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1. UVOD



1.1. Sustav HLA

Od otkrica antigena sustava HLA (engl. Human Leukocyte Antigen, HLA) na ljudskim
leukocitima, njihova fizioloska funkcija predmet je zanimanja mnogih znanstvenika. Sustav
HLA naziv je za glavni sustav tkivne podudarnosti (engl. Major Histocompatibility Complex,
MHC) u Covjeka. Sadrzi veliki broj gena koji sudjeluju u imunoloskoj reakciji. SrediSnja
zadac¢a imunoloskog sustava je razlikovanje vlastitog od tudeg radi odrzavanja integriteta
vlastitog organizma i pokretanja ucinkovitog imunoloSkog odgovora na tude antigene.
Kljuénu ulogu u tim procesima imaju upravo molekule HLA, membranski proteini Kkoji
predocavaju antigene imunoloS$ki kompetentnim stanicama 1 kljuéni su za pokretanje

imunoloske reakcije (1, 2).

Sustav HLA nalazi se na kra¢em kraku kromosoma 6, na odsjecku 6p21.1-21.3 i

obuhvaca otprilike 4 milijuna parova baza (slika 1) (3).

Kromosom 6

Regija HLA
6p21.1-21.3

Razred HLA Il Razred HLA Il Razred HLA | sustav HLA

I | I Il I

DP DM DQ DR C4 C2HspT0TNF B C E AGF genlHLA

Slika 1. Smjestaj regije HLA na kra¢em kraku kromosoma 6 (Preuzeto iz: 4)

Regija HLA gdje se nalazi sustav HLA podijeljena je u tri razreda, I, Il i I1l. Geni

smjeSteni najblize centromeri pripadaju regiji HLA razreda Il, distalno od centromere,



najblize telomeri je smjestena regija HLA razreda I, a u sredini se nalazi regija HLA razreda
11 (2).

Uloga sustava HLA je regulacija imunoloSkog prepoznavanja stranog antigena
(imunogena), kontrola sinteze tkivnih antigena, regulacija proizvodnje specificnih antitijela,
kontrola interakcije i suradnje limfoidnih stanica tijekom imunoloske reakcije upravljene
protiv antigena, tj. ciljne stanice i regulacija proizvodnje komplementa i drugih medijatora

imunoloske reakcije (1, 5, 6).

Molekule HLA imaju glavnu ulogu u sazrijevanju limfocita T u timusu. Tijekom
sazrijevanja, limfociti T prolaze kroz proces pozitivne i negativne selekcije kojom se
osigurava prezivljavanje samo onih limfocita T koji su sposobni prepoznati i razlikovati
vlastite molekule HLA, tako da strane moze, a vlastite ne moze vezati velikim afinitetom.
Repertoar limfocitnih klonova stvara se slu¢ajnim procesom somatske rekombinacije, a onda
se stvoreni repertoar probire, pozitivno - opstankom klonova koji imaju receptore sa slabim
afinitetom za vlastite antigene HLA (na timusnim epitelnim stanicama) i negativno -
uklanjanjem klonova koji su specifi¢ni za vlastite antigene HLA prevelikim afinitetom, tako
da bi s vlastitim antigenima HLA reagirali i ako oni nemaju umetnut tudi antigenski peptid (1,
5).

Molekule HLA takoder sudjeluju u prezentaciji stranih antigena limfocitima T, koji
svojim specificnim receptorom za antigen prepoznaju kompleks dvaju antigena: preradenoga
stranog antigena i antigena tkivne podudarnosti vlastitoga organizma. Svaka molekula HLA
ima samo jedno vezno mjesto za antigeni peptid. Ista molekula HLA mozZe vezati razlicite

antigene peptide, ali u jednom trenutku samo jedan peptid (1).

Intenzitet prepisivanja gena glavni je c¢imbenik koji odreduje stupanj ekspresije
molekula HLA na stanicama. No mnogi citokini mogu inducirati povecano prepisivanje gena i
ekspresiju molekula HLA. Primjerice, limfocit T nakon podrazaja, pomoc¢u citokina sam
poveéava na ciljnoj stanici koli¢inu molekula HLA koje mora prepoznati. Ekspresiju
molekula HLA razreda I najviSe povecavaju sve tri vrste interferona i ¢imbenik nekroze
tumora (engl. Tumor Necrosis Factor, TNF), a mehanizam njihova djelovanja jest aktiviranje
¢imbenika transkripcije koji se u genu vezu za promotor. Interleukini (IL-1, IL-4) i interferon
v (IFN-y) povecavaju ekspresiju molekula HLA razreda II, dok IFN-a i IFN-B smanjuju

njihovu ekspresiju (1).



1.2. Grada gena i molekula HLA razreda |

Regija HLA razreda I ima 18 gena, zauzima priblizno 2 megabaze DNA i geni su
podijeljeni u klasi¢ne gene HLA razreda I (HLA-A, -B, -C), neklasi¢ne gene HLA razreda I
(HLA -E, -F, -G) i pseudogene ili dijelove gena (12 nekodirajucih gena ili pseudogena HLA
razreda I). Svaki gen HLA sastoji se od egzona i introna. Gen za teski lanac molekula HLA
razreda I sastoji se od 8 egzona (kodirajuc¢e sekvence) koji su razdvojeni razli¢ito dugim
nekodiraju¢im sekvencama (intronima). Prvi egzon sadrzi vode¢i, signalni slijed baza. Njihov
produkt poslije translacije usmjerava antigenski protein u citoplazmu, a pojavljuje se u sklopu
gotove membranske molekule. Egzoni 2, 3 i 4 odreduju sljedove aminokiselina za domene al,
a2 i a3 koje se nalaze izvan stanice. Egzon 5 kodira transmembranski dio peptida, dok
citoplazmatski dio kodiraju dva egzona, 6 i 7. Zavr$ni dio molekule, netranslatirajuéi 3' kraj
kodira egzon 8 (slika 2). Najpolimorfniji dio molekule kodiraju egzoni 2 i 3 (7). Upravo ovi
egzoni gena HLA razreda | kodiraju podjedinice koje oblikuju pukotinu za vezanje stranog

antigena u pojedinoj molekuli HLA razreda I (8).

ORGANIZACIJA GENA MOLEKULA VEZANI
HLA RAZREDA | HLA RAZREDA | PEPTID
egzon
1 vodecdi
slijed

PEPTID

~.

— domena

——— domena O, (0%

4 ——— domena O,
a 2
mikroglobulin
5 transmembranska
regija
6 — citoplazmatska
/ regija
7
8

Slika 2. Shematski prikaz organizacije gena i molekule razreda I (Preuzeto iz: 9)



Geni HLA-A, -B i -C su izrazito polimorfni, a njihovi produkti prisutni su na veéini
stanica, ali s razli¢itom koncentracijom. Veéinom su zastupljeni na limfatickom tkivu, na
svim stanicama s jezgrom i trombocitima. Vrlo malo ovih antigena nalazimo na
spermatozoidima, oocitima, stanicama posteljice, miSi¢ima i stanicama srediS$njeg Ziv€éanog
sustava (imunoloski privilegirana tkiva). Manjak ekspresije molekula HLA razreda I na
fetomaternalnoj barijeri omoguéava prezivljavanje fetusa. Uloga ovih molekula je
prezentacija stranog antigena citotoksi¢nim limfocitima T (CD8+), a takoder reagiraju i s
razli¢itim NK inhibitorskim receptorima te tako Stite zdrave stanice od imunoreakcije
stanicama NK. Molekule HLA-C su prva meta koju prepoznaju prirodno ubilac¢ke (engl.
Natural killer, NK) stanice. Geni HLA-E, -F i -G su nisko polimorfni, ograni¢ena im je
zastupljenost na tkivima i kodiraju molekule slicne molekulama klasi¢nih gena HLLA razreda I

(1, 10).

Molekule HLA razreda I su heterodimerni membranski glikoproteini, gradene od dva
polipeptidna lanca. Teski lanac (o) graden je od oko 350 aminokiselina (~45kD). Ima tri
dijela: citoplazmatski, transmembranski i ekstracelularni s tri domene al, a2 i a3 (1,8). Laki
lanac je P2 mikroglobulin (12kD), kodiran genom na kromosomu 15. Laki lanac, (2
mikroglobulin ima funkciju ucvrS¢ivanja molekule i ne sudjeluje u prezentaciji stranih

antigena (1, 10).

al
NH,

NH,
aloantigensk

mjesto - p2
a? COOH

a3 — disulfidni most

stani¢na membrana

lulll“ lll“ll-l " lllllllll Aadddida Al AL Ll dlll Jl 1) lllllJlUlm

citoplazma

COOH

Slika 3. Shematski prikaz grade molekule HLA razreda I (Preuzeto iz: 10)



Domene al i a2 oblikuju pukotinu u koju se veze strani antigen. Domena a3 sli¢na je
konstantnom dijelu imunoglobulina i sadrzi vezno mjesto za stani¢ni receptor citotoksi¢nog
limfocita T (slika 3). Polimorfizam molekula HLA razreda | odnosi se prije svega na raspored

aminokiselina u domenama al i a2 (1, 10).

