB1*10:01~DQB1*05:01 = 8,47E-05 1547

R HLA-A*02:01~B*51:08~C*16:02~DRB1*12:01~DQB1*03:01  1,10E-05 6769
B21 Z HLA-A*31:01~B*18:01~C*07:01~DRB1*14:01~DQB1*05:03  2,18E-05 4335

R HLA-A*02:05~B*14:02~C*08:02~DRB1*13:01~DQB1*06:03  3,64E-06 12980
B22 Z HLA-A*26:01~B*47:01~C*06:02~DRB1*11:04~DQB1*03:01  1,97E-06 17913

R HLA-A*03:02~B*35:03~C*04:01~DRB1*14:54~DQB1*05:03  1,71E-05 5072
B23 Z HLA-A*24:02~B*55:01~C*03:03~DRB1*16:01~DQB1*05:02  1,39E-04 1010

R HLA-A*02:01~B*51:08~C*16:01~DRB1*13:02~DQB1*06:04  nema podataka
B24 Z HLA-A*30:04~B*14:01~C*08:02~DRB1*15:01~DQB1*05:02  4,71E-09 157700

R HLA-A*24.02~B*41:01~C*07:01~DRB1*13:05~DQB1*03:01  9,83E-06 7256
B25 Z HLA-A*03:01~B*35:01~C*04:01~DRB1*01:01~DQB1*05:01  1,18E-02 6

R HLA-A*03:01~B*35:01~C*04:01~DRB1*12:01~DQB1*03:01  1,23E-04 1123
B26 Z HLA-A*02:01~B*51:01~DRB1*10:01 1,13E-04 1199

R HLA-A*03:01~B*35:03~DRB1*13:03 6,38E-06 7281
B27 Z HLA-A*03:01~B*14:02~C*08:02~DRB1*01:02~DQB1*05:01  1,17E-03 96

R HLA-A*11:01~B*07:02~C*12:03~DRB1*15:01~DQB1*05:02  9,21E-07 26091
B28 Z HLA-A*68:01~B*35:03~DRB1*04:01 3,54E-04 449

R HLA-A*02:01~B*18:01~DRB1*15:01 1,03E-03 140
B29 Z HLA-A*02:01~B*44:02~C*01:02~DRB1*13:01~DQB1*06:03  1,32E-05 6000

R HLA-A*02:01~B*51:01~C*16:02~DRB1*16:01~DQB1*05:02  3,11E-05 3443
B30 Z HLA-A*33:01~B*14:02~C*08:02~DRB1*01:02~DQB1*05:01  4,93E-03 18

R HLA-A*03:01~B*07:02~C*07:01~DRB1*11:01~DQB1*03:01  1,79E-06 18801
B31 Z HLA-A*02:01~B*18:01~C*12:03~DRB1*15:01~DQB1*06:02  3,84E-04 362

R HLA-A*11:01~B*07:02~C*12:03~DRB1*15:01~DQB1*05:02  9,21E-07 26091
B32 Z HLA-A*24:03~B*55:01~C*03:03~DRB1*13:02~DQB1*06:04  7,56E-08 88050

R HLA-A*24:02~B*44:05~C*02:02~DRB1*14:01~DQB1*05:03  1,23E-05 6292
B33 Z HLA-A*24:03~B*55:01~C*03:03~DRB1*13:02~DQB1*06:04  7,56E-08 88050

R HLA-A*24:02~B*44:05~C*02:02~DRB1*14:01~DQB1*05:03  1,23E-05 6292
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# _ prema bazi HaploStats National Marrow Donor Program; B — bolesnik; Z — haplotip HLA

koji dijele bolesnik i davatelj; R — haplotip HLA koji ima bolesnik, a nema davatelj

4.3. Raspodjela gena KIR u skupini bolesnika i njihovih haploidenti¢nih davatelja u
programu TKMS

Analiza ucCestalosti gena KIR obuhvatila je 33 primatelja i 32 davatelja KMS te

usporedbu s kontrolnom skupinom ispitanika. Ucestalosti gena KIR prikazani su u Tablici 8.

