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1. UvOD

Autoimuna hemoliticka anemija (AIHA) je rijetka multigenska autoimuna bolest u kojoj
razli¢iti tipovi autoprotutijela usmjereni na antigene eritrocitne membrane uzrokuju smanjenje
Zivotnog vijeka eritrocita. Antieritrocitna autoprotutijela razreda IgG detektiraju se tijekom
prijetransfuzijskog ispitivanja bolesnika s razli¢itim dijagnozama sa i bez znakova hemolize
kao 1 kod trudnica, ali i kod zdravih osoba bez poznatog razloga. Dosadasnji vrlo mali broj
istrazivanja takoder na malom broju uzoraka jo$ uvijek nije dokazao povezanost antieritrocitnih

autoprotutijela s odredenim alelom HLA (engl. Human Leukocyte Antigens) sustava.

Ocekivana povecana ucestalost odredenih alela HLA u bolesnika i trudnica s antieritrocitnim
autoprotutijelima u odnosu na kontrolnu skupinu potvrdila bi pretpostavku o mogucoj
povezanosti gena sustava HLA sa stvaranjem autoimunog odgovora na eritrocitne antigene, a
HLA bi mogao postati novi geneticki biljeg u osoba s laboratorijskim znacima AIHA.
Ocekujemo kako bi rezultati istrazivanja mogli pridonijeti boljem razumijevanju ¢imbenika
koji utjeCu na nastanak antieritrocitnih autoprotutijela razreda 1gG i razvoja autoimune

hemoliticke anemije.

Ciljevi rada

Ispitati i utvrditi alele sustava HLA bolesnika i trudnica s antieritrocitnim autoprotutijelima
razreda 19gG

Usporediti alele sustava HLA bolesnika i trudnica s alelima HLA kontrolne skupine
(dobrovoljnih davatelja krvi)

Utvrditi rizi¢ni/e alel/e za pojavu antieritrocitnih autoprotutijela razreda IgG

Ispitati prisutnost autoimunih i ostalih bolesti u bolesnika i trudnica s antieritrocitnim
autoprotutijelima razreda 1gG

Utvrditi moguc¢i protektivni alel za pojavu antieritrocitnih autoprotutijela razreda 1gG

Metode

Za dokazivanje vezanih antieritrocitnih autoprotutijela razlic¢itih imunoglobulinskih razreda
(IgM, 1gG, IgA) i podrazreda (IgG1, IgG3) odabrana je gel mikrohemaglutinacijska metoda
koja Koristi princip Coombsovog testa, specificnim vezanjem polispecificnog i
monospecifi¢nog antihumanog gamaglobulina na imunoglobuline in vivo vezane na eritrocitnu

membranu ispitanika.



Elucija antieritrocitnih autoprotutijela radit ¢e se toplinskom metodom i koristiti kao dodatna
provjera vezanih autoprotutijela na antigene eritrocitne membrane, a radi isklju¢ivanja
neimunoloske adsorpcije proteina ili lijeka, te isklju¢ivanja protutijela usmjerenih na lijek.
Broj retikulocita odredivat ¢e se metodom proto¢ne citometrije na multiparametrijskom
hematoloSkom analizatoru koji Koristi reagens na bazi boje New Methylen Blue za bojanje
RNA retikulocita.

Izolacija deoksiribonukleinskih kiselina (DNA) iz bioloskog materijala pomocu silika-gel
membrane temeljit ¢e se na postupku vezanja-ispiranja-eluiranja. Elektroforetskim
razdvajanjem na 0,5 %-tnom agaroznom gelu provjerit ¢e se kvaliteta izolirane DNA i njen
prinos.

Aleli sustava HLA ispitat ¢e se metodom lancane reakcije polimerazom (PCR, engl.
Polymerase Chain Reaction), in vitro reakcijom umnozavanja ciljnog dijela DNA pomocéu
enzima Taq polimeraze, Koristenjem specificne oligonukleotidne pocetnice specificne za
sekvencu (SSP, engl. Sequence Specific Primer), koje prepoznaju i komplementarno se vezu na
dijelove kalupa DNA.

Detekcija produkata PCR amplifikacije radit ¢e se pomocu elektroforeze na 1,5% agaroznom
gelu s bojom etidijevim-bromidom. Specifi¢nost svake pojedine amplifikacije provjerit ¢e se
pomocu tablica za interpretaciju, koje su prilozene uz svaki komercijalni HLA-SSP set i

pomo¢u HELMBERG SCORE Software-a

Polazna hipoteza

Znanstvena pretpostavka istrazivanja je moguénost postojanja povezanosti odredenih alela

HLA s nastankom antieritrocitnih autoprotutijela razreda IgG.



2. LITERATURNI PREGLED
2.1. MOLEKULE GLAVNOG KOMPLEKSA TKIVNE PODUDARNOSTI
2.1.1. Otkri¢e molekula glavnog kompleksa tkivne podudarnosti

Otkrice leukocitnih antigena vezano je UZ istrazivanja transplantacije misjih tumora americkih
genetiara Tyzzera i Littlea, te istrazivanja Gorera, britanskog lije¢nika i patologa, koji je 1936.
otkrio antigen odgovoran za odbacivanje transplantata (Gorer i sur., 1936., Thorsbhy i sur.,
2009.). Kasnije se Gorer pridruzio geneti¢aru Snellu u proucavanju gena otpornih na tumor,
takozvanih gena H (engl. histocompatibility), te su njih su dvojica zajedno sa suradnicima
utvrdili postojanje gena koji kodira jake ili glavne antigene tkivne podudarnosti u misa tj. lokus
H-2 (Gorer i sur., 1948.). Daljnjim otkri¢ima uocena je velika slozenost lokusa H-2 te je on
preimenovan u H-2 kompleks ili glavni kompleks (sustav) tkivne podudarnosti (engl. major
histocompatibility complex, MHC). Rezultati biokemijskih studija pokazali su podudarnost i
slicnu osnovnu gradu i u misje bjelancevine H-2 i ljudske bjelancevine HLA (engl. human
leukocyte antigens) posjeduju slicnu osnovnu gradu. Geni koji odreduju sudbinu presadenog
tkiva prisutni su u svim vrstama sisavaca i homologni misjim genima H-2, te su zbog toga
nazvani glavni kompleks gena tkivne podudarnosti (geni MHC), a ostali geni koji manje utje€u
na sudbinu presatka nazvani su slabim ili sporednim genima tkivne podudarnosti (engl. minor
histocompatibility genes). Geni koji nekoj jedinki osiguravaju stvaranje imunosnog odgovora
u obliku protutijela na pojedine proteinske antigene nazvani su geni imunosnog odgovora (engl.
immune response genes, Ir) i pripadaju sustavu MHC. Naslijedeni aleli MHC kodiraju molekule
MHC koje prepoznaju peptid iz odredenog antigena i stvaraju komplekse peptida tog antigena
I molekula MHC. Te komplekse prepoznaju pomagacki T limfociti, koji zatim pomazu B
limfocitima u proizvodnji protutijela (Abbas i sur., 2018.). Zinkernagel i Doherty dokazali su
direktnu ukljucenost molekule MHC u T-stani¢no prepoznavanje antigena (restrikcija
molekulama MHC), ali bez poznatog mehanizma (Zinkernagel i Doherty, 1974.). Funkcija
molekula HLA otkrivena je tek 1987. kada je, uz pomo¢ X-zraka, prikazana kristalna struktura
molekule HLA-AZ2 i Zlijeb unutar kojeg je bio vezan peptid (Bjorkman i sur., 1987.).

2.1.2. Otkri¢e molekula glavnog sustava tkivne podudarnosti u ljudi

Sustav HLA otkriven je nekoliko godina nakon otkric¢a vecine eritrocitnih sustava krvnih grupa
i nakon revolucionarnog otkrica antihumanog gamaglobulinskog (Coombsovog) testa.

Leukocitne krvne ljudske grupe prvi puta se spominju 1954. (Miescher i Fauconnet, 1954.).



Dausset, van Rood i Payne sa suradnicima gotovo istovremeno dolaze do otkric¢a i opisuju
nastanak protutijela na leukocitne antigene nakon transfuzije i tijekom trudnoce (Dausset,
1954., Payne i Rolfs, 1958., van Rood i sur., 1958.). Dausset je na leukocitima triju
dobrovoljaca otkrio prvi antigen HLA i njima u ¢ast nazvao ga antigen MAC (kasnhije HLA-
A2), prema njihovim inicijalima (Dausset, 1958.). Ve¢ tada je dao naslutiti klinicki znacaj
leukocitnih antigena u transplantaciji tkiva i kostane srzi. Za svoj rad je 1980., zajedno sa
Snellom i Benacerrafom, dobio Nobelovu nagradu. Van Rood je 1962. otkrio nove antigene
koje je nazvao 4a i 4b (kasnije HLA-Bw4 i -Bw6) (van Rood i van Leeuwen, 1963.), a 1964.,
koriste¢i serume viserotki, zajedno s Juliom i Walterom Bodmerom Payne je otkrila ne samo
LAL (kasnije HLA-A1L) i LA2 (kasnije HLA-A2) nego i LA3 kao dodatni antigen koji pripada
istom lokusu (Payne i sur., 1964.). Prvu medunarodnu radionicu o tkivnoj podudarnosti (IHWS,
engl. International Histocompatibility Workshop) organizirao je Amos 1964., a test
mikrolimfocitotoksic¢nosti koji su otkrili Terasaki i McClelland od tada je postao standardna
seroloSka tehnika tipizacije HLA (Terasaki i McClelland, 1964). Uz potporu Svjetske
zdravstvene organizacije 1968. osnovan je komitet za nomenklaturu, koji je aktivan i danas
(Thorsby, 2009.). Amos je, poznavajuci rad Gorera i Snella 0 mi§jem H-2 sustavu, uocio da bi
se i u ljudi moglo raditi o jedinstvenom sustavu gena. Kissmeyer-Nielsen je 1969. uocio kriznu
reaktivnost izmedu antigena HL-A (danas HLA-A) i antigena grupe Cetiri (danas HLA-B). To
je dovelo do zakljucka da je HLA sustav regija usko povezanih lokusa unutar kojih je moguca
krizna reaktivnost (Kissmeyer-Nielsen i sur., 1969.). Kissmeyer-Nielsenova grupa je 1970.
otkrila i tre¢i zasebni sustav antigena HLA-C, a 1975. jos 6 novih antigena HLA-Dw1-6. Lokus
je dobio ime HLA-D, a kasnije studije su pokazale da se lokus HLA-D sastoji od nekoliko blisko
vezanih lokusa koji kodiraju antigene DR, DQ i DP (Thorsby i sur., 1970., Thorshy i Piazza,
1975., Thorsby i sur., 2009.).

2.1.2.1. SmjeStaj i organizacija gena HLA

Geni kompleksa HLA pripadaju imunoglobulinskoj supergenskoj porodici. Obuhvacaju 7,6 Mb
u regiji 6p21.3 na kratkom kraku sestog kromosoma (Slika 1). U HLA bazi podataka
(IMGT/HLA Database) trenutno ima 25.756 alela HLA, od kojih 18.691 alela HLA razreda | i
7.065 alela HLA razreda Il (Marsh i sur., 2010., Robinson i sur., 2015.). Geni kompleksa HLA
podijeljeni su u tri regije: gene HLA razreda I, II 1 III. Geni HLA razreda I smjeSteni su
telomerno, a ukljucuju klasi¢ne gene A, B 1 C te neklasi¢ne gene E, F 1 G. Geni HLA razreda

II smjesteni su centromerno, a ukljucuju klasi¢ne gene DR, DQ i DP i neklasi¢ne gene DM 1
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DO. Geni HLA razreda III smjesteni su izmedu gena HLA razreda I i gena HLA razreda II, ali
nisu s njima funkcijski povezani (Horton i sur., 2004.).

6. kromosom
tﬂll}mﬂa Ij-'llg& I'Ilk.& CEntromera kf&[ka:. I'IJk.H. [Elgmgra
3 - —
HLA regija ~—
6p21.1-21.3 ~
razred IT razred III razred I
| |l Bf I |
DP DM Do DR 4 C2HspT70TNF B C = AGEF

Slika 1. Smjestaj kompleksa gena HLA na 6. kromosomu (Berlingerio i sur., 2009.).

2.1.2.2. Polimorfizam gena HLA

Geni sustava HLA najpolimorfniji su geni (Slika 2) prisutni u genomu sisavaca (Abbas i sur.,
2018.). Polimorfizam gena definira se kao pojava dva ili vise alela na odredenom lokusu unutar
populacije, gdje se najmanje dva alela pojavljuju s ucestaloséu vecom od 1%. Na HLA-A
lokusu trenutno ima 5.735 alela, na lokusu HLA-B 7.053 alela i na lokusu HLA-C 5.653 alela.
HLA-DRB lokus ima 3.296 alela, HLA-DQAL 216 alelai HLA-DQB1 1.771 alel (Marsh i sur.,
2010.).

Lokus se smatra polimorfnim kada u njemu postoji viSe varijacija nego §to bi se moglo objasniti
samo mutacijama (Slika 3). Polimorfizam gena moze predstavljati evolucijsku prednost za
odredenu populaciju zbog lakSe prilagodbe na evolucijske promjene u odnosu na genetski
uniformnu populaciju (Bodmer, 1972., Bodmer i sur., 1986.)

Svaki lokus klasi¢nih gena HLA moZe imati po 2 razli¢ita alela $to ¢ini ukupno 12 razli¢itih

alela, a oni mogu stvoriti oko 80.000 milijuna razli¢itih kombinacija (Bodmer, 1987.).
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Slika 2. Mapa regije HLA (IMGT/HLA Database, 2019)
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Slika 3. Broj alela sustava HLA od 1987. do rujna 2019. (IMGT/HLA Database, 2019)



2.1.2.3. NeravnoteZa udruZzivanja

Geni blisko vezanih lokusa nasljeduju se zajedno, te se u populaciji pojavljuju s drugacijom
prevalencijom nego geni koji nisu vezani. Radi se o neravnotezi udruzivanja (LD, engl. linkage
disequilibrium), koja predstavlja tendeciju zajedni¢kog nasljedivanja specificnih kombinacija
alela dvaju ili vise vezanih lokusa s ve¢om ucestalosti od one koja bi bila produkt njihovih
pojedinacnih frekvencija (Lomas-Francis, 2008.). Tako je ucestalost pojavnosti alela HLA-
A*01 u sjevernoj Europi oko 31%, a alela HLA-B*08 oko 21%. Ucestalost pojavnosti
kombiniranog fenotipa A1B8 je oko 17%, $to je puno vise od ocekivanih 6,5% (0,31 x 0,21).
Neravnoteza udruzivanja jako je izrazena izmedu alela lokusa DQ i DR, te izmedu alela lokusa
B i C (Bodmer i sur., 1987.).

Skup alela sustava HLA: A, B, C, DR, DQ i DP smjestenih zajedno na pojedinom kromosomu
neke jedinke naziva se haplotip. Heterozigotne osobe imaju 2 razli¢ita haplotipa, a homozigotne
jedan haplotip (Ceppellini i sur., 1967.). 1zmjena dijelova kromosoma (engl. crossing over) i
rekombinacije alela unutar regije HLA su rijetki dogadaji pa se obi¢no na sljede¢u generaciju

prenosi kompletan haplotip (Slika 4).

Al A3
B8 g14  BY
DR1T DR10
A A2
stanica
BE dl|steta br1 B51
DR17 DR11

Slika 4. Primjer nasljedivanja HLA haplotipa (preuzeto 1 prilagodeno iz
https://web.stanford.edu/dept/HPS/transplant/html/hla.html)

2.1.2.4. Nomenklatura

Svaki HLA alel ima svoj jedinstveni naziv koji se sastoji od skupova brojki odijeljenih

dvotockom (Slika 5). Aleli imaju najmanje Cetiri znamenke, a ostale se znamenke dodaju prema
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potrebi. 1za prefiksa HLA pise se crtica i iza nje slovo za oznaku genskog lokusa. Nakon
rastavnika oznac¢enog zvjezdicom (*), pise se alelna grupa dvjema znamenkama, zatim slijedi
dvotocka, pa specificni HLA alel ozna¢en s najmanje 2 znamenke. Nakon dvotocke pise se alel
koji se razlikuje prema slicnoj mutaciji u kodirajucoj regiji, a iza njega alel koji ima mutaciju u
nekodirajucoj regiji. Na kraju se dodaje sufiks u obliku slova koje predstavlja promjene u

ekspresiji (izrazaju) alela.

crta razdvala ims gana od
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. . .
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|Pnua-2 - Bpaciniénl HLA protsin |

Pod)s 3 -koristl 82 za sBEnu DNA
Zam|enu unubsr ko uds ragls

© S0E Manh 410

Slika 5. Nomenklatura HLA alela. (preuzeto i prilagodeno iz IMGT/HLA Database)

2.1.2.5. Grada molekula HLA razreda I

Molekula HLA razreda | je heterodimer koji se sastoji od 2 nekovalentno vezana lanca i peptida:
a lanac tezine 44-47 kD, kodiran je genima HLA, naziva se joS i teSki lanac 1 prolazi kroz
stanicnu membranu, dok B2 mikroglobulin (f2m), molekularne tezine 12 kDa, ne prolazi kroz
membranu i nije kodiran genima HLA. Svaki o lanac usmjeren je S oko tri ¢etvrtine polipeptida
u izvanstanicnom prostoru, kratki hidrofobni kraj prolazi kroz staniénu membranu, a
aminokiselinski ostaci na C-terminalnom kraju nalaze se u citoplazmi. Sparene domene a1 o2
¢ine dvije postrani¢ne stijenke i naslanjaju se na dno pukotine gradene od plohe osmerostrukih
antiparalelnih B nabora koji podupiru dva paralelna a lanca (o1 1 a2). Shematski prikaz je na Slici
6.

Nabor a1 i a2 domena tako formira dugu pukotinu ili zlijeb koji je mjesto vezanja peptida u
molekuli HLA razreda I. Tu se mogu vezati manji peptidi veli¢ine 8 do 11 aminokiselina.
Domena o3 savija se u Ig domenu i predstavlja konzervirani dio HLA 1. Taj dio, zajedno s f2m

sadrzava ve¢inu veznog mjesta za molekulu CD8. Na C- terminalnom kraju domene a3 protezu



se hidrofobne aminokiseline kroz lipidni dvosloj staniéne membrane, a na njih se nastavljaju
citoplazmatski aminokiselinski ostaci koji su u medudjelovanju s fosfolipidnim glavicama na
unutarnjem dijelu lipidnog dvosloja i na taj nacin sidre molekulu HLA u stani¢nu membranu.
B2 mikroglobulin je laki lanac molekula HLA razreda 1, koji je kodiran genima na 15.
kromosomu, gradom je homologan Ig domeni i kao i az lanac konstantan u svim molekulama
HLA razreda | (Abbas i sur., 2018.).

Razrad | MHC : 2u)ab za vazanje

/— peptias N . ;pm
\ ~0

o2

>

o3
ol

Transmembransko
podruéje

Slika 6. Shematski prikaz grade molekula HLA razreda I i vrpcéasti dijagram HLA-B27 dobiven

rentgenskom kristalografijom. (preuzeto i prilagodeno iz Abbas i sur., 2018.).

2.1.2.6. Grada molekula HLA razreda I1

Molekule HLA razreda Il sastoje se od dvaju kovalentno povezanih polipeptidnih lanaca: lanca
a (32-34kD) i lanca B (29-32kD). U odnosu na lance molekule HLA razreda | ovdje su oba
lanca polimorfna i oba su smjestena u HLA lokusu. Domene a1 1 1 formiraju zlijeb u koji se
vezu peptidi. Shematski prikaz je na Slici 7.

Vezno mjesto u pukotini za HLA razreda Il otvoreno je na oba kraja $to omogucuje vezanje
vecih peptida (velic¢ine preko 30 aminokiselina) nego za molekule HLA razreda L. S jedne strane
pukotine, odsjecak au tvori Cetiri lanca na dnu pukotine i jednu o uzvojnicu postrani¢no, a s
druge strane iste pukotine odsjeCak Bi1 tvori Cetiri lanca na dnu pukotine 1 jednu uzvojnicu

postrani¢ne stijenke Varijabilne aminokiseline smjestene su u lancima a1 i f1. U molekulama
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HLA razreda II vecina varijabilnosti smjestena je u lancu PB. a2 1 B2 odsjecci molekula HLA
razreda II slicni su odsjeccima a3 i fom odsjeccima molekula HLA razreda I i nisu varijabilni

te se u njih smjesta bjelan¢evina CD4 (Abbas i sur., 2018.).

- /’ 29)sb za vazan|s peptiaa
51

Slika 7. Shematski prikaz grade molekula HLA razreda II i vrpcasti dijagram HLA-DR1
dobiven rentgenskom kristalografijom. Molekule HLA razreda II sli¢e molekulama HLA
razreda | (Abbas i sur., 2018.).

2.1.2.7. Funkcija molekula HLA razreda I i 11

Prirodenu 1ili nativhu imunost karakterizira brz 1 nespecifiCan odgovor na razlicite
mikroorganizme, koji ne moze detektirati razlike medu mikroorganizmima. Zbog prilagodbe
mikroorganizama na ove obrambene snage, sloZeniji organizmi razvili su puno ucinkovitiji
sustav steCene ili adaptivne imunosti, u kojem suraduje velik broj imunoloskih stanica i
molekula. Oba sustava medusobno se ispreplicu i zajednic¢ki pojacavaju u obrani organizma.
Glavne stanice u adaptivnoj imunosti su limfociti B, limfociti T, stanice koje predoCuju antigen
1 izvrSne stanice. Za postizanje specificne imunosti limfociti T moraju prepoznati specificni
proteinski antigen vezan za vlastite molekule HLA (Slika 8).

Vezanje dijela proteinskog antigena odnosno peptida u Zlijeb molekule HLA omogucuju stanice
koje predocuju antigen. One su smjeStene na mjestima najces¢eg ulaza mikroorganizama, to

jest stranih proteinskih antigena u ljudski organizam. Nalaze se u sluznici i tkivima probavnog
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1 diSnog sustava i pomocu receptora na svojim izdancima hvataju proteinske antigene, preraduju
ih u peptide, ugraduju u molekule HLA na svojoj membrani i tako predocuju limfocitima T.
Broj receptora limfocita T je malen i ograni¢en u odnosu na broj molekula HLA koje su izrazito
polimorfne. Aktivirane predo¢ne stanice po ulasku u limfne ¢vorove izrazavaju jako puno
molekula HLA s vezanim peptidima, i to kroz duze vrijeme, kao S$to to rade i limfociti B, koji

izrazavaju i kostimulacijske molekule potrebne za aktivaciju limfocita T.

Recsptor imfocita T /¢
.f/‘

za paptia

) Recaptor Bmfocita T
L
.

Poamortni recaptod
ZaMHC \

Usidrani dio
peptica ——

Peptia
Z1jab od MHC 4

Slika 8. T stani¢ni receptor prepoznaje peptid smjesten u zlijeb HLA molekule (Abbas i sur.,
2018.).

Naivni limfociti T recirkuliraju kroz limfne ¢vorove i u njima se susrecu sa stanicama koje
predocuju antigene. Aktiviraju se samo oni naivni limfociti T koji uspiju prepoznati specifi¢ni
peptid smjesten u Zlijebu molekule HLA, kao i izvr$ni limfociti T koji su nastali tijekom
prethodnog susreta s takvim peptidom. Za aktivaciju limfocita T dovoljan je vrlo mali broj
kompleksa stranog peptida u Zlijebu molekule HLA ¢ak 1 ako je ve¢ina molekula HLA u svojem
Zlijebu zasi¢ena vlastitim peptidima. Molekule HLA veZu i vlastite 1 strane peptide, a limfociti
T onda pretrazuju te predocene peptide i pronalaze strane peptide. U zdravom organizmu ne
dolazi do pojave autoimunosti jer limfociti T koji prepoznaju komplekse vlastitih peptida u
zlijebu molekula HLA bivaju unisteni.

Predocavanje stranih peptida limfocitima T nuzno je za aktiviranje odnosno sazrijevanje CD4+
i CD8+ limfocita T i usmjeravanje imunoloske reakcije u smjeru proizvodnje protutijela ili
reakcije citotoksicnosti. Antigeni HLA razreda I izrazeni Su na svim stanicama s jezgrom i
mogu vezati i predoCavati peptide virusa ili tumorski promijenjenih stanica CD8+ citotoksi¢nim
limfocitima T. Oni zatim uniStavaju stanice zarazene virusom ili tumorske stanice koje

izraZzavaju tumorske antigene. Antigeni HLA razreda Il izrazeni su na profesionalnim stanicama
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koje predocuju antigen (limfociti B, makrofagi, dendriticke stanice) i koje su odgovorne za
predocavanje izvanstani¢nih mikroorganizama (antigena) CD4+ pomagackim limfocitima T.
Nakon prepoznavanja antigena ovi limfociti T pomazu limfocitima B u stvaranju protutijela i
aktivaciji makrofaga koji fagocitiraju izvanstani¢éne mikroorganizme obloZene protutijelima
(Bodmer i sur., 1987., Abbas i sur., 2018.).

2.1.2.8. Preradba i predocavanje antigena

HLA molekule imaju Siru specifi¢nost u odnosu na receptore na limfocitima T. To znaéi da
jedna molekula HLA u svoj zlijeb mozZe smjestiti razli¢ite peptide, ali je uo¢eno da u zlijebu
odjednom moze biti samo jedan peptid (Bjorkman i sur., 1987.). Antigenski receptori limfocita
T prepoznaju i peptid i molekulu HLA (Slika 8). Razlike u redoslijedu aminokiselina peptida u
zlijebu molekule HLA utje€u na prepoznavanje odredenog peptida limfocitima T, odnosno
mogu povecati imunogeni¢nost nekog peptida. Radi se o spregnutosti izmedu limfocita T i
molekula HLA u prepoznavanju peptida ili restrikciji molekulama HLA (Zinkernagel i
Doherty, 1974.).