Molekule HLA razreda I predocuju peptide veli¢ine oko 9-11 aminokiselina. Strani
antigen, ukljucujuéi 1 viruse, razgraduje se na peptide u proteosomu. Ovi se peptidi, pomocu
specifi¢nih prijenosnih proteina TAP1 i TAP2 (engl. Transporter associated with antigen
processing, TAP), transportiraju kroz endoplazmatski retikulum u kojoj se sintetizira
molekula HLA. Peptidi se vezu na molekulu HLA, prolaze kroz Golgijev aparat te se putem
vezikula egzocitozom eksprimiraju na povrsinu stanice. Tako eksprimirane molekule budu
prezentirane citotoksi¢nim limfocitima T (slika 4). Antigen specifi¢ni receptor citotoksi¢nog
limfocita T prepoznaje antigen peptida samo u kontekstu s vlastitim antigenom HLA razreda
I. Ekstracelularni dio molekule reagira s a3 domenom molekule HLA razreda I, a zatim
citotoksi¢ni limfociti T luce perforin 1 druge lizine tipa serina i citozin proteaza uzrokujuci
apoptozu (programirana smrt stanice). Zbog luéenja IL2 dolazi do porasta klonova aktiviranih

citotoksi¢nih limfocita T (1, 10).

4+-Endoplazmatski
-} retikulum

HLA-peptid
kumplelfs

ulekula HLA
razreda |

Virusna mRNA g &
””’\*)ﬁ K‘ﬁ?‘&g‘i@, o — Proteosom

Slika 4. Put vezanja peptida na molekulu HLA razreda | (Preuzeto iz: 11)



1.3. Grada gena i molekula HL A razreda I1

Regija HLA razreda II najbliza je centromeri kromosoma 6, zauzima podrucje veli¢ine
800 kb, a tu se nalaze geni koji kodiraju molekule HLA razreda Il koje prezentiraju strane
antigene pomoc¢nickim limfocitima T. Molekule HLA razreda II prisutne su na antigen
prezentirajuéim stanicama (makrofagima, dendritickim stanicama, B limfocitima),

limfatickom tkivu, epitelnim i endotelnim stanicama (1, 10).

Struktura gena molekula HLA razreda Il nalikuje strukturi gena molekula HLA
razreda I. Lanac a kodira gen graden od 5 egzona, dok lanac B kodira gen graden od 6 egzona.
Egzon 1 kodira vode¢i peptid, a egzoni 2 1 3 dvije izvanstani¢ne domene. U genima za f3 lanac
egzon 4 kodira transmembransko podruéje, a egzon 5 citoplazmatsko, dok u genima za o
lanac oba ova podrucja kodira egzon 4 (slika 5). Razlike medu pojedinim genima, odnosno
alelima HLA razreda Il uglavnom se nalaze u egzonu 2 i lakog i teskog lanca, §to dovodi do
zakljucka da egzon 2 kodira stijenke vezne pukotine (12, 13).

ORGANIZACIJA GENA | |MOLEKULA HLA RAZREDA 1l |ORGANIZACIJA GENA
HLA RAZREDA I S VEZANIM PEPTIDOM HLA RAZREDA I
egzon egzon
1 . vodeci vodedi
[] slijed HERS slied *— []1
2 @ — domena O, domena B, «——
3 —— domena O, domena [}, «— 3
_’trar?.smembranska trar)§membranska " i
4 regija regija
S citoplazmatska citoplazmatska o~ 2
regija regija
5

Slika 5. Shematski prikaz organizacije gena i molekule HLA razreda Il (Preuzeto iz: 9)



Unutar regije HLA razreda Il postoji 6 subregija: HLA-DM, -DN, -DO, -DP, -DQ i -
DR. Svaka podregija ima gene koji kodiraju sintezu oba lanca (o i ) molekule HLA razreda
Il. Subregije HLA-DP, -DQ i -DR sadrze osim aktivnih gena i pseudogene ¢ija funkcija jo§
uvijek nije poznata. Svaka od podregija sadrzi po jedan funkcionalni gen A i B koji kodiraju
odgovarajuci a, odnosno B proteinski lanac: HLA-DM (A, B), -DN (A), -DO (B), -DP (AL,
A2, Bl, B2), -DQ (Al, A2, B1, B2, B3) i -DR (A, B1-B9). Geni za lanac o i B kodiranih
molekula ¢ine parove, pa tako postoji par gena DRAI1 i DRBI1, par gena DQA1 i DQB1, te
par gena DPA1 i DPB1 (10).

Molekule HLA razreda Il gradene su od dva medusobno sli¢na, polimorfna,
nekovalentno vezana lanca o (33-35kD) i B (26-28kD). Kod molekula HLA razreda Il 2/3 i
lakog i teSkog lanca nalazi se izvan stanice, a vezna pukotina je otvorenije i Sire strukture tako
da vezani antigenski peptidi mogu strsati izvan pukotine. Stoga se u pukotinu molekule HLA
razreda II vezu duzi peptidi, od 10-30, u prosjeku od 14 aminokiselina. Ekstracelularni dio
molekule ima Cetiri domene: al, a2, B1 i B2 (slika 6.). Dio molekule HLA razreda II koji sli¢i
konstantnom dijelu imunoglobulina ¢ine domene a2 i 2, vazne za nekovalentno povezivanje

lanaca molekule HLA razreda Il (1, 10).

NH: NH,
al B1
a2 B2
stanicha membrana
citoplazma
COOH  coOH

Slika 6. Shematski prikaz grade molekule HLA razreda II (Preuzeto iz: 10)



Egzogeni put predo€avanja stranog antigena ostvaruje se preko molekula HLA razreda
11, a put zapocinje fagocitozom. Strani antigen ulazi u fagosom koji se spaja s lizosomom u
fagolizosom, gdje dolazi do razgradnje antigena na male peptide velicine do 30
aminokiselina. Istovremeno u endoplazmatskom retikulumu pocinje sinteza molekule HLA.
Sintetizirana molekula transportira se u fagolizosom, gdje se od molekule HLA razreda Il
odcjepljuje ,invarijantni“ lanac i veze antigeni peptid. Nakon toga molekula s vezanim
antigenom putuje prema stani¢noj membrani antigen predoc¢ne stanice (slika 7). Na taj nacin
se antigen predocuje pomoc¢nickim limfocitima T koji prepoznaju kompleks antigen -
molekula HLA i zapocinje imunoloski odgovor, sekrecija kemokina, interleukina i drugih

citokina (1, 10).
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Slika 7. Put vezanja peptida na molekulu HLA razreda Il (Preuzeto iz: 11)

Nepolimorfni polipeptid - ,,invarijantni* lanac, ima vaznu ulogu u sintezi molekule
HLA razreda II jer odreduje mjesto na koje ¢e se vezati peptid. Sintetizira se u
endoplazmatskom retikulumu i veZe se na mjesto peptida unutar antigena HLA razreda II te

na taj nacin sprijecava vezanje endogenog peptida. U slucaju da se endogeni peptidi vezu na



molekulu HLA razreda II, tada bi obje vrste molekula HLA predocavale istu vrstu peptida,
koji nastaju razgradnjom proteina (1, 10).

Regija HLA razreda Il nalazi se izmedu regije HLA razreda I i razreda II, a unutar nje
se nalaze brojni geni koji sudjeluju u imunoloskoj reakciji 1 pokazuju izrazitu strukturnu i
funkcionalnu razli¢itost (komponente komplementa, citokini). To su geni: C4A i1 C4B, C2 i Bf
tj. geni koji kodiraju drugu i cCetvrtu komponentu komplementa i faktor B vazan u
alternativnom putu aktivacije sustava komplementa. U ovoj regiji nalaze se i geni TNF-A i
TNF-B koji kodiraju citokine TNF-a i B, geni proteina "toplotnog Soka" (engl. Heat Shock
Proteins, HSP) te mnogi drugi (1, 10).
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1.4. Obiljezja sustava HLA

Osnovna obiljezja sustava HLA su poligenost (sadrzi preko 200 gena) i polimorfizam.

Sustav HLA odlikuje i kodominantna ekspresija - istovremena ekspresija gena s oba
kromosoma §to ima za posljedicu prisutnost dva kompletna seta molekula HLA na povrsini
stanica (jedan od oca, jedan od majke). Pojedina kombinacija alelnih oblika gena HLA na
jednom kromosomu naziva se haplotip. Po jedan haplotip HLA naslijeduje se od svakog
roditelja, a dva haplotipa HLA tvore genotip HLA. Geni HLA imaju pravilnu segregaciju $to
znaci da dijete ima 50%-tnu Sansu da naslijedi odredeni alel HLA od roditelja heterozigota na
tom lokusu HLA. Kod pravilne segregacije, kroz generacije, jednak je broj pozitivnih i

negativnih potomaka za praceni gen HLA (14, 15).

Niska ucestalost crossingover-a je takoder odlika sustava HLA, zbog male udaljenosti
izmedu lokusa HLA. Ucestalost crossingover-a izmedu lokusa HLA je 1-2%. U slucaju
crossingover-a dolazi do zamjene dijelova kromatida tijekom oogeneze ili spermatogeneze.
Jedna od znacajnih obiljeZja sustava HLA je i genska neravnoteza udruzivanja (engl. Linkage
Disequilibrium, LD) zbog koje se razli¢iti aleli dva ili vise usko vezanih lokusa HLA javljaju
¢eS¢e u istom haplotipu HLA nego Sto se to ocekuje s obzirom na njihovu pojedinacnu
ucestalost (16). UoCeno je da regije s visokom razinom neravnoteze udruzivanja premoscuju
lokuse koji su u potpunoj ravnotezi jedan s drugim. Tako npr. jaka neravnoteza udruZivanja
postoji izmedu lokusa DQB1 i DRBI, a vrlo slaba izmedu regija DPB1 i DQBI, §to ukazuje

na nazocnost velikog broja rekombinacija izmedu ta dva lokusa HLA (17).