Geni okvira ¢itanja (KIR2DL4, KIR2DL3, KIR3DL3 i KIR3DP1) prisutni su u svim
ispitivanim skupinama sa 100%-tnom ucestalo$¢u. Najucestaliji geni za inhibicijske receptore
KIR u skupini bolesnika su KIR3DL1 i KIR2DL1 (97,0%). Gen KIR3DL1 takoder je
najucestaliji gen za inhibicijske receptore KIR u skupini davatelja (100%), kao i u kontrolnoj
skupini (95,9%). U svim ispitivanim skupinama najucestaliji gen za aktivacijske receptore
KIR je KIR2DS4. Koristeni test za odredivanje gena KIR omogucuje razlikovanje potpune
(KIR2DSA4f) i deletirane (KIR2DS4d) varijante gena KIR2DS4. lIzracunate ucestalosti alela u
skupini bolesnika i davatelja ukazale su na znatno vecu ucestalost alela KIR2DS4d u odnosu
na alel KIR2DS4f, sto je u skladu s uCestalostima u kontrolnoj skupini. Drugi najucestaliji gen
za aktivacijske receptore KIR u skupini bolesnika i njihovih haploidenti¢nih davatelja je gen
KIR3DS1 (60,6%, odnosno 53,1%) $to je statisticki znac¢ajno viSe u usporedbi s kontrolnom
skupinom (P=0,00229, odnosnho P=0,0225).

Statisticki znafajno odstupanje u ucestalosti gena KIR izmedu skupine bolesnika 1
kontrolne skupine takoder je uoceno za gen KIR2DS5 (P=0,0032), dok je za gen KIR2DS1
uoCena statisticki znacajna razlika u ucestalosti izmedu skupine haploidenti¢nih davatelja
KMS i kontrole (P=0,0388), a razlika izmedu skupine bolesnika i kontrolne skupine na

granici je statisticke znacajnosti (P=0,0649).
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Tablica 8. Uc¢estalost gena KIR kod bolesnika (N=33), njihovih haploidenti¢nih davatelja

(N=32) i kontrolnih ispitanika (N=121)

bolesnici (N=33) davatelji (N=32)

kontrola (N=121)

Gen KIR n (%) n (%) n (%) P1 P2
3DL1 32 (97,0) 32 (100,0) 116 (95,9) 1,0000 0,5844
2DL1 32 (97,0) 30 (93,8) 115 (95,0) 1,0000 0,6732
2DL3 30 (91,0) 27 (84,4) 115 (95,0) 0,4042 0,0529
2DS4 31 (94,0) 31 (96,9) 117 (96,7) 0,6092 1,0000
2DS4f* 9 (27,3) 8 (25,0) 53 (43,8) 0,1096 0,0678
2DS4d* 26 (78,8) 28 (87,5) 101 (83,5) 0,7972 0,7856
2DL2 20 (60,6) 17 (53,1) 66 (54,5) 0,5599 1,0000
2DL5 21 (63,6) 17 (53,1) 59 (48,8) 0,1690 0,6949
3DS1 20 (60,6) 17 (53,1) 37 (30,6) 0,00229* 0,0225*
2DS1 17 (51,5) 15 (46,9) 39 (32,2) 0,0649 0,0388*
2DS2 19 (57,6) 16 (50,0) 66 (54,5) 0,8444 0,6931
2DS3 11 (33,3) 12 (37,5) 41 (33,9) 1,0000 0,8348
2DS5 16 (48,5) 10 (31,3) 25 (20,7) 0,0032* 0,2381
2DL4 33 (100,0) 32 (100,0) 121 (100,0) 1,0000 1,0000
3DL2 33 (100,0) 32 (100,0) 121 (100,0) 1,0000 1,0000
3DL3 33 (100,0) 32 (100,0) 121 (100,0) 1,0000 1,0000
2DP1 33 (100,0) 30 (93,8) 116 (95,9) 0,5853 0,6370
3DP1 33 (100,0) 32 (100,0) 121 (100,0) 1,0000 1,0000