Prerada citosolnih bjelancevina odvija se u proteazomima, a nakon prerade peptidi se u
endoplazmatskom retikulumu dodatno skracuju i vezu u zlijeb molekula HLA razreda I.
Stabilni kompleksi peptida i molekula HLA razreda I dalje putuju kroz Golgijev aparat i prenose
se na povrsinu stanice u egzocitoznim vezikulama. Tamo ih prepoznaju CD8+ limfociti T ¢ija
se koreceptorska molekula CD8 veze za nepolimorfni dio molekule HLA razreda I (a3 i f2m).
Izvor citosolnih bjelan¢evina produkti su virusa, bakterija ili drugih unutarstani¢nih
mikroorganizama, a u tumorskim stanicama su produkti promijenjenih, mutiranih ili
prekomjerno izrazenih gena (Kloetzel, 2001., Antoniou i sur., 2003., Sant i Yewdell, 2003,
Yewdell, 2005., Jensen, 2007.).

Izvanstani¢ne bjelanéevine prvo se moraju internalizirati, to jest endocitozom biti uvuéene u
endosome profesionalnih stanica koje predocuju antigene. Dendriti¢ne stanice i makrofagi
imaju receptore za prepoznavanje zajednicke strukture mikroorganizama, sami makrofagi
imaju i receptore za ulomak Fc protutijela i C3 komponente komplementa, a limfociti B
imunoglobulin kojim veZzu slobodne bjelancevine. U endosomima dolazi do prerade
izvanstani¢nih bjelanc¢evina u peptide. U endoplazmatskom retikulumu sintetizira se molekula
HLA razreda Il i u zlijeb, u koji ¢e se kasnije vezati peptid, veze se invarijantni lanac Ir ¢ime

se onemogucuje vezanje peptida u taj Zlijeb, a peptidi koji se nadu u endoplazmatskom
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retikulumu, vezat ¢e se za molekule HLA razreda I. Molekule HLA razreda II s invarijantnim
lancem iz Golgijevog aparata izlaze u egzocitne vezikule i u njima putuju do endocitnih
vezikula gdje se nalaze preradeni peptidi. Tu se uklanja invarijantni lanac 1 dolazi do vezanja
specificnog peptida u zlijeb HLA razreda II. Tako stabilizirani kompleks izrazava se na povrSini
stanice gdje ga prepoznaje CD4+ limfocit T zajedno s ko-stimulacijskom molekulom CD4
vezanom za nepolimorfni dio molekule HLA razreda II (a21 B2) (Kleijmeer i sur., 2001., Bryant
i Ploegh, 2004., Vyas i sur., 2008.) (Slika 9).

Ao
o *
P Endocitn
v
mjshurit
5000%:: invarijantni { T cel
lzvans nih anac (W) I~

mikroorganizama

"ER %/ ::Edu I Put MHC razreda Il ]

Slika 9. Prerada i predocavanje citosolnih antigena putem molekula HLA razreda | i

izvanstani¢nih antigena putem molekula HLA razreda II (preuzeto i prilagodeno iz Abbas i sur.,
2018.).

Neke dendriti¢ne stanice imaju sposobnost kriznog predocavanja (engl. cross-presentation)
odnosno mogu predociti antigene porijeklom iz druge stanice - zarazene virusom ili tumorski
promijenjene. Antigen uvucen endocitozom u endosome ide putem sklapanja s molekulama
HLA razreda Il, ali istovremeno ulazi i u citosolni put i u endoplazmatski retikulum i dalje se
sklapa s molekulama HLA razreda | (Joffre i sur., 2012.).

2.2. IMUNOTOLERANCIJA | AUTOIMUNOST

Imunoloska reakcija organizma na neki antigen rezultirat ¢e pojavom imunizacije tj. imunosti

na taj antigen. Prvi susret s antigenom uzrokuje primarnu imunizaciju, a svaki slijedeci
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sekundarnu ili anamnesticku reakciju. Antigeni na koje organizam reagira mogu biti strani ili
vlastiti. Ako organizam ne reagira pri susretu s antigenom, smatra se da je razvio toleranciju na
taj antigen. Normalno je da organizam ima toleranciju na vlastite antigene, ali u odredenim
stanjima/bolestima dolazi do gubitka tolerancije na vlastito i do razvoja autoimunosti. To¢ni
mehanizmi nastanka autoimunosti samo su djelomi¢no razjasnjeni i predmet su brojnih
istrazivanja (Zanelli i sur., 2000.).

Tolerancija na vlastite antigene Siroko je rasprostranjena u ljudskom organizmu. Sredi$nja
tolerancija razvija se u nezrelim autoreaktivnim klonovima u generativnim limfnim organima:
za limfocite T u timusu (Sprent i Kishimoto, 2002.), a za limfocite B u kos$tanoj srzi. Strani
antigeni ne zavrSavaju u srediSnjim limfnim organima nego u perifernim limfnim ¢vorovima,
slezeni i limfnom tkivu sluznica. Nezreli limfociti T i B koji visokim afinitetom prepoznaju

vlastite antigene budu unisteni apoptozom (Griffith i Ferguson, 2011.).

2.2.1. Sredis$nja tolerancija limfocita T

Nezrele stanice T u timusu susreCu samo vlastite antigene, koji cirkuliraju izmedu tkiva.
Antigeni vlastitih perifernih tkiva u timusu budu prepoznati uz pomo¢ bjelancevine autoimunog
regulatora (AIRE). Mutacije gena za AIRE dovode do razvoja multiorganske autoimune bolesti
(autoimuni poliendokrini sindrom tipa 1, APS1) (Teh i sur., 2010.).

Unutarnji put apoptoze odvija se uz pomo¢ bjelancevina iz porodice Bcl-2. Te bjelancevine
aktiviraju se kao rezultat ostecenja DNA ili signalima koje vlastiti antigeni preko receptora Salju
nezrelim limfocitima. Kada do stanica ne dolaze signali za prezivljavanje, mitohondriji postaju
propusni i iz njih istjeCu molekule medu kojima i citokrom C koji u citosolu kaskadno aktivira
citosolne enzime kaspaze. To dovodi do fragmentacije DNA i apoptoze stanice (Hildeman i
sur., 2002.).

Vanjski put apoptoze stanice zapocinje vezanjem bjelancevina (Fas-liganda) za receptor na
stani¢noj membrani (Fas receptor), slian receptoru za ¢imbenik nekroze tumora (TNF, engl.
tumor necrosis factor). Fas receptori aktiviraju pojedine bjelancevine koje kaskadno aktiviraju
citosolne kaspaze $to dovodi do apoptoze stanice. Tijekom apoptoze na membrani stanice
dolazi do izlaganja apoptotskih tjelesaca i lipida fosfatidil-serina, obi¢no smjestenog s unutarnje
strane staniéne membrane. Njih prepoznaju makrofagi koji fagocitiraju takve stanice, a
zahvaljujué¢i njihovom uklanjanju sprijeCavaju razvoj upalnog odgovora (Wajant, 2002.). U

miSeva kojima su genetski oSte¢ena oba puta apoptoze dolazi do razvoja sistemskih autoimunih
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bolesti (Cruz i sur., 2016.). U djece kod kojih postoje mutacije na genu koji kodira Fas dolazi
do razvoja autoimunog limfoproliferativnog sindroma (Straus i sur., 1999.).

2.2.2. Periferna tolerancija limfocita T

Zrele CD4+ stanice T izlozene antigenu preko stani¢nog receptora T (TCR, engl. T-cell
receptor), ali bez kostimulacijskog signala molekulama B7-1 i B7-2 preko CD28, neée reagirati
s antigenom, tj. bit ¢e funkcionalno neosjetljive, anergi¢ne (Greenwald i sur., 2001.). Dio
stanica T iz timusa odlazi u periferna tkiva i tamo sudjeluje u imunoloskoj toleranciji preko
inhibitornih recepora CTLA-4 i PD-1 (Nishimura i sur., 1999., Walker i Sansom, 2011.).
Receptor CTLA-4 djeluje inhibitorno na naivne stanice T blokiranjem signala (aktivira
fosfatazu koja uklanja fosfate iz signalnih molekula T stani¢nog receptora) i smanjuje
raspolozivost B7 (veZe se za B7 na antigen prezentiraju¢im stanicama i blokira njihovo vezanje
za CD28). Funkcija inhibitornog receptora CTLA-4 koristena je u terapiji tumora lijekovima
koji blokiraju u¢inak CTLA-4, $to je dovelo do pojacanog imunoloskog odgovora na tumore,
ali i rezultiralo veCom pojavom autoimunih bolesti s upalama razliCitih organa npr.
encefalomijelitisom i dijabetesom (Tivol i sur., 1995., Luhder i sur., 2000., Vijayakrishnan i
sur., 2004.).

Dio prezivjelih limfocita T iz timusa razvija se u regulacijske CD4+ limfocite T koji potiskuju
imunosni odgovor i odrzavaju toleranciju na vlastito. Vecéina regulacijskih CD4+ limfocita T
izrazava molekule CD25 receptora za interleukin 2 (IL-2). Transkripcijski ¢imbenik FoxP3 je
kljucan za razvoj ve¢ine CD25+ regulacijskih limfocita T, a njegova mutacija ili nedostatak
rezultira multisistemskim autoimunim bolestima, primjer je IPEX (imunosna disregulacija,
poliendokrinopatija i enteropatija, vezana uz kromosom X). Regulacijski FoxP3+ limfociti T
obi¢no izrazavaju i velike koli¢ine CTLA-4 (Takahashi i sur., 2000.).

Timusni regulacijski limfociti T nastali u timusu (tTreg), prepoznaju vlastite antigene i zovu se
prirodni regulacijski limfociti. U perifernim limfnim organima razvijaju se periferni
regulacijski limfociti T (pTreg) iz naivnih CD4+ limfocita T nakon izlaganja antigenu. To su
adaptabilni ili inducibilni regulacijski limfociti T i oni mogu prepoznati i vlastite i strane
antigene (Hsieh i sur., 2004., Pacholczyk i sur., 2006., Lathrop i sur., 2011., Hsieh i sur., 2012.,
Yadav i sur., 2013., Pohar i sur., 2018.,).
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Misevi kojima nedostaje gen za IL-1 nemaju regulacijskin CD25+ FoxP3+ limfocita T, a
stvaraju antieritrocitna autoprotutijela i anti-DNA protutijela te razvijaju upalne bolesti crijeva
te autoimunu hemoliti¢ku anemiju (Ahmad i sur., 2011., Isakson i sur., 2012.).

Regulacijski limfociti T, kao i dendriti¢ne stanice te makrofagi luce interleukin 10 (IL-10) koji
sudjeluje u regulaciji imunoloske reakcije. IL-10 koci proizvodnju interleukina 12 (IL-12) koji
ima ulogu u imunoloskim reakcijama protiv unutarstani¢nih mikroorganizama. Osim toga IL-
10 ko¢i i izrazavanje kostimulacijskih molekula te molekula HLA II na dendriti¢énim stanicama
i makrofagima i tako onemogucava aktivaciju limfocita T i prekida stani¢nu imunolosku

reakciju (Bilate i Lafaille, 2012.).

Epstein-Barrov virus (EBV) sadrzi gen homologan ljudskom genu za IL-10, koji ima jednak

ucinak kao ljudski IL-10 tj. ko¢i imunolosku reakciju $to virusu omoguéava bolje prezivljavanje

(Jog i sur., 2018.)

2.2.3. Sredis$nja tolerancija limfocita B

Limfociti B ne smiju reagirati s vlastitim antigenima neovisnim o timusu - polisaharidima i
lipidima, kao ni s vlastitim bjelan¢evinastim antigenima. Kada u koStanoj srzi prepoznaju
vlastite antigene, jakim afinitetom dolazi do preuredivanja membranskog receptora limfocita B
na novu specifi¢nost ili do njihovog odumiranja apoptozom. Za antigene koje limfociti B u
kostanoj srzi vezu niskim afinitetom, limfociti B postaju funkcionalno neosjetljivi ili anergi¢ni
(Nemazee, 2017.).

Preuredivanje stani¢nog receptora B moglo bi imati ulogu u patogenezi autoimunih bolesti, ali
su dosadasnje studije provedene na zivotinjskim modelima i na ljudima rezultirale opre¢nim
zaklju¢cima. Studije na Zivotinjskim modelima sugeriraju porast preuredivanja teskih lanaca 1
smanjenje u preuredivanju lakih lanaca protutijela u autoimunosti. Druga istrazivanja pokazuju
da bi smanjeno preuredivanje membranskog stani¢nog receptora B u ko$tanoj srzi tijekom
sazrijevanja limfocita B, nedovoljno uklanjalo autoreaktivna protutijela, $to bi kasnijim
preuredivanjem na periferiji nekontrolirano stvaralo §iri repertoar autoprotutijela (Verkoczy i
sur., 2004., Yurasov i sur., 2005., Lamoureux i sur., 2007., Liu Y i sur., 2007., Luning Prak i
sur., 2011., Meffre, 2011., Meng i sur., 2012., Clark i sur., 2013. Henry-Bonami i sur., 2013.).
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2.2.4. Periferna tolerancija limfocita B

Zreli limfociti B koji na periferiji susretnu vlastite antigene nece ih prepoznati ukoliko im nisu

predocCeni antigen prezentiraju¢im stanicama uz pomo¢ specifi¢nih pomagackih limfocita T.

Dio limfocita B postat ¢e tolerantan na ponavljano podrazivanje vlastitim antigenima, ali zbog
ovisnosti o ¢imbenicima rasta, takve stanice zive krace i brze se uklanjaju iz cirkulacije
mitohondrijskim putem. Oni limfociti B koji vlastite antigene na periferiji vezu niskim
afinitetom mogu biti regulirani inhibitornim receptorima. U slucaju genetskih greSaka na
inhibitornim receptorima moze do¢i do razvoja imunosti kao $to se to pokazalo na zivotinjskom

modelu (Pritchard i Smith, 2003.).

2.2.5. Mehanizmi autoimunosti

Paul Ehrlich i Julius Morgenroth su 1900. jasno opisali razliku opazenu u svojim istrazivanjima
na eksperimentalnim Zzivotinjama izmedu ,,izolizina“ sposobnih unistiti stanice zivotinja iste
vrste i ,autolizina® sposobnih lizirati vlastite stanice eksperimentalnih Zivotinja (koza kao
modelni organizam) (Ehrlich i Morgenroth, 1900.). Shvatili su da organizam trazi na¢in kako
regulirati tvorevine stvorene vlastititim stanicama, te da je imunoloski sustav jedinke sprijecen
u djelovanju protiv vlastitih elemenata stvaranjem autotoksina i tada uvode izraz ,horror
autotoxicus® (Ehrlich, 1904.).

Autoimunost nastaje kao rezultat Sirenja autoimunog odgovora organizma, a moze biti rezultat
razli¢itih mehanizama i ukljucuje sve aspekte imunoloskog odgovora: prekid sredisnje i/ili
periferne tolerancije na vlastito 1 pojaCano izlaganje vlastitih antigena zbog stani¢nog stresa ili
ozljede. Klini¢ki se autoimune bolesti najéesce dijele na autoimune bolesti specifiéne za
pojedini organ (Stitnjaca, nadbubrezna Zzlijezda, Zeludac, gusteraca) i sistemske autoimune
bolesti koje pogadaju vise tkiva (reumatske bolesti koje ukljucuju kozu, bubreg, zglobove i
misice). Oba klinicka oblika autoimunih bolesti u pravilu postaju kroni¢ne bolesti jer su
autoantigeni stalno prisutni u organizmu. Slijedeca podjela autoimunih bolesti temelji se na
osnovnom patogenetskom mehanizmu: autoimunost nastala djelovanjem protutijela na stani¢énu
membranu ili  stani¢ne strukture (autoimuna hemoliticka anemija, autoimuna
trombocitopeni¢na purpura, Goodpasture sindrom, pemphigus vulgaris, akutna reumatska
groznica, Gravesova bolest, Hashimotov tiroiditis, mijastenija gravis), bolesti imunih

kompleksa (sistemski eritemski lupus) i autoimunost uzrokovana autoreaktivnim limfocitima T
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(diabetes tipa 1, reumatoidni artritis, multipla skleroza, upalne bolesti crijeva, psorijaza)
(Murphey 2012.).

Prepoznati ¢imbenici koji pridonose razvoju autoimunosti su razni geni (Voight i Cotsapas,
2012.) povezani sa sklono$¢u razvoju autoimunosti, mikroorganizmi (Ebringer i sur., 1978.,
Granfors i Toivanen, 1986., Ogasawara i sur., 1986., Schwimmbeck i sur., 1987., Husby i sur.,
1989., Granfors i sur., 1990., Granfors i sur., 1992., Wilson i sur., 1995., Ahmadi i sur., 1998.,
Cobb i sur., 2004., Soéderberg-Nauclér, 2012.), aditivi u hrani (Lerner i Matthias, 2015.),
promjene u mikrobiomu (De Luca i Shoenfeld, 2019., Dehner i sur., 2019.), hormoni (Moulton,
2018.) te kroni¢na upala (Franks i Slansky, 2012.).

Cjelogenomska asocijacijska istrazivanja (GWAS, engl. Genome-Wide Association Studies)
omogucila su uvid u povezanost autoimunih bolesti s velikim brojem polimorfizama gena, koji,
uz ostale prepoznate ¢imbenike, dovode do bolesti. Otkrivene su stotine razliitih genskih
lokusa. Isti genski polimorfizmi postoje i u zdravih osoba, ali sa smanjenom ucestalo§¢u u
odnosu na osobe s autoimunim bolestima. Dva su temeljna pristupa istrazivanjima: prvi-
proucavanje individualnih alela, gena i proteina, te drugi- proucavanje skupina rizi¢nih alela s
ciljem otkrivanja puteva djelovanja tih gena/alela (Hu i Daly, 2012.). Snazna povezanost
autoimunih bolesti uocena je u genima HLA (Bodmer, 1980., Matzaraki i sur., 2017.). Osim
polimorfizama HLA gena, postoji Citav niz polimorfizama ne-HLA gena Koji se povezuju s
autoimunim bolestima. S nastankom upalnih bolesti crijeva povezuju se polimorfizmi gena
uklju¢enih u imunolosku regulaciju: PTPN22 (gen za proteinsku tirozinsku fosfatazu), IL23R
(sastavnica receptora za IL-23, ima ulogu u stvaranju i odrzavanju Thl7 stanica), IL10
(smanjuje izrazaj kostimulatora, potiskuje odgovor Thl), IL2/IL21 (¢imbenici rasta i
diferencijacije stanica T), IL21B (potice Thl i Thl17) te polimorfizmi gena ukljucenih u
odgovore na mikroorganizme: NOD2 (citoplazmatski receptor bakterijskih peptidoglikana) i
ATG16 (autofagija). | za druge autoimune bolesti otkriveni su, te se i dalje otkrivaju ne-HLA

geni (Zenewicz i sur., 2010.).

2.3.POVEZANOST SUSTAVA HLA S AUTOIMUNIM BOLESTIMA

HLA sustav preko kontrole povrsinskih antigena i imunoloske uloge, te zbog velikog broja
polimorfizama, uzrokuje izniman broj povezanosti s bolestima. Vecina tih povezanosti
ukljucuje autoimune ili barem imunoloski vezane ucinke (Bodmer, 1980.). Brojni su dokazi da

je imunoloski sustav tijekom ljudske povijesti zbog svoje glavne uloge, a to je zastita organizma
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od patogena, prosao prirodnu selekciju kroz brojne susrete s mikroorganizmima. Tako je
evolucijsko usko grlo omogucilo razvoj i ocuvanje odredenih HLA genotipova i haplotipova,
osobito DR/DQ koji aktivacijom limfocita T omogucuju sekreciju odgovarajucih citokina radi
razrjeSavanja infekcija (Bodmer,1972., Gough i Simmonds, 2007.). Isti genotipovi/haplotipovi
prezentiraju i vlastite peptide uzrokujué¢i molekularnu mimikriju i aktivaciju proinflamatornih
citokina koji uzrokuju autoimune bolesti (Ogasawara i sur., 1986.). Tijekom infekcije dolazi do
razli¢ite lokalizacije patogenih bakterija: jedan dio bakterija zavrSava unutar stanica (npr.
Mycobacterium tuberculosis, Leishmania major, Cryptosporidium parvum), dok druge
bakterije (npr. Borrelia burgdorferi, Klebsiella pneumoniae) i neki drugi patogeni (npr.
Candida albicans) ostaju izvan stanica. Upravo lokalizacija patogena odreduje koja podvrsta
CD4+ limfocita T ¢e sudjelovati u imunoloskoj reakciji. Thl limfociti izluuju interferon y
(IFN- y), suprimiraju Th2 i Th17 limfocite i aktiviraju prirodno-ubilacke stanice (engl. natural
killer, NK), makrofage i CD8+ limfocite T i tako pridonose uklanjanju mikroorganizama iz
organizma. Patogene koji ostaju izvan stanica uniStavaju Th17 limfocite koje luce interleukin
17 (IL-17), a on privlaci neutrofile u tkivo zahvaéeno infekcijom. IL-17 poti¢e lucenje brojnih
medijatora upale i kemokina i uéinkovito pomaze limfocitima B, te posljedi¢no potice
prizvodnju protutijela i prekapcanje izotipova protutijela (Fernando i sur., 2008., Korn i sur.,
2009., Mangalam i sur., 2013.).

Prva istrazivanja radena su seroloskim metodama, a kasnije i molekularnim metodama, koje su
omogucile vecu razluCivost pojedinih alela 1 preciznije zaklju¢ke o povezanosti
predisponirajuéih i/ili protektivnih alela s autoimunim bolestima (Bodmer, 1987.).

Obzirom na prethodno opisane osnove razvoja autoimunosti, u iste jedinke se moze pojaviti i
nekoliko autoimunih bolesti istovremeno ili u nekom vremenskom periodu. Ponekad upravo
autoimune bolesti kao znak poremecaja regulacije imunotolerancije mogu ukazivati na
usporedni razvoj drugih bolesti koje poti¢u imunoloski sustav organizma na odgovor kao §to je
kroni¢na upala i razvoj tumora (Franks i Slansky, 2012.).

Istrazivanja pokazuju najjacu povezanost alela DRB1*04:01 i DRB1*04:04 s reumatoidnim
artritisom u populaciji sjeverne Europe i Engleske (Toussirot i sur., 1999., Mattey i sur., 2001.),
DRBI1*01:01 u juznoj Francuskoj (Benazet i sur., 1995.) i Hrvatskoj (Laktasi¢ Zerjavié i sur.,
2005.) te DRB1*04:05 u Spanjolskoj (Yelamos i sur., 1993.). To su sve aleli zajednickog
epitopa i povezuju se s destruktivnijim oblikom bolesti, ali oko 25% nositelja ovih alela nemaju
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reumatoidni artritis pa se na temelju alela bolest ne moze predvidjeti niti iskljuéiti (Mu i sur.,
1999).

U inzulin-ovisnoj $e¢ernoj bolesti pronadena je snazna povezanost s haplotipom DRB1*04-
DQA1*03:01-DQB1*03:02, alelima DRB1*04:01 i DRB1*04:02, te haplotipom DRB1*03-
DQA1*05:01-DQB1*02:01 (Erlich i sur., 2008.), ali zbog nekoliko udruzenih bolesti koje se
javljaju zajedno u istog bolesnika i velike polimorfnosti sustava HLA cesto je tesko zakljuciti
koji je gen najzasluzniji za nastanak bolesti. Za alel DQB1*06:02 uocen je protektivni u¢inak
(Grubi¢, 2019.). Od alela HLA razreda | za podloznost inzulin ovisnoj $e¢ernoj bolesti otkriveni
su B*18:01, B*39:06, B*44:03, C*03:03, C*08:02 i C*16:01 (\Valdes i sur., 2005.), a snazan
protektivni uc¢inak pokazao je alel B*57:01 (Noble i sur., 2010.). Za razliku od europske
populacije gdje odredeni haplotipovi povecéavaju rizik od bolesti, u afri¢koj i azijskoj populaciji
ti isti haplotipovi djeluju zastitno (Howson i sur., 2013., Noble, 2015.).

Za Gravesovu bolest se alel HLA-DRB1*03:01 navodi kao rizi¢ni (Zamani i sur., 2000.), a
haplotip HLA-DRB1*07:01 ~ DQB1*02:02 kao zastitni (Rojni¢ Putarek, 2015.), a od alela
HLA razreda | alel HLA-C*07 je rizi¢ni, a HLA-C*03 i C*06 su zastitni aleli (Simmonds i sur.,
2007.). Za autoimuni tiroiditis u bolesnika u Hrvatskoj rizi¢ni je haplotip HLA-DRB1*04 ~
DQB1*03:02, a zastitni HLA-DRB1*01 ~ DQB1*05:01 (Rojni¢ Putarek, 2015.).

U populaciji srednje i sjeverne Europe i srediSnje Hrvatske najces¢i aleli rizi¢ni za celijakiju su
DQA1*05:01 i DQB1*02 (DQ2) pa DQA1*03 i DQB1*03:02 (DQ8) (Margaritte-Jeanin i sur.,
2004., Zunec i sur., 2004., Romanos i sur., 2009.), a u radu iz primorske Hrvatske izraZen je i
haplotip DQA1*02:01 i DQB1*02:02, zastupljen u mediteranskim zemljama (Mijandrusi¢
Sinci¢ i sur., 2016.).