Jedna od osobina je i krizna reaktivnost tj. krizno-reaktivne skupine (engl. Cross -
Reactive Group, CREG). To je pojava kada antiserum HLA reagira ne samo s jednim vec s

viSe antigena HLA, a javlja se uglavnom medu antigenima istog lokusa (10).
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1.4.1. Polimorfizam gena HLA

Jedno od najvaznijih obiljezja sustava HLA, proizaslo iz njegove vaznosti u obrani
organizma, jest visok stupanj raznolikosti njegovih gena, $to je utvrdeno i kod analognih
sustava drugih vrsta. U svakoj do sada prouCavanoj vrsti kraljeznjaka postoji veliki
polimorfizam gena MHC S§to znaci da se svaki od ovih gena u vrsti javlja u vise razlicitih,
alternativnih oblika - alela. Po pojedinom lokusu broj alela kod ljudi iznosi od nekoliko
stotina do tisuéu (primjerice na najpolimorfnijem lokusu HLA-B do sada je otkriveno cak
6400 razlic¢itih alela), medutim danas taj broj nije konacan jer se napretkom tehnologija,

istrazivanjem polimorfizama otkriva svakim danom sve vise ljudskih gena i njihovih razlicitih

oblika (18).

Geni HLA najpolimorfniji su geni u ljudi, a najraznovrsniji je gen HLA-B te gen
HLA-DRBL1. Velik broj alela rezultat je prirodne selekcije, a upravo taj polimorfizam
osigurava raznolikost molekula kodiranih genima HLA. Dokaz za to je nizak postotak osoba
homozigota za alele HLA ¢ime se ukazuje da postoji selektivna prednost heterozigotnih
osoba. lzraziti polimorfizam ostvaruje se brojnim genskim mehanizmima kao S§to su
konverzija gena (zamjena pojedinih dijelova gena ulomcima drugog gena), tockaste/somatske
mutacije (koje uzrokuju promjenu pojedinih nukleotida), te rekombinacija gena (izmedu

razli¢itih alela istog lokusa) (1, 14).

Molekularni polimorfizam temeljna je odlika imunoloSkog sustava. Putem specifi¢nih
interakcija s patogenim organizmom, imunoloski sustav prepoznaje i uspjeSno se bori s
infekcijom. Znaéenje visokog stupnja polimorfizma sustava HLA, kao i genetski mehanizmi
koji su tijekom evolucije uspjeli odrzati takvu raznolikost alela, predmet su brojnih
imunoloskih 1 antropoloskih studija. Izrazita raznolikost molekula HLA evolucijski
predstavlja prednost u borbi protiv razli¢itih uzro¢nika bolesti. Na razini jedinke, viSe
antigena HLA daje gus¢i repertoar klonova limfocita, Sto smanjuje mogucnost da neki
patogeni peptid izbjegne imunoloski sustav. Na razini vrste, polimorfizam ¢ini jedinke

razli¢itima (19).

Polimorfizam HLA dokazuje se kako na nivou membranskih proteina, tako i na nivou

gena. Prvi pristup se zasniva na primjeni antitijela specifi¢nih za produkt svakog gena HLA
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(bilo kao aloantiserum ili monoklonsko antitijelo) ili stani¢nih testova in vitro, kao §to je
jednog ili vise membranskih molekula, produkata HLA. Drugim pristupom se primjenom

razli¢itih metoda molekularne biologije utvrduje redoslijed nukleotida pojedinih gena HLA

(1).

Visok stupanj polimorfizma sustava HLA moze se objasniti postojanjem visoke stope
mutacija unutar njega i/ili mehanizmom selekcije tijekom evolucije. Pretpostavka da unutar
sustava HLA postoji veca ucestalost mutacija nego u drugim sustavima gena nije potvrdena,
StoviSe utvrdeno je da je broj mutacija unutar sustava HLA manji (20). Stoga se smatra da je
selekcija najvazniji ¢imbenik u nastanku polimorfizma sustava HLA. Naime, budu¢i da
zamjena samo nekoliko aminokiselina u podruéju vezne pukotine moze znatno izmijeniti
vrstu vezanog peptida, odrzavanje hipervarijabilnosti u funkcionalno vaznim dijelovima
molekule tijekom evolucije, dokaz je da selekcija izravno putem razli¢itih patogenih

organizama (virusa, bakterija) odrzava raznolikost HLA (20).
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1.5. Gen HLA-B*44

Gen HLA-B*44 cest je u populacijama bijele rase, ima veliki broj alela (do danas je
poznato 127 razli¢itih alela gena HLA-B*44) koji dolaze u kombinacijama s razli¢itim
alelima na lokusu HLA-C, odnosno HLA-A i -DRB1 i tvori konzervirane, djelomi¢no
konzervirane ili nekonzervirane haplotipove (16, 21, 22). PrijaSnja istrazivanja pokazala su da
su frekvencije podtipova tj. alela B*44 razli¢ite unutar razlicitih etni¢kih grupa i da su ti
podtipovi B*44 u neravnotezi udruzivanja s razli¢itim alelima HLA na bliskim lokusima.
Klinicka vaznost polimorfizma gena HLA-B*44 je u stvaranju citotoksi¢nih limfocita T
(CD8+) usmjerenih protiv nepodudarnih podtipova B*44 u odbacivanju transplantata
krvotvornih mati¢nih stanica (KMS). Zbog visoke razine polimorfizma u sustavu HLA
nepodudarne transplantacije se ne mogu izbjeci za veliki broj pacijenata. U tim slucajevima
gdje potpuno podudarni darivatelj nije dostupan, postoji klini¢ka potreba da se predvidi hoce
li nepodudarnost u alelima HLA potaknuti imunolo$ki odgovor posredovan B ili T stanicama.
Nepodudarnosti u molekulama HLA-B*44:02 i HLA-B*44:03 vode u indukciju
alospecifiénih CD8+ stanica in vitro i in vivo odbacivanje transplantata krvotvornih mati¢nih
stanica (KMS). Poznato je da se aleli HLA-B*44:02 i HLA-B*44:03 razlikuju samo u jednoj
aminokiselini, pokazuju¢i da ¢ak i mala promjena u aminokiselini izmedu molekula HLA
moze rezultirati imunoloskim odgovorom, odnosno odbacivanjem transplantata (23). S druge
strane, nepodudarnosti u molekulama HLA razreda | koje su vrlo raznolike, mogu biti
tolerirane u transplantaciji hematopoetskih mati¢nih stanica (engl. Hematopoietic Stem Cell
Transplantation, HSCT).
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1.6. Primjena odredivanja gena HLA

Odredivanje gena HLA primjenjuje se u transplantaciji organa i tkiva, dijagnostici,
populacijskim istrazivanjima, sudskoj medicini (identifikacija osoba i slucajevi spornog
ocinstva), prouc¢avanju migracija stanovniStva, kao pomo¢ pri postavljanju dijagnoze nekih

autoimunih bolesti te u transfuzijskom lije¢enju.

Sustav HLA ima veliku primjenu u medicini, osobito u transplantaciji. Molekule HLA
prvi put su identificirane kao uzrok odbacivanja alogeni¢nih transplantata. Transplantacijska
reakcija je oblik specifi¢ne imunosti posredovane prvenstveno limfocitima T, a u manjoj mjeri
i limfocitima B. Limfociti T prepoznaju strane molekule HLA razreda | i Il, aktiviraju se te
pokre¢u imunoloske efektorske mehanizme koji konacno dovode do odbacivanja alogeni¢nog

transplantata (23).

Glavni jamac uspjeSnog presadivanja organa jest smanjenje imunogenicnosti tkiva na
najmanju moguéu mjeru. Prezivljavanje transplantata ovisi u prvom redu 0 Stupnju
podudarnosti HLA izmedu davatelja i primatelja. Transplantacijska reakcija usmjerena je
samo prema onim antigenima presatka kojih primalac nema, jer je na one istovjetne vec

tolerantan zbog prirodene imunotolerancije (24).

Osim §to je glavno orude u transplantacijama tkiva i organa, odredivanje specificnosti
HLA pomaze i pri dijagnostici bolesti. Naime, zbog vazne uloge molekula HLA u
sazrijevanju limfocita T, kao 1 indukciji imunoloSkog odgovora, istrazivanja uzroka
autoimunih bolesti obuhvatila su i ispitivanja povezanosti ovih bolesti s genima sustava HLA
(10).