* — statisti¢ki znacajno (P<0,05); n — broj uo¢enih gena KIR; P1 — usporedba bolesnika s kontrolom;
P2 — usporedba haploidenti¢nih davatelja s kontrolom; # — dvije alelne varijante gena KIR2DS4 koje
kodiraju potpuni (KIR2DS4f) ili deletirani (KIR2DS4d) oblik receptora

4.4. Raspodjela genotipova KIR u ispitivanoj skupini bolesnika i njihovih

haploidenti¢nih davatelja u programu TKMS

U skupini bolesnika uoceno je 18 razli¢itih genotipova KIR (Tablica 9). Ucestalost
genotipova skupine AA iznosi 21,2%, a skupine Bx 78,8%. Najces¢i genotip KIR kod
bolesnika bio je genotip AAl (21,2%). Nije bio prisutan niti jedan drugi genotip KIR AA.
Istovremeno, najces¢i genotip KIR Bx je genotip Bx2 (12,1%). U skupini haploidenti¢nih
davatelja odredeno je 16 razli¢itih genotipova KIR (Tablica 10), medu kojima je ucestalost

genotipova skupine AA 31,2%, a skupine Bx 68,8%. Najces¢i genotip KIR bio je AAl
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(31,2%). Medu genotipovima Bx najzastupljeniji je bio Bx7 (12,5%). Genotipovi KIR koji su
uoceni i1 kod bolesnika i u skupini haploidenti¢nih davatelja su AA1, Bx2, Bx4, Bx5, Bx6,
Bx73 1 Bx188. Jedanaest genotipova KIR uoceno je samo kod bolesnika (Bx3, Bx9, Bx13,
Bx17, Bx28, Bx68, Bx90, Bx93,Bx94, Bx336 i Bx391) dok je devet genotipova KIR (Bx7,
Bx14, Bx15, Bx18, Bx64, Bx72, Bx76, Bx325 i Bx347) uofeno samo u skupini

haploidenti¢nih davatelja, ne i kod bolesnika.
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Tablica 9. Raspodjela genotipova KIR medu bolesnicima u programu haploidenti¢cne TKMS (N=33)

bolesnici (N=33)

3DL1 | 2DL1 | 2DL3 | 2DS4 | 2DL2 | 2DL5 | 3DS1 | 2DS1 | 2DS2 | 2DS3 | 2DS5 | 2DL4 | 3DL2 | 3DL3 | 2DP1 | 3DP1 | Genotip | n (%)
AAl 7(21,2)
Bx2 4(12,1)
Bx3 3(9,1)
Bx4 2(6,1)
Bx5 2(6,1)
Bx6 3(9,1)
Bx9 1(3,0)
Bx13 1(3,0)
Bx17 1(3,0)
Bx28 1(3,0)
Bx68 1(3,0)
Bx73 1(3,0)
Bx90 1(3,0)
Bx93 1(3,0)
Bx94 1(3,0)
Bx188 1(3,0)
Bx336 1(3,0)
Bx391 1(3,0)

n — broj uocenih genotipova; plavo — gen prisutan; bijelo — gen nije prisutan
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Tablica 10. Raspodjela genotipova KIR medu haploidenti¢nim davateljima KMS (N=32)

davatelji (N=32)

3DL1 | 2DL1 | 2DL3 | 2DS4 | 2DL2 | 2DL5 | 3DS1 | 2Ds1 | 2Ds2 | 2Ds3 | 2Dss | 2DL4 | 3DL2 | 3DL3 | 2DP1 | 3DP1 | Genotip | n (%)
AA1L 10 (31,2)
Bx2 2 (6,3)
Bx4 1(3,1)
BX5 2 (6,3)
Bx6 2 (6,3)
Bx7 4 (12,5)
Bx14 1(3,1)
Bx15 1(3,1)
Bx18 1(3,1)
Bx64 1(3,1)
BX72 1(3,1)
Bx73 2 (6,3)
BX76 1(3,1)
Bx188 1(3,1)
Bx325 1(3,1)
Bx347 1(3,1)

n — broj uocenih genotipova; plavo — gen prisutan; bijelo — gen nije prisutan
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4.5. Utjecaj gena KIR na preZivljenje bolesnika lije¢enih haploidenticnom TKMS