Rizi¢ni aleli za psorijazu tipa 1 (tezi oblik s relapsima) su HLA-Cw*6, HLA-B*13, HLA-B*57,
DRB1*0701/02, DQA1*02:01 i DQB1*03:03, a za psorijazu tipa 2 (blagi oblik) ukljuceni su
HLA-Cw*2 i HLA-B*27, dok su HLA-Cw*6 i HLA-DR*7 tek blago poviSeni, a DQB1*03:03
nije uocen (Muto i sur., 1995.). U Hrvatskoj je konzervirani haplotip psorijati¢ara bijele rase
DRB1*07-DQA1*02:01-DQB1*02:01 ces¢e =zastupljen nego haplotip DRB1*07-
DQA1*02:01- DQB1*03:03, koji je ¢es¢i u Njemackoj (Schmitt-Egenolf i sur., 1993., Kastelan
I sur., 2015.). Medu hrvatskim bolesnicima najjacu povezanost imaju aleli HLA-B*39 i HLA-
B*57, a HLA-B*13 i HLA-B*27 samo prije korekcije, dok je HLA-Cw*2 poviSen samo zbog

neravnoteze udruzivanja s najzastupljenijim alelima (Grubi¢ i sur., 2004.).
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Alele HLA sustava razreda | i Il, koji se povezuju s rizikom nastanka odredene autoimune
bolesti, kao i onih HLA alela koji pokazuju zastitnu ulogu treba uvijek promatrati u kontekstu
zemljopisnog polozaja odredene populacije. IstraZivanja potvrduju da aleli koji u jednoj
populaciji nose rizik za razvoj neke autoimune bolesti, u nekoj drugoj populaciji mogu
predstavljati zastitne alele. To potvrduje ulogu okolisa u oCuvanju odredenih alela i cijelih

haplotipova na odredenom zemljopisnom podrucju.

2.3.1. Povezanost sustava HLA s autoimunom hemolitickom anemijom (AIHA)

Istrazivanja o povezanosti HLA sustava s autoimunom hemolitickom anemijom objavljena su
prije Cetrdesetak godina, a koriStena metoda bila je seroloska. Ispitivane skupine bile su male,
a ucestalost antigena HLA-AL, HLA-A7 i HLA-AS nije se pokazala konzistentnom. Osim ovih
antigena, povezanost je bila uo¢ena za antigene HLA-A3, HLA-B8, HLA-BW6 i HLA-DRW3
(Clauvel i sur., 1974., Da Costa i sur., 1974., Toolis i sur., 1977., Abdel Khalik i sur., 1980.,
Gehrs i Friedberg, 2002.).

Prvo gensko istrazivanje alela HLA razreda Il, u Kaliforniji 1996., na malom uzorku DAT
(direktni antiglobulinski test) pozitivnih zdravih davatelja i DAT-pozitivnih bolesnika pokazalo
je smanjenu ucestalost HLA-DQ6, dok na lokusu HLA-DR nije uodena razlika (Wang-
Rodriguez i Rearden, 1996.).

Opisani su sluc¢ajevi AIHA u cetvero djece uz pojavu autoimunog hepatitisa, bronhopneumonije
uzrokovane bakterijom Mycoplasma pneumoniae, infektivne mononukleoze te nakon
cijepljenja protiv difterije, polimijelitisa, pertusisa i tetanusa i moguca povezanost
prolongiranog tijeka bolesti u 3 od 4 navedena slucaja s HLA DR2, a u slucaju AIHA s
hepatitisom utvrdena je prisutnost i HLA B27 antigena (Culi¢ i sur., 1999.).

Japanski autori potvrdili su smanjenu ucestalost HLA-DQ6 u skupini pacijenata s razli¢itim
autoimunim bolestima (sistemskim eritemskim lupusom, Bechetovom bolesti, idiopatskom
trombocitpeni¢énom purpurom i drugim), a posebno alela DQB1*0602 (Nomura i sur., 1998.).
Kineski autori nisu pronasli znac¢ajnu povezanost DAT-pozitivnih pacijenata s HLA-DRBL1 i
HLA-DQB1 alelima. U podskupini pacijenata s C3d pozitivnim DAT-om uocili su vecéu
ucestalost alela HLA-DRB1*14 te nisu nasli niti jednog pacijenta s alelom HLA-DRB1*13
(Linisur., 2017.).

U Ruskoj studiji s 24 bolesnika s AIHA, nadena je veca ucestalost alela HLA-DRB1*03, alela
HLA-DRB1*09 i alela HLA-DRB1*16 (Smirnova i sur., 2018.). Alel HLA-DRB1*09 cesce je
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zastupljen u azijskoj populaciji i vrlo rijedak u europskoj populaciji. Aleli HLA-DRB1*11 i
HLA-DRB1*15 bili su ¢esce zastupljeni u kontrolnoj skupini (Smirnova i sur., 2018.).

2.3.2. Povezanost sustava HLA s antieritrocitnim aloprotutijelima

U posljednjih desetak godina raste interes za ispitivanjem povezanosti alela sustava HLA s
rizikom ili zastitnom ulogom u aloimunizaciji na eritrocitne antigene. Osobe koje su, nakon
transfuzije, razvile antieritrocitna aloprotutijela ¢e$c¢e razvijaju i autoprotutijela (Garraty, 2004.,
Young i sur., 2004., Ahrens i sur., 2007.), a vise od 65 % bolesnika s mijelodisplasti¢nim
sindromom i anemijom srpastih stanica ima uz aloprotutijela i autoprotutijela (Nickel i sur.,
2015., Singhal i sur., 2017.). Najcesce je kao riziCan alel za razvoj antieritrocitnih aloprotutijela
na Fy? antigen u Europi otkriven HLA-DRB1*15 (Picard i sur., 2009., Schoenwille i sur., 2014.,
Verduin i sur., 2016., Maluskova i sur., 2017., Raos i sur., 2019.), a slijedeci alel DRB1*04
(Noizat-Pirenne i sur., 2006., Raos i sur., 2019.). Za aloprotutijela na Jk? antigen kao rizi¢ni
aleli navode se DRB1*01:01, DRB1* 01:02, DRB1*10:01 (Reviron i sur., 2005.). Poveéanu
ucestalost alela DRB1*09 u aloimunizaciji na E antigen nalazi grupa autora iz Nizozemske
(Schoenwille i sur., 2014.), kao i autori iz Kine (Tian i sur., 2018.). U pacijenata koji su stvorili
aloprotutijela na eritrocitni antigen S, Nizozemci su na$li ve¢u ucestalost alela DRB1*07
(Schoenwille i sur., 2014.). Zastitu od razvoja aloprotutijela na eritrocitne antigene mogli bi
predstavljati aleli lokusa DQB1*02 (Tatari-Calderone i sur., 2016., Raos i sur., 2019.) i
DQB1*03 i DQB1*05 (Tatari-Calderone i sur., 2016.).

2.4.UCESTALOST ALELA POJEDINIH LOKUSA HLA

U Tablici 1. i Tablici 2. prikazana je uCestalost alela HLA razreda I, lokusa HLA-A, B i C, u
populaciji Amerikanaca isto¢no-europskog podrijetla (AIEP, N=1116) (Mack i sur., 2009.), a
za lokuse HLA-A i HLA-B prikazana je usporedba s dostupnim rezultatima testiranja u
hrvatskoj populaciji (HRP, N=8000) (Grubic i sur., 2014.). Ucestalost alela lokusa HLA-C u
populaciji Amerikanaca isto¢no-europskog podrijetla (AIEP, N=1116) prikazana je u Tablici
3. Za ucestalost alela lokusa DRB1 prikazani su podaci molekularnog testiranja za populaciju
Amerikanaca isto¢no-europskog podrijetla (Mack i sur., 2009.) (AIEP, N=1116) i hrvatsku
populaciju (HP, N=210) (Grubi¢ i sur., 2000.) u Tablici 4. Za alele lokusa DQA1 prikazani su
podaci molekularnog testiranja u hrvatskoj populaciji (HP, N=210) (Grubi¢ i sur., 2000.) i u
populaciji Amerikanaca europskog podrijetla (Klitz i sur., 2003.) (AEP, N=3798) u Tablici 5.
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Za alele lokusa DQB1 prikazani su podaci molekularnog testiranja u hrvatskoj populaciji (HP,
N=210) (Grubi¢ i sur., 2000.) i u populaciji Amerikanaca europskog podrijetla (Klitz i sur.,
2003.) (AEP, N=3798) u Tablici 6. Ucestalost najces¢ih haplotipskih sveza HLA-DRB1-
DQA1-DQB1 u populaciji Amerikanaca europskog podrijetla (Klitz i sur., 2003.) (AEP,
N=3798) i haplotipova u opcoj hrvatskoj populaciji (Grubi¢ i sur., 1995.) (OHP, N=236)
prikazana je u Tablici 7.

Tablica 1. Ucestalost alela lokusa HLA-A u populaciji Amerikanaca isto¢no-
europskog podrijetla (AIEP, N=1116) i u hrvatskoj populaciji (HRP, N=8000) iz

registra dobrovoljnih darivatelja koStane srzi

Aleli lokusa HLA-A HRP, % AIEP, %
A*01 12,4 14,2
A*02 31,3 29,6
A*03 12,4 13,6
A*11 6,9 6,4
A*23 2,5 1,8
A*24 11,4 10,3
A*25 3,1 2,7
A*26 4,8 4,1
A*29 0,9 2,6
A*30 1,7 1,9
A*31 2,3 2,4
A*32 3,9 3,0
A*33 2,1 1,7
A*66 0,4 0,6
A*68 4,6 4,1
A*80 0,07 -
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Tablica 2. Ucestalost alela lokusa HLA-B u populaciji Amerikanaca isto¢no-
europskog podrijetla (AIEP, N=1116) i u hrvatskoj populaciji (HRP, N=8000) iz

registra dobrovoljnih darivatelja koStane srzi

Aleli lokusa HLA-B HRP, % AIEP, %
B*07 7,1 11,0
B*08 7,8 91
B*13 3,8 3,1
B*14 2,5 3,3
B*15 4,8 7,6
B*18 8,2 5,6
B*27 6,2 4,9
B*35 13,9 12,4
B*37 0,9 15
B*38 4,4 2,6
B*39 3,1 4,9
B*40 3,8 6,6
B*41 0,9 1,0
B*44 9,3 11,2
B*47 1,4 0,4
B*48 1,4 0,3
B*49 1,9 3,0
B*50 1,5 1,3
B*51 11,4 5,5
B*52 1,5 0,8
B*53 0,7 0,3
B*54 0,03 -
B*55 1,3 1,6
B*56 1,0 0,7
B*57 2,7 2,9
B*58 11 0,9

Aleli B*8 i B*57 su istaknuti radi kasnije usporedbe s rezultatima



Tablica 3. Ucestalost alela lokusa HLA-C u populaciji
Amerikanaca isto¢no-europskog podrijetla (AIEP, N=1116)

Aleli lokusa HLA-C AIEP, %
C*01 3,7
C*02 58
C*03 12,1
C*04 13,2
C*05 5,6
C*06 9,8
C*07 29,8
C*08 34
C*12 7,8
C*13 -
C*14 1,6
C*15 2,4
C*16 3,8

C*17 1,0




Tablica 4. Ucestalost alela HLA-DRB1 lokusa u populaciji Amerikanaca isto¢no-

europskog podrijetla (AIEP, N=1116) i hrvatskoj populaciji iz registra dobrovoljnih
darivatelja kostane srzi (HRP, N=8000)

Aleli lokusa HRP, AIEP, Alelilokusa HRP, AIEP,
HLA-DRB1 % % HLA-DRB1 % %
DRB1*01:01 10,7 9,3 DRB1*11:03 - 0,4
DRB1*01:02 1,2 1,7 DRB1*11:04 8,1 5,8
DRB1*01:03 - 0,9 DRB1*11:11 - -
DRB1*03:01 8,3 10,2 DRB1*11:12 - -
DRB1*04:01 4,0 6,8 DRB1*11:13 - -
DRB1*04:02 2,6 1,3 DRB1*12:01 1,4 1,3
DRB1*04:03 2,4 0,9 DRB1*13:01 55 6,6
DRB1*04:04 0,5 4,0 DRB1*13:02 52 4,5
DRB1*04:05 - 0,6 DRB1*13:03 2,1 19
DRB1*04:07 0,2 1,0 DRB1*13:05 - 0,4
DRB1*07:01 7,8 12,5 DRB1*14:01 3,8 1,4
DRB1*08:01 3,3 2,7 DRB1*14:05 - -
DRB1*08:03 0,2 0,3 DRB1*14:08 - -
DRB1*08:04 0,2 0,1 DRB1*14:54 - -
DRB1*08:12 - - DRB1*15:01 10,0 11,0
DRB1*09:01 - 1,2 DRB1*15:02 1,0 0,9
DRB1*10:01 1,0 1,1 DRB1*15:03 - 0,2
DRB1*11:01 6,4 54 DRB1*16:01 11,7 3,8
DRB1*11:02 1,0 0,3 DRB1*16:02 0,7 0,2

Alel HLA-DRB1*16:01 znacajno odstupa izmedu dviju populacija
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Tablica 5. Ucestalost HLA- DQA1 lokusa u opcoj hrvatskoj populaciji (HP, N=210) i
populaciji Amerikanaca europskog podrijetla (AEP, N=3798)

Aleli lokusa HP, % AEP, %
HLA-DQA1

DQA1*01:01 15.7 10.8
DQA1*01:02 29.0 20.0
DQA1*01:03 6.2 6.4
DQA1*01:04 - 2.8
DQA1*01:05 - -
DQA1*02:01 7.9 14.8
DQA1*03:01 10.0 10.0
DQA1*03:02 8.4
DQA1*03:03 -
DQA1*04:01 3.8 2.3
DQA1*04:02 - -
DQA1*05:01 27.6 24.2
DQA1*05:02 - -
DQA1*05:03 - -
DQA1*05:05 - -
DQA1*06:01 0.2 0.1

plavo - U HP za alel HLA-DQA1*03 dostupan je podatak samo za nisku rezoluciju



Tablica 6. Ucestalosti alela DQB1 lokusa u opcoj hrvatskoj populaciji (HP, N=210) i
u populaciji Amerikanaca europskog podrijetla (AEP, N=3798)

Alel HLA-DQB1 HP, % AEP, %
DQB1*02:01 15,7 13,2
DQB1*02:02 11,2
DQB1*03:01 22,1 17,8
DQB1*03:02 48 10,5
DQB1*03:03 - 4.4
DQB1*03:04 - 0,2
DQB1*03:07 - -
DQB1*03:19 - -
DQB1*04:01 3,6 -
DQB1*04:02 - 2.4
DQB1*05:01 13,1 11,6
DQB1*05:02 11,4 1,3
DQB1*05:03 4,0 2.1
DQB1*06:01 1,0 07
DQB1*06:02 11,0 14,3
DQB1*06:03 5,9 5.9
DQB1*06:04 45 34
DQB1*06:09 - 07

plavo - U OHP za alel HLA-DQB1*02 dostupan je podatak samo za nisku rezoluciju,

crveno - naglasen podatak radi kasnije usporedbe s rezultatima



populaciji Amerikanaca europskog podrijetla (AEP, N= 3798) i haplotipova u opcoj

hrvatskoj populaciji (OHP, N=236)

DRB1-DQA1-DQB1 AEP, OHP, DRBI1-DQA1-DQB1 AEP, OHP,
% % % %
01:01-01:01-05:01 9,05 8,90 12:01-05:01-03:01 1,08 1,27
01:02-01:01-05:01 1,38 12:01-05:05-03:01
03:01-05:01-02:01 13,14 7,63 13:01-01:03-06:03 5,56 5,51
04:01-03:01-03:02 4,23 1,27 13:02-01:02-06:04 3,40 2,97
04:02-03:01-03:02 0,97 1,70 13:02-01:02-06:09 0,71
04:04-03:01-03:02 3,90 13:03-05:01-03:01 0,74 1,27
07:01-02:01-02:01 7,20 13:03-05:05-03:01
07:01-02:01-02:02 11,08 14:01-01:04-05:03 2,00
07:01-02:01-03:03 3,66 1,27 14:54-01:04-05:03
08:01-04:01-04:02 2,21 15:01-01:02-06:02 14,17 8,90
08:04-04:01-04:02 0,03 15:02-01:03-06:01 0,66 0,85
09:01-03:02-03:03 0,79 16:01-01:02-05:02 0,95 9,32
10:01-01:05-05:01 16:02-01:02-05:02 0,21 0,85
11:01-05:01-03:01 5,58 6,78
11:01-05:05-03:01
11:03-05:01-03:01 0,34 2,12
11:03-05:05-03:01
11:04-05:01-03:01 2,66 7,63

11:04-05:05-03:01

plavo - su oznaceni haplotipovi koji su u neravnotezi udruzivanja, a bit ¢e vazni u

raspravi, crno — je oznacen haplotip ¢ija se ucestalost znacajno razlikuje izmedu

navedenih skupina
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2.5. AUTOIMUNA HEMOLITICKA ANEMIJA (AIHA)

2.5.1. Uvod

Osnovna zadaca eritrocita je prijenos kisika stanicama tkiva i organa. U trenutku kada prijenos
kisika nije dovoljan, razvija se klini¢ka slika anemije. Do anemije moze do¢i naglo zbog
krvarenja, smanjenog stvaranja eritrocita u koStanoj srzi i ubrzane razgradnje eritrocita
(hemoliza). Kod anemije koja se razvija polagano stignu se aktivirati mehanizmi kompenzacije,
pa Se organizam privikne na smanjenu koli¢inu eritrocita tj. snizene vrijednosti hemoglobina.
Primjer su kroni¢na bubrezna bolest, kroni¢ne bolesti metabolizma, kroni¢ne upalne/autoimune
bolesti, tumorske bolesti (hematoloski tumori ili tumori ostalih organa), a takvo stanje moze
biti i posljedica djelovanja lijekova ili izloZenosti kroni¢nim infekcijama ili toksinima.
Mehanizmi koji dugotrajno prikrivaju klini¢ku sliku anemije nakon niza godina se iscrpljuju pa
se tek tada javljaju simptomi anemije: bljedilo, umor, palpitacije, tahikardija. U anemiji
kroni¢ne bolesti osim poremecaja metabolizma Zeljeza i smanjenog odgovora koStane srzi na
eritropoetin, prisutna je i blaga hemoliticka komponenta zbog hiperaktivnosti monocitno-
makrofagnog sustava.

Ukoliko ubrzanu razgradnju eritrocita i njihov skracen zivotni vijek uzrokuje imunoloski
odgovor organizma posredovan protutijelima, radi se o imunoj hemolitickoj anemiji. Rjede se
moze raditi o anemiji uzrokovanoj neimunoloskim mehanizmima, kao u slu¢aju unutarstani¢nih
oStecenja eritrocita zbog urodene hemoglobinopatije ili nedostatka pojedinih enzima.

Imuna hemoliticka anemija je klinicko stanje u kojem protutijela, najces¢e IgG 1/ili IgM, rjede
IgA razreda, uzrokuju ubrzanu razgradnju eritrocita vezuéi se za antigen na eritrocitnoj
membrani uz aktivaciju retikuloendotelnog sustava i/ili sustava komplementa. Ovisno o tipu
imunoloSkog odgovora, imuna hemoliticka anemija moze biti uzrokovana autoprotutijelima,
aloprotutijelima ili potaknuta lijekovima (Gehrs i Friedberg, 2002.). Aloimuni odgovor
najcesce je potaknut susretom sa stranim eritrocitnim antigenom tijekom transfuzije, trudnoce
ili transplantacije.

U autoimunoj hemolizi eritrocita dolazi do stvaranja autoprotutijela usmjerenih na antigene
zastupljene na eritrocitnoj membrani vlastitih eritrocita, koji se nalaze i na eritrocitima vecine

drugih osoba.
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2.5.2. Epidemiologija

Autoimuna hemoliticka anemija (AIHA) je rijetka bolest s godi$njom incidencijom od 1-3 na
100.000 (Gehrs i Friedberg, 2002.). Postoji nekoliko podjela AIHA (Tablica 8.). Prema
temperaturnom optimumu antieritrocitnih autoprotutijela, AIHA dijelimo na toplu, hladnu i
mijesani tip AIHA. Incidencija tople AIHA (tAIHA) krec¢e se izmedu 1:40.000 i 1:80.000
(Salama i sur., 2002.). U njoj dominiraju autoprotutijela razreda IgG, a rjede se nadu i razredi
IgA i IgM. U manjeg broja bolesnika nije moguce dokazati o kojoj se vrsti protutijela radi (DAT
negativna AIHA).

Kako je prikazano u Tablici 8., u odnosu na pridruzene bolesti, AIHA moze biti primarna
(idiopatska) ili sekundarna (prethodi joj neka bolest) i pretezno je bolest odraslih iako se javlja
i u djece s primarnim imunodeficijencijama i autoimunim limfoproliferativnim sindromom.
Veéina bolesnika koji imaju tAIHA su zene (Dacie, 1992., Genty i sur., 2002., Salama i sur.,
2002., Das i Chaudhary, 2009., Barcellini i sur., 2014., Kruhonja Galic i sur., 2020.). Godi$nje
se otkrije vise od 70% novih slucajeva u pacijenata starijih od 40 godina zivota, s vrSnom
incidencijom izmedu 60 1 70 godina (Pirofsky, 1968.).

U djecjoj dobi bolest se obi¢no javlja nakon preboljele virusne infekcije i prolazi bez dodatnog
lijecenja.

U odraslih bolesnika ATHA je redovito ozbiljna i dugotrajna bolest, koja zahtjeva lijeCenje 1
moze ugroziti zivot (Bass 1 sur., 2014.). Sekundarna AIHA je najceS¢e udruZena s
limfoproliferativnim poremecajima, reumatskim bolestima, nehematoloskim malignim
bolestima, kroni¢nim upalnim poremecajima, infekcijama te lijekovima (Evans i Weiser, 1957.,
Dausset i Colombani, 1959., Bell i sur., 1973., Sokol. i sur., 1981., Gehrs i Friedberg., 2002.,
Lechner i Jager, 2010., Kruhonja Galic i sur., 2020.).

Pirofsky je opisao da 20% od 44 bolesnika s idiopatskom AIHA ima bliske srodnike s
autoimunom bolesti (Pirofsky, 1968.). Lippman, Gehrs i Koti opisuju klinicke i laboratorijske
autoimune manifestacije u srodnika osobe s AIHA (Lippman i sur., 1982., Gehrs i Friedberg.,
2002., Koti i sur., 2013.), a simptomi AIHA mogu mjesecima ili godinama prethoditi
prepoznavanju neke druge bolesti (Gehrs i Friedberg, 2002.).

Prirodna autoprotutijela razreda 1gG su Siroko rasprostranjena u ljudskom serumu, a njihov broj

podlozan je promjenama zbog dobi, spola i pridruZzenih bolesti (Nagele i sur., 2013.).
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Tablica 8. Podjela autoimunih hemolitickih anemija i povezanost s bolestima

Topla AIHA - optimalna reaktivnost autoprotutijela na 37°C

Primarna ili idiopatska

Sekundarna:
povezana s limfoproliferativnim bolestima (npr. non-Hodgkin limfom, kroni¢na
limfocitna leukemija)
povezana s reumatskim bolestima (npr. sistemski eritemski lupus, SLE)
povezana s nechematoloskim malignim bolestima (npr. tumor ovarija)
povezana s kronicnim upalnim bolestima (npr. ulcerativni kolitis)

potaknuta lijekom (npr. a-metildopa)

Hladna AIHA — optimalna reaktivnost autoprotutijela na <37°C
Sindrom hladnih aglutinina
Primaran ili idiopatski
Sekundarni:
poslije infekcije (npr. mikoplazma, infektivna mononukleoza, vodene kozice))
povezan s limfoproliferativnim poremecajima B stanica
Paroksizmalna hladna hemoglobinurija (Sindrom Donath-Landsteiner) — hladni

hemolizini

Mijesani tip AIHA — prisutnost toplih i hladnih autoprotutijela
Primarna ili idiopatska
Sekundarna:

Cesto povezana s reumatskim bolestima (npr. SLE)

AIHA potaknuta lijekom — povezanost s oko 150 lijekova
AIHA ovisna o lijeku

apsorpcija haptena ili lijeka

formiranje imunih kompleksa

AIHA neovisna o lijeku

Tablica 8. je prilagodena prema izvornoj tablici u radu Bass i sur., 2014,

Antieritrocitna autoprotutijela razreda 1gG ne uzrokuju uvijek hemolizu. Takva autoprotutijela

nalaze se u bolesnika tijekom prijetransfuzijskog imunohematoloskog ispitivanja (Worlledge,
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978.), u trudnica (Hoppe i sur., 2001., Surucu i sur., 2015.), te u skupini zdravih dobrovoljnih
darivatelja krvi (Gorst i sur., 1980.).

2.5.3. Patogeneza

Bez obzira na vrstu AIHA, ona je redovito rezultat poremecene imunoloske tolerancije. S
obzirom na izrazitu slozenost imunoloske regulacije i dalje ve¢inom nisu poznati mehanizmi
koji dovode do sloma centralne i periferne tolerancije. Imunoloska disregulacija proucavana je
na animalnim misjim modelima kada je bolest inducirana u prethodno zdravih jedinki te u
miSeva New Zealand Black, koji spontano razvijaju AIHA. Studije na bolesnicima s AIHA, kao
I na misjim modelima ukazuju na nedostatnu ucinkovitost dendritickih stanica u prezentaciji
autoantigena te funkcijske poremecaje B i T limfocita (Naysmith i sur., 1981., Barker i sur.,
1993., Mazza i sur., 1997.).

Stanice koje prezentiraju antigen ukljuc¢ujuéi dendriti¢ne stanice i makrofage hvataju vlastite
antigene 1 prezentiraju ih autoreaktivnim limfocitima T induciraju¢i stani¢nu T-
imunotoleranciju delecijom, apoptozom ili anergijom. U bolesnika s AIHA autoreaktivni
limfociti T izbjegnu timusnu selekciju i ostaju na periferiji. U pacijenata s AIHA te stanice se
mogu aktivirati in vivo, ali ne i u zdravih ispitanika (kontrolna skupina) (Barker i sur., 2007.).

