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1. UVOD

1.1. SUSTAV HLA

Sustav. HLA (engl. Human Leukocyte Antigens) glavni je sustav gena tkivne
podudarnosti u ¢ovjeka, a produkti tih gena, molekule HLA, nalaze se na povrsini gotovo svih
stanica u ljudskom organizmu. Prvotno su otkrivene na leukocitima po ¢emu je cijeli sustav i
nazvan. Glavna uloga molekula HLA je odrzavanje genske ravnoteze cijelog organizma, a

sudjeluju i u obrani organizma od napada stranih antigena koji bi mogli narusSiti tu ravnotezu.

1.1.1. Osobine sustava HLA

Sustav HLA najpolimorfniji je genski sustav u covjeka s vise od 10 000 razlicitih alela
(15), a taj broj se neprekidno povecéava jer se uvodenjem novih metoda odredivanja alela HLA
stalno otkrivaju novi. Medu genima HLA najpolimorfniji je gen HLA-B na kojem je do danas
poznato 3455 razli¢itih alela (15). Veliki polimorfizam ostvaren je genskim mehanizmima
kao Sto su genska konverzija (zamjena dijelova gena ulomcima drugih gena), genska
rekombinacija izmedu razli¢itih alela istog lokusa i toc¢kaste mutacije (promjene na razini

nukleotida)(1).
Alele HLA, s obzirom na njihovu zastupljenost, mozemo podijeliti na:
a) vrlo Ceste (ucestalost >5,0%) — zastupljeni u cijelom svijetu (npr. A*02:01)
b) Ceste (ucestalost 1,0-5,0%) — zastupljeni u velikom broju populacija (npr. A*25:01)
c) rijetke (ucestalost 0,1-1,0%) — zastupljeni u manjem broju populacija (npr. B*27:14)
d) vrlo rijetke (ucestalost <0,1%) — zastupljeni u nekoliko populacija (npr. B*14:11).

S obzirom na broj do sada poznatih alela HLA na lokusima HLA-A, -B i -C moguce je
sloziti vise od 6x10° razli¢itih kombinacija tih alela, odnosno fenotipova HLA, a ukljugimo li
jo§ i alele HLA-DRB1 i -DQB1 onda je broj razligitih fenotipova HLA veéi od 10x10%,
Medutim, stvarni broj razlicitih fenotipova HLA je znatno manji od toga zbog nepravilne
raspodjele alela HLA u populaciji, odnosno neravnoteze udruzivanja (engl. linkage
disequilibrium, LD) alela HLA u haplotipove HLA. Neravnoteza udruzivanja je pojava da se
aleli usko vezanih lokusa HLA pojavljuju u istom haplotipu ceS¢e nego Sto bi to bilo

o¢ekivano na temelju njihovih pojedina¢nih ulestalosti. Sto su dva lokusa HLA bliZze
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smjestena na kromosomu to je manja vjerojatnost rekombinacije izmedu njih i neravnoteza

udruzivanja je veéa (2).

Kombinacija alela gena HLA na jednom kromosomu 6 tvori haplotip HLA Koji
nasljedujemo po jedan od svakog roditelja. Kako tijekom mejoze ponekad dolazi do izmjene
dijelova kromatida (engl. crossing over) i rekombinacije genetickog materijala, tako moze
do¢i do promjene haplotipa HLA. Medutim, budu¢i da su pojedini lokusi HLA smjesteni vrlo
blizu na kromosomu, ova je pojava u regiji HLA vrlo rijetka (ucestalost je 4% u svakoj

mejozi) te se kombinacija alela HLA na jednom kromosomu uglavnom nasljeduje zajedno (1).

1.1.2. SmjeStaj i organizacija sustava HLA

Regija HLA dijeli se u tri subregije: HLA razred I, HLA razred Il i HLA razred Il
(slika 1). Genska regija HLA razreda I smjeStena je najblize telomeri kromosoma 6 i1 u njoj
nalazimo klasi¢ne i neklasi¢ne gene HLA. Klasi¢ne gene HLA (geni -A, -B i -C) odlikuje
velika raznovrsnost i velika tkivna zastupljenost dok su neklasi¢ni geni HLA (geni -E, -F i -G)
manje polimorfni i ograniene zastupljenosti na stanicama te njihova uloga i vaznost u
transplantacijskoj imunologiji nije do kraja razjasnjena. Geni HLA razreda I kodiraju

molekule HLA razreda I, tj. njihov teski lanac.

Regija HLA razreda II nalazi se na centromeri¢nom kraju kromosoma i ¢ini ju 6
subregija (DM, DN, DO, DP, DQ i DR). Unutar pojedine subregije postoje minimalno dva
aktivna gena HLA razreda II, gen A (npr. DQA1, DRA1), koji kodira za a lanac molekule
HLA razreda II, 1 gen B (npr. DQB1, DPBI), koji kodira za § lanac molekule HLA razreda II.
Unutar subregije DR prisutan je samo jedan gen A (DRA1) i 9 gena B (od DRB1 do DRB9)
od kojih su neki funkcionalni a neki nisu. Subregije DO i DN imaju samo po jedan gen (DOB

1 DNA) i to su najstariji geni HLA koji su najvjerojatnije nekada Cinili jedan par.

Izmedu regije HLA razreda I i razreda Il nalazi se regija HLA razreda Ill, tj. centralna
regija. Ona ne sadrzi klasi¢ne gene HLA ve¢ gene koji kodiraju pojedine komponente
komplementa (C2, C4, CFB), zatim gene za citokine (TNF, LTA, LTB) kao i mnoge druge

gene koji uop¢e nemaju ociglednu ulogu u imunoloskoj reakciji.
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Slika 1. Shematski prikaz regije HLA na kra¢em kraku kromosoma 6

1.1.3. Geni HLA

Analiza gena HLA ima Siroku primjenu — u transplantaciji, populacijskim
istrazivanjima, sudskoj medicini, transfuzijskom lijecenju te u dijagnostici razli¢itih bolesti.
Zbog njegove vaznosti sustav HLA je najistraZivaniji i najpolimorfniji genski sustav u
¢ovjeka iako ga ¢ini segment od samo 3,6 Mb i obuhvaca oko 0,13% genoma (3). Smjesten je
na kra¢em kraku kromosoma 6, na dijelu 6p21.31 i obuhvaca oko 4 000 kilobaza koje tvore

vise od 200 usko vezanih gena (1).

Geni HLA razreda I i razreda II imaju razlicitu strukturu egzona i introna (slika 2).
Vecina polimorfizama parova baza kod gena HLA razreda I smjestena je u egzonima 2 i 3
teSkog lanca, a kod gena HLA razreda II u egzonu 2 i lakog i teSkog lanca. Egzoni kodiraju
polipeptidne domene koje u molekuli HLA tvore pukotinu za vezanje peptida, pa su razlike
medu pojedinim alelima smjeStene upravo u tim egzonima. Puno je manje razlika izmedu
alela HLA pronadeno izvan ovog podruéja iz ¢ega se moze pretpostaviti da je evolucija
polimorfizama HLA u veéini sluc¢ajeva bila uvjetovana mutacijama i raznoliko$¢u vezanja

razli¢itih peptida (4).



Slika 2. Egzoni teskog lanca HLA razreda I (A) i lakSeg (a-lanac) i tezeg (B-lanac) lanca
HLA razreda Il (B) te polipeptidne domene HLA molekula koje ti egzoni kodiraju

Ponekad zbog mutacija u sekvencama pojedinih alela HLA mogu nastati aleli koji
uopce nemaju ekspresiju molekula HLA na povrsini stanica ("null" aleli) ili koji imaju vrlo
malu ekspresiju na stanicama ("L" aleli). Mutacije koje do toga dovode su insercije, delecije i
tockaste mutacije koje uzrokuju pojavu stop kodona ili pogresno spojenih produkata. "Null"
aleli mogu se uociti samo seroloSkom tipizacijom alela HLA, dok tipizacija temeljena na
metodama DNA pokazuje postojanje tog alela koji u stvari nema ekspresiju na povrSini
stanice. Takva tipizacija HLA je pogresna i predstavlja rizik kod transplantacije krvotvornih

matiénih stanica jer bolesnik i njegov davatelj na tom alelu HLA u stvari nisu podudarni (4).