U analizu utjecaja gena KIR na ishod haploidenticne TKMS bio je uklju¢en samo 31 par
primatelj/davatelj budu¢i da kod dva para primatelj/davatelj nije prosao dovoljno dugi
vremenski period izmedu TKMS i procjene stanja bolesnika. S obzirom da nakon lijeCenja
TKMS krvotvorni sustav davatelja zamjenjuje Kkrvotvorni sustav primatelja, novonastale
stanice NK koje se stvaraju u primatelju eksprimiraju receptore KIR davatelja. 1z tog razloga
je radena analiza utjecaja aktivacijskih gena KIR haploidenti¢nog davatelja na prezivljenje
primatelja. Prema dobivenim rezultatima, prisutnost ili odsutnost bilo kojeg aktivacijskog
gena KIR u genotipu davatelja nije pokazala statisticki znaCajan utjecaj na prezivljenje

bolesnika.

Stopa prezivljenja bolesnika 500 dana nakon TKMS bila je podjednaka medu
bolesnicima ¢iji su davatelji bili pozitivni, odnosno negativni za gen KIR2DS3 (Slika 10a).
Prisutnost, odnosno odsutnost gena KIR2DS2 (Slika 10b) u genotipu davatelja takoder nije
imala utjecaja na prezivljenje bolesnika u programu haploidenticne TKMS. S druge strane,
prisutnost gena KIR2DS1 u genotipu davatelja ukazivala je na potencijalno losije prezivljenje
u odnosu na bolesnike ¢iji su davatelji bili negativni za taj gen (Slika 10c). Sli¢ni rezultati

dobiveni su i u slu¢aju gena KIR3DS1 (Slika 10e) i gena KIR2DS5 (Slika 10f).

Uoceno je da prisutnost potpunog oblika gena KIR2DS4 u genotipu davatelja, iako nije
statisti¢ki znacajno, ukazuje na bolje prezivljenje bolesnika 500 dana nakon TKMS nego u

slucaju davatelja koji imaju deletirani oblik gena KIR2DS4 (Slika 10d).
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Slika 10. Grafi¢ki prikaz prezivljenja bolesnika do 500 dana nakon haploidentiéne TKMS ovisno o prisutnosti aktivacijskih gena KIR kod davatelja. a) Gen

KIR2DS1; b) Gen KIR2DS2; c) Gen KIR2DS3; d) Gen KIR2DS4; e) Gen KIR2DS5; f) Gen KIR3DS1
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Analiza utjecaja genotipa KIR davatelja na prezivljenje bolesnika 500 dana nakon
haploidenti¢ne TKMS nije pokazala statisti¢ki znacajnu razliku iako postoji tendencija boljeg
prezivljenja ukoliko je davatelj imao KIR genotip AA nego ako je davatelj imao KIR genotip

Bx (Slika 11), odnosno ukoliko davatelj u genotipu KIR nije imao aktivacijskih gena KIR.
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Slika 11. Graficki prikaz prezivljenja bolesnika do 500 dana nakon haploidenticne TKMS

ovisno o genotipu KIR davatelja.
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5. RASPRAVA

U nedostatku pogodnog davatelja KMS (genotipski HLA identi¢nog srodnog davatelja ili
fenotipski HLA identi¢nog nesrodnog davatelja) sve se veci broj bolesnika lijeci
haploidenti¢nom TKMS sa srodnog davatelja, buduci da virtualno svi bolesnici imaju barem
jednog HLA haploidenti¢nog davatelja. Posljednjih nekoliko godina ovaj oblik TKMS je u
porastu te je pretekao TKMS s umbilikalnom krvi zbog vece koli¢ine KMS u uzorku
transplantata te brzeg oporavka krvotvornog sustava u primatelju. Nedostatak haploidenti¢ne
TKMS sa srodnog davatelja je visoka stopa odbacivanja transplantata i pojava reakcije GvHD
(42), zbog Cega je broj bolesnika lijecenih haploidenticnom TKMS jo$ uvijek manji od broja
bolesnika lije¢enth TKMS s genotipski HLA identi¢nog srodnog davatelja ili TKMS s

fenotipski HLA identi¢nog nesrodnog davatelja.