Odredivanja gena HLA u svrhu dijagnostike odredenih bolesti, kod ljudi s autoimunim
bolestima uocena je povecana ucestalost odredenih alela HLA u usporedbi sa zdravim
ispitanicima. Stupanj povezanosti odredenog alela HLA 1 pojedine bolesti izrazava se
relativnim rizikom koji pokazuje koliko je puta veca vjerojatnost obolijevanja osoba
pozitivnih za odredeni alel HLA, u odnosu na osobe koje nemaju doti¢ni alel. Smatra se da
prisutnost odredenog alela HLA sama po sebi nije uzrok niti jednoj bolesti, ve¢ samo faktor

koji pridonosi razvoju odredene bolesti (10).
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Sustav HLA je zbog svoje velike raznolikosti naSao primjenu i u populacijskim
istrazivanjima. Populacijska istrazivanja gena HLA su bitan preduvjet za dobivanje uvida u
raspodjelu pojedinih alela HLA u svijetu. Rasprostranjenost i zastupljenost alela HLA
Znacajno se razlikuje medu pojedinim populacijama i etnickim grupama §to ¢ini gene HLA
dobrim pokazateljem pra¢enja migracija i medusobnih mijeSanja razli¢itih populacija, te
proucavanju povijesti pojedinih populacija ili izoliranih etnickih grupa. Aleli HLA, obzirom
na njihovu zastupljenost u svijetu, mogu se podijeliti u tri glavne skupine: aleli HLA s
relativno visokom ucestalo$¢u u svim populacijama svijeta (ucestalost veca od 1%), aleli
HLA prisutni u vecini populacija, ali u pojedinim populacijama imaju izuzetno nisku
ucestalost ili ih uopée nema (ucestalost 0,1-1%) i aleli HLA karakteristi¢ni samo za neke

populacije ili rase (uc¢estalost manja od 0,1%) (2).
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1.7. Nazivlje sustava HLA

Nazivlje sustava HLA jedinstveno je u svijetu. Seroloski dokazani antigeni HLA

imenuju se prvo oznakom lokusa HLA-A, HLA-B, HLA-C, a zatim se navodi specifi¢ni

antigen, npr. HLA-A1, koji se dokazuju jednom od molekularnih metoda (10). Kod ljudi ima

mnogo alelnih oblika svakoga od tih gena pa se oni oznafavaju dodatnim rednim brojem.

Nacin oznacavanja koji je uveden je da se uz ime gena dodaje Cetveroznamenkasti broj,

pritom prva dva broja oznacavaju gen tj. specifi¢nost, a druga dva oznacavaju redni broj alela

toga gena, tj. kako je koji alel otkriven. Primjerice HLA-A*01:01 ozna¢ava prvootkriveni alel
skupine alela tj. gena HLA-A*01 (tablica 1). Tako npr. HLA-A*02:05 oznacdava peti alel gena

HLA-A*02 (13).

Tablica 1. Imenovanje HLA gena i alela

Nomenklatura Znacenje
HLA sustav HLA
HLA-B oznaka odredenog lokusa (B)
HLA-B*13 grupa alela HLA-B*13 koja odgovara
seroloskoj specifi¢nosti/antigenu HLA-
B13
HLA-B*13:02 alel B*13:02

HLA-B*13:02:02

sinonim za alel koji se razlikuje u
mutaciji od alela B*13:02:01

HLA-B*13:02:01:02

alel koji sadrzi mutaciju izvan kodirane
regije B*13:01:01

HLA-A*24:09N

,»Nul alel®, alel koji nema ekspresiju na
stani¢noj membrani

HLA-A*30:14L

alel ¢ija je ekspresija znacajno smanjena
na povrsini stanice

HLA-
B*44:02:01:02S

aleli koji su eksprimirani na ,,skrivenim
stanicama‘

HLA-A*32:11Q

alel ¢ija mutacija ima znacajan uc¢inak na
ekspresiju antigena na povrsini stanice
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2. HIPOTEZA | CILJ ISTRAZIVANJA
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2.1. Hipoteza

Razlic¢iti aleli HLA-B*44 tvore razli¢ite produzene haplotipove HLA.

2.2. Cilj istraZivanja

Specifi¢ni ciljevi ovog istrazivanja su:

1. Analizirati gene HLA-A, -B, -C i —-DRB1 medu ispitanicima iz Hrvatskog registra
dobrovoljnih darivatelja krvotvornih mati¢nih stanica (CBMDR).

2. Istraziti raspodjelu alela HLA-B*44 u ispitivanom uzorku.

3. Odrediti haplotipove alela HLA-B*44 (HLA-A -B*44, HLA-B*44 -C i HLA-B*44 -DRB1)

medu ispitanicima.
4. Odrediti produzene haplotipove: HLA-A, -B*44, -C, -DRB1 u CBMDR-u.
5. Odrediti neravnotezu udruzivanja izmedu alela HLA-B*44 i alela susjednih lokusa HLA.

6. Usporediti dobivene rezultate s podacima za druge europske populacije.
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3. MATERIJALI | METODE
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3.1. Materijali

Svim ispitanicima odredeni su geni HLA-A, -B, -C i -DRB1, a zatim je dio ispitanika
pozitivnih za gen HLA-B*44 ukljucen u daljnja testiranja i odredeni su im aleli B¥44. Prva
skupina ispitanika obuhvatila je 1727 darivatelja iz CBMDR-a. Druga skupina ispitanika
ukljucila je 316 darivatelja iz CBMDR-a koji su bili pozitivni za gen HLA-B*44.

Ispitanici su porijeklom iz svih krajeva Hrvatske i predstavljaju reprezentativni uzorak

nase populacije.

3.2. Metode

Ispitanicima se uzimalo 2 ml periferne krvi iz koje je izolirana DNA pomocu
komercijalnog seta za izolaciju DNA (Nucleospin, Macherey Nagel, Diiren, Njemacka).
Komercijalni set za izolaciju sastoji se od: pufera B1, reagensa B2, pufera B5, BW, BE i B3,
proteinaze K te Nukleospin epruvete i kolone. Ova metoda izolacije zasniva se na

specificnom vezanju molekula DNA na silikatnu membranu unutar Nukleospin kolone.

Za odredivanje gena HLA koristene su dvije metode: PCR-SSO (engl. PCR-Sequence
Specific Oligonucleotides) i PCR-SSP (engl. PCR-Sequence Specific Primers).

3.2.1. Metoda PCR-SSO

Metoda koristena za odredivanje gena HLA je metoda PCR-SSO pomocu setova: Gen-
Probe Lifecodes typing kits (Gen-Probe Inc, Stamford, USA) i Luminex aparata (Luminex
Corporation, Austin, Tx, USA). Metoda se temelji na suspenziji mikrosfera (polistirenske
kuglice veli¢ine 5,6 mikrona) ispunjenih crvenim i infracrvenim fluorokromom, na povrsini
kojih se nalaze vezane oligonukleotidne sekvence (engl. Sequence-Specific Oligonucleotides,

SSO). Testovi se izvode u ploCicama s 96 bazenci¢a. Primjenom ove metode omogucena je
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tipizacija niske/srednje rezolucije do 100 razli¢itih alela u jednom uzorku. Metoda se sastoji
od umnazanja reakcijom PCR egzona 2 i 3 za odredivanje alela HLA razreda [ i egzona 2 za
odredivanje alela HLA razreda II. Nakon umnazanja slijedi hibridizacija biotinom oznacenih
produkata umnazanja na specificne oligonukleotidne probe (SSO) koje su vezane na povrSini

mikrosfera.

Preporucena koncentracija DNA za navedeni test bila je 150-200 ng/ul. Umnazanje
DNA se izvodi prema protokolu proizvodaca testova (Tepnel - Lifecodes: PCR), a produkt
umnazanja Su dvostruke i jednostruke molekule DNA koje nakon denaturacije sudjeluju u
hibridizacijskoj reakciji. Ukupni volumen jedne reakcije PCR iznosi 54,5 ul (15 ul Lifecodes
Master Mix, 19 ul Nuclease-free H2O, 0,5 ul polimeraze Taq i 20 ul uzorka DNA. Uvjeti
reakcije PCR prikazani su u tablici 2.

Tablica 2. Program za amplifikaciju DNA

Korak Temperatura | Vrijeme inkubacije | Broj ciklusa
1 95°C 5 min 1
95°C 30 sec
2 60°C 45 sec 8
72°C 45 sec
95°C 30 sec
3 63°C 45 sec 32
72°C 45 sec
4 72°C 15 min 1
5 4°C o0 1

U procesu hibridizacije, specificno umnoZeni slijedovi DNA inkubiraju se sa
suspenzijom mikrosfera koje imaju pojedinac¢no jedinstvenu fluorescenciju i na povrsini

vezane specificne SSO probe. Ukupni volumen jedne hibridizacijske reakcije iznosi 20 ul (5
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ul PCR produkta i 15 ul otopine mikrosfera). Hibridizacija se odvija 45 minuta (prema
protokolu Tepnel Lifecodes: hibridizacija). Odmah po zavrSetku, hibridizacijskoj reakciji
dodaje se 170 pl pripremljene otopine fluorescentne boje za obiljezavanje (170 ul pufera za
razrjedenje i 0,85 pl streptavidina, SA-PE (R-fikoeritrin konjugirani streptavidin)).
Streptavidin se veZe na biotinilizirane dijelove DNA PCR produkta koji su nakon
hibridizacije specificno vezani s probama na odredenim mikrosferama. Luminex aparat
detektira fluorescenciju pomocu dva lasera i razlikuje kombinaciju proba s pozitivnim
signalom na osnovu njihove vezanosti s mikrosferama te kvantificira relativnu koli¢inu
amplifikata koji je hibridiziran sa svakom pojedinom mikrosferom. Analiza pozitivnih i
negativnih rezultata hibridizacije i1 odredivanje gena HLA svakog pojedinog ispitanika
provodi se u aparatu Luminex analitiCkim programom Quicktype for Lifecodes (verzija 3.3).
IzraGunavanjem vrijednosti ocitane fluorescencije za svaku od mikrosfera, prisutnost gena
HLA oznacava se kao "pozitivna" mikrosfera, odnosno "negativna" mikrosfera ako gen HLA

nije prisutan (slika 8).
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3.2.2. Metoda PCR-SSP

Odredivanjem gena HLA metodom PCR-SSP omoguéena je tipizacija visoke

rezolucije (4 znamenke), a koriSteni su komercijalni OlerupSSP™ Genotyping testovi

(GenoVision Inc, West Chester, PA, US). Metoda se bazira na lan¢anoj reakciji polimerazom

(PCR-u) i specifi¢nim pocetnicama za odredeni alel ili skupinu alela.