1.1.4. Molekule HLA razreda |

Molekula HLA razreda I gradena je od dva polipeptidna lanca, lakog i teskog, koji su
medusobno povezani nekovalentnim vezama (slika 3). Teski lanac (a-lanac) kodiraju geni
HLA razreda | i njegova molekularna masa iznosi oko 45 kD. Laki lanac (B,-mikroglobulin)
veze se za a-lanac i nije kodiran genima HLA ve¢ genom na kromosomu 15. Molekularna
masa mu je puno manja, oko 12 kD, i nije polimorfan. Teski lanac sastoji se od tri
izvanstani¢éne domene (oy, oy i og), hidrofobnog transmembranskog dijela te hidrofilnog

citoplazmatskog dijela. Laki lanac ne prolazi kroz stani¢nu membranu ve¢ se nalazi u cijelosti



izvan stanice. Izvanstanicne domene a3 1 ay tvore pukotinu koja je najvazniji dio molekule
HLA jer veze peptide, odnosno preradene tude antigene, i tako tvori kompleks koji
prepoznaju T limfociti. Upravo je ta pukotina sastavljena od najvarijabilnijih aminokiselina
koje se razlikuju u pojedinim molekulama HLA S§to ih odreduju razliciti alelni oblici gena
HLA. Molekule HLA razreda I prisutne su na povrSini gotovo svih stanica s jezgrom i
predocuju unutarstani¢ne antigene (npr. tumorski i virusni antigeni) CD8+ citotoksi¢nim

limfocitima T (1).

Pukotina za vezanje
peptida

a2 a1

Izvanstanic¢ni dio

a3
p2-mikroglobulin

Transmembranski |
dio "

EEASEREE SN S BEERBRERREESSARESERER SRS R

Citoplazmatski dio

Slika 3. Shematski prikaz molekule HLA razreda |

1.1.5. Molekule HLA razreda Il

Molekula HLA razreda II takoder je gradena od dva lanca, tezeg (o) i lakSeg (j),
povezanih nekovalentnim vezama (slika 4). Oba su polimorfna i vrlo slicna, a relativna
molekularna masa im iznosi oko 30 kD. Tezi lanac (a-lanac) kodiraju A geni HLA razreda 1l
(npr. HLA-DRAI), a laksi lanac (B-lanac) kodiran je B genima HLA razreda Il (npr. HLA-
DRB1). Svojom strukturom, molekule HLA razreda Il nalikuju molekulama HLA razreda I,

takoder imaju izvanstani¢ni dio, transmembranski i citoplazmatski dio. Izvanstani¢ni dio tvore
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domene o4 1 0y te B1 1 P2. Domene a4 i B3 formiraju pukotinu koja je vezno mjesto za strani
peptid. Kao i kod molekula HLA razreda I, veliki polimorfizam gena HLA zasluzan je za
stvaranje razli¢itih stereokemijskih povrsina pukotine. Za razliku od molekula HLA razreda I,
molekule HLA razreda II nisu prisutne na membranama svih stanica ve¢ samo na stanicama
koje predoCuju strane antigene (dendriti¢ne stanice, makrofagi, monociti, B limfociti) CD4+

pomoc¢nickim T limfocitima koji poticu sintezu odgovarajucih protutijela za taj antigen (1).

PuKkotina za vezanje
peptida

Izvanstani¢ni dio

RS b2 MK TABREREEREEEEEEEE

Citoplazmatski dio

Slika 4. Shematski prikaz molekule HLA razreda Il



1.2. GENI HLA-DPA1l | HLA-DPB1

Subregija HLA-DP pripada regiji HLA razreda Il i na kromosomu 6 nalazi se
centromeri¢no u odnosu na subregije HLA-DQ i -DR. Subregija HLA-DP prvi put je opisana
1980. godine kao zasebna skupina gena HLA razreda Il koja izaziva odgovor T limfocita.
Molekule HLA-DP strukturno su sli¢ne svim ostalim molekulama HLLA razreda II. Sastoje se
od a lanca koji je kodiran nisko polimorfnim genom DPA1 (do danas je poznato 38 alela koji
kodiraju 19 proteina), i B lanca za koji kodira visoko polimorfan gen DPB1 (do danas poznato
344 alela koji kodiraju 286 proteina) (15). Ucestalost rekombinacije izmedu lokusa HLA-DP i
ostalih lokusa HLA razreda II je povecana §to ukazuje na slabu neravnotezu udruzivanja

(engl. linkage disequilibrium) izmedu HLA-DP i ostalih gena HLA razreda Il.

Najces¢i alel HLA-DPB1 u Europi i Sjevernoj Americi je DPB1*04:01 (slika 5).
Njegova ucestalost u Sj. Americi smanjuje se kako idemo prema jugu, a ujedno se povecava
ucestalost alela HLA-DPB1*04:02, pa u sredi$njoj i JuZznoj Americi prevladava upravo taj alel
(slika 6). Alel HLA-DPB1*04:01 ima veliku ucestalost u isto¢noj Aziji, ali kako idemo prema
zapadu sve vecu ucestalost ima alel HLA-DPB1*02:01 koji i prevladava u zapadnoj Aziji
(slika 7).

0.7142900
0.3506600
0.2946150
0.2542020
0.2196710
0.1873960
0.1551200
0.1205880
0.08017865
0.0241312
0.0000000

Slika 5. Raspodjela alela HLA-DPB1*04:01 u svijetu
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0.2041970
0.1574440
0.1027270
0.0268443
0.0000000

0.1413340
0.1276950
0.1140570
0.0994647
0.0823873
0.0587039
0.0000000

Slika 7. Raspodjela alela HLA-DPB1*02:01 u svijetu

Imena novootkrivenim alelima HLA-DPB1 dodjeljivana su u okviru postojeceg
sustava nomenklature. Na primjer, alel otkriven nakon alela HLA-DPB1*04 nazvan je
DPB1*01:02, sljede¢i je nazvan DPB1*02:02 itd. O ovakvom nacinu imenovanja alela
odlu¢eno je zbog slozenih genetskih svojstava alela HLA-DPB1 u odnosu na ostale alele
HLA. Naime, vecina alela HLA-DPB1 ne moze se jednostavno grupirati na temelju njihovih
nukleotidnih sekvenci. Nakon azuriranja nazivlja sustava HLA 2010. godine, svim alelima
DPB1, osim alelima DPB1*02:02 i DPB1*04:02, otkrivenima nakon alela DPB1*99:01



dodijeljena su nova imena. Tako je npr. alel DPB1*01:02 postao DPB1*100:01, a
DPB1*02:03 postao je DPB1*101:01 (16).

Za razliku od vrlo istraZzenih gena subregije HLA-DQ i -DR, o genu HLA-DPB1 ne
postoji tako velik broj istrazivanja niti se uzima u obzir pri odabiru davatelja za
transplantaciju krvotvornih mati¢nih stanica (TKMS), a njegova bioloska funkcija i dalje
ostaje slabo razjaSnjena. Razlog tome je pretpostavka da molekule HLA-DP ne igraju tako
vaznu ulogu u imunoloskoj reakciji u odnosu na molekule HLA-DR i -DQ. Uz to, i ekspresija
molekula HLA-DP na stanicama je znatno niza od zastupljenosti molekula HLA-DR i -DQ.
Prisutne su na svim stanicama na kojima su i ostale molekule HLA razreda I, ali ih je zbog

male ekspresije na stanicama teze posebno izolirati.