Ovim retrospektivnim istrazivanjem obuhvacena je skupina od 33 bolesnika u programu
lije€enja haploidenticnom TKMS, od kojih je vecina imala dijagnozu akutne mijeloi¢ne
leukemije (AML) sto je u skladu s podacima i za druga istrazivanja ovog tipa (43). Naime,
dijagnoze koje se najcesce lijee ovim oblikom TKMS su upavo AML i Hodgkinov limfom

(HL), a ¢esto je biran i kao metoda lije¢enja mijelodisplasti¢nih sindroma (44).

Jedno od ograni¢enja haploidenticne TKMS je prisutnost protutijela anti-HLA kod
bolesnika i to ne svih ve¢ samo onih uperenih protiv davatelja, tzv. DSA. U slucaju prisutnosti
DSA potrebno je ili izabrati drugog HLA haploidenticnog davatelja ili provesti
desenzibilizaciju tj. plazmaferezu kod bolesnika. Uklanjanje DSA nuzno je kako ne bi doslo
do oSte¢enja novonastalih krvnih stanica zbog reakcije davateljevih antigena HLA 1 DSA, §to
bi onemogucilo pozitivan ishod TKMS. Medu ispitivanim bolesnicima u ovom radu njih ¢etiri
imala su DSA te su prije TKMS podvrgnuti plazmaferezi. Kod jednog bolesnika su se i nakon
opetovanih postupaka plazmafereze zadrzala DSA, transplantacija je unato¢ tome izvrSena

zbog stanja bolesnika i hitnosti.

Ovo istrazivanje pokazalo je da je raspodjela alela HLA medu bolesnicima (unato¢ maloj
skupini) u skladu s onom medu kontrolnim ispitanicima uz prisutnost nekih razlika. Treba
takoder spomenuti da uocene razlike u ucéestalosti alela HLA (Tablice 3 i 4) su i ocekivane jer
upravo zbog prisutnosti takvih manje zastupljenih ili rijetkih alela HLA bolesnici nisu mogli
pronac¢i odgovarajuceg fenotipski HLA identi¢nog davatelja (10/10 ili 9/10) u hrvatskom
registru (CBMDR), a ni u svjetskom registru (WMDA). Naime, veliki broj bolesnika u

istrazivanju imao je barem jedan manje zastupljen alel HLA (<1%), a neki od njih su imali
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dva ili vise manje zastupljenih alela HLA (37). Tako na primjer alel HLA-B*39:03 nije bio
uoCen unutar skupine nesrodnih davatelja (N=4000) iz CBMDR-a koji su analizirani za
raznovrsnost alela lokusa HLA-A, -B i -DRBL1 (37). Zanimljivo je spomenuti da je alel HLA-
B*39:03 dosad opazen u 35 populacija u svijetu, uglavnom u populacijama Juzne Amerike
(40).

Poznato je da je prisutnost rijetkih i vrlo rijetkih alela HLA jedan od ograni¢avajucih
faktora u pronalaZzenju podudarnog davatelja (17), ali isto tako i prisutnost neuobicajenih
kombinacija alela tj. haplotipova HLA-B~C (37). Neravnoteza udruzivanja izmedu alela na
bliskim lokusima HLA takoder ima utjecaj na pronalazenje podudarnog davatelja. Uobi¢ajene
kombinacije alela HLA na bliskim lokusima HLA su kombinacije koje se pojavljuju u >1%
slucajeva u populaciji. Medu bolesnicima obuhvacenim ovim radom (prikazanim u Tablici 6),
u slucaju bolesnika 10 (B*40:01~C*04:01), 19 (B*35:02~C*06:02) i 27 (B*07:02~C*12:03),
upravo su neuobicajene kombinacije alela HLA-B~C onemogucile pronalazenje fenotipski
HLA identicnog nesrodnog davatelja. Naime, alel B*40:01 u snaznoj je neravnoteZi
udruzivanja s alelom C*03:04. Alel B*35:02 naj¢eS¢e dolazi u kombinaciji s alelom C*04:01,
a alel B*07:02 u kombinaciji s alelom C*07:02 (40). Takoder i neuobic¢ajena kombinacija
alela HLA-DRB1~DQBL1 je razlog za izostanak idealnog davatelja s podudarnoséu HLA
10/10 sto je bio slucaj i kod Cetiri bolesnika u ovom istrazivanju (bolesnici broj 13, 24, 27 i 31