Mogu¢i mehanizam kojim virusi i paraziti potiCu stvaranje autoprotutijela je poliklonska
aktivacija limfocita B superantigenima ili mitogenima. Stvaranje autoprotutijela u limfocitima
B je mehanizam ovisan o limfocitima T. U nekih bolesnika s AIHA opaZena je neravnoteza u
stvaranju interleukina-12 (IL-12) i interleukina-10 (IL-10) u smislu pojacane proupalne
aktivnosti te povecan broj limfocita Th17 i povisena razina njihovog produkta - proupalnog
serumskog citokina IL-17 (Toriani-Terenzi i Fagiolo, 2005., Ward i sur., 2008., Graeber i
Olsen, 2012.). Regulatorni limfociti T (Tregs) odrZavaju imunotoleranciju na vlastite antigene
tako $to se suprotstavljaju limfocitima Th17 (Noack i Miossec, 2014.). Istrazivanje na malom
broju bolesnika s AIHA pokazalo je znaCajno nizi broj Tregs u usporedbi sa zdravim
kontrolama (Ahmad i sur., 2011.). U drugim istrazivanjima, bolesnici s AITHA imali su povecan
broj limfocita Th17, odnosno povisene vrijednosti serumskog IL-17, Sto je koreliralo sa
stupnjem anemije (Hall i sur., 2012.). Oksidativni stres s pretjeranim stvaranjem slobodnih
kisikovih radikala uzrokuje ubrzanu ekstravaskularnu hemolizu u makrofagima jetre u miseva

(Starzynski i sur., 2009.).
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2.5.3.1. Autoprotutijela i komplement u patogenezi AIHA

Najcesci tip AIHA je topla AIHA (tAIHA) (75% svih slucajeva ATHA), a autoprotutijela su
najcesce IgG razreda Sto ih usmjerava na ekstravaskularnu razgradnju ovisnu o stanicama u
retikuloendotelnom sustavu. Eritrociti obloZeni tim protutijelima vezu se za Fc receptor
pretezno na makrofagima slezene (Dacie, 1992.). O podrazredu IgG autoprotutijela ovisi
stupanj skracenja vijeka eritrocita. UobiCajeno se nalaze autoprotutijela podrazreda IgGl i
zajedno s IgG3 znacajno skracuju zivotni vijek eritrocita, za razliku od 1gG2 1 IgG4, koji su u
tome manje uc¢inkoviti. Navedena autoprotutijela ¢esto su usmjerena na epitope iz Rh sustava:
Rh kompleks (Salama i sur., 2002.) i na jednostavne antigene iz Rh sustava krvnih grupa kao
s§to su e, E, C ili D (Gehrs i Friedberg, 2002.) te na membranski protein band 3, band 4.1 i
glikoforin A kao univerzalne epitope na eritrocitima. Osim antieritrocitnih autoprotutijela, u 11
do 54% bolesnika razvijena su i antieritrocitna aloprotutijela (Chaplin, 1973., Petz i Garratty,
1980., Issitt i sur., 1996., Branch i Petz, 1999., Leger i Garratty, 1999., Gehrs i Friedberg, 2000.,
So i sur., 2000., Haspl i sur., 2001., Wheeler i sur., 2004., Das i Chaudhary, 2009., Park i sur.,
2015.).

Autoprotutijela podrazreda 1gG1 i 1gG3 sposobna su aktivirati komplement, tako da se na
eritrocitima uz njih mogu naéi i komponente komplementa C3d. Autoprotutijela IgA razreda
obi¢no su povezana s IgG autoprotutijelima, ali izuzetno rijetko sama uzrokuju AIHA.
Autoprotutijela razreda IgM odli¢no vezu komplement i mogu uzrokovati jaku intravaskularnu
hemolizu. Ukoliko komplement nije aktiviran do litickog kompleksa, tada na eritrocitu ostaje
C3b komponenta koja omogucuje ekstravaskularnu razgradnju u jetri. Autoprotutijela razreda
IgM cCesto su usmjerena na I/i sustav i uzrokuju hladne AIHA (~20%) (Barcellini, 2015.).
Raspon djelovanja IgM autoprotutijela je od 0 do 34°C, ali mogu biti aktivna i na 37°C i tada
su izrazito Stetna (brza intravaskularna hemoliza) s velikim izgledom smrtnog ishoda (20%).
Donath-Lansteinerovo autoprotutijelo, bifazicni hemolizin, veze komplement na periferiji
tijela, a na 37°C uzrokuje lizu eritrocita. Usmjereno je na P antigen i uzrokuje paroksizmalnu
hladnu hemoglobinuriju, koja se javlja obi¢no u djece (30%), a rijetko u odraslih (<1% svih
AIHA) (Berentsen 2002., Petz, 2004.). U oko 7-8% svih AIHA prisutna su i topla 1gG

autoprotutijela i hladna IgM u visokom titru (mijesana ATHA). Postoje i atipi¢ni slucajevi

AIHA, koji su uglavnom DAT negativni s ucestalim teskim relapsima i nakon nekoliko linija

lijeCenja i mogu imati smrtni ishod (Fattizzo, 2015.). Autoprotutijela u atipicnoj AIHA mogu
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biti prolazno prisutna u serumu i u eluatu, a DAT je negativan zbog smanjene koli¢ine antigena
na membrani vlastitih eritrocita, kao odgovora na hemoliti¢ni proces. Moguce je i da se radi o
autoprotutijelima razreda IgM ili 1gA koja ne aktiviraju komplement. | na kraju, vrlo rijetko
DAT moze biti pozitivan zbog lijekom potaknutih autoprotutijela. Podjela autoimunih

hemolitickih anemija prema komponentama moze se vidjeti u Tablici 9.

2.5.4. Klinicka slika tople AIHA

Bolesnik u primarnoj tAIHA (vise od pola sluc¢ajeva tAIHA) obi¢no razvija simptome tijekom
nekoliko mjeseci, a rjede ima nagli poCetak bolesti sa simptomima teske anemije 1 Zutice unutar
svega nekoliko dana. U sekundarnoj tAIHA simptomi i znakovi AIHA mogu biti prikriveni
klinickom slikom osnovne bolesti. U primarnoj tAIHA s blagom anemijom ne mora biti ostalih
znakova bolesti, ¢ak i kod opseznije razgradnje eritrocita i jaCe izraZzene anemije slezena ne
mora biti znacajno povecana. U potpuno izraZenoj klinic¢koj slici vrlo teSke AIHA bolesnik ima
vru¢icu, bljedilo, zuticu, hepatosplenomegaliju, hiperpneju, tahikardiju, anginu pectoris ili

zatajenje srca (Packman, 2015.).

Tablica 9. Podjela autoimunih hemolitickih anemija prema komponentama

Komponente Tip AIHA
Samo 19G Topla AIHA
AIHA potaknuta lijekom

Samo komplement Topla AIHA s malim koli¢inama IgG
Bolest hladnih aglutinina
Paroksizmalna hladna hemoglobinurija
AIHA potaknuta lijekom

IgG i komplement Topla AIHA
Mijesana (topla 1 hladna) AIHA
AIHA potaknuta lijekom

Tablica 9. je prilagodena prema izvornoj tablici u preglednom radu Packman, 2015.

2.5.5. Laboratorijski pokazatelji tAIHA

Dijagnoza AIHA postavlja se na temelju laboratorijskih nalaza hemolize i dokaza autoimune

komponente. Laboratorijski hematoloski parametri hemolize su: hematokrit, laktat
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dehidrogenaza (LDH), bilirubin, haptoglobin, retikulociti, te razmaz periferne krvi. Hematokrit
moze biti snizen na manje od 10%, ali u kompenziranim anemijama moze biti i blizu normale.
PoviSene su vrijednosti nekonjugiranog bilirubina i LDH, a sniZene vrijednosti serumskog
haptoglobina. Snizeni hemoglobin, poviseni bilirubin i LDH diferencijalno se dijagnosti¢ki
nalaze u nizu drugih bolesti npr. bolesti jetre, bolesti pluca, sr¢ane bolesti, kod solidnih i
hematoloskih tumora, deficita vitamina Bz ili folne kiseline (Barcellini i sur., 2014., Barcellini
i sur., 2018.). Normalne vrijednosti hemoglobina i LDH ne isklju¢uju prisutnost hemolize
(Zeerleder, 2011.). Zbog toga navedeni laboratorijski parametri nisu visoko specifi¢ni za
postavljanje dijagnoze AIHA. Apsolutni broj retikulocita je sigurniji parametar koji pokazuje
aktivaciju koStane srzi kao odgovor na pojacane zahtjeve za stvaranjem novih eritrocita.
Povisene vrijednosti retikulocita osim u hemolitickoj anemiji opaZaju se 1 kod akutnog gubitka
krvi, a i kao odgovor na lijeCenje folnom kiselinom, Zeljezom i vitaminom Bio. U anemiji
kroni¢nih bolesti broj retikulocita je obi¢no normalan ili tek blago povisen, dok je u autoimunoj
hemolitickoj anemiji apsolutni broj retikulocita najces¢e izrazito povisen. Ipak jedna tre¢ina
bolesnika na pocetku moze imati prolaznu retikulocitopeniju, koja se vidi u bolesnika s
ostecenom funkcijom koStane srzi, te onih s infekcijom parvovirusom, izlozenih toksi¢nim
kemikalijama, u bolesnika s malapsorpcijom, u bolesnika s autoprotutijelima usmjerenim na
retikulocite (Conley i sur., 1980., Liesveld i sur., 1987., Dacie, 1992.).

U razmazu periferne krvi takoder se mogu pratiti promjene vezane za pojedine tipove AIHA.
Polikromazija je odraz retikulocitoze, Cesto se vidi sferocitoza, a mogu se vidjeti fragmenti
eritrocita kao posljedica eritrofagocitoze, monocitoza te blaga leukocitoza i neutrofilija. U
dijela bolesnika s AIHA prisutna je i autoimuna trombocitopenija (Evans i Duane, 1949.).
Autoimuna komponenta se dokazuje imunohematoloskim ispitivanjem Coombsovim
(antiglobulinskim) testom (direktnim i indirektnim). Ukoliko je direktni antiglobulinski test
(DAT) pozitivan s polispecifiénim antihumanim gamaglobulinom, ispitivanje se nastavlja s
monospecificnim antihumanim gamaglobulinima. Time dokazujemo prisutnost pojedinih
razreda antieritrocitnih autoprotutijela (1gG, IgA, IgM) i/ili komponenti komplementa (C3d,
C3c). Osim razreda dokazuju se i podrazredi autoprotutijela i to IgG1 i 1gG3. Osim vrste
vezanih protutijela odreduje se i koli¢ina (titar) ukupnih autoprotutijela razreda 1gG te
podrazreda 1gG1 i 1gG3. Time se na temelju koli¢ine za eritrocite vezanih auto protutijela

procjenjuje stupanj rizika za ubrzanu razgradnju eritrocita (Zantek i sur., 2012.).
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2.5.6. Lijecenje tAIHA

S obzirom da je glavni simptom AIHA anemija, ovisno o stupnju njene izrazenosti, bolesnika
je potrebno lijeciti suportivnom terapijom, kako bi se sprijecio razvoj hipoksije i oStecenja
organa. U tu svrhu primjenjuje se transfuzijsko lijeCenje koncentratima eritrocita. U teSkim
anemijama osobito je vazno ne odgadati transfuzijsko lijeCenje, a to je vrlo ¢esto velik izazov
za transfuziologe obzirom na tijek i opseg prijetransfuzijskog ispitivanja u bolesnika s AIHA.
Izuzetno je vazno otkriti sva aloprotutijela koja mogu biti prekrivena autoprotutijelima, a
uzrokuju poslijetransfuzijsku hemoliticku reakciju. To su najc¢esce protutijela iz Rh, Kell, Kidd,
Duffy i MNSs sustava krvnih grupa. Radi postizanja odgovarajuce sigurnosti u transfuzijskom
lijeCenju eritrocite bolesnika s AIHA treba tipirati na slijedeée antigene: D, C, E, ¢, e, K, Jka,
Jkb, Fya, Fyb, S i s. To je ponekad tesko izvedivo zbog prisutnih autoprotutijela na vlastitim
eritrocitima pa se odredivanje bolesnikovih antigena mora raditi S monoklonskim reagensima
u direktnoj aglutinacijskoj metodi, a u slucaju da je bolesnik nedavno transfundiran, postoji
moguénost genotipizacije krvnih grupa. Za transfuziju se odabiru eritrocitni pripravci koji su
ABO, Rh (CcDEpge) i K identi¢ni te antigen negativni koncentrati eritrocita za sve antigene na
koja je bolesnik stvorio klini¢ki znacajna aloprotutijela. Kod izrazito velike koli¢ine
bolesnikovih autoprotutijela, radi se adsorpcija s eritrocitima prethodno obradenima ZZAP
reagensom (kombinacija proteolitickih enzima i sulfhidrilnog reagensa) radi otkrivanja
aloprotutijela (Branch iPetz, 1982.). Idealno je raditi s bolesnikovim eritrocitima, ali kada to
nije moguce, koriste se davateljevi eritrociti koji su antigen podudarni s bolesnikovim
eritrocitima (Petz, 2004.). Krizne probe se rade s neobradenim i ZZAP adsorbiranim serumom,
te se za transfuziju odabiru koncentrati eritrocita s dobivenom negativnom reakcijom, a samo u
vitalnoj indikaciji pripravci s najslabije dobivenom pozitivhom reakcijom.

Ukoliko se radi o nepodudarnosti krvnih pripravaka uzrokovanoj samo autoprotutijelima, ne
oc¢ekuje se akutna poslijetransfuzijska reakcija. Bolesnici koji u anamnezi nemaju transfuziju
ili trudno¢u vjerojatno nece imati klinicki znacajna aloprotutijela. Autoprotutijela razgraduju
vlastite eritrocite odredenom brzinom 1 na taj nacin razgradit ¢e 1 transfundirane eritrocite, no
dio transfundiranih eritrocita ipak ¢e ostati i odraditi svoju funkciju. Fagocitoza putem Fc i C3b
je prirodno ogranicen proces, tj. kapacitet makrofaga je ogranicen i moze se dalje smanjivati
zbog kontinuirane hemolize i transfuzija eritrocita; kao da dolazi do iscrpljivanja makrofaga.
Upravo to moze pomoc¢i u kompenziranju hemolize 1 opskrbi kisikom i tako pomo¢i u

postizanju Zeljenog ucinka medikamentoznog lijeCenja. Transfuzijsko lijeCenje u tesko

37



anemicnih bolesnika je brza i u¢inkovita mjera. Prije transfuzijskog lije€enja potrebno je dati
premedikaciju prednizolonom u istoj dozi kao i kod inicijalnog lijeCenja AIHA.

Obzirom na varijabilnu klini¢ku sliku AIHA, ciljano lije¢enje se odvija u nekoliko linija i
razlikuje se ovisno o tipu AIHA (Barcellini i sur., 2014.).

Primarna topla AIHA pocinje lijecenje glukokortikoidima. Oko 80% bolesnika postigne
djelomicnu ili kompletnu hematolosku remisiju i tada nastavljaju lijeCenje dozama odrzavanja.
Manji broj bolesnika kod kojih se u¢inak ne postigne unutar 3 tjedna kre¢u s drugom linijom
lijeCenja, koja ukljucuje splenektomiju, a u slucaju refrakternosti i monoklonska protutijela
rituximab (Barcellini i sur., 2012.). U slezeni se odvija i sinteza autoprotutijela i razgradnja
eritrocita obloZenih IgG autoprotutijelima. Zato splenektomija kao druga linija lijjecenja u
tAIHA postiZe uspjeh, no u dijela bolesnika s tAIHA ne rjeSava problem, vjerojatno zbog drugih
mjesta sinteze autoprotutijela i zamjenske uloge jetre u razgradnji eritrocita.

Anti-CD20 monoklonska protutijela usmjerena su na stanice koje na povrsini pokazuju CD20,
a to su limfociti B, koji bivaju unisteni putem aktivacije komplementa. Bolesnici koji po¢inju
uzimati rituximab jo§ uvijek nastavljaju s prednizonom sve do prvih znakova odgovora na
rituximab. Najduza izmjerena remisija na rituximab bila je 2884 dana. Djelomicna ili potpuna
remisija na rituximab postize se u oko 82% bolesnika.

Ukoliko nakon provedene druge linije lijeCenja odgovor i dalje nije zadovoljavaju¢, moze se
nastaviti lijeCenje s imunosupresivima: azatioprin, mikofenolat mofetil (MMF), ciklosporin i
ciklofosfamid. Kao posljednja linija lije¢enja moze se pokusati druga vrsta monoklonskih
protutijela (alemtuzumab).

Lijecenje sekundarnih toplih AIHA djelomicno se razlikuje 1 ovisi o osnovnoj bolesti, no radi
se uglavnom o kombinacijama ve¢ navedenih lijekova. Postoji velik broj molekula razvijenih s
ciljem regulacije pretjeranog imunoloSkog odgovora, a to su ofatumumab, alemtuzumab,
bortezumib, anti-FcRn, TNT003 (inhibitor serinske proteaze C1s, peptidi inhibitori aktivacije
C3, lgG-specificne endoglikozidaze (EndoS), inhibitori kinaza, bispecifi¢na protutijela ili
multivalentna protutijela (Lechner i Jager., 2010.).
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3. ISPITANICI | METODE

3.1. ISPITANICI

3.1.1. Eticka odobrenja

Ovaj rad odobren je od strane Eti¢kog povjerenstva Hrvatskog zavoda za transfuzijsku
medicinu (HZTM) pod brojem odobrenja: klasa 003/06-15-04/05, ur.broj: 251-541-06/6-15-2,
u Zagrebu 25.03.2015., te od strane Etickog povjerenstva Medicinskog fakulteta Sveudilista u
Zagrebu po brojem odobrenja klasa: 641-01/15-02/01, ur.broj: 380-59-10106-15-168/88 u
Zagrebu 23.04.2015.

3.1.2. Bolesnici i trudnice s antieritrocitnim autoptotutijelima razreda 1gG

U istrazivanje je bilo ukljuc¢eno 100 bolesnika i trudnica s antieritrocitnim autoprotutijelima
razreda IgG, prikupljeni u HZTM. Uz prethodni informirani pristanak, te njihovu pisanu
suglasnost da pristaju na uzimanje uzorka za znanstveno istrazivanje, uz potpuno objasnjenje
razloga istrazivanja, za $to se uzorci koriste, uz dozvolu za pohranu uzoraka za dodatnu obradu
nakon zavrSetka pocetnog istrazivanja te koriStenje medicinske dokumentacije Uz potpunu
zastitu osobnih osjetljivih podataka i Sifriranost uzoraka u obradi, uzet je uzorak periferne krvi
od 3 ml u epruvetu (BD Vacutainer, UK) s KyEDTA antikoagulansom (engl.
Ethylenediaminetetraacetic acid, etilen-diamino-tetra-octena Kkiselina) (1 epruveta) za
odredivanje broja retikulocita i izolaciju DNA za molekularnu dijagnostiku.

S obzirom na nisku incidenciju pojavnosti pozitivnog direktnog antiglobulinskog testa u op¢oj
populaciji zbog autoprotutijela razreda 1gG, prikupljanje dovoljnog broja pojedinaca i njihovih
uzoraka trajalo je oko 3 godine. Uzorci su uzimani osobama upué¢enim u HZTM iz suradnih
ustanova (Klini¢ka bolnica Merkur, Klini¢ka bolnica Sveti Duh, Klini¢ka bolnica Dubrava,
Opca bolnica Karlovac, Opca bolnica Koprivnica, Klinika za infektivne bolesti “Fran
Mihaljevi¢”, Opca bolnica Zabok, Klini¢ki bolni¢ki centar Split) ili od lije¢nika primarne
zdravstvene zastite.

U prikupljenim uzorcima su unutar 24 sata od uzimanja odredeni retikulociti te izolirana DNA.
Kivete s uzorcima izolirane DNA koji nisu odmah obradivani bili su zamrznuti na -20°C do
koristenja. Za HLA-A, HLA-B, HLA-C radena je samo niska rezolucija, a za HLA-DR i HLA-
DQ ucinjena je i dodatna provjera za visoku rezoluciju (HLA-DRB1, HLA-DQA1, HLA-
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DQB1). Niska rezolucija podrazumijeva molekularnu tipizaciju molekula HLA na razini alelne
skupine odnosno 2 znamenke (npr. HLA-DQB1*03), a visoka rezolucija na razini alela
odnosno 4 znamenke (npr. HLA-DQB1*03:03).

Skupinu od 100 ispitanika s antieritrocitnim autoprotutijelima razreda 1gG (AA) ¢inilo je 8
trudnica te 54 bolesnice i 38 bolesnika. Navedena skupina dodatno je podijeljena u 2 skupine.
Prvu skupinu (N=42) c¢inili su bolesnici i bolesnice s klinickom sumnjom na autoimunu
hemoliticku anemiju (AIHA) uzrokovanu autoprotutijelima razreda IgG, uz biokemijske
laboratorijske pokazatelje hemolize. Drugu skupinu (N=58) ¢inili su bolesnici i trudnice s

autoprotutijelima razreda 1gG, ali bez znakova hemolize (AP).

3.1.3. Kontrolna skupina

Kontrolnu skupinu za navedeno istraZivanje sacinjavala je skupina od 190 dobrovoljnih
darivatelja krvi s negativnim DAT-om i provedenim ispitivanjem polimorfizama sustava HLA
razreda | i 11, uz dodatnu provjeru visoke rezolucije sustava HLA razreda Il (Drazi¢ i sur., 2000.,
Drazi¢ i sur., 2001.). Prema kriterijima za davanje krvi, darivatelji krvi mogu biti osobe od 18
do 65 godina, a uz odobrenje lijecnika pri pregledu prije darivanja krvi, ako su dobrog zdravlja,
mogu biti i stariji od 65 godina. Uz prethodni informirani pristanak, dobrovoljni darivatelji krvi
su potpisali suglasnost da pristaju na uzimanje uzorka za znanstveno istrazivanje, uz potpuno
objasnjenje razloga istrazivanja, za $to se uzorci koriste, uz dozvolu za pohranu uzoraka za
dodatnu obradu nakon zavrsetka pocetnog istrazivanja te uz potpunu zastitu osobnih osjetljivih
podataka 1 Sifriranost uzoraka u obradi. Uzorci kontrolne skupine obradivani su do 2003. pa je
zbog otkri¢a novih alela DRB1*14:54 i DQA1*05:05, iz arhivskih uzoraka, u¢injena dodatna
provjera lokusa DRB1 i DQAL za visoku rezoluciju (HLA-DRB1, HLA-DQA1, HLA-DQB1)
(Olerup SSP, Svedska). U skladu s novom nomenklaturom dio alela koji su prije odredeni kao
DRB1*14:01, postali su DRB1*14:54, a dio alela koji su prije odredeni kao DQA1*05:01,
postali su DQA1*05:05 (Pera i sur., 2000., Marsh i sur., 2010.). Uzorci izolirane DNA
dobrovoljnih darivatelja krvi pohranjeni su u arhivi u ledenici pri -20°C.
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3.2. POPIS | SASTAV UPORABLJENIH KEMIKALIJA

Epruveta s antikoagulansom K2EDTA (etilendiamintetraoctena kiselina) 5,4 mg od 3 mL
(Becton Dickinson Vacutainer, Oxford, UK)

Mikrokartice polispecifi¢ne LISS/Coombs ID-Card Bio-Rad (Bio-Rad, Cressier, Svicarska)
Mikrokartice DC Screening ID-Card (Bio-Rad, Cressier, Svicarska)

Mikrokartice DC 1gG1/IgG3 ID-Card Bio-Rad (Bio-Rad, Cressier, Svicarska)

Diluent 2 - modificirana otopina niske ionske jakosti (Bio-Rad, Cressier, Svicarska)

0,9%-tna otopina NaCl (Hrvatski zavod za transfuzijsku medicinu, Zagreb, Hrvatska)
Komercijalni testni eritrociti (Bio-Rad, Cressier, Svicarska)

Reagens na bazi boje New Methylen Blue, CELL-DYN Reticulocyte Reagent Kit (Abbott
Laboratories, Illinois, USA)

QIAamp DNA Blood mini QIAcube kit (Qiagen GmbH, Hilden, Njemacka)

Liofilizirana proteinaza (Qiagen GmbH, Hilden, Njemacka)

Proteinaza otapalo (Qiagen GmbH, Hilden, Njemacka)

Lizirajuéi pufer (AL) (Qiagen GmbH, Hilden, Njemacka)

Pufer za eluciju (AE pufer) (Qiagen GmbH, Hilden, Njemacka)

Puferi za ispiranje (AW1 1 AW2) (Qiagen GmbH, Hilden, Njemacka)

96-100% etanol (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

Bidestilirana voda, Aqua pro injectione (HZTM, Zagreb, Hrvatska)

HLA-SSP kompleti za nisku rezoluciju (HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-DR, HLA-DQ) i za
visoku rezoluciju (HLA-DRB1, HLA-DQA1, HLA-DQBI1) (Olerup SSP, Svedska)

Tagq DNA polimeraza (Olerup SSP, Svedska)

Master Mix sadrzan u HLA-SSP kompletima (Olerup SSP, Svedska)

Molekularni biljeg za PCR produkte od 100 pb (1pug/mL) (Invitrogen, Vilnius, Litva)

Etidij bromid (Sigma, Be¢, Austrija)

1,5% agarozni gel s etidijevim bromidom - 3304 EB, PCR CheckIT Wide Mini 4X25 with EtBr
(Al-Labortechnik, Zeillern, Austrija)
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3.3. PRIBOR | APARATURA

Centrifuga Labofuge 400 (Heraeus, Svicarska)

ID-DiaMed Centrifuge (Bio-Rad, Cressier, Svicarska)

Mikropipete od 10uL, 50uL, 100uL, 1000 uL (Eppendorf, Njemacka)

Plasti¢ni nastavci za mikropipete bez filtera od 100uL i 1000 puL ((Eppendorf, Njemacka)
Plasti¢ni nastavci za mikropipete s filterom od 10uL ((Eppendorf, Njemacka)
Plocice za HLA tipizaciju

Staklene epruvete 100x15 mm (Sarstedt, Njemacka)

Plasti¢ne epruvete 75x12mm (Aptaca, Italija)

Plasti¢ne kivete za zamrzavanje (Aptaca, Italija)

Vodena kupelj (INKOLAB, Zagreb, Hrvatska)

Multiparametrijski hematoloski analizator Cell-Dyn-Ruby (Abbott, USA)

Sterilni kabinet s laminarnim protokom zraka Iskra PIO LVFP (Slovenija))

Uredaj za izolaciju genomske DNA QiaCube (Qiagen GmbH, Hilden, Njemacka)
Mijesalica za protresanje (Fischer Scientific, Svicarska)

Termoblok uredaj GeneAmp PCR System 9700 (Biosystems, USA)

Termoblok uredaj Applied Biosystems 2720 Thermal Cycler (Biosystems, USA)
Sustav za elektroforezu SEA 2000 s UV iluminatorom (Elchrom, Svicarska)
Kamera DC 120 Zoom Digital Camera- KODAK (Kodak, USA)

Racunalo

Racunalna aplikacija Kodak Digital Science 1D2.0 (KDS1D)

Tablice za interpretaciju razlu¢ivanja HLA alela (prilozene uz svaki komercijalni HLA-SSP
set)

Racunalna aplikacija HELMBERG SCORE Software (W.M.C. Helmberg, Austrija)
Racunalna aplikacija Windows 10 1 Office

Racunalna aplikacija MedCalc - verzija 16.2.1
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3.4. METODE

3.4.1. Direktni antiglobulinski test (DAT)

U imunohematoloskom seroloskom ispitivanju raden je direktni antiglobulinski (Coombsov,
DAT) test u gel mikrometodi u polispecificnim LISS/Coombs ID-Card Bio-Rad
mikrokarticama i pretrazivanje imunoglobulinskih razreda u DC Screening ID-Card Bio-Rad.
Samo 1gG pozitivnim uzorcima radeno je odredivanje imunoglobulinskih podrazreda IgG1 i
IgG3 u DAT IgG1l/1gG3 ID-Card Bio-Rad. Mikrokartice su centrifugirane u uredaju ID-
DiaMed Centrifuge.