Istrazivanja pokazuju da nisu sve nepodudarnosti u alelima HLA-DPB1 jednako
imunogeni¢ne. Razlike u polimorfizmima aminokiselina na specifi¢cnim mjestima u molekuli
HLA, pogotovo onima koje su ukljuene u prepoznavanje T limfocita, mogu tvoriti Stetnije
nepodudarnosti koje su temeljene na odgovoru T limfocita na aloantigene. Prema tome, T
limfociti jace, odnosno slabije prepoznaju odredene alele HLA i temeljem toga su
okarakterizirani kao nedopustene, odnosno dopustene nepodudarnosti alela izmedu bolesnika
1 davatelja. Temelje¢i se na kriznoj aloreaktivnosti T limfocita, Zino 1 suradnici su 2004.
okarakterizirali nepodudarnosti izmedu bolesnika 1 davatelja za alele HLA-DPB1*03:01,
*09:01, *10:01, *14:01, *17:01, 1 *45:01 kao nedopustene, a nepodudarnosti u ostalim
alelima HLA-DPBI1 kao dopustene. Istrazivanja pokazuju da su nedopustene nepodudarnosti
povezane s ucestalijom pojavom GvHD (engl. graft versus host disease) i manjim

prezivljavanjem bolesnika nakon TKMS (5).



1.3. TRANSPLANTACIJA KRVOTVORNIH MATICNIH
STANICA

Izuzetna vaznost gena HLA je u transplantaciji tkiva i organa, gdje je podudarnost u
genima HLA izravno povezana s izljeCenjem od bolesti te prihvacanjem, odnosno
odbacivanjem presatka. Najveci problem kod TKMS su imunoloske reakcije koje se dogadaju
kao odgovor na strane antigene HLA. To moze dovesti do pojave imunoreakcije primatelja na
transplantirane strane antigene HLA davatelja (engl. host versus graft disease, HvGD) koja ¢e
uzrokovati odbacivanje transplantata. To se dogada zbog toga Sto imunoloski aktivne stanice
primatelja (T limfociti i NK stanice) prepoznaju i reagiraju na strane antigene na stanicama
tkiva davatelja i uniStavaju ih te presadak bude odbacen. Problem kod TKMS jos je i to §to
imunokompetentne stanice davatelja mogu pokrenuti imunolosku reakciju protiv
primateljevih stanica, tzv. GVHD (engl. graft versus host disease). Vazan mehanizam uéinka
transplantacije na malignu bolest je pozeljna reakcija presatka protiv tumora, tzv. GvL (engl.
Graft versus Leukemia) tijekom koje imunokompetentne stanice davatelja prepoznaju i

unistavaju maligne stanice u davatelju.

Uz druge faktore kao S§to su opce stanje bolesnika, vrsta bolesti i priprema za
transplantaciju, podudarnost u genima HLA klju¢na je za uspjesnost TKMS. Danas je
dokazano da je nepodudarnost u genima HLA povezana s povecanim rizikom od odbacivanja

transplantata, pojave GvHD i smanjenim ukupnim prezivljavanjem nakon TKMS.

Transplantacija KMS Kkoristi se prvenstveno u terapiji raznih malignih (akutne i
kroni¢ne leukemije, Hodgkinov i non-Hodgkinov limfom, multipli mijelom) i nemalignih
(zatajenja koStane srzi, autoimuni poremecaji) oboljenja. Krvotvorne mati¢ne stanice (KMS)
imaju jedinstvenu sposobnost samoobnavljanja 1 sluze kao dozivotan izvor krvnih stanica.
Zbog toga se kod bolesnika s oStecenjem koStane srzi pristupa transplantaciji takvih stanica
koje ¢e preuzeti funkciju hematopoeze kod primatelja, a imunoloski aktivne stanice davatelja
ubit ¢e tumorske stanice. Samoj transplantaciji prethodi priprema bolesnika koja ukljucuje
mijeloablaciju, odnosno uniStavanje stanica koStane srzi a time i1 tumora. To se postize
pomocu kemoterapije i/ili radijacijom cijelog tijela (6). Potrebno je provesti i imunosupresiju
bolesnika prije ili poslije transplantacije. Nakon pripreme mati¢ne stanice se transplantiraju u
primatelja direktno u venu, poput transfuzije krvi. Nakon nekog vremena cirkuliranja one se
zaustave u koStanoj srzi gdje zapo€inju svoju funkciju hematopoeze, odnosno proizvode

zdrave krvne stanice.
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Prvu uspjes$nu transplantaciju KMS iz koStane srzi u svijetu izveo je dr. Donnall
Thomas 1956. godine u SAD-u. U Hrvatskoj, transplantacija koStane srzi zapocela je 1983.
godine u KBC-u Zagreb, a izveo ju je lije¢nicki tim u Zavodu za hematologiju pod vodstvom

prof. dr. sc. Borisa Labara.

1.3.1. Izvori matiénih stanica

Kostana srz koristena je kao glavni izvor KMS u pocetcima transplantacije. Problem
kod presadivanja koStane srzi je to $to ona nije solidan organ ve¢ tkivo unutar kosti koje nije
direktno dostupno. Stanice se prikupljaju najéesée iz kostiju zdjelice dok je davatelj pod
op¢om anestezijom, oporavak od zahvata je brz i uspjeSan a ozbiljne komplikacije su izuzetno

rijetke.

Stanice iz kostane srzi ulaze i u krvotok pa je i periferna krv dobar izvor KMS 1 sve
ceSce se koristi umjesto transplantacije iz koStane srzi, pogotovo za autologne transplantacije.
Broj mati¢nih stanica u perifernoj krvi puno je manji u odnosu na broj stanica u kostanoj srzi,
ali moze se povecati tako da se potakne njihovo napustanje kosStane srzi pomocu ¢imbenika
poticanja granulocitnih kolonija (G-CSF). On uzrokuje proliferaciju neutrofila i otpustanje

M AN

proteaza koje degradiraju proteine koji "drze" mati¢ne stanice u kosStanoj srzi te ih oslobadaju
1 one ulaze u krvotok. Sam postupak prikupljanja matic¢nih stanica iz krvi zove se leukafereza
i provodi se pomocu aparata u koji krv ulazi, centrifugira se i iz nje se odvajaju mati¢ne

stanice, a ostatak krvi vraca se u davatelja.

Jo$ jedan izvor KMS je i krv iz pupCane vrpce. Prikuplja se odmah nakon rodenja
djeteta te zamrzava i, iako je nema puno, bogata je maticnim stanicama. Za transplantaciju
mati¢nih stanica iz pupkovine nije potrebna toliko velika podudarnost u genima HLA kao za
transplantaciju iz ostalih izvora mati¢nih stanica. To je dobro za pripadnike manjinskih

populacija i sve ostale bolesnike koji nemaju HLA identi¢nog davatelja (7).

1.3.2. Tipovi transplantacija prema genetskom odnosu primatelja i davatelja

Kod autologne transplantacije izvor mati¢nih stanica ista je osoba koja ih kasnije
prima u svrhu obnavljanja hematopoetskog sustava nakon kemoterapije. Mati¢ne stanice
prikupljaju se prije kemoterapije te zamrzavaju. Nakon primjene kemoterapije koja ¢e ubiti
tumorske stanice, mati¢ne stanice vracaju se istom bolesniku. Ovim postupkom omogucava se
primjena velikih doza kemoterapije bez opasnosti od oSte¢enja koStane srzi. Prednost ovakve

transplantacije je Sto osoba dobiva svoje vlastite stanice pa nema opasnosti od infekcija ili
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HvGD-a Sto bi izazvalo odbacivanje presatka. Nedostatak ovog postupka je mogucnost da se
prilikom prikupljanja mati¢nih stanica iz bolesnika slu¢ajno prikupe i tumorske stanice koje

¢e onda biti vracene u bolesnika i prouzrociti relaps bolesti.

Singeni¢na transplantacija oznacava transplantaciju mati¢nih stanica s jedne na drugu
geneticki identicnu osobu — jednojajéanog blizanca. Ovakvom transplantacijom takoder nema
opasnosti od odbacivanja, a i prednost u odnosu na autolognu transplantaciju je S§to u

transplantatu sigurno nema tumorskih stanica.