prikazani u Tablici 6).

Analiza zastupljenosti  haplotipova HLA-A~B~C~DRB1~DQB1 prisutnih medu
bolesnicima u usporedbi sa zastupljenos¢u navedenih haplotipova HLA u svijetu pokazala je
da za neke od tih haplotipova nema podataka o zastupljenosti u drugim populacijama (Tablica
8). Iz tog je razloga izbor haploidenticnog davatelja logiCan jer bi nastavak trazenja

podudarnog davatelja bio gubitak vremena.

Ucestalost gena KIR medu bolesnicima uglavnom je bila u skladu s ucestalos¢u u
hrvatskoj populaciji (38). Postoje statisticki znacajne razlike za gene KIR2DS5 i KIR3DS1. U
europskim populacijama gen KIR2DS5 prisutan je kod oko 20-35% ispitanika (prisutan kod
48,5% bolesnika u ovom istrazivanju), dok je gen KIR3DS1 prisutan kod oko 30-45%
ispitanika (prisutan kod 60,6% bolesnika u ovom istrazivanju) (40).

Najucestaliji genotipovi KIR zajednicki su skupini bolesnika i haploidenti¢nih davatelja,
razlika je u manje ucestalim genotipovima koji se pojavljuju samo jednom u skupini. To u

konacnici rezultira i podjednakom ucestalo$¢u genotipova AA i Bx izmedu ove dvije skupine.
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Najces¢i genotip KIR medu bolesnicima i medu davateljima bio je genotip AAL, koji je i
najéeséi genotip KIR u populacijama europskog podrijetla (40). Takoder, genotipovi KIR Bx2
i Bx7, najc¢esc¢i genotipovi KIR Bx medu bolesnicima, odnosno haploidenti¢nim davateljima,
medu Sest su najcescih genotipova KIR Bx u populacijama europskog podrijetla. Genotip KIR
Bx2 opazen je u 161, a genotip KIR Bx7 u 123 populacije europskog podrijetla. U skupini
haploidenti¢nih davatelja od najucestalijih genotipova KIR Bx nije bio opazen genotip KIR
Bx3, dok je medu bolesnicima bilo opazeno svih pet najces¢ih genotipova KIR Bx u

europskim populacijama (Bx2, Bx3, Bx4, Bx5 i Bx6) (40).

O utjecaju gena KIR na ishod TKMS postoje brojne studije 1 razliciti pristupi istrazivanja,
ali jo§ uvijek ne postoji jasan i klini¢ki dokazan u¢inak njihove interakcije u TKMS. Rezultati
u ovom radu nisu pokazali statisticki znacajnu razliku u prezivljenju bolesnika ovisno o
prisutnosti/odsutnosti ijednog aktivacijskog gena KIR u genotipu davatelja, ali za svaki od

njih mozZe se vidjeti potencijalna tendencija prema boljem ili lo§ijem prezivljenju.