OlerupSSP™ Genotyping test sastoji se od 23+1 reakcije (reakcija 24 je negativna
kontrola) za lokuse HLA-A, -C i -DRB1, dok se za lokus HLA-B test sastoji od 47+1
reakcije. Preporucena koncentracija DNA za ovaj test je 30 ng/ul. Umnazanje DNA radilo se

prema protokolu proizvodaca testova (Olerup - PCR: SSP). Ukupni volumen reakcije PCR

iznosio je 10 ul (4.9 ul H20, 0.1 pl polimeraze Taq koncentracije SU/ul (Applied

Biosystems), 3 pul reakcijskog pufera i 2 pl uzorka DNA). Uvjeti reakcije PCR prikazani su u

tablici 3.

Tablica 3. Program za amplifikaciju DNA

Korak Temperatura Vrijeme inkubacije Broj ciklusa
1 96°C 2 min 1
96°C 15 sec
2 65°C 1 min 10
96°C 10 sec
3 61°C 50 sec 20
72°C 30 sec

Provjera umnoZenih PCR produkata izvrSena je elektroforezom na 1,5%-tnom

agaroznom gelu obojenim bojom GelRed (GenoVision Inc, West Chester, PA, US) koristeci

IxTBE pufer. Dokumentacija gela radena je pomo¢u UV G:BOX Syngene kamere s tamnom

komorom. Prema veli¢ini specificnih produkata PCR, reakcija na gelu se oznacava kao
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pozitivna (PCR produkt prisutan) ili negativna (PCR produkt odsutan). Pozitivna reakcija na
gelu mora sadrzavati internu kontrolnu vrpcu i vrpcu specificnog PCR produkta. Prema
specificnosti reakcija koje su odredene kao pozitivne odreduje se genotip HLA ispitanika

(slika 9). Dobiveni rezultati analizirani su uz pomo¢ programa: Helmberg Score.

PCR produkt

negativna

p ,:lziti-, Na k (] Flt r El|i:'1

reakcija >

Slika 9. Fotografija agaroznog gela s PCR produktima

3.3. Statisticka obrada podataka

Ucestalosti gena i alela HLA odredene su za svaki lokus deskriptivnom statistikom.
Povezanost pojedinih klini¢kih i genetskih ¢imbenika procijenjena je uz pomo¢ 2x2 tablica pri
c¢emu je razina statisticke zna€ajnosti bila 0,05. U slucaju kada je broj pojedinog ¢imbenika

bio manji od 5, koristio se Fisher-ov test.
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4. REZULTATI
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4.1. Raspodjela alelnih skupina HLA-A, -B, -C i -DRB1 u skupini nesrodnih
dobrovoljnih darivatelja iz CBMDR-a (N=1727)

Analiza ucestalosti HLA-A, -B, -C i -DRB1 provedena je na uzorku od 1727 nesrodna
dobrovoljna darivatelja iz CBMDR-a (slike 10a, 10b, 10c i 10d). Najve¢i broj alelnih skupina
uocen je na lokusu HLA-B (N=27), a najmanji na lokusu HLA-DRB1 (N=13).

Na lokusu HLA-A utvrdeno je da je gen HLA-A*02 najceséi (31,5%), dok je
ucestalost ve¢a od 10% uocena za gene: HLA-A*01 (12,9%), HLA-A*03 (11,1%) i HLA-
A*24 (11,8%). Najmanju ucestalost pokazao je gen HLA-A*69, koji je zamijecen kod samo
jednog ispitanika.
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HLA-A*

Slika 10a. Raspodjela gena HLA-A medu nesrodnim darivateljima iz CBMDR-a
(N=1727)

Na lokusu HLA-B najvecu ucestalost pokazao je gen HLA-B*35 (12,9%), a slijedili
su: HLA-B*08 (9,0%), HLA-B*18 (9,0%), HLA-B*44 (9,7%) i HLA-B*51 (9,9%). S druge
strane, samo jedan darivatelj imao je gen HLA-B*73.
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Slika 10b. Raspodjela gena HLA-B medu nesrodnim darivateljima iz CBMDR-a
(N=1727)

Analiza raspodjele gena na lokusu HLA-C pokazala je najviSu zastupljenost gena
HLA-C*07 (26,1%). Ucestalost ve¢u od 10% pokazali su slijedeé¢i geni: HLA-C*02 (10,2%),
HLA-C*04 (13,8%) i HLA-C*12 (13,5%).
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Slika 10c. Raspodjela gena HLA-C medu nesrodnim darivateljima iz CBMDR-a
(N=1727)
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Medu 13 razli¢itih gena na lokusu HLA-DRBI, najvecu frekvenciju pokazao je gen
HLA-DRB1*11 (17,5%). Geni: HLA-DRB1*01 (10,7%), HLA-DRB1*03 (11,4%), HLA-
DRB1*13 (12,6%) i HLA-DRB1*15 (10,1%) su bili zastupljeni s vise od 10%, a gen HLA-
DRB1*09 je zamijec¢en samo kod 0,3% ispitanika.
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Slika 10d. Raspodjela gena HLA-DRB1 medu nesrodnim darivateljima iz CBMDR-a
(N=1727)
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4.2. Raspodjela alela unutar skupine darivatelja pozitivnih za gen HLA-
B*44

-----

ispitanika bilo je pozitivho za ovaj gen od kojih smo njih 316 (jednozna¢no odabranih)
analizirali za pojedine podtipove (alele) gena HLA-B*44, kao i za alele drugih lokusa (HLA-
A, -C i —DRBI). Od toga su tri osobe bile homozigoti, §to znaci da je ukupan broj analiziranih
gena bio 319. Najces¢i uoceni alel bio je HLA-B*44:02 s ucestalos¢u od 41,4%, slijedili su
aleli B*44:03 (25,7%), alel B*44:27 (18,5%), zatim alel B*44:05 (14,1%), a najmanje
zastupljen je bio B*44:06 koji je utvrden samo jedan put (slika 11).

0,0030

0,1850

@B*44:02 @B*44:03 @B*44:05
B B*44:06 O0B*44:27

Slika 11. Raspodjela alela HLA-B*44 unutar skupine dobrovoljnih nesrodnih
darivatelja pozitivnih za gen HLA-B*44 (N=319)

4.2.1. Analiza alela HLA-A, -C i -DRB1 unutar skupine darivatelja
pozitivnih za alel HLA-B*44:02

Na lokusu HLA-A unutar skupine ispitanika pozitivnih za alel B*44:02 uoc¢eno je da
je najcesc¢i alel bio A*02:01 (46,6%), slijedio je alel A*24:02 s ucestalos¢u od 14,1%.
Najmanju ucestalost (0,4%) pokazali su aleli: A*29:02 1 A*69:01 (slika 12).
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Slika 12. Raspodjela alela HLA-A unutar skupine darivatelja pozitivnih za alel B*44:02
(N=262)

Na slici 13 prikazana je raspodjela alela lokusa HLA*C unutar skupine od 132
ispitanika pozitivna za alel B*44:02. Najces¢i alel bio je C*05:01 s ucestalos¢u od 81,8%.
Drugi po zastupljenosti bio je alel C*16:04 koji je uocen 16 puta (12,1%), dok je preostalih

alela lokusa HLA-C pokazalo uéestalost manju od 3,0%.
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Slika 13. Raspodjela alela HLA-C unutar skupine darivatelja pozitivnih za alel B*44:02
(N=132)
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Na lokusu DRB1 najvecu ucestalost pokazao je alel DRB1*13:01 (11,5%), osim toga
uoCena je 1 visoka zastupljenost alela DRB1*04:01 (9,9%), DRB1*11:04 (9,9%),
DRB1*07:01 (8,4%), DRB1*15:01 (8,0%) i DRB1*16:01 (8,0%) (slika 14).
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Slika 14. Raspodjela alela HLA-DRB1 unutar skupine darivatelja pozitivnih za alel
B*44:02 (N=262)
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4.2.2. Analiza alela HLA-A, -C i -DRB1 unutar skupine darivatelja
pozitivnih za alel HLA-B*44:03

Unutar analizirane skupine ispitanika pozitivnih za alel B*44:03 (N=162) njih 40
(24,7%) bilo je pozitivno za alel A*02:01, dok je alel A*23:01 uocen kod 32 (19,8%)
nesrodna darivatelja (slika 15).
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Slika 15. Raspodjela alela HLA-A unutar skupine darivatelja pozitivnih za alel B*44:03
(N=162)

Analiza alela na lokusu HLA-C provedena je na uzorku od 82 ispitanika pozitivna za
alel B*44:03 (slika 16). Najvecu zastupljenost pokazao je alel C*04:01 (72,8%).
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Slika 16. Raspodjela alela HLA-C unutar skupine darivatelja pozitivnih za alel B*44:03
(N=82)
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Na lokusu DRBI1 najvecu frekvenciju pokazao je alel DRB1*07:01 s ucestalos¢u od
39,5%. Dva alela: DRB1*03:01 1 16:01 pokazali su ucestalost ve¢u od 5,0%, dok su preostali
aleli na lokusu DRB1 bili zastupljeni manje od 10 puta (slika 17).
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Slika 17. Raspodjela alela HLA-DRB1 unutar skupine darivatelja pozitivnih za alel
B*44:03 (N=162)
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4.2.3. Analiza alela HLA-A, -C i -DRB1 unutar skupine darivatelja
pozitivnih za alel HLA-B*44:05