Za imunohematolosko ispitivanje je, nakon centrifugiranja uzorka ispitanika, iz koncentriranih
eritrocita radena 0,8% suspenzija eritrocita. U plastinu epruvetu pipetirano je 1000 pL
Diluenta 2 (otopine niske ionske jakosti) i dodano 10 pL koncentriranih eritrocita bolesnika iz
centrifugiranog uzorka, sadrzaj je resuspendiran. U jednu jazicu LISS/Coombs ID-Card
mikrokartice u kojoj se nalazi polispecifican antihumani gamaglobulin (poly AHG) dodano je
50pL 0,8% suspenzije eritrocita. Mikrokartica je centrifugirana u ID-DiaMed Centrifugi 10
minuta. Oc¢itana je reakcija. Aglutinacija je pozitivan rezultat testa i ukazuje na reakciju izmedu
autoprotutijela vezanih na eritrocite i poly AHG-a, a nedostatak aglutinacije je negativan
rezultat testa i znac¢i da se na eritrocitima ne nalaze vezana autoprotutijela i/ili komponente
komplementa. Nakon ocitanja pozitivne reakcije odredeni su imunoglobulinski razredi
autoprotutijela dodavanjem 50 pL 0,8% suspenzije eritrocita u svaku jazicu DC Screening ID-
Card mikrokartice, koja je sadrzavala monospecifican AHG. ID-kartica DC-Screening I sadrzi
pet razli¢itih monospecifi¢nih AHG reagensa: anti-1gG, anti-IgA, anti-IgM, anti-C3c (svi ze¢ji)
I anti-C3d (monoklonalni, stani¢na linija C139-9), uklopljenih u gel, te negativnu kontrolu
(Slika 10.). Kod utvrdene aglutinacije u jaZici s anti-lgG AHG-om, odredivani su podrazredi
IgG1i IgG3 autoprotutijela i njihov titar dodavanjem 50 pL 0,8% suspenzije eritrocita u svaku
jazicu DAT 1gG1/19gG3 ID-Card mikrokartice (Slika 11.). IgG1 i IgG3 podrazredi su klinicki
najznacajniji podrazredi ljudskih autoprotutijela. ID-kartica DAT IgG1l/IgG3 ima 6
mikrostupaca koji sadrze monoklonalni anti-IgG1 (stani¢na linija M345/795) u dva razlicita
razrjedenja, anti-IgG3 (stani¢na linija M346/805) takoder u dva razlicita razrjedenja, anti-1gG
1:10 (ze¢jeg porijekla) unutar gel-mrezice te negativnu kontrolu. Pozitivna reakcija s prvim

razrjedenjem odgovara oblozenosti eritrocita od 1000 IgG1 molekula odnosno 125 IgG3
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molekula po stanici. Pozitivna reakcija s drugim razrjedenjem ukazuje na visoku koncentraciju

IgG1 i/ili 1IgG3 protutijela.

- - - - -

IgG IgA IgM C3c C3d ctl J

abblt v/ |

T ==l

Slika 10. Odredivanje razreda autoprotutijela i prisutnosti komponenti komplementa s

monospecificnim antihumanim gamaglobulinom (anti-1gG, -IgA, -IgM, -C3c -C3d).

;
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Slika 11. Odredivanje podrazreda IgG1l i IgG3 i titra autoprotutijela s monoklonskim

antihumanim gamaglobulinima (anti-IgG1, -1gG3).

3.4.2. Test elucije

Testom elucije uklonjena su autoprotutijela s povrSine eritrocita, a njihova specifi¢nost za
antigene eritrocitne membrane je dokazana u indirektnom antiglobulinskom testu (IAT) s
panelom fenotipiranih testnih eritrocita. Test je raden metodom toplinske elucije pri 56 °C
prema knjizi Judd’s methods in immunohaematology (Judd i sur., 2008.). Za eluciju je koristena

topla vodena kupelj.

3.4.2.1. Postupak eluiranja autoprotutijela

Iz prethodno centrifugirane epruvete s uzorkom krvi bolesnika odvojeno je 2 mL koncentriranih
eritrocita u suhu staklenu epruvetu (100x15 mm). Na eritrocite je dodano, do vrha epruvete,
0,9%-tne otopine NaCl i epruveta je centrifugirana pri 3000 okretaja/min tijekom 2 minute.

Nakon centrifugiranja plasticnom pipetom u potpunosti je uklonjen supernatant. Postupak je
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ponovljen ukupno 6 puta. Nakon Sestog pranja supernatant je prenesen u novu plasticnu
epruvetu. Na sediment 6 puta opranih eritrocita dodan je jednaki volumen 0,9%-tne otopine
NaCl, te su eritrociti resuspendirani pipetom. Suspenzija eritrocita inkubirana je u vodenoj
kupelji pri 56°C tijekom 10 minuta, uz Cesto lagano mijeSanje suspenzije protresanjem
zatvorene epruvete. Nakon zavrSene inkubacije, epruveta je centrifugirana pri 3000
okretaja/min tijekom 3 minute. Dobiveni supernatant tj. eluat je odmah plasticnom pipetom
odvojen u posebnu plasti¢nu epruvetu i ispitan mikrometodom u IAT-u s komercijalnim testnim
eritrocitima. Supernatantna otopina nakon 6. pranja ispitana je u IAT-u s istim testnim
eritrocitima i sluzila je kao negativna kontrola. Ako je supernatantna fizioloska otopina
sadrzavala protutijela dokazana u eluatu, zakljucilo se da je pranje eritrocita bilo nedostatno i

rezultat testa je ponovljen.

3.4.3. Odredivanje broja retikulocita

Za odredivanje broja retikulocita, koristeni su pretezno svjeZzi uzorci, a iznimno ¢uvani pri +4°C
do 24 sata od vadenja krvi. Metoda dozvoljava rad s uzorcima ¢uvanim pri +4°C do 72 sata od
vadenja Krvi. Broj retikulocita odredivan je na multiparametrijskom hematoloSkom analizatoru
CELL-DYN Ruby u HZTM. Uredaj koristi reagens na bazi boje New Methylen Blue, CELL-
DYN Reticulocyte Reagent Kit, koja boji RNA retikulocita. CELL-DYN Ruby Koristi tehniku
proto¢ne citometrije. Uzorak protjece u tankom sloju 1 bude obasjan laserskim snopom. Senzor
(ili senzori) mjeri, gubitkom refleksije svjetla, fizikalne ili kemijske karakteristike stanica ili
Zestica. Mjerenje se radi na0°, 10° i 90 za eritrocite i na 0"i 10" za trombocite. Hemoglobin se
mjeri fotometrijski pri valnoj duljini 555 nm. Leukociti se odreduju emisijom svjetla pod
djelovanjem lasera. Emisija svjetla mjeri se na 4 detektora locirana na prednjim (0'i 107) i
boénim (90° i 90°D) kutovima. Broj retikulocita izrazen je kao postotak. Za odrasle je raspon
od 95% normalne raspodjele izmedu 0,88 - 2,37% za ovu metodu. Temeljem broja eritrocita i

vrijednosti hematokrita izracunat je apsolutni broj retikulocita i izraZen kao broj x 10%/L.

3.4.4. 1zolacija genomske DNA iz leukocita periferne krvi

Iz uzorka pune krvi izdvojen je sloj leukocita, iz kojeg se izolirala genomska DNA. Izolacija
genomske DNA radena je na silikatnim membranama komercijalnim kitom QIAamp DNA

Blood Mini Kit na uredaju QiaCube prema uputama proizvodaca.
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Izolacija DNA iz bioloskog materijala pomocu silika-gel membrane temeljena je na postupku
vezanja-ispiranja-eluiranja. Nukleinske kiseline se adsorbiraju na silika-gel membranu u
prisutnosti kaotropnih soli koje uklanjaju vodu iz hidratiziranih molekula u otopini. Svi ostali
stani¢ni dijelovi koji po sastavu nisu nukleinske kiseline, kao $to su polisaharidi i proteini se ne
adsorbiraju te se uklanjaju ispiranjem. Nakon ispiranja, procis¢ena nukleinska kiselina visokog
prinosa se eluira s kolone u malom volumenu pufera ili bidestilirane vode.

Prema uputi proizvodaca priredeni su reagensi za rad. Za radnu otopinu proteinaze je u boc¢icu
s liofiliziranom proteinazom dodano otapalo za proteinazu. Otopljeni sadrzaj je promijesan,
alikvotiran i pohranjen pri -20°C do upotrebe. Dodavanjem apsolutnog etanola u pufer AW1 i
AW?2 priredeni su puferi AW i AW2.

3.4.4.1. Postupak izolacije DNA

U epruvetu od 1,5 mL dodano je 20 pL proteinaze i 200 uL leukocitno-trombocitnog medusloja
(engl. buffy coat). Za uzorke manje od 200 uL, 0,9%-tna otopina NacCl je sluzila za nadopunu
do volumena od 200 uL. Zatim je u epruvetu dodano 200 uL liziraju¢eg pufera (AL), te je
epruveta protresena pomocu mijesalice 15 sekundi. Uzorak je zatim inkubiran 10 minuta pri
56°C.

Na uzorak je dodano 200 pL apsolutnog etanola (96-100%) i zatim je epruveta snazno
protresena pomocu mijesalice 15 sekundi.

Ta mjesavina je dodana na kolonu sa silika-gel membranom postavljenu u epruvetu od 2 mL,
te je epruveta centrifugirana 1 minutu pri 11 500 okretaja u minuti.

Kolona sa silika-gel membranom je prenesena u novu epruvetu od 2 mL, a epruveta s filtratom
bacena. Dodano je 500 uL pufera za ispiranje kolone (pufer AW1), te je epruveta centrifugirana
1 minutu pri 11 500 okretaja/min.

Epruveta s eluatom je zatim bacena, a kolona sa silika-gel membranom prenesena u novu
epruvetu. Dodano je 500 pL pufera za ispiranje na kolonu (AW2) i centrifugirano 3 minute pri
14 000 okretaja u minuti.

Eluat je bacen, a kolona sa silika-gel membranom postavljena na istu praznu epruvetu i
ponovnim centrifugiranjem kroz jednu minutu na maksimalnom broju okretaja odstranjeni su

ostatci pufera za ispiranje kolone.
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Epruveta s eluatom je odbacena, a kolona sa silika-gel membranom je postavljena u novu
epruvetu od 1,5 mL. Direktno na kolonu je pazljivo dodano 300 pL pufera za eluciju (AE pufer)
ili bidestilirane vode.

Nakon inkubacije tijekom 5 minuta na sobnoj temperaturi, epruveta je centrifugirana 1 minutu
pri 11 500 okretaja/min.

3.4.4.2. Ispitivanje kvalitete DNA

Prinos i1 kvaliteta DNA provedena je elektroforezom na 0,5%-tnom agaroznom gelu.
Elektroforetskim razdvajanjem jasno je prikazano da li je izolirana DNA intaktna, odnosno da
li je doslo do cijepanja DNA molekula i degradacije. Nakon zavrSetka elektroforeze, gel je
snimljen. DNA nije kvantificirana spektrofotometrijski jer je za izolaciju DNA koriSten
standardiziran komplet QIAamp DNA Blood Mini Kit na uredaju QiaCube (QIAGEN,
Njemacka) prema uputama proizvodaca. Proizvoda¢ garantira intaktnu DNA duljine od 200 pb
do 50 kb. Dobivena genomska DNA visoke Cistoce i zadovoljavajuceg prinosa koristila se za

ispitivanje metodom lan¢ane reakcije polimerazom (PCR, engl. Polymerase Chain Reaction).

3.4.5. PCR-SSP metoda za HLA tipizaciju

Lancana reakcija polimerazom je in vitro reakcija umnozavanja ciljnog dijela DNA pomocu
enzima Taq polimeraze, koriste¢i specifi¢ne oligonukleotidne pocetnice (engl. primere), koji
prepoznaju i komplementarno se vezu na dijelove DNA kalupa. Preduvjet za izvodenje reakcije
je poznavanje slijeda nukleotida rubnih dijelova odsjecka DNA koji se zeli umnoziti, na temelju
kojeg se konstruiraju oligonukleotidne pocetnice, te postojanje barem jedne pocetne molekule
DNA koja u reakciji ima ulogu kalupa tj. predloska za lanac u nastanku. PCR-SSP metoda s
pocetnicama specifi¢nim za sekvencu (SSP, engl. Sequence Specific Primer) je podvrsta PCR,
a metoda se zasniva na nemogucnosti Taq polimeraze da popravi neslaganje u jednoj bazi na 3'
kraju DNA pocetnice.

Dakle, kada je nukleotid na 3' kraju pocetnice komplementaran sekvenci na kraju alela, do¢i ¢e
do umnoZavanja (amplifikacije) sekvence. Kada 3' nukleotid pocetnice nije komplementaran
kalupu, ne¢e do¢i do umnoZavanja sekvence ili ¢e se umnoziti u vrlo maloj koli¢ini. U svakoj
SSP reakciji istodobno se radi amplifikacija ulomka gena hormona rasta koji sluzi kao interna
pozitivna kontrola da bi se potvrdila prisutnost DNA u reakcijskoj smjesi. Za HLA tipizaciju

koristeni su komercijalni HLA-SSP kitovi za nisku rezoluciju pojedinih HLA lokusa i grupa
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alela (HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-DR, HLA-DQ), a za alele lokusa HLA-DR i HLA-DQ
ucinjena je i dodatna provjera za visoku rezoluciju (HLA-DRB1, HLA-DQA1, HLA-DQBL1).
Polozaj nukleotida za gene HLA razreda I i kodona za gene HLA razreda Il, u 2. ili 3. egzonu,
odgovaraju specifi¢nosti na 3' kraju danih pocetnica. S obzirom da se radi o standardiziranim
molekularnim kompletima te podatci o pocetnicama nisu dostupni, u slijede¢im tablicama
navedene su ciljne regije za amplifikaciju alela u HLA-SSP kompletima: u Tablici 10. za lokuse
HLA-A, HLA-B, HLA-C i HLA-DR, u Tablici 11. za lokus DQB1 na razini niske rezolucije tj.
prepoznavanja odgovarajuce seroloSke specifi¢nosti, u Tablici 12. za lokus DQB1 koji
omogucuju serolosku razdiobu DQ3 na DQ3, DQ7, DQS, DQ9, u Tablici 13. za lokus DQB1
na razini visoke rezolucije i u Tablici 14.za lokus DQA1.

Tablica 10. Ciljne regije za amplifikaciju alela u HLA-SSP kompletima

HLA-SSP komplet Ciljne regije alela

HLA-A A*01:01 do A*80:03
HLA-B B*07:02 do B*83:01
HLA-C C*01:02 do C*18:10

HLA-DR

HLA-DRB1*04
HLA-DRB1*11
HLA-DRB1*13
HLA-DRB1*14
HLA-DRB1*07
HLA-DRB1*09
HLA-DRB1*15
HLA-DRB1*16
HLA-DRB1*08
HLA-DRB1*12
HLA-DRB1*10
HLA-DRB1*14

DRB1*01:01 do DRB1*10:17
*04:01 do *04:241
*11:01 do *11:217N
*13:01 do *13:226
*14:01 do *14:199
*07:01 do *07:70
*09:01 do *09:32
*15:01 do *15:139
*16:01 do *16:47
*08:01 do *08:82
*12:01 do *12:67
*10:01 do *10:22
*14:01i *14:54
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Tablica 11. Ciljne regije za amplifikaciju alela u HLA-SSP kompletima lokusa DQB1 niske

rezolucije

Seroloska specificnost

Ciljne regije alela

DQ5
DQ6
DQ2
DQ3
DQ4

DQB1*05:01 do 05:05
DQB1*06:01 do 06:33
DQB1*02:01 do 02:05
DQB1*03:01 do 03:20
DQB1*04:01 do 04:02

Tablica 12. Ciljne regije za amplifikaciju alela u HLA-SSP kompletima lokusa DQB1 niske

rezolucije -seroloska razdioba DQ3

Seroloska specifi¢nost

Ciljne regije alela

DQ3
DQ7

DQ8

DQ9

DQB1*03:06, 03:10, 03:14

Od DQB1*03:01:01 do 03:01:03,
03:04, 03:09, 03:13, 03:16, 03:19
DQB1*03:02:01, 03:05:01, 03:07,
03:08, 03:11, 03:18

DQB1*03:03:02, 03:12, 03:15, 03:17,
03:20

Tablica 13. Ciljne regije za amplifikaciju alela u HLA-SSP kompletima lokusa DQB1 visoke

rezolucije
HLA-SSP komplet Ciljne regije alela
DQB1*05 DQB1*05:01 do 05:131
DQB1*06 DQB1*06:01 do 06:352
DQB1*02 DQB1*02:01 do 02:112
DQB1*03 DQB1*03:01 do 03:269N
DQB1*04 DQB1*04:01 do 04:42

49



Tablica 14. Ciljne regije za amplifikaciju alela u HLA-SSP kompletima lokusa DQA1 visoke

rezolucije

HLA-SSP komplet Ciljne regije alela

DQA1*01 DQA1*01:01 do 01:43
DQA1*02 DQA1*02:01 do 02:10
DQA1*03 DQA1*03:01 do 03:12
DQA1*04 DQA1*04:01 do 04:07
DQA1*05 DQA1*05:01 do 05:22
DQA1*06 DQA1*06:01 do 06:02

3.4.5.1. Protokol za pripravljanje PCR-mjesavine za PCR reakciju

Protokol je opisan u uputi proizvodaca a broj reakcija ovisi o broju pocetnica. Postupak je
proveden u kabinetu s laminarnim protokom zraka. U epruvetu od 2 mL je dodano reagensa
potrebnog za odredeni broj jazica, a mjeSavina za jednu jazicu pripravljena je prema uputi:

6 uL Master-Mix-a (sadrzanog u SSP kompletima)

9,45 uL Aqua pro injectione

4 uL DNA (30-50 ng/ul)

0,15 pL Taq DNA polimeraze

U svaku jazicu PCR plocice dodano je 10 uL priredene PCR mjeSavine i plo€ica je dobro
zatvorena samoljepljivim pokrovom (Slika 12.) kako bi se sprijecilo isuSivanje jaZica tijekom
PCR reakcije.

Slika 12. Plo¢ice za HLA tipizaciju s ukapanim pocetnicama i PCR mjesavinom prije

stavljanja u termoblok uredaj za PCR reakciju (fotografija autora)
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Slika 13. Termoblok uredaj

Slika 14. Termoblok uredaj

Lancana reakcija polimerazom uéinjena je pomocu termoblok uredaja (Slika 13.114.) u

kojima je odabran program za SSP-PCR s to¢no zadanim ciklusima (Tablica 15.).

Tablica 15. Parametri programa za SSP-PCR

Proces Temperatura Trajanje Broj ciklusa
Denaturacija: 94°C 2 minute 1 ciklus
Denaturacija: 94°C 10 sekundi

Vezanje pocetnicai 65°C 60 sekundi 10 ciklusa
elongacija

Denaturacija: 94°C 10 sekundi

Vezanje pocetnica  61°C 50 sekundi 20 ciklusa
Elongacija: 72°C 30 sekundi

Hladenje: 4°C 0
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3.4.5.2. Elektroforeza umnozenih produkata PCR-SSP u gelu agaroze

Elektroforeza je metoda razdvajanja molekula na temelju razlike u njihovom naboju,
molekularnoj masi i obliku. PCR-om umnozeni dijelovi - ulomci DNA pod utjecajem
istosmjerne elektri¢ne struje razli¢itom brzinom putuju kroz gel na temelju razlike u veli¢ini
molekule (Slika 15.). Detekcija produkata PCR amplifikacije radena je pomocu elektroforeze
na 1,5%-tnom agaroznom gelu s etidijevim-bromidom u gotovim PCR CheckIT Wide Mini
gelovima. Cjelokupni sadrzaj (10 uL) svake pojedine jazice otpipetiran je na gel. Gel na¢injen
od agaroze kao linearnog polimera sastavljenog od ponavljaju¢ih monomernih jedinica
agarobioze je neutralnog naboja i ima relativno velike pore §to omoguéava razdvajanje velikih
molekula. Etidijev bromid prisutan u gelu, umrezava se u strukturu DNA pa PCR produkti
odnosno ulomci postaju vidljivi kada se gel obasja UV svjetlos¢u. Nakon zavrSene
elektroforeze, gel je pregledan pod UV iluminatorom (valna duljina 312 nm), fotografiran
kamerom DC 120 Zoom Digital Camera - KODAK, a slika obradena odgovarajué¢im
raGunalnim programom - Kodak Digital Science 1D 2.0 (KDS1D) (Slika 16.). Svaka

pojedinacna traka u gelu odgovara tocno odredenoj sekvenci (alelu).

Slika 15. Elchrom Scientific sustav za elektroforezu
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3.4.6. Ocitavanje rezultata
Specifi¢nost svake pojedine amplifikacije provjerena je pomocu tablica za interpretaciju, koje

su prilozene uz svaki komercijalni HLA-SSP set i pomo¢u HELMBERG SCORE Software-a

(W.M.C. Helmberg, Austrija).

[ ———————————
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Slika 16. Prikaz elektroforetskog razdvajanja umnozenih produkata PCR-
SSP HLA razlucivanja alela (primjer: HLA-B) (vlasnistvo HZTM)
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3.5. Statisticka obrada rezultata

Usporedba rezultata je ucinjena pomocu aplikacije MedCalc - version 16.2.1. Za usporedbu
dobi koristen je Mann-Whitney test, a za usporedbu spola, ja¢ine DAT-a, IgG podrazreda i
dijagnoza koristen je y? test. Udestalost gena i alela dobivena je direktnim brojanjem. U¢injena
je usporedba rezultata dobivenih za kontrolnu skupinu, skupine iz literaturnih podataka (Grubié¢
i sur., 1995., Grubi¢ i sur., 2000., Mack i sur., 2009., Grubi¢ i sur., 2014.) i skupina AA, AIHA
I AP. Haplotipske veze HLA u ispitanika kontrolne skupine usporedene su s literaturnim
podacima o neravnotezi udruzivanja alela HLA-DRB1, -DQAL, -DQB1 (Klitz i sur., 2003.) i
u hrvatskoj populaciji (Grubi¢ i sur., 2000.). Za usporedbu ucestalosti alela i haplotipova
skupine bolesnika i trudnica (AA) te skupina AIHA i AP s kontrolnom skupinom dobrovoljnih
darivatelja krvi kori$ten je 2 test, a za usporedbu ucestalosti pojedinih alela koristen je Fisherov
egzaktni test. Ukoliko je razlika izmedu skupina prema ucestalosti pojedinog alela bila veca od
5% ucinjena je post-hoc analiza. Kao granica razine statisticke znaCajnosti postavljena je
vrijednost p<0,05. Zbog izrazenog polimorfizma gena sustava HLA, dobivena p vrijednost
korigirana je po Bonferroniju brojem usporedbi na pojedinom lokusu prema formuli:

pk=1- (1-p)"

pri éemu je pk - korigirana p vrijednost (Svejgaard i Ryder, 1994.). Na primjer, na lokusu HLA-
DQB1 testirano je 17 alela pa je za usporedbu ucestalosti alela skupine AA i kontrolne skupine
uéinjeno 17 usporedbi, N=17. Kada smo skupinu AA podijelili u 2 skupine i obje skupine
usporedivali s kontrolnom skupinom ucinjeno je ukupno 2x17=34 usporedbe pa je n=34. Ako
je korigirana p vrijednost (pk) i dalje bila manja od 0,05 (pk <0,05), smatralo se da postoji
statisticki znaCajna razlika u ucestalosti pojedinog alela izmedu skupine ispitanika AA, AIHA,
AP i kontrolne skupine. Snaga testa izracunata je kao omjer izgleda (engl. odds ratio, OR) uz

interval pouzdanosti (engl. confidence interval, Cl) od 95%.
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4. REZULTATI

Ovim istrazivanjem utvrdeni su polimorfizmi sustava gena i alela HLA u skupini od 100
bolesnika 1 trudnica s antieritrocitnim autoprotutijelima razreda IgG (AA). Ucinjena je
usporedba dobi i spola u odnosu na kontrolnu skupinu od 190 dobrovoljnih darivatelja krvi
(Tablica 16.).