Kod alogeni¢ne transplantacije mati¢ne stanice uzimaju se od davatelja koji ima Sto
vecu podudarnost u genima HLA s primateljem. Najidealniji davatelj je genotipski identi¢an
¢lan uze obitelji 1 to je najceSce brat ili sestra bolesnika s istim haplotipovima HLA. U tom
slu¢aju smo sigurni da je cijeli odsje¢ak regije HLA izmedu lokusa koji se odreduju isti
izmedu primatelja i davatelja jer u tom odsjec¢ku ne nalaze se samo geni HLA, vec¢ i drugi geni
koji sudjeluju u imunoloskom odgovoru. U slucaju da bolesnik nema takvog davatelja u
svojoj obitelji, trazi se davatelj iz njegove proSirene obitelji koji s njim dijeli jedan haplotip
HLA, a bilo bi dobro da imaju jos koji alel HLA podudaran. Kod odabira srodnog davatelja
trazi se HLA podudarnost 6/6 (u genima HLA-A, -B i -DRB1), a ponekad davatelj moze biti i
¢lan obitelji s razlikom u jednom HLA lokusu (HLA podudarnost 5/6). Buduci da samo jedna
tre¢ina bolesnika pronade svog davatelja unutar obitelji, ¢esto je potrebno pronaci fenotipski
HLA identiénog dobrovoljnog nesrodnog davatelja. Transplantacija KMS s nesrodnog
davatelja nosi povecan rizik od odbacivanja transplantata i GvHD-a pa su Kriteriji za odabir
nesrodnog davatelja strozi. Danas se pri odabiru nesrodnog davatelja gleda podudarnost u
genima HLA-A, -B, -C, -DRBL1 i -DQBI i trazi se HLA podudarnost 10/10, 9/10 ili iznimno
8/10 kod bolesnika s bolesti visokog rizika.

Nesrodni davatelj trazi se putem nekog od registara dobrovoljnih davatelja krvotvornih
mati¢nih stanica u pojedinoj drzavi. U Hrvatskoj to je Registar dobrovoljnih darivatelja
krvotvornih mati¢nih stanica (RDDKMS) Klini¢kog bolni¢kog centra Zagreb koji trenutno
broji 36,802 tipizirana nesrodnih davatelja. On je, zajedno s 73 drugih nacionalnih registara iz
52 zemlje, dio Svjetskog registra dobrovoljnih darivatelja kosStane srzi (engl. Bone Marrow
Donors Worldwide, BMDW) koji sadrzi podatke o 24,082,067 dobrovoljnih davatelja i krvi iz
pupkovine (17).

Pretrazivanje registra zapocinje nakon Sto je tipizacijom HLA Dbolesnika i njegove

obitelji ustanovljeno da bolesnik nema genotipski ni fenotipski HLA identi¢nog davatelja u
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obitelji. U slucaju da se potencijalni davatelj pronade u RDDKMS-u, radi se potvrdna
tipizacija potencijalnog davatelja. Zatim se dogovara tip transplantata (periferna krv ili
kostana srz), datum prikupljanja transplantata te termin medicinske obrade davatelja. Nakon
toga se bolesnik podlijeZze kemoterapiji i na kraju i samoj TKMS. Ako davatelj nije pronaden
U RDDKMS-u, dalje se pretrazuje BDMW (8).

Zbog velikog polimorfizma gena HLA, vjerojatnost da su dvije nesrodne osobe HLA
podudarne vrlo je mala i stoga je potreban veliki broj nesrodnih dobrovoljnih davatelja, kako
bi vjerojatnost pronalazenja HLA identicnog davatelja bila §to vec¢a. Vjerojatnost pronalazenja
podudarnog nesrodnog davatelja najvise ovisi 0 alelima HLA koje ima primatelj jer povecanje
broja davatelja u BMDW — u ne znaci da ¢e svaki bolesnik lako na¢i podudarnog davatelja.
Naime, bolesnici s Cestim alelima HLA imaju puno vecu Sansu pronac¢i podudarnog davatelja
nego oni s rijetkim alelima HLA. Isto tako bolesnici s uobic¢ajenim haplotipovima HLA (npr.
HLA-A*01:01, -B*08:01, -C*07:01, -DRB1*03:01, -DQB1*02:01) imaju vecu vjerojatnost
pronalaska odgovaraju¢eg davatelja nego oni s neuobi¢ajenim haplotipovima ili
neuobi¢ajenim kombinacijama HLA-B, -C (npr. HLA-B*35:01, -C*07:01) ili HLA-DRBLY, -
DQBL1 (npr. HLA-DRB1*16:01, -DQB1*06:03). Zbog toga je vazno da svaka zemlja ima svoj
nacionalni registar jer svaka populacija ima i svoje specificnosti s obzirom na ucestalost

pojedinih alela i haplotipova HLA.

Prednosti alogeni¢ne transplantacije su S§to mati¢ne stanice davatelja stvaraju vlastite
imunoloSke stanice koje ¢e uniStiti tumorske stanice i1 §to u transplantatu sigurno nema
tumorskih stanica. Nedostatci su to Sto zbog genetiCke neidentinosti primatelja 1 davatelja
moze do¢i do HvGD, ali moze se dogoditi i da davateljeve stanice ne napadnu samo tumorske
ve¢ 1 zdrave primateljeve stanice, tzv. GVHD. Uvijek postoji i moguénost prijenosa nekih

infekcija putem transplantata koje za primatelja koji je imunosupresiran mogu biti pogubne.
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

1. Unutar skupine od 57 parova primatelj — nesrodni davatelj u programu TKMS odrediti
broj nepodudarnosti na lokusima HLA-A, -B, -C, -DRB1 i -DQB1.

2. Odrediti ucestalosti alela HLA-DPB1 u skupini bolesnika i njihovih nesrodnih

davatelja u programu nesrodne TKMS.
3. Usporediti ucestalosti alela HLA-DPB1 izmedu bolesnika i kontrolne skupine.

4. Odrediti nepodudarnosti na lokusu HLA-DPB1 izmedu primatelja i njihovih nesrodnih

davatelja.

5. Ispitati povezanost nepodudarnosti na lokusu HLA-DPB1 s ishodom TKMS.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. MATERIJAL

3.1.1. Ispitanici

Istrazivanje je provedeno na uzorku od 57 parova bolesnika i njihovih nesrodnih
davatelja. Bolesnici su iz razli¢itih regija Republike Hrvatske i svi su medusobno nesrodni te
lijeCeni TKMS u Zavodu za hematologiju Klinike za internu medicinu KBC-a Zagreb.
Njihovi davatelji su nesrodni, dobrovoljni davatelji iz hrvatskog Registra ili iz BMDW-a.
Svim ispitanicima su prethodno odredeni aleli HLA-A, -B, -C, -DRB1 i -DQBL1 i to iz dva
razli¢ita uzorka krvi. Iz drugog uzorka su odredivani aleli HLA-DPB1. Osnovne osobine
bolesnika i njihovih nesrodnih davatelja prikazane su u tablici 1.

Tablica 1. Osnovne osobine bolesnika i njihovih nesrodnih davatelja

SPOL n (%)

Svi ispitanici (N=109)

M 65 (59%)
V4 45 (41%)
Bolesnici (N=57)

M 32 (56%)
V4 25 (44%)
DIJAGNOZA n (%)
BOLESNIKA (N=57)

AML 22 (39%)
ALL 9 (16%)
MDS 6 (11%)
HL 4 (7%)
NHL 4 (7%)
MM 3 (5%)
CML 2 (3%)
ostalo 7 (12%)
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medijan (raspon)
Bolesnici (N=44) 34,05 (2-60)

Davatelji (N=51) 34,31 (20-58)

ODNOS BOLESNIK/DAVATELJ
PREMA SPOLU (N=53)

M/M 22 (41%)
7/7 11 (21%)
Z/M 9 (17%)
M/Z 11 (21%)
PORIJEKLO

DAVATELJA (N=57)

Hrvatska 10 (17%)
svijet 47 (83%)

Legenda: AML-akutna mijeloicna leukemija; ALL-akutna limfoblasticna leukemija;, MDS-
mijelodisplasticni sindrom; HL-Hodgkinov limfom; NHL-ne-Hodgkinov limfom; MM-multipli

mijelom; CML-kronicna mijeloicna leukemija

3.1.2. Kontrola

Kontrolnu skupinu ¢inilo je 214 zdravih, nesrodnih osoba iz razli€itih regija Republike

Hrvatske. Njima su u sklopu prethodnog istrazivanja odredeni aleli lokusa HLA-DPB1.