U ovom istrazivanju, prezivljenje je bilo losije kod bolesnika ¢iji su davatelji u genotipu
imali aktivacijski gen KIR2DS1, §to je u suprotnosti s rezultatima istrazivanja Venstorma i
sur. (45) koje je pokazalo da prisutnost aktivacijskog gena KIR2DS1 u genotipu davatelja
znacajno smanjuje stopu relapsa bolesti, ali samo kod bolesnika ¢iji davatelji na lokusu HLA-
C imaju barem jedan alel koji pripada skupini alela HLA-C1 (homozigoti HLA-C1/C1 ili
heterozigoti HLA-C1/C2). Stopa relapsa bolesti bila je niza kod bolesnika ¢iji su davatelji bili
negativni za KIR2DS1 nego kod bolesnika ¢iji su davatelji bili homozigoti za alele skupine
HLA-C2 (45). Da bi se dobile potpunije informacije o prezivljenju bolesnika ovisno o
prisutnosti gena KIR2DS1 u genotipu davatelja, potrebno je tipizirati sve davatelje za lokus
HLA-C i uzeti u obzir kojoj skupini alela pripadaju te utvrditi je li loSije prezivljenje u
prisutnosti gena KIR2DS1 u ovom istrazivanju posljedica toga $to su davatelji homozigoti za
alele skupine HLA-C2.

Prisutnost aktivacijskog gena KIR2DS2 u genotipu davatelja nije pokazala nikakav utjecaj
na prezivljenje bolesnika u ovom istrazivanju, kao ni prisutnost gena KIR2DS3. Rezultati
istrazivanja Giebel i sur. (46), pokazali su losije ukupno prezivljenje i viSu stopu pojave
reakcije GvHD u prisutnosti gena KIR2DS2 u genotipu davatelja, dok je s druge strane
istrazivanje Neuchel i sur. (47) pokazalo znacajno bolje ukupno prezivljenje i prezivljenje bez
povratka bolesti bolesnika u prisutnosti ovog gena u genotipu davatelja, ali u slu¢aju kad su
bolesnik i davatelj bili HLA podudarni 9/10, s razlikom u jednom od gena HLA razreda I, a
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bolesnik je bio negativan za skupinu alela HLA-C1. U slucaju kada su bolesnik i davatelj bili
HLA podudarni 10/10, nije bilo razlike u prezivljenju ovisno o prisutnosti gena KIR2DS2 u
genotipu davatelja. Istrazivanje Wu i sur. (48) pokazalo je smanjeno ukupno prezivljenje i
vecu stopu relapsa bolesti u prisutnosti gena KIR2DS3 u genotipu davatelja unutar kineske

populacije, Sto ne mora vrijediti za populacije europskog podrijetla.

Rezultati ovog istrazivanja o utjecaju gena KIR2DS4 (potpuni ili deletirani oblik) na
prezivljenje bolesnika nakon TKMS razlikuju se od rezultata Burek Kamenari¢ i sur. (49),
gdje potpuni oblik gena KIR2DS4f u genotipu davatelja korelira s loSijim prezivljenjem
bolesnika, dok u ovom radu prisutnost potpunog oblika gena KIR2DS4f pokazuje vrlo malu
tendenciju prema boljem prezivljenju, iako razlika nije statisti¢ki znacajna. Uzrok suprotnosti
u rezultatima mogao bi biti mali broj ispitanika u ovom istrazivanju, ali i razlika u tipu
davatelja KMS. Prema literaturi, podudarnost genotipova KIR medu srodnicima iznosi oko
51% dok samo 24% nesrodnih osoba ima isti genotip KIR (50). Ovim istrazivanjem bili su
obuhvacdeni samo haploidenti¢ni srodni davatelji, dok je istrazivanje Burek Kamenari¢ i sur.
obuhvatilo i nesrodne davatelje. Oc¢ekuje se da su razlike u ucestalosti gena KIR izmedu
bolesnika i srodnih davatelja manje nego izmedu bolesnika i nesrodnih davatelja, zbog ¢ega je

teze uociti potencijalni utjecaj odredenog gena KIR na ishod TKMS.