Istrazivanje raspodjele alela na lokusu HLA-A unutar skupine od 88 darivatelja
pozitivnih za alel B*44:05 pokazalo je da je alel A*02:01 (31,8%) bio najcesci, slijedio je alel
A*03:01 (19,3%) te alel A*24:02 (17,1%). Preostalin 10 alela lokusa HLA-A bili su
zastupljeni od 1,1% do 8,0% (slika 18).
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Slika 18. Raspodjela alela HLA-A unutar skupine darivatelja pozitivnih za alel B*44:05
(N=88)

Analiza raspodjele alela HLA-C medu 45 ispitanika pozitivnih za alel B*44:05
pokazala je da je 44 ispitanika bilo pozitivno za alel C*02:02 (97,8%), dok je samo jedan
ispitanik imao alel C*05:01 (slika 19).
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Slika 19. Raspodjela alela HLA-C unutar skupine darivatelja pozitivnih za alel B*44:05
(N=45)
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Unutar ove skupine darivatelja na lokusu DRB1 najvecu ucestalost pokazao je alel
DRB1*16:01 (26,1%) te alel DRB1*01:01 (18,2%). Samo su jo$ cetiri alela: DRB1*11:01
(9,1%), DRB1*15:01 (8,0%), DRB1*13:01 (6,8%) i DRB1*03:01 (5,7%) uocena s

ucestalostima ve¢im od 5,0% (slika 20).
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Slika 20. Raspodjela alela HLA-DRB1 unutar skupine darivatelja pozitivnih za alel
B*44:05 (N=88)
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4.2.4. Analiza alela HLA-A, -C i -DRB1 unutar skupine darivatelja
pozitivnih za alel HLA-B*44:27

Medu ispitanicima pozitivnim za alel B*44:27 (N=118) njih 49 (41,5%) bilo je
pozitivno za alel A*02:01, a 25 (21,2%) je bilo pozitivno za alel A*03:01 (slika 21).
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Slika 21. Raspodjela alela HLA-A unutar skupine darivatelja pozitivnih za alel B*44:27
(N=118)

Analiza alela lokusa HLA-C unutar ove skupine pokazala je da su svi darivatelji bili

pozitivni za alel C*07:04.

Na lokusu HLA-DRBI najvecu ucestalost pokazao je alel DRB1*16:01 (36,4%).
Visoku ucestalost pokazali su i aleli: DRB1¥03:01 (9,3%) i DRB1*11:01 (12,7%) (slika 22).

37




0,40 -
0,35
0,30 -
)
3 0251
©
@ 0,20
w L
23]
S
0,15 A
0,10 -
0,05 -
0,00 -
A d d N S A AN A A M N A NGO AN AN
e daaqg@ Qe
AN S T IS0 0O A d d A MmO IO © ©
OO0 000 00O dAdAdA d d d A G d oA« <
*x X x x ¥ ¥ X ¥ x ¥ ¥ X ¥ ¥ X L I S
A A A A A A A A A A A A A A A A
N M M MMM MMMMAq OO0 MMM
oo oowoe:orooooerowomtdiXroX
DDDDDDDDDODDDDO%DDDD

Slika 22. Raspodjela alela HLA-DRB1 unutar skupine darivatelja pozitivnih za alel
B*44:27 (N=118)

4.3. Analiza pretpostavljenih haplotipova unutar skupine darivatelja
pozitivnih za gen HLA-B*44

Daljnja analiza obuhvatila je istrazivanje pretpostavljenih haplotipova alela B*44.
Naime, govorimo o pretpostavljenim haplotipovima jer bi prave haplotipove mogli napraviti

samo obiteljskim analizama kad bi dedukcijom odredili §to svaki ispitanik ima na pra¢enim

lokusima HLA.
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4.3.1. Analiza pretpostavljenih haplotipova unutar skupine darivatelja
pozitivnih za alel HLA-B*44:02

Analiza pretpostavljenih haplotipova unutar skupine darivatelja pozitivnih za alel
HLA-B*44:02 prikazana je u tablici 4, prikazani su samo haplotipovi uoc¢eni dva i viSe puta.
Od 12 prikazanih haplotipova, naj¢es¢i je bio: HLA-A*02:01-B*44:02-C*05:01-DRB1*04:01
koji je bio prisutan kod 18 ispitanika, dok su sve ostale kombinacije pokazale zastupljenost

manju od 10%.

Tablica 4. Prikaz haplotipova HLA-A-B*44:02-C-DRBI1 uoc¢enih dva i viSe puta medu
darivateljima pozitivnim za alel HLA-B*44:02 (N=131)

HAPLOTIP n %

A*02:01-B*44:02-C*05:01-DRB1*04:01 18 13,74
A*02:01-B*44:02-C*05:01-DRB1*07:01 12 9,16
A*02:01-B*44:02-C*05:01-DRB1*11:04 11 8,40
A*02:01-B*44:02-C*05:01-DRB1*13:01 10 7,63
A*02:01-B*44:02-C*05:01-DRB1*15:01 11 8,40
A*02:01-B*44:02-C*05:01-DRB1*16:01 9 6,87
A*24:02-B*44:02-C*05:01-DRB1*04:01 4 3,05
A*24:02-B*44:02-C*05:01-DRB1*07:01 9 6,87
A*24:02-B*44:02-C*05:01-DRB1*11:04 2 1,53
A*24:02-B*44:02-C*05:01-DRB1*13:01 4 3,05
A*24:02-B*44:02-C*05:01-DRB1*15:01 2 1,53
A*24:02-B*44:02-C*05:01-DRB1*16:01 3 2,29

Legenda: n- broj ispitanika pozitivnih za sve alele u haplotipu; %-postotak se odnosi na

ispitanike pozitivne za alel B*44:02
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4.3.2. Analiza pretpostavljenih haplotipova unutar skupine darivatelja

pozitivnih za alel HLA-B*44:03

Haplotipovi unutar skupine darivatelja pozitivnih za alel HLA-B*44:03 prikazani su u
tablici 5. Najces¢i je bio haplotip: HLA-A*23:01-B*44:03-C*04:01-DRB1*07:01 s
udestalo§éu od 25,93%, slijedio je haplotip: HLA-A*02:01-B*44:03-C*04:01-DRB1*07:01

koji je uocen kod 17 ispitanika (20,99%), dok su sve ostale kombinacije bile manje

zastupljene.

Tablica 5. Prikaz haplotipova HLA-A-B*44:03-C-DRBI1 uocdenih Cetiri i viSe puta medu

darivateljima pozitivnim za alel HLA-B*44:03 (N=81)

HAPLOTIP n %
A*02:01-B*44:03-C*04:01-DRB1*03:01 4 4,94
A*02:01-B*44:03-C*04:01-DRB1*07:01 17 20,99
A*02:01-B*44:03-C*04:01-DRB1*16:01 6 7,41
A*23:01-B*44:03-C*04:01-DRB1*03:01 6 7,41
A*23:01-B*44:03-C*04:01-DRB1*07:01 21 25,93
A*23:01-B*44:03-C*04:01-DRB1*16:01 6 7,41

Legenda: n- broj ispitanika pozitivnih za

ispitanike pozitivne za alel B*44:03

sve alele u haplotipu; %-postotak se odnosi na
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4.3.3. Analiza pretpostavljenih haplotipova unutar skupine darivatelja

pozitivnih za alel HLA-B*44:05

Najces¢i pretpostavljeni haplotipovi unutar skupine darivatelja pozitivnih za alel

HLA-B*44:05 prikazani su u tablici 6. Najvecu ucestalost, medu 6 prikazanih haplotipova
pokazao je haplotip: HLA-A*02:01-B*44:05-C*02:02-DRB1*16:01 kojeg je imalo 11 od 44
ispitanika (25,0%). Uocena je i visoka ucestalost haplotipa: HLA-A*03:01-B*44:05-C*02:02-

DRB1*16:01 koji je bio prisutan kod 9 ispitanika (20,5%).

Tablica 6. Prikaz haplotipova HLA-A-B*44:05-C-DRB1 uocenih tri i viSe puta medu

darivateljima pozitivnim za alel HLA-B*44:05 (N=44)

HAPLOTIP n %

A*02:01-B*44:05-C*02:02-DRB1*01:01 6 13,64
A*02:01-B*44:05-C*02:02-DRB1*16:01 11 25

A*03:01-B*44:05-C*02:02-DRB1*01:01 5 11,36
A*03:01-B*44:05-C*02:02-DRB1*16:01 9 20,45
A*24:02-B*44:05-C*02:02-DRB1*01:01 8 18,18
A*24:02-B*44:05-C*02:02-DRB1*16:01 3 6,82

Legenda: n- broj ispitanika pozitivnih za sve alele u haplotipu; %-postotak se odnosi na

ispitanike pozitivne za alel B*44:05
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4.3.4. Analiza pretpostavljenih haplotipova unutar skupine darivatelja

pozitivnih za alel HLA-B*44:27

Raspodjela pretpostavljenih haplotipova unutar skupine darivatelja pozitivnih za alel

HLA-B*44:27 prikazana je u tablici 7. Unutar skupine od 59 ispitanika pozitivnih za alel
HLA-B*44:27 6 haplotipova bilo je prisutno 3 i viSe puta. Haplotip: HLA-A*02:01-B*44:27-

C*07:04-DRB1*16:01 uocen je kod vise od polovice ispitanika (30 ispitanika, 50,9%).