3.2. METODE

3.2.1. lzolacija DNA

Izolacija DNA provedena je iz 200 ul uzorka pune krvi pomoc¢u komercijalnog seta za
izolaciju DNA (NucleoSpin® Blood, Macherey-Nagel, Diiren, Njemacka) prema uputama
proizvodaca. Izolacija se temelji na reverzibilnom vezanju DNA na silikathu membranu te
njenom eluacijom nakon visestrukog ispiranja membrane puferima. Postupkom se iz 200 pl

pune krvi dobije 100 ul DNA koncentracije 20 — 30 ng/ul.

3.2.2. Odredivanje gena HLA-DPB1 metodom PCR-SSP

Za odredivanje alela gena HLA-DPB1 niskom rezolucijom (na dvije znamenke)
koristena je metoda PCR-SSP (engl. Polymerase Chain Reaction — Sequence Specific
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Primers). Metoda se temelji na vezanju specificnih pocetnica za odredenu sekvencu DNA, tj.
umnazanju odredene sekvence — alela HLA-DPB1. Reakcijska smjesa za PCR sadrzi set
specificnih pocetnica za odredeni alel, kontrolne pocetnice, reakcijski pufer, uzorak DNA i
Taq polimerazu. Nakon umnazanja PCR produkti se provjeravaju elektroforezom na
agaroznom gelu. Gel se fotografira (slika 8) i analizom pojedine reakcije svaka se prema
veli¢ini specificnih PCR produkata oznacava kao pozitivna (vidljivi su PCR produkt i
pozitivna kontrola) ili negativna (vidljiva samo pozitivna kontrola). Prema specificnosti

pozitivnih reakcija odreduju su aleli HLA-DPBL1 ispitanika.

e W W . ww e -
oXE® s

PR A R . R R A AR L. AR AR an AR AR

X
\\
vrpce PCR

ozitivna reakcij gativna reakcija
pozitivna reakcija negativna reakcij produkata

kontrolna vrpca

Slika 8. Fotografija agaroznog gela s PCR produktima

Legenda: Na pozicijama 1, 3, 5, 7 i 8 su umnozeni specificni PCR produkti, dok su na
preostalim pozicijama umnoZeni samo kontrolni produkti

3.2.3. Odredivanje gena HLA-DPB1 metodom PCR-SSO

Aleli gena HLA-DPBI visokom rezolucijom (na Cetiri znamenke) odredeni su pomocéu
metode PCR-SSO (engl. Sequence Specific Oligonucleotides) i Luminex aparata (The
Luminex® 200™ System). Metoda se temelji na hibridizaciji umnozenih produkata na

specificne oligonukleotidne probe koje su vezane na povrSini mikrosfera.

Hibridizaciji prethodi umnazanje gena HLA-DPB1 koriStenjem seta pocetnica
specificnih za taj gen. Tijekom hibridizacije umnozeni produkti gena oznaceni biotinom
inkubiraju se s mikrosferama koje na povrSini imaju vezane SSO probe za odredene alele

DPBI1. Odmah po zavrsetku hibridizacije reakcijskoj smjesi dodaje se fluorescentna boja SA-
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PE (engl. streptavidin-phycoerythrin) koja se veZze za biotinom oznaceni dio DNA koji je

nakon hibridizacije specificno vezan s probama na odredenim mikrosferama.

Ocitavanje se dalje obavlja pomoc¢u Luminex aparata koji detektiranjem fluorescencije
ocitava koju su se probe vezale na na§ DNA uzorak. Analiza rezultata hibridizacije i samo
odredivanje alela HLA-DPBI1 provodi se analitickim programom Quicktype For Lifecodes
(slika 9). Izracunavanjem vrijednosti ocitane fluorescencije za svaku mikrosferu, prisutnost
gena ocitava se kao pozitivna mikrosfera, odnosno negativna mikrosfera ako alel nije

prisutan.
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Slika 9. Analiza rezultata u programu Quicktype For Lifecodes. Proba CON (A) je kontrolna
proba i mora biti pozitivna za svih 16 uzoraka. Na uzorku C1 mikrosfera 06 je pozitivna (B), a
mikrosfera 01 je negativna (C).

3.2.4. Statisticka obrada

Raspodjela alela HLA-DPB1 procijenjena je izravnim brojenjem. Aleli ispitanika
homozigotnih za taj alel brojeni su dva puta. Za usporedbu raspodjele alela HLA-DPB1
izmedu bolesnika i kontrolne skupine koristen je 3 test. Procjena preZivljavanja bolesnika
nakon transplantacije provedena je uporabom Kaplan-Meierove analize. Razina statisticke

znacajnosti je bila P<0,05.
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4. REZULTATI

4.1. BROJPODUDARNOSTI PAROVA PRIMATELJ —
DAVATELJ KMS NA LOKUSIMA HLA-A, -B, -C, -DRB1 I -
DQB1

Rezultati analize podudarnosti na lokusima HLA-A, -B,-C, -DRBL1 i -DQB1 prikazani
su u tablici 2. Utvrdeno je da je 39 bolesnika bilo podudarno sa svojim davateljima na svim
lokusima (10/10), 15 ih je imalo jednu nepodudarnost (9/10), a samo troje ih je imalo dvije
nepodudarnosti (8/10). U skupini bolesnika s jednom nepodudarnosti HLA, najve¢i broj
nepodudarnosti uocen je za alele HLA-DRB1. Analiza nepodudarnosti po razredima HLA
pokazala je da je u alelima HLA razreda | postojalo 10, a u alelima HLA razreda Il 11

nepodudarnosti.

Tablica 2. Broj nepodudarnosti bolesnika (N=57) s nesrodnim davateljima na lokusima HLA-
A, -B,-C, -DRB1 i -DQBL1 te broj nepodudarnosti na pojedinim lokusima i po razredima HLA

Nepodudarnost HLA-A, -B, -C, -DRB1, -DQB1 (N=57) n
10/10

39
9/10

15

Nepodudarnost HLA-A 3
Nepodudarnost HLA-B 1
Nepodudarnost HLA-C 3
Nepodudarnost HLA-DRB1 7
Nepodudarnost HLA-DQB1 1

8/10

3

Nepodudarnost HLA-A + HLA-B 1

Nepodudarnost HLA-DRB1 1

Nepodudarnost HLA-B + HLA-DRB1 1

Nepodudarnosti po razredima HLA (N=57) n
HLA razred | 10
HLA razred Il 11
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4.2. RASPODJELA ALELA HLA-DPB1 U SKUPINI
BOLESNIKA | KONTROLI

Analizom raspodjele alela HLA-DPB1 u skupini bolesnika (N=57) otkriveno je
ukupno 11 razli¢itih alela HLA-DPBL1. Rezultati analize prikazani su na slici 10. Najucestaliji
aleli su HLA-DPB1*04:01 (42,11%) koji se pojavio 48 puta, HLA-DPB1*04:02 (16,67%) i
HLA-DPB1*02:01 (15,79%). Ostali pronadeni aleli HLA-DPB1 u ovoj skupini javljali su se

ucestalos¢u manjom od 10%.