Tablica 16. Usporedba dobi i spola u skupini bolesnika (AA) s kontrolnom

skupinom
AA Kontrolna skupina
N=100 N=190
Dob, medijan [95% Cl] 64 [59 - 66] 41 [39 - 44]
(min-maks) (19-94) (19-62)
Dob po spolu, medijan [95% CI]
(min-maks)
Muskarci (M) 66 [61 - 72] 43 [40 - 45]
(19 - 86) (19-61)
Zene (7) 62 [51 - 66] 34 [31 - 39]
(19-94) (21 - 62)
M/Z (omjer) 38/62 (1:1,63) 149/41(3,63:1)

AA - bolesnici i trudnice s antieritrocitnim autoprotutijelima razreda 1gG, min -

minimum, maks - maksimum

Medijan dobi u skupini AA bio je 64 godine u odnosu na 41 u kontrolnoj skupini. Kontrolnu
skupinu sacinjavali su dobrovoljni darivatelji krvi, muskarci i zene, u dobi od 19 do 62 godine,
dok je skupinu ispitanika s autoprotutijelima razreda 1gG (AA) ¢inilo 92 bolesnika (od 19 do
94 godine starosti) i 8 trudnica (od 26 do 39 godina starosti).

Omjer muskaraca i zena u kontrolnoj skupini bio je statisticki znacajno veéi (p<0,0001) u
odnosu na skupinu AA u kojoj je bilo vise Zena (Tablica 16.).

Skupina od 100 bolesnika i trudnica podijeljena je, na temelju prisutnih znakova hemolize, u 2
skupine: prvu skupinu od 42 bolesnika sa znakovima hemolize (AIHA) i drugu skupinu od 58
ispitanika (50 bolesnika i 8 trudnica), bez dokazane hemolize (AP). U ispitanika u AIHA

skupini (Tablica 17.) vrijednosti retikulocita bile su povisene u 38 (90%) bolesnika, snizene u
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2 (5%) bolesnika i unutar normalnih vrijednosti u 2 (5%) bolesnika, dok su u AP skupini bile

unutar intervala normalnih vrijednosti (Tablica 18.).

Tablica 17. Biokemijski parametri u bolesnika s klinickom sumnjom na AIHA (N=42)

) Referentne vrijednosti
Parametri
(Flegar-Mestri¢, 2000.)
_ . (Z) 74 (45 - 114) (2) 118 - 149
Hemoglobin g/L, medijan (raspon)
(M) 72 (41 - 114) (M) 138-175
Retikulociti x 10%/L 159 (5,54 - 658) 22 -97
LDH U/L, median (raspon) 375 (253 - 929) <320
Bilirubin umol/L 36 (11,1 - 69) 3-20

M - muskarci, Z - Zene, LDH - enzim laktat dehidrogenaza podaci za vrijednosti LDH i

bilirubina su iz bolnickog informati¢kog sustava

Tablica 18. Vrijednosti hemoglobina i retikulocita u osoba bez hemolize (N=58)

Referentne vrijednosti

Parametri
(Flegar-Mestri¢, 2000.)
) B (Z) 125 (46,6 - 166) (Z2) 118 - 149
Hemoglobin g/L, medijan (raspon)
(M) 124 (72,7 - 146) (M) 138-175
Retikulociti x 10%/L 52,6 (22,2 -92,7) 22 -97

M - muskarci, Z - Zene

Medijan za dob bio je najveci u skupini AIHA, zatim u skupini AP, a najmanji je u kontrolnoj
skupini (Tablica 19.). U skupini AIHA 1 muskarci i zene bili su ve¢inom starije Zivotne dobi.

Veéa ucestalost zenskog spola u odnosu na kontrolnu skupinu zabiljezena je u obje promatrane
skupine (AIHA i AP). Bolesnici sa znakovima autoimune hemoliticke anemije imali su
pretezno viSe vrijednosti (score) DAT-a u odnosu na bolesnike i trudnice bez hemolize (AP
skupina) (Tablica 20.). Sto je DAT bio jade pozitivan to je relativni udio ispitanika skupine

AIHA u odnosu na ispitanike skupine AP bio statisti¢ki znacajno vec¢i (p=0,0008).
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Tablica 19. Usporedba dobi i spola u skupini AIHA i u skupini AP s kontrolnom skupinom

AIHA AP Kontrolna p
skupina
N=42 N=58 N=190
Dob, medijan [95% CI] 66 [62 - 73] 58 [36 - 65] 41 [39 - 44]
(min-maks) (26 - 94) (19 - 86) (19 - 62)

Dob po spolu, medijan
[95% CI] (min-maks)
Muskarci (M)

Zene (Z)

M/Z (omijer)

68[62-74]  66[28-71] 43[40 -45]

(37 - 86) (19 - 85) (19-61)
64[54-73]  49[35-65]  34[31-39]
(26 - 94) (19 - 86) (21 - 62)

18/24 (1:1,33)  20/38 (1:1,9) 149/41(3,63:1) < 0,0001

M - muskarci, Z - zene, AIHA - bolesnici sa znakovima hemolize, AP - bolesnici i trudnice

bez dokazane hemolize, min - minimum, maks - maksimum

Tablica 20. Usporedba jacine DAT-a u skupini AIHA (n=42) i u skupini AP (n=58)

DAT AIHA AP
(score) n (%) n (%)
1+ 2 (4,9) 10 (17,2)
2+ 4 (9,5) 13 (22,4)
3+ 16 (38,1) 24 (41,4)
4+ 20 (47,6) 11 (19,0)

DAT - direktni antiglobulinski test, AIHA - bolesnici sa znakovima hemolize, AP -

bolesnici i trudnice bez dokazane hemolize, ¥? za trend= 11,34; p=0,0008

Nije uocena statisticki znacajna razlika izmedu skupina AIHA i AP u odnosu na ucestalost

pojave antieritrocitnih autoprotutijela razreda IgG kada su se uz njih pojavile i komponente

komplementa C u odnosu na pojavnost samih antieritrocitnih autoprotutijela razreda 1gG bez
komplementa (p=0,124) (Tablica 21.).

57



Statistic¢ki je znacajno veca ucestalost ukupnih antieritrocitnih autoprotutijela podrazreda IgG1
u skupini AIHA (p = 0,006). Autoprotutijela razreda 1gG kojima nije dokazan podrazred bila

su statisti¢ki znacajno cesc¢a u skupini AP (p =0,01).

Tablica 21. Usporedba 1gG podrazreda autoprotutijela u skupini AIHA (N=42) i u skupini
AP (N=58)

Podrazred AIHA AP p
1gG autoprotutijela N (%) N (%)

1gG 25 (59,5) 43 (74,1) 0,124
IgG+C 17 (40,5) 15 (25,9) 0,124
Samo 1gG1 25 (59,5) 24 (41,4) 0,075
Samo 1gG3 1(2,4) 3(5,2) 0,637
IgG1 + IgG3 10 (23,8) 9 (15,5) 0,299
Ni IgG1 ni IgG3 6 (14,3) 22 (37,9) 0,01
Ukupni 1gG1 35 (83,3) 33 (56,9) 0,006

AIHA - bolesnici sa znakovima hemolize, AP - bolesnici i trudnice bez dokazane hemolize

Osim primarne autoimune hemoliticke bolesti (33%), najcesc¢e dijagnoze u skupini AIHA su
bile hematoonkoloske (43%), pretezno limfoidne loze (Tablica 22.) i autoimune bolesti (14%).
Prema spolu primarnu AIHA imalo je 3 (17%) muskaraca 1 11 (46%) zena (p=0,057),
hematoonkoloske bolesti imalo je 11 (61%) muskaraca i 7 (29%) zena (p=0,04) i autoimune
bolesti imalo je 2 (11%) muskaraca i 4 (17%) Zena (p=0,685).

U skupini ispitanika s antieritrocitnim autoprotutijelima bez hemolize (AP) najc¢esce dijagnoze
su bile hematoonkoloske (19%), autoimune bolesti (16%), solidni tumori (16%) 1 infekcije
(9%). Prema spolu hematoonkoloske bolesti imalo je 6 (30%) muskaraca 1 5 (13%) Zena
(p=0,119), autoimune bolesti 2 (10%) muskarca i 7 (18%) Zena (p=0,476) i solidne tumore 3
(15%) muskarca i 6 (16%) zena (p=1,000).

58



Tablica 22. Usporedba dijagnoza u skupini AIHA (N=42) i skupini AP (N=58)

Dijagnoze AIHA N (%) AP N (%)
Hematoonkoloske, ukupno 18 (43) 11 (19)
Limfoidne bolesti 15 (36) 6 (10)
MH-+ITP - 1(2)
KLL+ITP+solidni tumor 1(2) -
Mijeloidne bolesti 2 (5) 4(7)
Autoimune bolesti 6 (14) 9 (16)
Solidni tumori 1(2) 9 (16)
Infekcije 1(2) 5(9)
Tumor+autoim.+infekcija - 1
KOPB 1 -
Kroni¢na bubrezna bolest - 2
Srcane bolesti - 2

Operacije, ukupno

Fraktura kuka/koljena - 3

Krvne zile 1

Abdominalne, opce - 3
Trudnice+autoimune bolesti - 2
Trudnice - 6
Ostalo - 5
Primarna AIHA 14 (33) -

AIHA - ispitanici s toplom autoimunom hemolitickom anemijom, AP- ispitanici s
antieritrocitinim autoprotutijelima razreda 1gG bez hemolize, MH - morbus
Hodgkin, ITP - imuna trombocitopenija, KLL - kroni¢na limfoblasti¢na leukemija,
KOPB - kroni¢na obstruktivna bolest plu¢a; hematoonkoloske dijagnoze

zastupljenije su u AIHA skupini (p=0,0095)
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4.1. Aleli HLA razreda I - skupina AA vs kontrolna skupina

U Tablicama 23., 24. i 25. prikazani su rezultati analize pojedinih grupa alela HLA razreda I, u
skupini bolesnika i trudnica s antieritrocitnim autoprotutijelima razreda 1gG (AA) te u

kontrolnoj skupini dobrovoljnih darivatelja krvi (kontrolna skupina).

U skupini bolesnika i trudnica s antieritrocitnim autoprotutijelima razreda IgG (AA) nadeno je
14 razlic¢itih alela lokusa HLA-A i 16 u kontrolnoj skupini (Tablica 23.).

Tablica 23. Ucestalost alela lokusa HLA-A u skupini AA (N=200) u odnosu na
ucestalost istog alela kod ispitanika kontrolne skupine (N=380).

Aleli lokusa Kontrolna skupina AA

HLA-A N (%) N (%)
A*01 39 (10,3) 29 (14,5)
A*02 113 (29,7) 72 (36,0)
A*03 63 (16,6) 28 (14,0)
A*11 31(8,2) 12 (6,0)
A*23 7(1,8) 5(2,5)
A*24 43 (11,3) 18 (9,0)
A*25 15 (3,9) 5(2,5)
A*26 16 (4,2) 9 (4,5)
A*29 3(0,8) 1(0,5)
A*30 5(1,3) 4 (2,0)
A*31 7(1,8) 6 (3,0)
A*32 13 (3,4) 5(2,5)
A*33 7(1,8) 4 (2,0)
A*66 2(0,5) 0
A*68 15 (3,9) 2 (1,0)
A*80 1(0,3) 0

HLA - humani leukocitni antigeni; N- broj pojedinih alela; AA- skupina bolesnika i

trudnica s antieritrocitnim autoprotutijelima razreda IgG, ¥*=113,55; p=0,167
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Najcesce zastupljeni aleli lokusa HLA-A u skupini AA su bili HLA-A*02 (36,0%), HLA-

lokusa HLA-A bio je HLA-A*02 (29,7%), a slijedili su HLA-A*03 (16,6%), HLA-A*24
(11,3%) i HLA-A*01 (10,3%). Na lokusu HLA-A je u¢injena usporedba vrijednosti y> testom
za neovisne uzorke i nije uoCena statisticki znacajna razlika u ucestalosti pojedinih alela
izmedu skupine AA i kontrolne skupine (y?=113,56; p=0,167). U skupini AA u usporedbi s
kontrolnom skupinom uocena je ¢eSca zastupljenost alela HLA-A*02 (36,0% u AA skupini
prema 29,7% u kontrolnoj skupini, p=0,122).

U skupini bolesnika i trudnica s antieritrocitnim autoprotutijelima razreda IgG nadena su 23
razlicita alela lokusa HLA-B i 25 u kontrolnoj skupini (Tablica 24.) te je usporedeno 26 alela.
Najcesce zastupljeni aleli lokusa HLA-B u skupini AA su bili HLA-B*35 (14,5%), HLA-
B*08 (10,0%) i HLA-B*51 (9,5%). U kontrolnoj skupini najées¢i HLA-B aleli su bili HLA-
B*51 (12,9%), HLA-B*35 (10,8%), HLA-B*07 (9,7%) i HLA-B*18 (9,5%). Na lokusu
HLA-B je ucinjena usporedba vrijednosti y* testom za neovisne uzorke i nije uocena
statisticki znacajna razlika izmedu pojedinih alela AA skupine i1 kontrolne skupine
(x*=228,56; p=0,181). U skupini AA je uoena manja ucestalost alela HLA-B*18 (p=0,094)
i HLA-B*51 (p=0,227) te veca ucestalost alela HLA-B*35 (p=0,194). U skupini AA u
usporedbi s kontrolnom skupinom su znacajno ¢esce bili zastupljeni aleli HLA-B*08 (10,0%
u AA u odnosu na 5,5% u kontrolnoj skupini, p=0,044) i HLA-B*57 (7,5% u AA skupini
prema 1,6% u kontrolnoj skupini, p=0,0003, OR 5,05, 95% CI 1,93 - 13,24). Nakon korekcije
samo alel HLA-B*57 je i dalje statisticki znacajno ¢es¢i u skupini AA (px=0,008) (Tablica
24.).

U skupini bolesnika i trudnica s antieritrocitnim autoprotutijelima razreda IgG nadeno je 12
razlicitih alela lokusa HLA-C i1 14 u kontrolnoj skupini (Tablica 25.). Naj¢eS¢e zastupljeni
aleli lokusa HLA-C u skupini AA bili su HLA-C*07 (30,0%), HLA-C*04 (17,5%), HLA-
C*06 (12,5%) i HLA-C*12 (11,5%). U kontrolnoj skupini najces¢i HLA-C aleli bili su HLA-
C*07 (26,6%), HLA-C*12 (17,9) i HLA-C*04 (11,1%). Na lokusu HLA-C je ucinjena
usporedba vrijednosti y? testom za neovisne uzorke i nije uogena statisticki zna¢ajna razlika
izmedu pojedinih alela AA skupine i kontrolne skupine (¥?=88,00; p=0,279). U skupini AA
je nadena veca ucestalost alela HLA-C*04 (17,5% u skupini AA u odnosu na 11,1% u
kontrolnoj skupini) (p=0,031, OR 1,71, 95% CI 1,05-2,77) i HLA-C*06 (12,5% u skupini
AA u odnosu na 6,8% u kontrolnoj skupini) (p=0,021, OR 1,95, 95% CI 1,09 - 3,47).
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Tablica 24. Ucestalost alela lokusa HLA-B u skupini AA (N=200) u odnosu na ucestalost

istog alela kod ispitanika kontrolne skupine (N=380).

Aleli lokusa Kontrolna  AA Aleli lokusa Kontrolna  AA
HLA-B skupina N (%) HLA-B skupina N (%)
N (%) N (%)

B*07 37 (9,7) 16 (8,0) B*44 31(8,2) 17 (8,5)
B*08 21 (5,5) 20 (10,0) B*47 3(0,8) 1(0,5)
B*13 9(2,4) 7 (3,5) B*48 0 1(0,5)
B*14 7 (1,8) 4 (2,0) B*49 14 (3,7) 3(1,5)
B*15 17 (4,5) 7 (3,5) B*50 7(1,8) 3(1,5)
B*18 36 (9,5) 11 (5,5) B*51 49 (12,9) 19 (9,5)
B*27 23 (6,1) 11 (5,5) B*52 6 (1,6) 5(2,5)
B*35 41 (10,8) 29 (14,5) B*53 1(0,3) 0

B*37 1(0,2) 0 B*54 1(0,3) 0

B*38 21 (5,5) 6 (3,0) B*55 2 (0,5) 5(2,5)
B*39 14 (3,7) 6 (3,0) B*56 6 (1,6) 3(1,5)
B*40 16 (4,2) 8 (4,0) B*57 6 (1,6) 15 (7,5)
B*41 7 (1,8) 1(0,5) B*58 4(1,1) 2 (1,0

HLA - humani leukocitni antigeni; N- broj pojedinih alela; AA- skupina bolesnika i

trudnica s antieritrocitnim autoprotutijelima razreda 1gG; y?=228,56; p=0,181; crveno -

znacajno za raspravu, za B*57 p=0,0003, pk=0,008

Za alel HLA-C*12 nadena je zna¢ajno manja ucestalost u skupini AA (11,5% u skupini AA u
odnosu na 17,9% u kontrolnoj skupini) (p=0,044, OR 0,60, 95% CI 0,36-0,99). Nakon korekcije
navedene razlike viSe nisu bile statisticki znacajne, a korigirane p vrijednosti bile su za HLA-
C*04 (pk=0,357), HLA-C*06 (pk=0,257) i HLA-C*12 (pk=1,000), (Tablica 25.).
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Tablica 25. Ucestalost alela lokusa HLA-C u skupini bolesnoj AA (N=200) u odnosu
ucestalost istog alela kod ispitanika kontrolne skupine (N=380).

Aleli lokusa Kontrolna skupina AA

HLA-C N (%) N (%)
C*01 14 (3,7) 11 (5,5)
C*02 33 (8,7) 10 (5,0)
C*03 31(8,2) 17 (8,5)
C*04 42 (11,1) 35 (17,5)
C*05 14 (3,7) 3(1,5)
C*06 26 (6,8) 25 (12,5)
C*07 101 (26,6) 60 (30,0)
C*08 6 (1,6) 4 (2,0)
C*12 68 (17,9) 23 (11,5)
C*13 1(0,3) 0
C*14 14 (3,7) 5(2,5)
C*15 18 (4,7) 4 (2,0)
C*16 7(1,8) 3(1,5)
C*17 5(1,3) 0

HLA - humani leukocitni antigeni; N- broj pojedinih alela; AA- skupina bolesnika i

trudnica s antieritrocitnim autoprotutijelima razreda IgG; y?= 88,00; p=0,279

4.2. Aleli HLA razreda Il - skupina AA vs kontrolna skupina

Ispitanicima s antieritrocitnim autoprotutijelima razreda 1gG odredeni su aleli sustava HLA
razreda Il za lokuse DRB1, DQAL i DQB1, prvo u niskoj rezoluciji (na razini alelne skupine).
Zbog visoke polimorfnosti lokusa DRB1, DQAL i DQBL1 udinjeno je testiranje i u visokoj
rezoluciji (na razini pojedinog alela). Za svaki lokus provedena je usporedba s podacima
dobivenim testiranjem ispitanika kontrolne skupine, a uocene razlike u ucestalostima
(frekvencijama) pojedinih alela analizirane su y? testom. U niskoj rezoluciji je u obje skupine
nadeno i usporedeno 13 razlicitih alela HLA-DRB1 (Tablica 26.). Najéesce zastupljeni aleli
DRB1 u skupini AA su bili DRB1*11 (21,0%), DRB1*03 (13,5%), DRB1*07 (12,0%),
DRB1*15 (9,0%) i DRB1*16 (9,0%). U kontrolnoj skupini najées¢i DRB1 aleli su bili
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DRB1*11 (18,7%), DRB1*01 (11,6%) DRB1*13 (11,3%), DRB1*16 (11,3%) i DRB1*03
(9,7%).

Tablica 26. Ucestalost alela lokusa HLA-DRB1 u skupini AA (N=200) u odnosu na

ucestalost istog alela kod ispitanika kontrolne skupine (N=380), na razini niske rezolucije.

Aleli lokusa Kontrolna skupina AA

HLA-DRB1 N (%) N (%)
DRB1*01 44 (11,6) 13 (6,5)
DRB1*03 37(9,7) 27 (13,5)
DRB1*04 31(8,2) 16 (8,0)
DRB1*07 24 (6,3) 24 (12,0)
DRB1*08 20 (5,3) 10 (5,0)
DRB1*09 1(0,3) 2(1,0)
DRB1*10 6 (1,6) 3(1,5)
DRB1*11 71 (18,7) 42 (21,0)
DRB1*12 8(2,1) 2 (1,0)
DRB1*13 43 (11,3) 14 (7,0)
DRB1*14 15 (3,9) 11 (5,5)
DRB1*15 37 (9,7) 18 (9,0)
DRB1*16 43 (11,3) 18 (9,0)

HLA - humani leukocitni antigeni; N- broj pojedinih alela; AA- skupina bolesnika i
trudnica s antieritrocitnim autoprotutijelima razreda IgG; X2: 110,50; p= 0,222, crno - alel

vazan za raspravu

Usporedbom frekvencija pojedinih alela nije uo¢ena statisticki znacajna razlika (y>= 110,50; p=
0,222). Uocena je veca ucestalost alela DRB1*03 (p=0,165) i DRB1*11 (p=0,507) u skupini
AA u odnosu na kontrolnu skupinu. Veéa ucestalost alela DRB1*01 opaZzena u kontrolnoj
skupini (11,6%) u odnosu na 6,5% u skupini AA, bila je na granici statisticke znacajnosti
(p=0,050), ali se ta znacajnost izgubila nakon korekcije (pk=0,487). U skupini AA nadena je
statisticki znacajno vecéa ucestalost alela DRB1*07 (12,0% u skupini AA u odnosu na 6,3% u

kontrolnoj skupini) (p=0,018, OR 2,02, 95% CI 1,12-3,66), no ne i nakon korekcije (px=0,210).
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U visokoj rezoluciji, u skupini bolesnika i trudnica s antieritrocitnim autoprotutijelima razreda
IgG nadeno je 30 razlicitih alela lokusa HLA-DRB1 i 33 u kontrolnoj skupini (Tablica 27.) te

je usporedeno ukupno 38 alela izmedu dviju skupina.

Tablica 27. Ucestalost alela lokusa HLA-DRB1 u skupini AA (N=200) u odnosu na

ucestalost istog alela kod ispitanika kontrolne skupine (N=380), na razini visoke rezolucije.

Aleli lokusa Kontrolna AA Aleli lokusa Kontrolna AA
HLA-DRB1 skupina N (%) HLA-DRB1 skupina N (%)
N (%) N (%)
DRB1*01:01 36 (9,5) 11 (5,5) DRB1*11:03 3(0,8) 1(0,5)
DRB1*01:02 5(1,3) 2(1,0) DRB1*11:04 29 (7,6) 21 (10,5)
DRB1*01:03 3(0,8) 0 DRB1*11:11 1(0,3) 0
DRB1*03:01 37(9,7)  27(135) DRB1*11:12 0 1(0,5)
DRB1*04:01 13(34)  5(25) DRB1*11:13 0 1(0,5)
DRB1*04:02 7(1,8) 2(1,0) DRB1*12:01 8(2,1) 2(1,0)
DRB1*04:03 2(0,5) 0 DRB1*13:01 24 (6,3) 7 (3,5)
DRB1*04:04 7 (1,8) 6 (3,0) DRB1*13:02 16 (42)  7(3,5)
DRB1*04:05 1(0,3) 2 (1,0) DRB1*13:03 2 (0,5) 0
DRB1*04:07 1(0,3) 1(0,5) DRB1*13:05 1(0,3) 0
DRB1*07:01 24 (6,3) 24 (12,0) DRB1*14:01 4(1,1) 4 (2,0)
DRB1*08:01 13(34)  8(4,0) DRB1*14:05 1(0,3) 0
DRB1*08:03 0 1(0,5) DRB1*14:08 1(0,3) 0
DRB1*08:04 6 (1,6) 1(0,5) DRB1*14:54 9(2,4) 7 (3,5)
DRB1*08:12 1(0,3) 0 DRB1*15:01 34 (8,9) 14 (7,0)
DRB1*09:01 1(0,3) 2 (1,0) DRB1*15:02 3(0,8) 3(1,5)
DRB1*10:01 6 (1,6) 3(1,5) DRB1*15:03 0 1(0,5)
DRB1*11:01 38(10,0) 17 (8,5) DRB1*16:01 37 (9,7) 17 (8,5)
DRB1*11:02 0 1(0,5) DRB1*16:02 6 (1,6) 1(0,5)

HLA - humani leukocitni antigeni; N- broj pojedinih alela; AA- skupina bolesnika i trudnica

s antieritrocitnim autoprotutijelima razreda 1gG, crno - alel vazni za raspravu
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Najces¢i aleli lokusa DRB1 u skupini AA su bili DRB1*03:01 (13,5%), DRB1*07:01 (12,0%),
DRB1*11:04 (10,5%), DRB1*11:01 (8,5%) i DRB1*16:01 (8,5%). U kontrolnoj skupini
najces¢i aleli lokusa DRB1 su bili DRB1*11:01 (10,0%), DRB1*03:01 (9,7%), DRB1*16:01
(9,7%), DRB1*01:01 (9,5%) i DRB1*15:01 (8,9%). Usporedbom ucestalosti pojedinih alela
nisu uoceni aleli s razlikom ve¢om od 5% osim alel DRB1*07:01 (visoka rezolucija), koji je
jedini alel u alelnoj skupini DRB1*07 (niska rezolucija).