Tablica 7. Prikaz haplotipova HLA-A-B*44:27-C-DRB1 uocenih tri i viSe puta medu

darivateljima pozitivnim za alel HLA-B*44:27 (N=59)

HAPLOTIP n %

A*02:01-B*44:27-C*07:04-DRB1*03:01 5 8,47
A*02:01-B*44:27-C*07:04-DRB1*11:01 7 11,86
A*02:01-B*44:27-C*07:04-DRB1*16:01 30 50,85
A*03:01-B*44:27-C*07:04-DRB1*03:01 5 8,47
A*03:01-B*44:27-C*07:04-DRB1*11:01 3 5,08
A*03:01-B*44:27-C*07:04-DRB1*16:01 16 27,12

Legenda: n- broj ispitanika pozitivnih za sve alele u haplotipu;

ispitanike pozitivne za alel B*44:27

%-postotak se odnosi na

42



5. RASPRAVA
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U ovom radu istrazivana je raspodjela alelnih skupina/gena HLA-A, -B, -C i -DRB1 u
uzorku od 1727 nesrodna dobrovoljna darivatelja iz Hrvatskog registra dobrovoljnih
darivatelja krvotvornih mati¢nih stanica (CBMDR).

Analiza raspodjele gena HLA-A pokazala je da je izmedu 17 razli¢itih gena ovog
lokusa gen HLA-A*02 bio najées¢i (31,5%), a slijedili su geni HLA-A*01 (12,9%), HLA-
A*03 (11,1%) i HLA-A*24 (11,8%). Dobiveni rezultati su u skladu s istrazivanjima
provedenim u drugim populacijama u Europi (22). Naime, u europskim populacijama gen
HLA-A*02 je najces¢i i njegova ucestalost se krece od 25%-40% (25).

Na lokusu HLA-B otkriven je najveéi broj alelnih skupina (N=27) od kojih je s
ucestalos¢u od 12,9% najcesci bio gen HLA-B*35. Medutim, on nije bio jednako ucestao kao
gen HLA-A*02 na lokusu HLA-A. Usporedba rezultata s podacima iz literature za druge
europske populacije nije pokazala znacajna odstupanja (25) i uklapa se u sliku raspodjele tih
gena u Europi. Naime, za neke od gena HLA-B poznato je da im se ucestalost mijenja od
sjevera prema jugu. Tako je gen HLA-B*08 ¢es¢i u Velikoj Britaniji (12%) nego na primjer u
Grckoj (4%) (25). S druge strane, ucestalost gena HLA-B*51 pokazuje pad od juga prema
sjeveru Europe pa mu je ucestalost u Bugarskoj ¢ak 20,9%, na Kosovu 15.8%, a medu
stanovnicima Svedske oko 5%, odnosno medu stanovnicima Irske samo 2,8% (25).

Usporedujuci rezultate raspodjele gena HLA-C u nasem uzorku s podacima za druge
populacije iz baze podataka (25) nisu uocene razlike jer je unutar vecine europskih populacija
gen HLA-C*07 najcesci.

Lokus koji je pokazao najmanji polimorfizam bio je HLA-DRBI s 13 razli¢itih gena,
od kojih je najzastupljeniji u nasoj populaciji bio gen HLA-DRB1*11 (17,5%). Ovaj rezultat
je u skladu s raspodjelom tog gena u Europi jer je i za njega uocen rast ucestalosti od sjevera
prema jugu (Svedska ~ 7%; Velika Britanija ~ 5%; Irska ~ 4%; Austrija ~ 14%; sjeverna
Italija = 25%; BiH ~ 15%; Grcka ~ 28%; Albanija ~ 25%) (25). Zanimljivo je spomenuti da
gen HLA-DRB1*16 koji je s ucestalos¢u od 10,1% prisutan u nasoj populaciji, znac¢ajno vise
prisutan nego kod stanovnika Francuske, Nizozemske, Svedske, Svicarske i Velike Britanije
(25). 1z slike 23 na kojoj je prikazana raspodjela tog gena u svijetu vidljivo je da je upravo
podrucje u naSem neposrednom geografskom susjedstvu, podrucje s najve¢om ucestaloS¢u u

svijetu 1 upravo se ta regija smatra mjestom od kuda se gen poceo Siriti.
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Slika 23. Raspodjela gena HLA-DRB1*16 u svijetu (Preuzeto s: 28)

Drugi cilj ovog rada bio je analizirati gen HLA-B*44 koji je pokazao ucestalost od
9,7% u uzorku nesrodnih darivatelja iz CBMDR-a. Ovaj gen je zanimljiv ne samo zbog svoje
zastupljenosti u populacijama Europe ve¢ i zbog toga Sto razliiti aleli ovog gena dolaze u
haplotipu s razli¢itim alelima na lokusu HLA-C §to na primjer nije slu¢aj s genom HLA-B*35
¢iji aleli/podtipovi pokazuju snaznu neravnotezu udruzivanja s genom HLA-C*04. Do danas
je poznato preko 100 razli¢itih alela gena HLA-B*44 (B*44:02-B*44:127) stoga je jedan od

ciljeva bio istraziti raspodjelu alela gena HLA-B*44 u nasoj populaciji.

Skupina od 316 ispitanika pozitivnih za gen HLA-B*44 dalje je testirana za sve do
danas poznate alele ovog gena. Najces¢i alel bio je HLA-B*44:02 §to je u skladu s podacima
za druge europske populacije, odnosno pokazuje pad od sjevera prema jugu Europe (slika 24).
S druge strane alel B*44:03 koji je kod nas bio drugi po zastupljenosti pokazuje rast od istoka
prema zapadu Europe (slika 25). Za treéi na$ najceséi alel, alel B*44:05 smatra se da je nastao
na jugu Europe od kuda se $irio prema sjeveru (slika 26). Zanimljivo je spomenuti istraZivanje
koje je obuhvatilo tri europske populacije (Slovenija, Nizozemska, Svicarska) i koje je
takoder potvrdilo da su aleli B¥44:02 i B*44:03 najc¢es¢i, dok je zastupljenost alela B*44:04 i
B*44:05 vrlo niska, a alele B*44:06 i B*44:07 nisu utvrdili (22). Medu nasim ispitanicima
bila je samo jedna osoba s alelom B*44:06, dok B*44:07 nije imao niti jedan ispitanik. S
druge strane, istraZivanje provedeno u Koreji pokazalo je da je u njihovoj populaciji
dominantan alel bio B*44:03, a alel B*¥44:02 je bio znatno manje zastupljen (Sest puta manje)
(26).
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Slika 24. Raspodjela alela HLA-B*44:02 u svijetu (Preuzeto s: 28)
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Slika 25. Raspodjela alela HLA-B*44:03 u svijetu (Preuzeto s: 28)
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Slika 26. Raspodjela alela HLA-B*44:05 u svijetu (Preuzeto s: 28)



O raspodjeli alela B*44:27 u svijetu nema podataka jer je dugi niz godina ovaj alel bio
»skriven* iza alela B*44:02. Naime, razlika izmedu ova dva alela je u egzonu 4 na kodonu
199 gdje se dogodila promjena nukleotida T u nukleotid C (kodon GTC u kodon GCC), a na
razini proteina promjena aminokiseline valin u aminokiselinu alanin (slika 27). IstraZivanje
koje je obuhvatilo vec¢i broj europskih populacija s ciljem da utvrdi ucestalost alela B*44:27
pokazalo je da je ovaj alel prisutan kod slovenske populacije s frekvencijom od 25,5% I
bugarske populacije s frekvencijom od 37%, a zastupljenost mu je bila vrlo niska u
populacijama Francuske i Svicarske (0,02-1%), dok nije uopée uoéen kod populacije Gréke i
Italije (27). Ucestalost od 18,5% utvrdena medu nasim B*44 pozitivnim ispitanicima je nesto
manja nego kod slovenske populacije. Navedeno istrazivanje je jedno od brojnih najnovijih
istrazivanja koja se bave proucavanjem polimorfizma u egzonu 4 (za gene HLA razreda 1),
odnosno u egzonu 3 (za gene HLA razreda Il) koja doprinose rasvijetljavanju nastanka i

raspodjele pojedinih alela HLA.

Ak Codon 1058 110 11%8 120 1z5
B*44:0z2:01:01 GAC GTG GGG CCG GAC GGG CGC CTC CTC CGC GGG TAT GAC CAG GAC GCC TAC GAC GGC AAG GAT TAC ATC GCC CTG
Brdd:z27:01 TTT TTT mmm mmm mmm mmm mm— mmm mmm S mm— mmm mmm mmm mmm mm— mmm mm— mmm mms —m— —mm —m— —e— e
AL Codon 120 1zE 140 145 1E0
E*44:0Z:01:01 ARC GAG GAC CTG AGC TCC TGG ACC GCG GCG GAC ACC GCG GCT CAG ATC ACC CAG CGC RAG TGG GAG GCG GCC CGT
E*4d4:27:01 —== mm= === mmm mmm mmm mmm mmm mmm mm— mmm mmm mmm mmm mmm mmm mmm mmm mmm mms mmm = —m= —m= e
Ak Codon 158 160 1lek 170 175
B*44:0z2:01:01 GTIG GCG GRG CAG GAC AGR GCC TAC CTG GAG GGC CTG TGC GTG GAG TCG CTC CGC AGA TAC CTG GAG RAC GGG ARG