Rezultate analize raspodjele alela HLA-DPB1 usporedili smo s raspodjelom alela
HLA-DPBI1 u kontrolnoj skupini (N=214) koju ¢ine zdrave osobe iz Republike Hrvatske.
Rezultati pokazuju da nema znacajne razlike u ucestalosti naj¢es¢ih alela izmedu skupine
bolesnika i kontrolne skupine (slika 10). U kontrolnoj skupini javljaju se svi aleli koje smo
pronasli i u bolesnickoj, te jo§ neki dodatni aleli kojih nema u skupini bolesnika (HLA-
DPB1*05:01, *06:01, *08:01, *09:01, *11:01, *15:01, *16:01 i *20:01) ali s vrlo malom

zastupljenoscu.

B Kontrola (N=214)

M Bolesnici (N=57)

Ucestalost (%)

T e T S LT U Y
o @ @ @ @ w5 @ @® @ 0¥ a3 w6 (6 0 9 o™ p®

HLA-DPB1*

Slika 10. Raspodjela alela HLA-DPB1 u skupini bolesnika i kontroli
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4.3. RASPODJELA ALELA HLA-DPB1 U SKUPINI
NESRODNIH DAVATELJA KMS

Skupinu nesrodnih davatelja (N=57) analizirali smo zasebno jer se radi o davateljima
iz razliCitth zemalja svijeta pa nisu pogodni za usporedbu s bolesnicima i kontrolom iz
Hrvatske. Njihovom tipizacijom otkriveno je ukupno 15 razlicitih alela HLA-DPBI1 s nesto
raznolikijom ucestalo$¢u nego $to je bila kod bolesnicke skupine (slika 11). Najces¢i je opet
bio alel HLA-DPB1*04:01 (39,47%), zatim HLA-DPB1*04:02 (18,42%), te alel HLA-
DPB1*02:01 kojeg je imalo 12,28% davatelja. Ostali aleli u ovoj skupini uoceni su s

ucestalo$¢u manjom od 10%.

k3
(%))

Ucestalost (%)
-

iy
[=]

5 l

a

o o vt o ok xts vt o o xt s vt o o xts o
o® @9 % @ w® G G @0 o O WO g 0% O a0

HLA-DPB1*

Slika 11. Raspodjela alela HLA-DPB1 u skupini nesrodnih davatelja
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4.4. ANALIZA NEPODUDARNOSTI NA LOKUSU HLA-DPB1
IZMEDU BOLESNIKA I NJIHOVIH NESRODNIH
DAVATELJA

Analizom nepodudarnosti na lokusu HLA-DPBL1 unutar skupine bolesnika i njihovih
nesrodnih davatelja (N=57) uoceno je da je najvise bolesnika nepodudarno sa svojim
davateljima za jedan alel HLA-DPBL1 (slika 12). Na niskoj rezoluciji nepodudarnih za jedan
alel HLA-DPB1 je 31 (54,39%), a na visokoj rezoluciji 36 (63,16%). U samo 11 (19,3%)
parova nije pronadena nepodudarnost za gene HLA-DPB1 na niskoj rezoluciji, dok je analiza
nepodudarnosti za alele HLA-DPB1 na visokoj rezoluciji pokazala da su samo dva para
(3,5%) potpuno podudarna.

a b Broj nepodudarnosti
nalokusu HLA-DPB1

4%

m0
1l

m2

Slika 12. Ucestalost nepodudarnosti na lokusu HLA-DPB1 izmedu para primatelj-davatelj na
niskoj (a) 1 visokoj (b) rezoluciji

Usporedili smo i nepodudarnosti na lokusu HLA-DPB1 ovisno 0 smjeru
nepodudarnosti koji moze biti primatelj = davatelj ili davatelj - primatelj. Skupina je
obuhvatila 57 parova. Analizom nepodudarnosti za alele lokusa HLA-DPB1 na niskoj
rezoluciji (slika 13) uoceno je da 20 (35,09%) parova nije imalo nepodudarnost na lokusu
HLA-DPBL1 i u smjeru primatelj > davatelj i davatelj = primatelj. Najvise parova, njih 28
(49,12%), imalo je jednu HLA-DPBI1 nepodudarnost, takoder u oba smjera. Devet parova
(15,79%) imalo je dvije nepodudarnosti na lokusu HLA-DPB1 u oba smjera. Ukupan broj

nepodudarnosti takoder je jednak u oba smjera i iznosi 46.

Analiza nepodudarnosti za alele lokusa HLA-DPBL1 na visokoj rezoluciji (slika 14)
pokazala je da osam (14,04%) parova nije imalo nepodudarnost na lokusu HLA-DPB1 u
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smjeru primatelj - davatelj, a u smjeru davatelj - primatelj deset (17,54%) parova nije
imalo nepodudarnost na lokusu HLA-DPB1. Broj parova s jednom nepodudarnosti na lokusu
HLA-DPB1 u smjeru primatelj = davatelj je 35 (61,4%), a u smjeru davatelj - primatelj 33
(57,89%). Broj parova s dvije nepodudarnosti na lokusu HLA-DPBL1 je jednak u oba smjera i
iznosi 14 (24,56%). Ukupan broj nepodudarnosti na lokusu HLA-DPB1 u smjeru primatelj -
davatelj je 63, a u smjeru davatelj - primatelj 61.

Smjer

X a0 - nepodudarnosti
%
o HP-->D
230 -
K mD->P
S 20 -

10 A

0 .

0] 1 2
Broj nepodudarnostina lokusu HLA-DPB1

Slika 13. Ucestalost nepodudarnosti na lokusu HLA-DPB1 izmedu primatelja i davatelja
ovisno o smjeru (niska rezolucija)
Legenda: P-primatelj, D-davatelj
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Slika 14. Ucestalost nepodudarnosti na lokusu HLA-DPB1 izmedu primatelja i davatelja
ovisno o smjeru (visoka rezolucija)
Legenda: P-primatelj, D-davatelj
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4.5. PREZIVLJAVANJE BOLESNIKA NAKON TKMS

Analizom prezivljavanja svih bolesnika (N=57) nakon TKMS, bez obzira na
nepodudarnosti na lokusima HLA, ustanovljeno je da je 80% njih Zivo 100. dan nakon

transplantacije (slika 15).
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Slika 15. Prezivljavanje bolesnika nakon TKMS (N=57)

4.6. PREZIVLIJAVANJE BOLESNIKA NAKON TKMS S
OBZIROM NA BROJ NEPODUDARNOSTI NA LOKUSIMA
HLA-A, -B, -C, -DRB1 | -DQB1

Nakon analize ukupnog preZivljavanja bolesnika nakon TKMS, analizirali smo
prezivljavanje bolesnika s obzirom na nepodudarnosti na lokusima HLA-A, -B, -C, -DRBL1 i -
DQBI. Statisticki zna¢ajna razlika u prezivljavanju izmedu bolesnika potpuno podudarnih na
tim lokusima 1 onih s jednom nepodudarnoscu u alelima HLA razreda I ili HLA razreda II nije

uocena (slika 16).

U skupini bolesnika s jednom nepodudarnoscu na lokusu HLA-A, -B, -C, -DRB1 ili -

DQBI1 (N=15) takoder nije uoCena statisticki znaCajna razlika u prezivljavanju izmedu
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bolesnika kod kojih je ta nepodudarnost bila u alelima HLA razreda I i onih s nepodudarnoscu

u alelima HLA razreda Il (slika 17).

100 —— podudarnost HLA 10/10
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Slika 16. Prezivljavanje bolesnika nakon TKMS s obzirom na broj nepodudarnosti na
lokusima HLA-A, -B, -C, -DRB1 i -DQB1 (N=54)

100 —— nepodudarnost u alelima HLA razreda |
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Slika 17. Usporedba prezivljavanja nakon TKMS izmedu bolesnika s nepodudarnoséu za
alele HLA razreda I i bolesnika s nepodudarnos$¢u za alele HLA razreda IT (N=15)
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4.7. PREZIVLJAVANJE BOLESNIKA NAKON TKMS S
OBZIROM NA NEPODUDARNOSTI NA LOKUSU HLA-
DPB1

Na kraju je preostalo jo$ analizirati prezivljavanje bolesnika nakon TKMS uzevsi u

obzir nepodudarnosti za alele lokusa HLA-DPBL1.