U niskoj rezoluciji je u obje skupine (AA i kontrolna skupina) nadeno i usporedeno 6 razli¢itih
alela HLA-DQAL1 (Tablica 28.). Najcesce zastupljeni aleli lokusa HLA-DQAL u obje skupine
su bili DQA1*01 (39,5% u AA i1 48,7% u kontrolnoj skupini) i DQA1*05 (34,5% u AA skupini
I 32,1% u kontrolnoj skupini). Na 3. mjestu u AA skupini je alel DQA1*02 (12,0%), a u
kontrolnoj skupini gen HLA-DQA1*03 (8,9%). Na lokusu HLA-DQAT nije uocena statisticki
znadajna razlika, na razini niske rezolucije, izmedu skupine AA i kontrolne skupine (x*= 30,00;
p= 0,224). U skupini AA u usporedbi s kontrolnom skupinom statisticki je znacajno cesce
zastupljen alel DQA1*02 (12% u AA skupini prema 6,3% u kontrolnoj skupini) (p=0,018, OR
2,02, 95% CI 1,11-3,66) i znacajno rjede alel DQA1*01 (39,5% u AA skupini prema 48,7% u
kontrolnoj skupini), ali nakon korekcije ¢eS¢a zastupljenost viSe nije bila statisticki znacajna
(za DQA1*02 px=0,103, a za DQA1*01 pk=0,193). U visokoj rezoluciji, u skupini AA nadeno
je 14 razlicitih alela lokusa HLA-DQAL i 15 u kontrolnoj skupini (Tablica 29.). Najces¢i aleli
lokusa HLA-DQAL u skupini AA su bili redom: DQA1*05:05 (20,5%), DQA1*01:02 (20,0%)
1 DQA1*05:01 (14,0%). U kontrolnoj skupini najces¢i aleli su bili DQA1*01:02 (25,0%),
DQA1*05:05 (20,5%), DQA1*05:01 (11,1%) i DQA1*01:01 (11,1%). Nisu uoceni aleli s
razlikom ve¢om od 5% osim alel DQA1*02:01 (visoka rezolucija), koji je jedini alel u alelnoj
skupini DQA1*02 (niska rezolucija).

Na lokusu HLA-DQBI, u niskoj rezoluciji, u obje skupine nadeno je 5 alela (Tablica 30.).
Najzastupljeniji alel (u niskoj rezoluciji) u obje skupine bio je DQB1*03 (33,4% u kontrolnoj
skupini 1 34,5% u skupini AA). Slijedeci je bio DQB1*05 (27,9% u kontrolnoj skupini i 23,0%
u skupini AA). Na 3. mjestu u AA skupini bio je alel DQB1*02 (21,5%), a u kontrolnoj skupini
alel HLA-DQB1*06 (20,0%). Najmanje zastupljen alel u obje skupine bio je DQB1*04.
Usporedbom kontrolne skupine i skupine AA, na razini niske rezolucije nisu nadene statisticki
znacajne razlike u uéestalosti alela DQB1 (x?= 20,00; p= 0,220). U skupini AA u usporedbi s
kontrolnom skupinom najveca je razlika u ucestalosti uocena za alel DQB1*02 (21,5% u AA

skupini prema 15,5% u kontrolnoj skupini), ali nije bila statisti¢ki znacajna (p=0,071).
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Tablica 28. Ucestalost alela lokusa HLA-DQAZL u skupini AA (N=200) u odnosu na

ucestalost istog alela kod ispitanika kontrolne skupine (N=380), na razini niske rezolucije.

Aleli lokusa Kontrolna skupina AA

HLA-DQA1 N (%) N (%)
DQA1*01 185 (48,7) 79 (39,5)
DQA1*02 24 (6,3) 24 (12,0)
DQA1*03 34 (8,9) 18 (9,0)
DQA1*04 14 (3,7) 9 (4,5)
DQA1*05 122 (32,1) 69 (34,5)
DQAL1*06 1(0,3) 1(0,5)

HLA - humani leukocitni antigeni; N- broj pojedinih alela; AA- skupina bolesnika i

trudnica s antieritrocitnim autoprotutijelima razreda IgG; %?= 30,00; p= 0,224, crno - aleli

vazni za raspravu

Tablica 29. Ucestalost alela lokusa HLA-DQAL u skupini AA (N=200) u odnosu na

ucestalost istog alela kod ispitanika kontrolne skupine (N=380), na razini visoke rezolucije.

Aleli lokusa Kontrolna AA Aleli lokusa Kontrolna AA
HLA-DQAL skupina N (%) HLA-DQA1 skupina N (%)
N (%) N (%)
DQA1*01:01 42 (11,1) 13(65) DQA1*03:03 10 (2,6)  4(2,0)
DQA1*01:02 95(25,0) 40(20,00 DQA1*04:01 14 (3,7) 8 (4,0)
DQA1*01:03 26 (6,8) 11 (5,5) DQA1*04:02 0 1(0,5)
DQA1*01:04 16 (4,2) 12 (6,00  DQA1*05:01 42 (11,1)  28(14,0)
DQA1*01:05 6 (1,6) 3(1,5) DQA1*05:02 1(0,3) 0
DQA1*02:01 24 (6,3) 24 (12,0) DQA1*05:03 1(0,3) 0
DQA1*03:01 23 (6,1) 12 (6,0) DQA1*05:05 78 (20,5) 41 (20,5)
DQA1*03:02 1(0,3) 2 (1,0) DQA1*06:01 1(0,3) 1(0,5)

HLA - humani leukocitni antigeni; N- broj pojedinih alela; AA- skupina bolesnika i trudnica

s antieritrocitnim autoprotutijelima razreda 1gG, crno - alel vazni za raspravu
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U visokoj rezoluciji, u skupini AA nadeno je 14 razlicitih alela lokusa HLA-DQB1 i 16 u
kontrolnoj skupini (Tablica 31.). Izmedu dviju skupina, 2 testom je usporedena ucestalost 17
DQB1 alela te nije utvrdena statistic¢ki znacajna razlika (y°= 143,00; p= 0,242).

Najceséi aleli lokusa HLA-DQB1 u skupini AA su bili DQB1*03:01 (21,5%), DQB1*02:01
(15,0%), DQB1*05:02 (9,0%) 1 DQB1*05:01 (8,5%). U kontrolnoj skupini najces¢i aleli lokusa
HLA-DQB1 su bili DQB1*03:01 (24,4%), DQB1*05:01 (13,4%), DQB1*05:02 (11,1%) i
DQB1*02:01 (10,3%). U skupini AA uocena je veca ucestalost alela DQB1*02:01 (15,5% u
skupini AA u odnosu na 10,3% u kontrolnoj skupini), ali bez statisticke znacajnosti (p=0,097).
U skupini AA nadena je statisticki znacajno veca ucestalost alela DQB1*03:03 (6,5% u skupini
AA u odnosu na 1,3% u kontrolnoj skupini) (p=0,001, pk=0,017, OR 5,21, 95% CI1 1,83 - 14,84)
(Tablica 31.)

Tablica 30. Ucestalost alela lokusa HLA-DQB1 u skupini AA (N=200) u odnosu na

ucestalost istog alela kod ispitanika kontrolne skupine (N=380), na razini niske rezolucije.

Aleli lokusa Kontrolna skupina AA

HLA-DQB1 N (%) N (%)
DQB1*02 59 (15,5) 43 (21,5)
DQB1*03 127 (33,4) 69 (34,5)
DQB1*04 12 (3,2) 9(4,5)
DQB1*05 106 (27,9) 46 (23,0)
DQB1*06 76 (20,0) 33 (16,5)

HLA - humani leukocitni antigeni; N- broj pojedinih alela; AA- skupina bolesnika i trudnica

s antieritrocitnim autoprotutijelima razreda 1gG; y?= 20,00; p= 0,220
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Tablica 31. Ucestalost alela lokusa HLA-DQB1 u skupini AA (N=200) u odnosu na

ucestalost istog gena kod ispitanika kontrolne skupine (N=380).

Aleli lokusa Kontrolna skupina AA
HLA-DQB1 N (%) N (%)
DQB1*02:01 39 (10,3) 30 (15,0)
DQB1*02:02 20 (5,3) 13 (6,5)
DQB1*03:01 93 (24,4) 43 (21,5)
DQB1*03:02 23 (6,1) 13 (6,5)
DQB1*03:03 5(1,3) 12 (6,5)
DQB1*03:04 4 (1,1) 0
DQB1*03:07 2(0,5) 0
DQB1*03:19 0 1(0,5)
DQB1*04:02 12 (3,2) 9 (4,5)
DQB1*05:01 51 (13,4) 17 (8,5)
DQB1*05:02 42 (11,1) 18 (9,0)
DQB1*05:03 13 (3,4) 11 (5,5)
DQB1*06:01 3(0,8) 3(1,5)
DQB1*06:02 33 (8,7) 14 (7,0)
DQB1*06:03 26 (6,8) 10 (5,0)
DQB1*06:04 10 (2,6) 6 (3,0)
DQB1*06:09 4(1,1) 0

HLA - humani leukocitni antigeni; N- broj pojedinih alela; AA- skupina bolesnika i
trudnica s antieritrocitnim autoprotutijelima razreda 19G; x°= 143,00; p= 0,242; za
DQB1*03:03 p=0,001, px=0,017

4.3. Pretpostavljene haplotipske sveze - skupina AA vs. kontrolna skupina

Zbog neravnoteze vezanja pojedinih alela dvaju ili vise lokusa ucinjena je usporedba alela te
analiza haplotipova radi moguce povezanosti s nastankom antieritrocitnih autoprotutijela
razreda 1gG.

Nadeno je ukupno 79 razli¢itih haplotipskih sveza DRB1-DQA1-DQB1 (Tablica 32.), koje se
sastoje od 38 DRB1 alela, 16 DQA1 alelai 17 DQBL1 alela.
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U skupini AA otkriveno je 39 haplotipskih sveza, a u kontrolnoj skupini 65.

Haplotipskih sveza koje su se pojavile samo jednom, bilo je u skupini AA 20 (10,0%), a u
kontrolnoj skupini 34 (8,9%). Usporedbom haplotipskih sveza izmedu skupine AA i kontrolne
skupine nisu uoene statisti¢ki znacajne razlike (x°=168,28; p=0,204).

Najcesca haplotipska sveza DRB1-DQA1-DQBL1 u skupini AA je DRB1*03:01-DQA1*05:01-
DQB1*02:01 (13,5%), a u kontrolnoj skupini je DRB1*11:01-DQA1*05:05-DQB1*03:01
(10,0%).

Slijedece po ucestalosti u AA skupini su: DRB1*11:04-DQA1*05:05-DQB1*03:01 (9,5%),
DRB1*11:01-DQA1*05:05-DQB1*03:01 (8,5%), DRB1*16:01-DQA1*01:02-DQB1*05:02
(8,5%), DRB1*15:01-DQA1*01:02-DQB1*06:02 (7,0%), DRB1*07:01-DQA1*02:01-
DQB1*03:03 (6,0%), DRB1*01:01-DQA1*01:01-DQB1*05:01 (5,5%), i DRB1*07:01-
DQA1*02:01-DQB1*02:02 (5,5%).

Slijedeée najcesce haplotipske sveze u kontrolnoj skupini su: DRB1*03:01-DQA1*05:01-
DQB1*02:01 (9,7%), DRB1*01:01-DQA1*01:01-DQB1*05:01 (9,5%), DRB1*16:01-
DQA1*01:02-DQB1*05:02 (8,7%), DRB1*15:01-DQA1*01:02-DQB1*06:02 (8,7%),
DRB1*11:04-DQA1*05:05-DQB1*03:01 (6,6%), DRB1*13:01-DQA1*01:03-DQB1*06:03
(5,8%) i DRB1*07:01-DQA1*02:01-DQB1*02:02 (5,0%).

U skupini AA dobivena je statisti¢ki znac¢ajno veéa ucestalost haplotipskih sveza DRB1*07:01-
DQA1*02:01-DQB1*03:03 (p=0,001; OR 6,00, 95%CI (1,91 - 18,86), ali se nakon korekcije
u odnosu na ukupan broj razli¢itih haplotipskih sveza DRB1-DQA1-DQB1 (n=79) statisticka
znacajnost izgubila (pk=0,076).

4.4. Aleli HLA razreda | - usporedba skupina AIHA, AP i kontrolne skupine

Usporedba rezultata nakon dodatne podjele skupine bolesnika i trudnica s antieritrocitnim
autoprotutijelima na podskupine: bolesnici s klinickim pokazateljima autoimune hemoliticke
anemije (AIHA) 1 bolesnici 1 trudnice s autoprotutijelima, ali bez klinicke slike hemolize (AP)
prikazana je u Tablici 33. za lokus HLA-A, u Tablici 34. za lokus HLA-B, u Tablici 35. za
lokus HLA-C. Usporedbom ucestalosti alela lokusa HLA-A i HLA-C izmedu pojedinih skupina
AIHA, AP i kontrolne skupine nije uocena statisticki znacajna razlika.

S obzirom na dobivenu vecu ucestalost alela B*57 na lokusu HLA-B u skupini AIHA, u¢injena
je usporedba gena HLA-B lokusa (Tablica 34.) i nije uo¢ena statisti¢ki znac¢ajna razlika izmedu

promatranih skupina: AIHA vs kontrolna skupina ¥?=102,75; p=0,188, AP vs kontrolna skupina
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x2:125,25; p=0,601, AP vs ATHA x2=86,38; p=0,089. Naknadno je analizirana ucestalost alela
HLA-B*57 te je nadena statisticki znacajna razlika u skupini AIHA (p=0,0001, OR 14,7, 95%
Cl4,81-44,74) i AP (p=0,010, OR 4,00, 95% CI 1,32 - 12,16) u odnosu na kontrolnu skupinu
za alel HLA-B*57. Nakon korekcije u skupini AIHA i dalje je vidljiva statisticki zna¢ajna
razlika (pk=0,005), dok se u skupini AP statisticka znacajnost izgubila (pk=0,407)

(N=200) i u kontrolnoj skupini KS (N=380).
DRB1-DQA1-DQB1 KS AA DRB1-DQA1-DQB1 KS AA
N (%) N (%) N (%) N (%)
01:01-01:01-05:01  36(9,5) 11(555)  11:01-05:05-03:01  38(10,0) 17 (8,5)
01:02-01:01-05:01  4(1,1) 2(1,0 11:03-05:05-03:01  3(0,8) 1(0,5)
03:01-05:01-02:01  37(9,7) 27(13,5) 11:04-05:05-03:01  25(6,6) 19 (9,5)
04:01-03:01-03:02 5(1,3) 4(2,0) 12:01-05:05-03:01  8(2,1) 2 (1,0)
04:02-03:01-03:02 6(1,6) 1(0,5) 13:01-01:03-06:03  22(5,8) 7(3,5)
04:04-03:01-03:02 5(1,3) 6(3,0) 13:02-01:02-06:04  10(2,6) 6(3,0)
07:01-02:01-02:02  19(5,0) 11(5,5) 14:54-01:04-05:03  9(2,4) 6 (3,0)
07:01-02:01-03:03 4(1,1) 12(6,0)0 15:01-01:02-06:02  33(8,7) 14(7,0)
08:01-04:01-04:02  7(1,8) 7(3,5 15:02-01:03-06:01  3(0,8) 3(1,5)
08:04-04:01-04:02 3(0,8) 1(0,5) 16:01-01:02-05:02  33(8,7) 17 (8,5)
10:01-01:05-05:01 6 (1,6) 2(1,0) 16:02-01:02-05:02 5 (1,3) 1(0,5)

N- broj pojedinih haplotipskih sveza; AA- skupina bolesnika i trudnica s antieritrocitnim

autoprotutijelima razreda 1gG; plavo- haplotipske sveze u kojima je vezan alel
DRB1*07:01; ¥*=168,28; p=0,204

4.5. Aleli HLA razreda Il - usporedba skupina AIHA, AP i kontrolne skupine

Usporedbom frekvencija pojedinih alela lokusa DRB1 (Tablica 36.) i DQAL (Tablica 37.)
izmedu skupina AIHA i AA s frekvencijama alela u kontrolnoj skupini nisu uocene znacajne
razlike (Tablica 36.). Veca uCestalost alela DRB1*07:01 u AIHA skupini (13,1%) u odnosu na
kontrolnu skupinu (6,3%) bila je statisticki zna¢ajna samo do korekcije (p=0,033, P«x=0,922).
Najces¢i aleli lokusa DQAT1 u skupinama ATHA, AP i kontrolnoj skupini su bili DQA1*05:05,
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DQA1*05:01 1 DQA1* 01:02, s razlicitim frekvencijama alela (Tablica 37.). U skupini AIHA
nadena je statisti¢ki znacajno veca ucestalost alela HLA-DQA1*02:01 (13,1%), u odnosu na
kontrolnu skupinu (6,3%), ali korekcijom p vrijednosti izgubila se statisti¢ka znacajnost
(p=0,033, pk=0,658).

Tablica 33. Ucestalost alela lokusa HLA-A u skupini AIHA (N=84) i u skupini AP (N=116)

u odnosu na ucestalost istog alela kod ispitanika kontrolne skupine (N=380).

Aleli lokusa Kontrolna skupina AIHA AP

HLA-A N (%) N (%) N (%)
A*01 39 (10,3) 14 (16,7) 15 (12,9)
A*02 113 (29,7) 33 (39,3) 39 (33,6)
A*03 63 (16,6) 13 (15,5) 15 (12,9)
A*11 31 (8,2) 3(3,6) 9(7,8)
A*23 7 (1,8) 1(1,2) 4 (3,4)
A*24 43 (11,3) 2 (2,4) 16 (13,8)
A*25 15 (3,9) 4 (4,8) 1(0,9)
A*26 16 (4,2) 5 (6,0) 4 (3,4)
A*29 3(0,8) 1(1,2) 0
A*30 5(1,3) 2(2,4) 2(1,7)
A*31 7(18) 1(1,2) 4 (3.4)
A*32 13 (3,4) 1(1,2) 4 (3,4)
A*33 7 (1,8) 2 (2,4) 2(1,7)
A*66 2 (0,5) 0 0
A*68 15 (3,9) 1(1,2) 1(0,9)
A*80 1(0,3) 0 0

HLA - humani leukocitni antigeni, N- broj pojedinih alela, AIHA - bolesnici sa znakovima
hemolize, AP - bolesnici i trudnice bez dokazane hemolize; AIHA vs kontrolna skupina
v*=77,82; p=0,099, AP vs kontrolna skupina ¥?=71,50; p=0,056, AP vs AIHA ¥?=57,69;
p=0,054
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Tablica 34. Ucestalost najcescih alela lokusa HLA-B u skupini AIHA (N=84) i u skupini
AP (N=116) u odnosu na ucestalost istog alela kod ispitanika kontrolne skupine (N=380).

Aleli lokusa Kontrolna skupina AIHA AP

HLA-B N (%) N (%) N (%)
B*07 37 (9,7) 8(9,5) 8 (6,9)
B*08 21 (5,5) 10 (11,9) 10 (8,6)
B*13 9(2,4) 2(2,4) 5(4,3)
B*14 7 (1,8) 1(1,2) 3 (2,6)
B*15 17 (4,5) 2 (2,4) 5 (4,3)
B*18 36 (9,5) 3(3,6) 8 (6,9)
B*27 23 (6,1) 3(3,6) 8 (6,9)
B*35 41 (10,8) 11 (13,1) 18 (15,5)
B*38 21 (5,5) 2 (2,4) 4 (3,4)
B*39 14 (3,7) 3(3,6) 3(2,6)
B*40 16 (4,2) 5 (6,0) 3(2,6)
B*44 31(8,2) 8(9,5) 9(7,8)
B*49 14 (3,7) 2 (2,4) 1(0,9)
B*51 49 (12,9) 7(8,3) 12 (10,3)
B*52 6 (1,6) 3(3,6) 2 (1,7
B*55 2(0,5) 2 (2,4) 3(2,6)
B*56 6 (1,6) 2 (2,4) 1(0,9)
B*57 6 (1,6) 8 (9,5)t 7 (6,0)%

HLA - humani leukocitni antigeni, N- broj pojedinih alela, AIHA - bolesnici sa znakovima

hemolize, AP - bolesnici

vrijednost;Tpk=0,005, pk=0,407, crveno - podaci vazni za raspravu

i trudnice bez dokazane hemolize, pk - korigirana p

Usporedbom ucestalosti alela lokusa HLA-DQBI nisu uocene statisticki znaCajne razlike

1izmedu skupina AIHA, AP 1 kontrolne skupine (Tablica 38.).

Na lokusu DQB1 nadeno je nekoliko alela ¢ije su frekvencije izmedu skupine AIHA i kontrolne

skupine pokazale znacajne razlike do korekcije p vrijednosti (Tablica 38.).
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Veca ucestalost alela DQB1*03:03 u skupini AIHA (p=0,007) i u skupini AP (p=0,004) u

odnosu na kontrolnu skupinu nakon korekcije vise nije bila statisticki znacajna (px=0,213 za

AIHA skupinu i pk=0,127 za AP skupinu).

Tablica 35. Ucestalost alela lokusa HLA-C u skupini AIHA (N=84) i u skupini AP (N=116)

u odnosu na ucestalost istog alela kod ispitanika kontrolne skupine (N=380).

Aleli lokusa Kontrolna skupina AIHA AP

HLA-C N (%) N (%) N (%)
C*01 14 (3,7) 4 (4,8) 7 (6,0)
C*02 33(8,7) 4 (4,8) 6 (5,2)
C*03 31(8,2) 8(9,5) 9(7,8)
C*04 42 (11,1) 14 (16,7) 21 (18,1)
C*05 14 (3,7) 1(1,2) 2(1,7)
C*06 26 (6,8) 11 (13,1) 15 (12,9)
C*07 101 (26,6) 27 (32,1) 32 (27,6)
C*08 6 (1,6) 1(1,2) 3(2,6)
C*12 68 (17,9) 10 (11,9) 13 (11,2)
C*13 1(0,3) 0 0
C*14 14 (3,7) 2(2,4) 3(2,6)
C*15 18 (4,7) 1(1,2) 3(2,6)
C*16 7(1,8) 1(1,2) 2(1,7)
C*17 5(1,3) 0 0

HLA - humani leukocitni antigeni, N- broj pojedinih alela, AIHA - bolesnici sa znakovima

hemolize, AP - bolesnici i trudnice bez dokazane hemolize, p- vjerojatnost;

AIHA vs

kontrolna skupina y?=63,56; p=0,228, AP vs kontrolna skupina ¥?=70,89; p=0,259, AP vs

AlIHA ¥*=67,22; p=0,145.
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Tablica 36. Ucestalost najcescih alela lokusa HLA-DRB1 u skupini AIHA (N=84) i u skupini
AP (N=116) u odnosu na ucestalost istog gena kod ispitanika kontrolne skupine (N=380).

Aleli lokusa Kontrolna skupina AIHA AP
HLA-DRB1 N (%) N (%) N (%)
DRB1*01:01 36 (9,5) 3(3,6) 8 (6,9)
DRB1*03:01 37 (9,7) 13 (15,5) 14 (12,1)
DRB1*04:01 13 (3,4) 2(2,4) 3(2,6)
DRB1*04:02 7 (1,8) 1(1,2) 1(0,9)
DRB1*04:04 7 (1,8) 2 (2,4) 4 (3,4)
DRB1*07:01 24 (6,3) 11 (13,1) 13 (11,2)
DRB1*08:01 13 (3,4) 5 (6,0) 3(2,6)
DRB1*09:01 1(0,3) 1(1,2) 1(0,9)
DRB1*11:01 38 (10,0) 8(9,5) 9(7,8)
DRB1*11:04 29 (7,6) 7(8,3) 14 (12,1)
DRB1*13:01 24 (6,3) 2(2,4) 5(4,3)
DRB1*13:02 16 (4,2) 4 (4,8) 3(2,6)
DRB1*14:01 4(1,1) 3(3,6) 1(0,9)
DRB1*14:54 9(2,4) 3(3,6) 4 (3,4)
DRB1*15:01 34 (8,9) 5 (6,0) 9(7,8)
DRB1*15:02 3(0,8) 1(1,2) 2(1,7)
DRB1*16:01 37(9,7) 8 (9,5) 9(7,8)

HLA - humani leukocitni antigeni, N- broj pojedinih alela, AIHA - bolesnici sa znakovima
hemolize, AP - bolesnici i trudnice bez dokazane hemolize, AIHA vs kontrolna skupina
¥?=99,17; p=0,392, AP vs kontrolna skupina y?=104,83; p=0,252, AP vs AIHA ¥?=73,67;
p=0,191.
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Tablica 37. Ucestalost najcescih alela lokusa HLA-DQAL u skupini AIHA (N=84) i u

skupini AP (N=116) u odnosu na ucestalost istog alela kod ispitanika kontrolne skupine

(N=380).

Aleli lokusa Kontrolna skupina AIHA AP
HLA-DQA1 N (%) N (%) N (%)
DQA1*01:01 42 (11,1) 4 (4,8) 10 (8,6)
DQA1*01:02 95 (25,0) 18 (21,4) 22 (19,0)
DQA1*01:03 26 (6,8) 3(3,6) 8 (6,9)
DQA1*01:04 16 (4,2) 7(8,3) 5(4,3)
DQA1*02:01 24 (6,3) 11 (13,1) 13 (11,2)
DQA1*03:01 23 (6,1) 4 (4,8) 8 (6,9)
DQA1*03:02 1(0,3) 1(1,2) 1(0,9)
DQA1*03:03 10 (2,6) 2(2,4) 2(1,7)
DQA1*04:01 14 (3,7) 4 (4,8) 3(2,6)
DQA1*05:01 42 (11,1) 14 (16,7) 14 (12,1)
DQA1*05:05 78 (20,5) 15 (17,9) 26 (22,4)

HLA - humani leukocitni antigeni, N- broj pojedinih alela, AIHA - bolesnici sa znakovima
hemolize, AP - bolesnici i trudnice bez dokazane hemolize, AIHA vs kontrolna skupina
¥?=99,17; p=0,392, AP vs kontrolna skupina y?>=104,83; p=0,252, AP vs AIHA ¥?=73,67;
p=0,191.
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Tablica 38. Ucestalost alela lokusa HLA-DQB1 u skupini AIHA (N=84) i u skupini AP
(N=116) u odnosu na ucestalost istog alela kod ispitanika kontrolne skupine (N=380).