Ovo istrazivanje ukazuje na loSije prezivljenje bolesnika ukoliko je aktivacijski gen
KIR2DS5 i/ili KIR3DS1 prisutan u genotipu davatelja, iako bez statisticke znacajnosti. U
istrazivanju Neuchel i sur. (47) stopa relapsa bolesti bila je statisticki zna¢ajno manja u
slu¢aju prisutnosti KIR2DS5 u genotipu davatelja kod bolesnika koji su bili negativni za alele
grupe HLA-C1. U istrazivanju Venstrom i sur. (51), prezivljenje je bilo bolje u prisutnosti
gena KIR3DS1 u genotipu davatelja, a ustanovljena je i smanjena stopa pojave reakcije
GVvHD. Ligand receptora KIR3DS1 jo§ je uvijek nepoznat, no s obzirom na strukturne
sli¢nosti s receptorom KIR3DL1, pretpostavlja se da KIR3DS1 takoder veze molekule HLA s
epitopom Bw4. Ustanovljeno je da se kod bolesnika pozitivnih za epitop Bw4 GvHD rjede
pojavljuje, sto sugerira da epitop Bw4 ima zastitnicku ulogu i pridonosi smanjenoj pojavi

GVHD, ali nije ustanovljeno sinergisticko djelovanje epitopa Bw4 i receptora KIR3DS1 (51).

Dio istrazivanja (52, 53) sugerira da je genotip KIR Bx kod davatelja povezan s boljim
prezivljenjem nakon TKMS i manjom stopom relapsa bolesti, no postoje i istrazivanja koja
sugeriraju suprotno (54). U ovom istrazivanju nije bilo statisticki znacajne razlike u

prezivljenju bolesnika ovisno o genotipu KIR davatelja, no tendencija boljeg prezivljenja
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opazena je kod bolesnika s haploidenticnim davateljem KMS genotipa KIR AA, §to je u

skladu s opazenim boljim prezivljenjem u odsutnosti aktivacijskih gena KIR.

Rezultate dobivene u ovom radu nuzno je potvrditi na ve¢em uzorku bolesnika kako u

naSoj populaciji, tako 1 u drugim populacijama u svijetu.
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6. ZAKLJUCAK

1.

Raspodjela alela na lokusima HLA-A, -B, -C, -DRB1 i -DQB1 u ispitivanoj
skupini bolesnika u programu lijeCenja haploidenticnom TKMS u skladu je s
raspodjelom alela HLA u hrvatskoj populaciji.

Od ukupno 18 bolesnika (54,5%) koji su imali barem jedan rijetki alel HLA, kod
njih 13 (72,2%) rijetki se alel nalazio na lokusu HLA-B. Deset bolesnika (55,6%)
imalo je rijetki alel HLA-A, a Cetiri bolesnika (22,2%) na lokusu HLA-DRBL.
Neuobicajeni haplotipovi HLA-B~C bili su uoc¢eni kod tri bolesnika (9,1%), dok je
¢etvero bolesnika (12,1%) imalo neuobicajene haplotipove HLA-DRB1~DQB1.
Od 62 opazena haplotipa HLA-A~B~C~DRB1~DQB1, njih osam (12,9%) nalazi
se u skupini 100 najucestalijih haplotipova u populacijama europskog podrijetla.
Ukupno 16 (25,8%) haplotipova HLA bilo je izmedu 100.-og i 1000.-og mjesta,
dok je njih 36 (58,1%) bilo iznad 1000.-0g mjesta u poretku najucestalijih
haplotipova HLA.

Za dva (3,2%) uocena haplotipa HLA-A~B~C~DRB1~DQBL1 ne postoje podaci 0
ucestalosti u medunarodnim bazama podataka.

Ucestalosti gena KIR medu bolesnicima u skladu su s uc¢estalostima u kontroli,
osim ucestalosti gena KIR2DS5 i KIR3DS1. Najucestaliji geni za inhibicijske
receptore KIR (ne raCunaju¢i gene okvira ¢itanja) medu bolesnicima bili su
KIR2DL1 i KIR3DL1, a najucestaliji gen za aktivacijske receptore KIR bio je
KIR2DSA4.

Medu bolesnicima bilo je opazeno 18 razli¢itih genotipova KIR, od kojih su
najces¢i bili genotipovi AA1 1 Bx2.

Nije dokazan statistiCki znaCajan utjecaj gena i genotipova KIR davatelja na

prezivljenje bolesnika nakon lijeenja haploidenticnom TKMS.
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