Izmedu skupina bolesnika s jednom i onih s dvije nepodudarnosti HLA-DPB1 nije

uocena statisti¢ki znacajna razlika u prezivljavanju nakon TKMS (slika 18).

1001 —— 1 nepodudarnost HLA-DPB1
| 2 nepodudarnosti HLA-DPB1
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Slika 18. Prezivljavanje unutar skupine bolesnika nakon TKMS obzirom na broj
nepodudarnosti na lokusu HLA-DPB1 (N=55)

Analizirano je i prezivljavanje bolesnika s obzirom na to je li njthova HLA-DPB1
nepodudarnost bila dopustena ili nedopustena (slika 19). Nedopustene nepodudarnosti su
HLA-DPB1*03:01, *09:01, *10:01, *14:01, *17:01 i *45:01, a dopuStene nepodudarnosti su
HLA-DPB1*01:01, *02:01, *04:01, *04:02, *05:01, *06:01, *11:01, *13:01, *15:01, *19:01,
*20:01 1 *23:01. Izmedu bolesnika s dopuStenom 1 nedopuStenom HLA-DPB1

nepodudarnoséu nije uocena statisticki znacajna razlika u prezivljavanju nakon TKMS.
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Slika 19. Prezivljavanje bolesnika nakon TKMS s obzirom na dopustenu/nedopustenu
nepodudarnosti na lokusu HLA-DPB1 (N=55)

Naredna analiza obuhvatila je samo bolesnike koji su na lokusima HLA-A, -B, -C, -
DRBL1 i -DQBL bili potpuno podudarni (podudarnost 10/10) sa svojim davateljima (N=38). U
toj skupini bolesnika uocena je statisticki znacajna razlika (P=0,0016) u prezivljavanju nakon
TKMS izmedu bolesnika s nula, jednom ili dvije nepodudarnosti HLA-DPB1. Bolesnici s
dvije nepodudarnosti HLA-DPB1 imali su duze vrijeme prezivljavanja od onih s jednom ili
nula nepodudarnosti (slika 20). U istoj skupini bolesnika statisticki znacajna razlika u
preZivljavanju izmedu onih bolesnika koji su imali dopustenu 1 onih koji su imali nedopustenu

HLA-DPB1 nepodudarnost nije uocena (slika 21).
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Slika 20. Prezivljavanje bolesnika nakon TKMS s 10/10 podudarnog davatelja s obzirom na

nepodudarnost na lokusu HLA-DPB1 (N=38)
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Slika 21. Prezivljavanje bolesnika nakon TKMS s 10/10 podudarnog davatelja s obzirom na

dopustenu/nedopustenu nepodudarnost na lokusu HLA-DPB1 (N=38)
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Na kraju smo usporedili bolesnike koju su imali jednu ili dvije nepodudarnosti na
lokusima HLA-A, -B, -C, -DRB1 i -DQB1 s obzirom na broj nepodudarnosti na lokusu HLA-
DPBI (slika 22). U toj skupini bolesnika (N=19) nije uocena statisticki znacajna razlika u
prezivljavanju nakon TKMS izmedu bolesnika s jednom i onih s dvije nepodudarnosti na
lokusu HLA-DPBI1. U istoj skupini bolesnika nije uoCena statistiCki znacajna razlika u
prezivljavanju nakon TKMS izmedu bolesnika s dopustenom i onih s nedopustenom

nepodudarno$c¢u na lokusu HLA-DPB1 (slika 23).

100 Broj nepodudarnosti HLA-DPB1
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Slika 22. Prezivljavanje bolesnika nakon TKMS s 9/10 ili 8/10 podudarnog davatelja s
obzirom na nepodudarnost na lokusu HLA-DPB1 (N=19)
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Slika 23. Prezivljavanje bolesnika nakon TKMS s 9/10 ili 8/10 podudarnog davatelja s
obzirom na dopustenu/nedopustenu nepodudarnost na lokusu HLA-DPB1 (N=19)
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5. RASPRAVA

Transplantacija KMS je metoda lijecenja Citavog niza malignih i nemalignih oboljenja ve¢
viSe od 60 godina. lako se u svojim pocetcima nije uvijek pokazala uspjeSnom, istrazivanjem i
sve vecim razumijevanjem imunoloskih procesa u organizmu, kao i ulogom pojedinih
¢imbenika, poboljSao se dobar ishod transplantacije i prezivljavanje bolesnika. Jedan od
glavnih ¢imbenika za uspjeh same TKMS je otkri¢e sustava HLA 1 njegove vaznosti u izboru
davatelja. Upravo je ovaj sustav jedan od najistrazivanijih dijelova humanog genoma, no
unato¢ brojnim radovima na podru¢ju TKMS i uloge gena HLA, i dalje su otvorena brojna
pitanja. Jedno od najvaznijih pitanja je pronaci bolesnicima koji nemaju podudarnog davatelja
unutar obitelji odgovarajuc¢eg nesrodnog davatelja KMS. Naime, unato¢ napretku molekularne
biologije, imunologije i medicine, kao i usavrSavanjem postupka za prihvacanje transplantata i
dalje nisu pronadeni odgovori na sve izazove koje pred znanstvenike stavlja sama TKMS.
Jedan od takvih izazova je kako sprije€iti pojavu brojnih komplikacija nakon TKMS, osobito
GvHD, odnosno odbacivanje transplantata koje se javlja ¢ak 1 ako je davatelj podudaran za
alele HLA s bolesnikom 10/10 (aleli HLA-A, -B, -C, -DRB1 i -DQB1). Zbog toga je velik
znanstveni interes usmjeren ne samo na istrazivanje uloge gena HLA na temelju kojih se trazi
nesrodni davatelj, ve¢ i na druge klasi¢ne gene HLA razreda I i razreda II koji mogu izazvati
imunogeni¢nost 1 igraju ulogu u transplantacijskoj reakciji. Upravo jedan od takvih gena je
HLA-DPBI1 ¢ija vaznost u TKMS nije do kraja istraZena, a time ni definirana njegova vaznost

u transplantaciji.

Stoga je i cilj ovog rada bio istraziti utjecaj podudarnosti, odnosno nepodudarnosti, na
lokusu HLA-DPBI1 izmedu primatelja i nesrodnog davatelja na ishod TKMS i time dodati
jedan komadi¢ u slaganje slike o njegovoj vaznosti u transplantaciji. Brojni autori smatraju da
alel HLA-DPB1 ima ulogu u nastanku GvHD, relapsu bolesti i prezivljavanju bolesnika
nakon transplantacije (9,10). Unato¢ vec¢em broju istrazivanja provedenih u posljednjih
desetak godina diljem svijeta, jedinstvenog zakljucka jo$ uvijek nema, a rezultati pojedinih

studija su suprotni (11,12).

Rezultati naSeg istrazivanja o broju nepodudarnosti izmedu para primatelj-davatelj koji su
transplantirani pokazali su da se najveci broj parova razlikovao za alele lokusa HLA-DRB1
§to je u skladu s istrazivanjima drugih autora koji su prikazali sli¢ne rezultate (13). Razlog

tome vjerojatno lezi u Cinjenici da je unutar pojedinih specificnosti HLA-DRB1 (*04, *11,
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*13) ucestalost veceg broja alela podjednaka (npr. DRB1*11:01), tj nema predominantnog.
Naime, to znaci da ako je osoba DRB1*11 da ¢e biti DRB1*11:01, odnosno DRB1*11:04.
Nasuprot tome, kod vecine najzastupljenijih gena HLA-A uvijek prevladava jedan podtip tj.
alel (npr. unutar skupine od preko 200 do danas poznatih alela A*02 unutar nase populacije

A*02:01 se javlja s uCestalos¢u od 96%) (14).