E*d4:27:01 i i e i e

AL Codon 120 125 130 13kt z0oo
E*44:0Z:01:01 GAG ACC CTC CAG CGC GCG G|AC CCC CCA AMC ACA CAT CGTG ACC CAC CAC CCC ATC TCT CGAC CAT CAG GTC ACC CTG
E*4d4:27:01 Coo oo oo ooo Coo oo See CPE Coo EEs EED oo CEo Coo Co0 CoD CoD oo oo ooo ooo ood (oEcoes oo
AL Codon Z0E5 z1o zlkt ZZ0 ZEL
B*44:0z:01:01 AGG TGC TGG GCC CTG GGC TTC TAC CCT GCG GAG ATC ACA CTG ACC TGG CAG CGG GAT GGC GAG GAC CAR ACT CAG

E*44:27:01 i i e i e

Ak Codon 230 £235 z40 zZ45 Z50
E*dd4:0z:01:01 GAC ACC GAG CTT GTG CGAG ACC ACGA CCA GCA GGA CGAT AGA ACC TTC CAG AAC TGCG GCA GCT GTG GTG GTGZ CCT TCT
E*dd:27:01 Coo CoD oD Soo CoD ODS OO So0 oS ODS ODD SO0 00D 05D OO0 SoS O5S Oo0 SoD OoS 0o oDs 000 0os Oo0
Ab Codon ZEE Za0 268 Z70 278
E*44:0z:01:01 GGAL GALA GAG CAG AGR TAC ACA TGC CAT GTA CAG CAT GAG GGG CTG CCG AAG CCC CTC ACC CTG AGA TGG G|AG CCG
E*d4:27:01 Sos oos oo Sos Sos ooS SO Soo SoS OoS ooo oD oos oos Oos Sos oos oos Soo Sos oos ooo soo o[ §F G990
Ak Codon 280 285 z90 295 300
EBE*44:0z:01:01 TCT TCC CAG TCC ACC GTC CCC ATC GTG GGC ATT GTT GCT GGC CTG GCT GTC CTA GCA GTT GTG GTC ATC GRA GCT
E*dd:27:01 EEE XEE XETE EEEL ERE REET EEE EEET ELE TEE EET AL LEXE XET EEEL EEE REET RET EEE XXE XEET EEL ELE LEE EEE
Ab Codon 308 310 318 3E0 3EE
E*d44:0z2:01:01 GTG GTC GCT GCT GTG ATG TGT AGG AGG AAGC AGC TCA G|GT GGA Add GGA GGG AGC TAC TCT CAG GCT GCG TIGC AGC
E*+dd4-27-01 FEE EEE KEE KEET AEET KEET EEE ETE EEE FEE Kk KEE K|k kR kEE kEE EEE LEF TEE KEE KET KET KFE k| HE ke
AR Codon 230 335

Slika 27. Usporedba slijeda nukleotida izmedu alela B*44:02 i alela B*44:27

(Preuzeto s: 29)
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Neravnoteza udruzivanja je takoder jedno od obiljezja gena HLA te je stoga vazan
¢imbenik pri trazenju nesrodnog darivatelja u transplantaciji krvotvornih mati¢nih stanica.
Poznato je da bolesnici s neuobicajenim haplotipom HLA unutar kojeg aleli nisu u
neravnoteZi udruZivanja imaju manju vjerojatnost pronaéi podudarnog darivatelja (16). Sto su

lokusi HLA blizi to je neravnoteza udruzivanja jaca, stoga je izrazito jaka izmedu alela lokusa

darivatelji tipizirani za gene lokusa HLA-A, -B i -DRB1, za neke alele HLA-B (tu pripadaju i
aleli gena HLA-B*44) ne postoji jedinstvena neravnoteza udruzivanja samo s jednim alelom

na lokusu HLA-C.

Rezultati ovog rada o LD-u alela B*44 s alelima lokusa HLA-A, -C i -DRB1 pokazali
su jaki LD alela B*44:02 s alelima A*02:01 i C*05:01, dok je na lokusu DRBI vise alela
(DRB1*13:01, DRB1*04:01 i DRB1*11:04) bilo u neravnotezi udruzivanja. Alel B*44:03 je
pokazao najjaci LD s alelom A*23:01, C*04:01 te alelom DRB1*07:01. Ovi rezultati su u
skladu s istrazivanjima provedenim u drugim populacijama (25). Alel B*44:05 nije pokazao
jaki LD sa niti jednim od uocenih alela lokusa HLA-A, dok je na lokusu HLA-C s alelom
C*02:02 bio u jakoj neravnotezi udruzivanja, kao i s alelom DRB1*¥16:01. Zanimljivo je
spomenuti da i alel B*44:27 pokazuje jaku neravnotezu udruZivanja s alelom DRB1*16:01, a
ne s nekim od alela DRB1 koji su u LD-u s alelom B*44:02. Za alel B*44:27 je vazno
istaknuti da je uvijek bio prisutan u kombinaciji s alelom C*07:04. Dobiveni rezultati bi mogli
biti od velike koristi u daljnjem poboljSanju postupka trazenja nesrodnog podudarnog
darivatelja, kada na temelju HLA tipizacije lokusa HLA-C mozZemo prekinuti ili nastaviti

tipizaciju potencijalnoga darivatelja za naSeg bolesnika.

Analiza haplotipova medu na$im ispitanicima pokazala je da je haplotip HLA-
A*02:01-B*44:02-C*05:01-DRB1*04:01 bio najces¢i unutar skupine B*44:02. Rezultat je u
skladu s podacima za druge europske populacije za koje su dostupni podaci (Njemacka,
Velika Britanija, Irska) (25). I haplotip: HLA-A*23:01-B*44:03-C*04:01-DRB1*07:01 koji
je bio najceS¢e uoceni haplotip unutar podskupine B*44:03 je prisutan i medu drugim
populacijama (Njemacka, Italija, Poljska). Najc¢es¢i haplotip (HLA-A*02:01-B*44:05-
C*02:02-DRB1*16:01) iz podskupine B*44:05 takoder spada u haplotipove prisutne Sirom
Europe (25). Za razliku od prethodnih haplotipova, za haplotip: HLA-A*02:01-B*44:27-
C*07:04-DRB1*16:01 nema populacijskih podataka iz prije navedenih razloga te je ovo
istrazivanje jedno od prvih istrazivanja koje govori o njegovoj ucestalosti.
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6. ZAKLJUCAK
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. Medu ispitanicima iz CBMDR-a najc¢es$¢i geni HLA su: HLA-A*02 (31,5%), B*35
(12,9%), C*07 (26,1%) i DRB1*11 (17,5%).

. Analizom raspodjele alela HLA-B*44 unutar skupine dobrovoljnih nesrodnih
darivatelja pozitivnih za ovaj gen uoceno je 5 razliitih podtipova: B*44:02 (41,4%),

B*44:03 (25,7%), B*44:27 (18,5%), B*44:05 (14,1%) i B*44:06 (0,3%).

. Haplotipske analize alela B*44:02 pokazale su udruzivanje: na lokusu HLA-A s
alelima A*02:01 i A*24:02, na lokusu HLA-C s alelima C*05:01 i C*16:04 te na
lokusu HLA-DRB1 s alelima DRB1*13:01, DRB1*04:01 i DRB1*11:04.

. Analize haplotipova alela B*44:03 pokazale su slijedece najces¢e kombinacije: na
lokusu HLA-A s alelom A*02:01 i A*23:01, na lokusu HLA-C s alelom C*04:01, a na
lokusu HLA-DRB1 s alelom DRB1*07:01.

. Najucestaliji haplotipovi alela B*44:05 su s alelima: A*02:01, A*03:01, A*24:02,
C*02:02, DRB1*16:01 i DRB1*01:01.

. Alel HLA-B*44:27 najce$¢e je tvorio haplotipove s alelima: A*02:01, A*03:01,
C*07:04 i DRB1*16:01.

. Cetiri najéei¢a haplotipa bila su: HLA-A*02:01-B*44:02-C*05:01-DRB1*04:01,
HLA-A*23:01-B*44:03-C*04:01-DRB1*07:01, = HLA-A*02:01-B*44:05-C*02:02-
DRB1*16:01 i HLA-A*02:01-B*44:27-C*07:04-DRB1*16:01.

Rezultati ovog istrazivanja su u skladu sa sliénim populacijskim istrazivanjima

provedenim u drugim europskim populacijama.
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Osnovni 0sobni podaci

Datum i mjesto rodenja: 14.04.1988., Zagreb, Republika Hrvatska

Obrazovanie

srpanj 2007. - rujan 2012. Prvostupnik Molekularne Biologije
SveuciliSte u Zagrebu, Prirodoslovno-matematicki fakultet, Bioloski odsjek

Naslov zavr$nog rada: Mati¢ne stanice raka

rujan 2003. - srpanj 2007. Srednjoskolsko obrazovanje

IV. Gimnazija, program Jezi¢na gimnazija

Akademska postignuca

- sudjelovanje u provedbi i organizaciji manifestacije 'No¢ biologije' s ciljem promocije

znanosti 1 biologije (ozujak 2013.)

- dobitnica Rektorove nagrade u suradnji s kolegicama L.Langer i A.Stojanovi¢, S temom
Regulacija transkripcije gena MGAT3 u malignim tumorima porijekla epitelnih stanica (lipanj
2014.)

Osobne vjeStine

- hrvatski (materinski), engleski (C1), njemacki (A2)
- timski rad, upornost, komunikativnost, kreativnost, organizacijske sposobnosti

- IT vjestine (Microsoft Office: Word, Excel, PowerPoint, Outlook, Explorer), upravljanje

programom za citiranje radova (Mendeley)

- klizanje, plivanje, sinkronizirano plivanje, standardni i latinsko-americki plesovi, yoga,

glazbena skola (flauta), zbor

56