Analiza raspodjele alela HLA-DPB1 medu bolesnicima pokazala je da je najces¢i alel
DPB1*04:01 (40,1%), §to je u skladu s velikim istrazivanjem provedenim 2007. godine na
uzorku od 5929 parova primatelj — nesrodni davatelj (9). Ovo istrazivanje je potvrdilo da u
nasoj populaciji, kao i drugim populacijama Europe i sjeverne Amerike (populacije europskog
porijekla), prevladava alel DPB1*04:01 (14). Naime, za razliku od raspodjele alela na drugim
klasi¢nim lokusima HLA, na lokusu HLA-DPBL1 je uvijek jedan alel zastupljen s ucestalo§éu
od skoro 50%.

Ovaj rad je pokazao da je samo mali broj bolesnika (4%) podudaran sa svojim nesrodnim
davateljem za alele lokusa HLA-DPBI, §to je u skladu s istrazivanjem provedenim 2007.
godine (9). Razlog tome je §to je LD izmedu alela HLA-DQB1 i -DPB1 puno manji od nego
izmedu ostalih alela HLA, $to rezultira velikom nepodudarnos¢u za alele HLA-DPB1 izmedu
primatelja i nesrodnog davatelja KMS koji su na ostalim lokusima podudarni. Dodatno
objasnjenje za izostanak podudarnosti na lokusu HLA-DPB1 izmedu parova primatelj-
davatelj lezi 1 u Cinjenici da izmedu lokusa DQBI1 i DPBI postoji tzv ,,vru¢e mjesto” za
rekombinaciju i stoga je ucestalost crossingover-a na tom odsjecku kromosoma 6 Cesta (9).
Nalaz da je najviSe parova s jednom nepodudarnoscu za alele DPBI1 je ocekivan jer i drugi

autori iznose sli¢ne podatke (9,11).

Prezivljavanje nasih bolesnika nakon TKMS nakon pet godina je u skladu s rezultatima
drugih transplantacijskih centara (11). Uocen je trend boljeg prezivljavanja bolesnika s
nepodudarnoscu s davateljem za alele HLA razreda | u odnosu na one koji su imali davatelja
nepodudarnog za alele HLA razreda II. Objasnjenje za to lezi ulozi koje molekule HLA
razreda Il imaju u organizmu. Glavni uzrok smrti bolesnika su infekcije, akutni GVHD Il — IV
stupnja u kombinaciji s infekcijom ili bez nje, zatajenje organa, odnosno relaps (6).

Ovo istraZivanje pokazalo je trend boljeg prezivljavanja onih bolesnika koji su sa svojim
davateljima nepodudarni za samo jedan alel HLA-DPB1, ali bez statisticke znacajnosti u
usporedbi sa skupinom bolesnika koji su imali dvije nepodudarnosti na lokusu HLA-DPBL.
Stoga su rezultati ovog istrazivanja u skladu s onim radovima koji su takoder pokazali da je
jedna nepodudarnost bolja, nego dvije. Medutim, treba istaknuti da su rezultati istrazivanja
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provedenih o utjecaju nepodudarnosti HLA-DPB1 na pojavu GvHD, relaps bolesti i
prezivljavanje vrlo proturjecni. Istrazivanje iz 2006. godine utvrdilo je povezanost GVHD i
nepodudarnosti na lokusu HLA-DPB1, manju pojavu relapsa bolesti i vece ukupno
prezivljavanje, ali samo kod bolesnika lijecenih od akutne limfoblasti¢ne leukemije (12). Ovo
je u u skladu s naSim radom u kojem smo otkrili ve¢e prezivljavanje kod bolesnika s dvije
nepodudarnosti za alele HLA-DPB1 u odnosu na jednu ili nula nepodudarnosti, a koji su bili
10/10 podudarni za ostale alele HLA. Moguc¢i razlog za to je da je odredeni stupanj geneticke
razliCitosti izmedu bolesnika i davatelja potreban za postizanje GvL efekta. S druge strane,
Ludajic sa suradnicima je pokazala da su dvije nepodudarnosti na lokusu HLA-DPB1
povezne s veéim rizikom pojavljivanja akutnog GvHD-a i negativnim u¢inkom na sveukupno
prezivljavanje bolesnika (11). Sli¢ne rezultate iznio je Shaw koji je na velikom uzorku parova
(N=5929) ukazao na ve¢i rizik za pojavu GvHD te smrtnosti kod HLA-DPB1 nepodudarnih

parova, ali takoder i manju vjerojatnost za relaps (9).

Analiza uloge dopustenih i nedopustenih nepodudarnosti na lokusu HLA-DPB1 unutar
nase skupine parova nije pokazala nikakve statisticki znacajne razlike. U naSoj cjelokupnoj
skupini bolesnika (bez obzira na nepodudarnosti na drugim lokusima HLA) uocili smo trend
boljeg prezivljavanja onih s dopustenim nepodudarnostima, medutim to nije bio slucaj unutar
skupine bolesnika koji su imali HLA potpuno podudarnog davatelja 10/10. Stoga moZemo
re¢i da su nasi podaci djelomi¢no u skladu s radom iz 2009. godine u kojem autori iznose
zaklju€ak da bolesnici s dopustenim nepodudarnostima imaju bolje sveukupno prezivljavanje

za razliku od onih s nedopustenim nepodudarnostima (5).

lako nema sumnje da geni HLA-DP imaju ulogu u imunoloskom odgovoru, odabir
nesrodnog davatelja KMS ne ukljucuje i podudarnost za alele HLA-DPB1 u vecini
transplantacijskih centara. U nekim centrima se jedino u slucaju veceg broja 10/10 HLA
podudarnih davatelja provodi i tipizacija za alele HLA-DPB1 s ciljem odabira onog koji je

najpodudarniji (9).

Medutim, neophodno je rec¢i da je za donoSenje kona¢nog zakljucka o ulozi gena HLA-

DP, a time i nuznosti njihovog odredivanju u TKMS, potreban daleko veci broj istrazivanja.
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6. ZAKLJUCAK

1. Analiza broja podudarnosti na lokusima HLA-A, -B, -C, -DRBL1 i -DQB1 pokazala je
da je 39 bolesnika bilo podudarno 10/10 sa svojim nesrodnim davateljem, 15
bolesnika bilo je podudarno 9/10, a samo troje je bilo podudarno 8/10. Najveci broj

nepodudarnosti uocen je za alele lokusa HLA-DRB1.

2. Najucestaliji aleli HLA-DPB1 unutar nase skupine bolesnika bili su DPB1*04:01
(42,1%), DPB1*04:02 (16,7%) i DPB1*02:01 (15,8%).

3. Nije uocena statisti¢ki znacajna razlika izmedu raspodjele alela HLA-DPB1 izmedu

bolesnicke skupine i zdrave kontrole.

4. Analizom broja nepodudarnosti za alele lokusa HLA-DPB1 unutar para primatelj-
davatelj uoceno je da je najveéi broj parova imao jednu nepodudarnost (n=36; 63%),
19 (33%) parova je imalo dvije nepodudarnosti, dok su samo dva para (4%) bila
podudarna za alele HLA-DPB1.

5. lspitivanje povezanosti broja nepodudarnosti HLA-DPB1 i ukupnog prezivljenja
bolesnika nakon TKMS u skupini bolesnika koji su imali davatelja 10/10 uoc¢eno je
statisticki znacajno bolje prezivljavanje bolesnika s dvije nepodudarnosti za alele

HLA-DPB1.

6. Unutar cjelokupne skupine bolesnika nije otkrivena statisticki znacajna razlika u
prezivljavanju izmedu bolesnika s nula, jednom ili dvije nepodudarnosti na lokusu

HLA-DPB1.

7. Nije uocena statisticki znaajna razlika u prezivljavanju izmedu bolesnika s
dopustenim i onih s nedopustenim nepodudarnostima za alele HLA-DPB1, bez obzira

na broj podudarnost na drugim lokusima HLA.
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