Aleli lokusa Kontrolna skupina AIHA AP
HLA-DQB1 N (%) N (%) N (%)
DQB1*02:01 39 (10,3) 16 (19,0) 15 (12,9)
DQB1*02:02 20 (5,3) 4 (4,8) 8 (6,9)
DQB1*03:01 93 (24,4) 18 (21,4) 22 (19,0)
DQB1*03:02 23 (6,1) 4 (4,8) 8(6,9)
DQB1*03:03 5(1,3) 5 (6,0) 7 (6,0)
DQB1*04:02 12 (3,2) 4 (4,8) 4 (3,4)
DQB1*05:01 51 (13,4) 4 (4,8) 14 (12,1)
DQB1*05:02 42 (11,1) 8(9,5) 11 (9,5)
DQB1*05:03 13 (3,4) 8(9,5) 4 (3,4)
DQB1*06:01 3(0,8) 1(1,2) 2 (1,7
DQB1*06:02 33 (8,7) 5 (6,0) 11 (9,5)
DQB1*06:03 26 (6,8) 4 (4,8) 6 (5,2)
DQB1*06:04 10 (2,6) 3(3,6) 3(2,6)

HLA - humani leukocitni antigeni, N- broj pojedinih alela, AIHA - bolesnici sa znakovima
hemolize, AP - bolesnici i trudnice bez dokazane hemolize; AIHA vs kontrolna skupina
¥?=78,00; p=0,294, AP vs kontrolna skupina y?>=117,00; p=0,261, AP vs AIHA %?=66,95;
p=0,111.

Za ukupno 15 ispitanika s antieritrocitnim autoprotutijelima razreda 1gG, 7 iz skupine AIHA i
8 iz skupine AP, koji su imali alel B*57, provedena je analiza alela ostalih HLA lokusa
odredivanih u ovom istrazivanju te pretpostavljenih haplotipova u odnosu na jacinu direktnog
antiglobulinskog testa (DAT), koli€ine (titra) protutijela, vrijednosti hemoglobina i retikulocita
(Slika 17.). 10 ispitanika (10% od ukupnog broja svih ispitanika s 1gG autoprotutijelima) je
imalo uz alel B*57 alele C*06 i DRB1*07 i jedan ili dva od 3 alela DQB1: DQB1*02:01 (DQ2),
DQB1*02:02 (DQ2) i DQB1*03:03 (DQY). Omjer DQ2:DQY je 5:7. Cetiri od njih su imali
visok titar antieritrocitnih IgG autoprotutijela (>100) i povisene apsolutne vrijednosti
retikulocita. Troje ispitanika s visokim titrom 1gG autoprotutijela i urednim apsolutnim brojem
retikulocita imalo je alele B*57 i C*06, ali nisu imali alel DRB1*07.
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Tri ispitanika (1,6% od ukupnog broja svih ispitanika kontrolne skupine) je uz alel B*57 imalo

alele C*06 i DRB1*07 vezan s alelom DQB1*03:03 (DQ9) (Slika 18.).
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5. RASPRAVA

HLA sustav otkriven je nekoliko godina nakon otkri¢a vecine eritrocitnih sustava krvnih grupa
i nakon revolucionarnog otkri¢a antihumanog globulinskog (Coombsovog) testa. Funkcija
molekula HLA vezana je za kristalnu strukturu HLA molekule i Zlijeba unutar kojeg se vezu
peptidi (Bjorkman i sur., 1987.).

HLA sustav je vazan ne samo u transplantaciji i odabiru podudarnog solidnog organa, tkiva i
krvotvornih mati¢nih stanica, nego je od znanstvenog i prakti¢nog interesa i ispitivanje
povezanosti alela HLA s razvojem protutijela usmjerenih na lijek koji bolesnik prima kao
terapiju osnovne bolesti kao i za odabir moguceg alternativnog lijeka (Sazonovs i sur., 2020.).
Pojedini aleli HLA vazni su u dijagnostici brojnih autoimunih bolesti (Secerna bolest tipa 1
ovisna o inzulinu, Hashimotov tiroiditis, Gravesova bolest, miastenija gravis, multipla skleroza,
sistemski eritemski lupus, reumatoidni artritis, ankilozantni spondilitis, celijakija) kao aleli koji
se povezuju s povecanom sklonosti bolesti ili pak aleli koji se povezuju sa zastitnim ucinkom
(Bodmer, 1980., Gough i Simmonds, 2007., Fernando i sur., 2008., Bettencourt i sur., 2015.,
Winchester i sur., 2019.).

Autoimuna hemoliticka anemija za razliku od spomenutih autoimunih bolesti je rijetka bolest s
incidencijom od 1 na 100 000 stanovnika (Gehrs i Friedberg, 2002.), a od svih oblika AIHA
najcesca je topla ATHA (tAIHA) uzrokovana antieritrocitnim autoprotutijelima razreda 1gG. U
odraslih bolesnika tAIHA je redovito ozbiljna i dugotrajna bolest, najéeS¢e udruzena s
limfoproliferativnim  bolestima  (kroni¢nom limfocitnom leukemijom, non-Hodgkin
limfomom), kroni¢énim upalnim/autoimunim bolestima 1 tumorima solidnih organa, a rjede
infekcijama te lijekovima (Evans i Weiser, 1957., Dausset i sur., 1959., Bell i sur., 1973., Sokol
i sur., 1981., Dacie, 1992., Gehrs i Friedberg, 2002., Lechner i sur., 2010., Kruhonja Galic i
sur., 2020.). Manje od polovice slucajeva tAIHA javlja se bez poznatog uzroka (idiopatska
AIHA), a simptomi tAIHA mogu mjesecima ili godinama prethoditi prepoznavanju neke druge
bolesti. (Gehrs i Friedberg, 2002.).

Ranija istrazivanja pokusala su utvrditi rizi¢ne alele sustava HLA za razvoj idiopatske AIHA
(Da Costa i sur., 1974., Clauvel i sur., 1974., Abdel Khalik i sur., 1980.), a nekoliko starijih te
novijih radova opisuje moguce protektivne alele lokusa HLA-DQ i HLA-DR (Wang-Rodriguez
i Rearden, 1996., Nomura i sur., 1998., Lin i sur., 2017., Smirnova i sur., 2018.). Obzirom na

nisku pojavnost bolesti, dosadasnja su istrazivanja radena na malim uzorcima bolesnika i do
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danas nije utvrdena jasna povezanost alela sustava HLLA sa sklono§c¢u za razvoj antieritrocitnih

autoprotutijela razreda IgG.

Osim u bolesnika s tAIHA, antieritrocitna autoprotutijela razreda 1gG javljaju se i u osoba bez
dokazane hemolize: u bolesnika s drugim oblicima anemija ili bez anemije, te kod trudnica i
dobrovoljnih darivatelja krvi (zdravih osoba). Istrazivanja pokazuju da su prirodna
autoprotutijela razreda IgG Siroko rasprostranjena u ljudskom serumu i da je njihov broj
podlozan promjenama zbog dobi, spola i pridruzenih bolesti (Nagele i sur., 2013.). Za razliku
od prirodnih IgG autoprotutijela, jos uvijek nije razjasnjeno zbog ¢ega u odredenih osoba dolazi
do stvaranja protutijela na vlastite eritrocitne antigene i zbog ¢ega navedena protutijela samo u

nekih uzrokuju hemoliticku anemiju.

U nekoliko studija autori opisuju pojavu nastanka antieritrocitnih autoprotutijela nakon
aloimunizacije na specifi¢ne eritrocitne antigene, nakon transfuzije, no uzrok moguce

povezanosti nije jasan (Garratty, 2004., Young i sur., 2004.).

Polimorfizmi alela HLA prepoznati su u sklonosti pojedinih osoba za razvoj antieritrocitnih
aloprotutijela i mogu imati prediktivnu vrijednost u odabiru fenotipiranog/genotipiranog
krvnog pripravka s ciljem smanjenja aloimunizacija, osobito u bolesnika s visokom stopom
aloimunizacija - mijelodisplasti¢ni sindrom, bolest srpastih stanica, talasemije (Kérmoczi i
Mayr, 2014.).

U ovoj doktorskoj disertaciji opisano je istrazivanje U kojem su ispitani klasi¢ni geni sustava
HLA razreda | (HLA-A, -B, -C) i geni sustava HLA razreda Il (HLA-DRB1, -DQAL, - DQB1)
u skupini od ukupno 100 bolesnika i trudnica s antieritrocitnim autoprotutijelima razreda IgG
(AA). Ucinjena je usporedba tih rezultata u odnosu na kontrolnu skupinu od 190 dobrovoljnih
darivatelja krvi. Kontrolna skupina sastavljena je od dobrovoljnih darivatelja krvi, koji daju krv
prema kriterijima Vije¢a Europe (DIREKTIVA KOMISIE 2004/33/EZ od 22. oZzujka 2004. o
provedbi Direktive 2002/98/EZ Europskog parlamenta i Vije€a u odnosu na odredene tehnicke

zahtjeve za krv i krvne sastojke), a kod kojih nisu nadena antieritrocitna autoprotutijela.

Medijan za dob u skupini AA bio je 64 u odnosu na 41 u kontrolnoj skupini. Kontrolnu skupinu
su ¢inili dobrovoljni darivatelji krvi, u dobi od 19 do 62 godine. Skupinu AA ¢inilo je 92
bolesnika u dobi od 19 do 94 godine starosti i 8 trudnica u dobi od 26 do 39 godina starosti.
Medijan za dob u skupini bolesnika s hemolizom (AIHA) bio je 66, a u skupini bolesnika bez

znakova hemolize (AP) 58. Pojavnost tAIHA raste iza 40 godine Zivota s vr$nom incidencijom
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izmedu 60 1 70 godina Zivota (Pirofsky, 1968.), sto smo i potvrdili nasim rezultatima. U novijoj
literaturi navedeni su i nizi medijani za dob u bolesnika s AIHA: 58 u GIMEMA studiji
(Barcellini i sur., 2014.), 31 (Das i sur., 2009.), 56 (Genty i sur., 2002.) i 53,5 (Wheeler i sur.,
2004.). Navedene razlike u medijanima mogle bi biti odraz promatranih vrsta AIHA. Predmet
interesa naSeg istrazivanja bili su bolesnici s toplim antieritrocitnim autoprotutijelima razreda
IgG, za razliku od navedenih studija koje su promatrale bolesnike s AIHA uzrokovanih

autoprotutijelima razli¢itih imunoglobulinskih razreda (IgM, IgG).

Omjer muskaraca i zena (M:Z) u kontrolnoj skupini (3,6:1) bio je statisti¢ki zna¢ajno veéi
(p<0,0001) u odnosu na skupinu AA (1:1,6) koja je imala vise Zena, kao i pojedina¢no u svakoj
od skupina: AIHA (1:1,3) i AP (1:1,9). Izmedu tih skupina nije bilo statisticki znacajne razlike
u omjeru muskaraca i Zena. Rezultati nase studije u skladu su s podacima iz literature koji
navode veéu ucestalost zena u oboljelih od AIHA: 60% (Salama i sur., 2002.), 58% s
idiopatskom AIHA i 66% sa sekundarnom AIHA (Dacie, 1992.), 56 Zzena u odnosu prema 27
muskaraca (Genty i sur., 2002.), omjer zena prema muskarcima 3,3:1 (Das, Nityanand,
Chaudhary, 2009.), 64% zena prema 36% muskaraca (Barcellini i sur., 2014.), omjer Zena

prema muskarcima 1,9:1 (Kruhonja Galic i sur., 2020.).

U studijama povezanosti HLA s razli¢itim bolestima utvrdene su razlike prema spolu
(Schneider-Hohendorf i sur., 2018.). Za razumijevanje ovih razlika treba analizirati
patofiziologiju autoimunih bolesti u muskaraca i Zena obzirom na imuni odgovor. U muskaraca
se autoimune bolesti klini¢ki manifestiraju najcesce prije 50 godine i tada dominira akutna
upala i Th-1 stani¢ni odgovor. Kod Zena u mladoj zivotnoj dobi autoimune bolesti posredovane
su autoprotutijelima, a starenjem raste koli¢ina autoprotutijela i pojacava Th-2 imuni odgovor.
Navedena razlika prema spolu opisana je i u imunoloskom odgovoru na infekciju ili traumu, i
tada kod muskaraca nastaje pretezno Th-1 stani¢ni upalni odgovor, a kod Zena Th-2 imunoloska
reakcija posredovana autprotutijelima. Smatra se da upravo spolni hormoni uzrokuju

usmjeravanje prema pojedinom tipu imunoloskog odgovora (Fairweather i sur., 2008.).

Nakon prvog dijela naseg istrazivanja, inicijalna skupina (AA) od 100 bolesnika i trudnica bila
je podijeljena u 2 skupine: AIHA i AP. Podjela je u¢injena na temelju klinic¢ke slike i prisutnih,
jednog ili viSe, laboratorijskih pokazatelja (poviSene vrijednosti LDH 1 bilirubina, sniZene
vrijednosti hemoglobina i snizene vrijednosti retikulocita) koji bi upuéivali na toplu autoimunu

hemoliticku anemiju. Za bolesnike upucene iz klinika 1 bolnica, procjena klini¢ke slike 1
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biokemijski laboratorijski pokazatelji dobiveni su od klini¢ara koji je postavio sumnju na
hemoliticku anemiju i zatrazio potvrdu klinicke sumnje kroz dokazivanje antieritrocitnih
autoprotutijela. Ti su ispitanici ¢inili skupinu AIHA. Kod ostalih ispitanika antieritrocitna
autoprotutijela bila su slucajan nalaz te su oni svrstani u skupinu AP. Antieritrocitna
autoprotutijela razreda 1gG ne uzrokuju uvijek hemolizu. Takva autoprotutijela nalaze se kod
nekih bolesnika tijekom prijetransfuzijskog imunohematoloskog ispitivanja (Worlledge,
1978.), u trudnica (Hoppe i sur., 2001., Surucu i sur., 2015.) i u skupini zdravih dobrovoljnih
darivatelja krvi (Gorst i sur., 1980.).

Za dodatnu provjeru aktivne hemolize kod svih 100 ispitanika (bolesnika i trudnica), odreden
je apsolutni broj retikulocita. Skupinu bolesnika sa znakovima hemolize (AIHA) ¢inilo je 42
bolesnika, a vrijednosti retikulocita bile su povisene u 38 (90%) bolesnika, snizene u 2 (5%)
bolesnika, te unutar normalnih vrijednosti u takoder 2 (5%) bolesnika. Drugu skupinu, bez
dokazane hemolize (AP), ¢inilo je 58 ispitanika (50 bolesnika i 8 trudnica), za koje su apsolutne

vrijednosti retikulocita bile unutar intervala normalnih vrijednosti.

Osim primarne autoimune hemoliti¢ke anemije (33%), naj¢esce dijagnoze u skupini AIHA bile
su hematoonkoloske (43%), pretezno limfoidne loze (Tablica 22.) i autoimune bolesti (14%).
U skupini AP najcesce dijagnoze bile su hematoonkoloske (19%), autoimune bolesti (16%), te
solidni tumori (16%). Dobiveni podaci odgovaraju podacima opisanim u literaturi (Evans i sur.,
1957, Dausset i sur., 1959., Bell i sur., 1973., Sokol i sur., 1981., Gehrs i sur., 2002., Lechner i
sur., 2010., Kruhonja Galic i sur., 2020.).

Prema spolu, primarnu ATHA imalo je 3 (17%) muskaraca i 11 (46%) Zena (p=0,057), $to znaci
vecu ucestalost Zenskog spola. Hematoonkoloske bolesti imalo je 11 (61%) muskaraca i 7
(29%) zena (p=0,04), Sto predstavlja statisticki znacajno viSe muskaraca u odnosu na Zene, a to
se moze objasniti veCom ucestalosti muskog spola (2:1) u kroni¢noj limfati¢noj leukemiji koja
predstavlja najceséu pojedinaénu hematoonkolosku dijagnozu. Autoimune bolesti imalo je
dvoje (11%) muskaraca i 4 (17%) Zene (p=0,685), te nije bila nadena statisticki znacajna
razlika.

U skupini AP nije bilo statisti¢ki znacajne razlike prema spolu: hematoonkoloske bolesti imalo
je 6 (30%) muskaraca i 5 (13%) zena (p=0,119), autoimune bolesti 2 (10%) muskarca i 7 (18%)
zena (p=0,476) 1 solidne tumore 3 (15%) muskarca i 6 (16%) zena (p=1,000).
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U nasem istrazivanju bolesnici sa znakovima autoimune hemoliti¢ke anemije imali su pretezno
viSe vrijednosti (score) DAT-a u odnosu na bolesnike i trudnice bez hemolize (AP skupina).
Statisticki znacajno viSe bolesnika u skupini AIHA je imalo DAT jacine 4+ u odnosu na
bolesnike i trudnice u skupini AP (3% za trend= 11,34; p=0,0008) (Tablica 20.).

Usporedili smo ucestalost pojedinih vrsta imunoglobulina. U skupini bolesnika s AIHA,
59,5% je na eritrocitima imalo samo autoprotutijela razreda 1gG, a 40,5% je uz IgG imalo i
komponente komplementa C (IgG+C). U skupini bolesnika bez dokazane hemolize (AP),
74,1% bolesnika je imalo 1gG, a 25,9% uz IgG i komponente komplementa C. U nasoj studiji,
izmedu skupina AIHA i AP nije nadena statisticki znacajna razlika u usporedi pojavnosti
antieritrocitnih autoprotutijela razreda 1gG samih za sebe ili kada su se uz njih pojavile i
komponente komplementa C (p=0,124). U literaturi postoje brojni podaci o raspodjeli
antieritrocitnih protutijela razreda 1gG, samih ili istovremeno s komponentama komplementa
C u bolesnika s AIHA. Rezultati naseg istrazivanja usporedivi su s rezultatima starijih radova
koji navode ucestalost samog IgG 20-66%, 1gG + C u 24-63% i samog komplementa 7-14% u
bolesnika s AIHA (Salama i sur., 2002., Sokol i sur., 1981., Petz i sur., 1980., Chaplin, 1973.)
te podataka dobivenih u GIMEMA studiji za 183 bolesnika s toplom AIHA sa 72% IgG i 28%
IgG+C (p=0,1128) (Barcellini i sur., 2014.) i u studiji na 43 bolesnika s AIHA od kojih je 72,1%
bolesnika imalo samo IgG autoprotutijela (p=0,2272) (Das i sur., 2009.). Podaci koje smo dobili
u nasem istrazivanju razlikuju se u odnosu na studiju u kojoj je 72% bolesnika imalo pozitivan
DAT zbog IgG+C od ukupno 29 bolesnika s AIHA (p=0,0094) (Wheeler i sur., 2004.), a razlog
bi mogao biti taj Sto je 93% bolesnika imalo sekundarnu AIHA.

U istrazivanju smo usporedili ucestalost i raspodjelu antieritrocitnih autoprotutijela prema
podrazredima IgG1 i 1IgG3 u skupinama AIHA i AP. Dobivena je statisticki znacajno veca
ucestalost bolesnika koji su imali antieritrocitna autoprotutijela podrazreda 1gG1 u skupini
AIHA 83,3% u odnosu na 56,9% u bolesnika skupine AP (p=0,006). To je sukladno podacima
iz literature (Garraty, 1989., Engelfriet i sur., 1992., Gehrs i Friedberg., 2002., Lai i sur., 2013.).
Nije uocena statisti¢ki znacajna razlika u u€estalosti samostalnog pojavljivanja antieritrocitnih
autoprotutijela podrazreda IgG1 ili 1gG3. Autoprotutijela razreda 1gG kojima nismo dokazali

podrazred bila su statisti¢ki znacajno ¢esca u skupini AP (p=0,01, Tablica 21.). To moze znaditi
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da su autoprotutijela bila u niskom titru ili se radilo o autoprotutijelima podrazreda 1gG2 koja

izuzetno rijetko uzrokuju hemolizu ili podrazreda IgG4 koja ne uzrokuju hemolizu.

Prvo su analizirani rezultati pojedinih alela HLA razreda I i Il u skupini bolesnika i trudnica s
antieritrocitnim autoprotutijelima razreda 1gG (AA, n=100), te u kontrolnoj skupini
dobrovoljnih darivatelja krvi (kontrolna skupina, n=190), a potom i pretpostavljeni haplotipovi.

Najcesce zastupljeni aleli lokusa HLA-A u skupini AA su bili HLA-A*02 (36,0%), HLA-A*01

HLA-A bio je HLA-A*02 (29,7%), a slijedili su HLA-A*03 (16,6%), HLA-A*24 (11,3%) i
HLA-A*01 (10,3%). Na lokusu HLA-A je u¢injena usporedba vrijednosti > testom za neovisne
uzorke i nije uoCena statisticki znacajna razlika u ucestalosti pojedinih alela izmedu skupine
AA i kontrolne skupine (x°=113,56; p=0,167). U skupini AA u usporedbi s kontrolnom
skupinom uocena je ¢eSca zastupljenost alela HLA-A*02 (36,0% u AA skupini prema 29,7% u
kontrolnoj skupini, p=0,122). Obje promatrane skupine potpuno su usporedive s rezultatima
istraZivanja za populaciju hrvatskih dobrovoljnih darivatelja koStane srzi (Grubi¢ i sur., 2014.)
i skupinu Amerikanaca isto¢no-europskog podrijetla (Mack i sur., 2009.) te nisu uocene
statisticki znacajne razlike u ucestalosti pojednih alela lokusa HLA-A.

U istrazivanju Da Coste i sur. iz 1974. na 56 bolesnika, od kojih 12 s idiopatskom AIHA, 29 s
limfomima, 10 pod terapijom lijekom o-metildopa i 5 s pozitivnim DAT-om opisano je
znacajno povecanje u izrazaju antigena HLA-AL i HLA-A8 (Da Costa i sur., 1974.). Iste godine
su Clauvel 1 sur. objavili potpuno drugacije rezultate 1 to za skupinu od 31 bolesnika s
primarnom AIHA (Clauvel i sur., 1974.). Oni su pronasli povecane razine antigena HLA-A3, a
normalnu ucestalost antigena HLA-A1, HLA-A7 i HLA-A8. Dausset i Hors su 1975. u skupini
od 36 bolesnika s idiopatskom AIHA (11 muskaraca i 25 Zena) objavili ve¢u ucestalost antigena
HLA-A3, bez razlika u ucestalosti ostalih antigena HLA-A u odnosu na kontrolnu skupinu
(Dausset i Hors, 1975.). Abdel-Khalik i sur. 1980. na 20 bolesnika s idiopatskom AIHA-a nisu
uocili ve¢u ucestalost antigena HLA-A1 niti HLA-A3 (Abdel-Khalik i sur., 1980.).

U dostupnoj literaturi ne postoje podaci o istrazivanju alela lokusa HLA-A i pojave

antieritrocitnih autoprotutijela ili AIHA.

Najcesce zastupljeni aleli lokusa HLA-B u skupini AA su bili HLA-B*35 (14,5%), HLA-B*08
(10,0%) i HLA-B*51 (9,5%), a u kontrolnoj skupini HLA-B*51 (12,9%), HLA-B*35 (10,8%),
HLA-B*07 (9,7%) i HLA-B*18 (9,5%). Na lokusu HLA-B je u¢injena usporedba vrijednosti
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2 testom za neovisne uzorke i nije uocena statisticki znac¢ajna razlika izmedu pojedinih alela
AA skupine i kontrolne skupine (x>=228,56; p=0,181). U skupini AA u usporedbi s kontrolnom
skupinom znacajno su ¢eSc¢e zastupljeni aleli HLA-B*08 (10,0% u AA u odnosu na 5,5% u
kontrolnoj skupini, p=0,044 OR 1,90, 95% CI 1,00-3,60) i HLA-B*57 (7,5% u AA skupini
prema 1,6% u kontrolnoj skupini, p=0,0003, OR 5,05, 95% CI 1,93 - 13,24). Nakon korekcije
samo alel HLA-B*57 je ostao i dalje statisticki znacajno ¢e$¢i u skupini AA (p«k=0,008). S
obzirom na dobivenu veéu ucestalost alela B¥57 na lokusu HLA-B u skupini AA, naknadno je
usporedena ucestalost alela HLA-B*57 izmedu skupina AIHA, AP i kontrolne skupine te je
nadena statisticki znac¢ajno veca ucestalost u skupini AIHA (p=0,0001, OR 14,7, 95% CI 4,81
-44,74) i AP (p=0,010, OR 4,00, 95% CI 1,32 - 12,16) u odnosu na kontrolnu skupinu. Nakon
korekcije u skupini AIHA i dalje je vidljiva statisticki znacajna razlika (pk=0,005). Usporedba
s rezultatima seroloskog testiranja hrvatske populacije (Grubi¢ i sur., 2014.) nije pokazala
znacajne razlike u odnosu na nasu kontrolnu skupinu. Uocena je razlika u ucestalosti alela
B*51, koji je u statisticki znacajno vecéoj frekvenciji bio prisutan u nasoj kontrolnoj skupini
(p<0,0001) u odnosu na skupinu Amerikanaca isto¢no-europskog podrijetla (Mack i sur.,
2009.). Ova razlika pokazuje vaznost odabira kontrolne skupine te potvrduje vecu ucestalost
alela B*51 u jugoisto¢noj Europi (Sanchez-Mazas i sur., 2013.). U literaturi su redom dostupna
seroloska istrazivanja. Abdel-Khalik i sur. 1980. su na 20 bolesnika s idiopatskom AIHA-a
uocili ve¢u ucestalost antigena HLA-B8 i HLA-BW6 (Abdel- Khalik i sur., 1980.). Toolis i sur.
su 1977. opisali prisutnost antigena HLA-B7 i HLA-B8 te HLA-AL u dvije sestre (od petero
djece) koje su razvile AIHA (Toolis i sur., 1977.). Opisana je prisutnost HLA-B27 antigena u
slu¢aju djeteta s hepatitisom koje je razvilo ATHA (Culi¢ i sur., 1999.) te povezanost AIHA-¢e i
idiopatske plu¢ne fibroze s antigenom HLA-B27 (Lortholary i sur., 1990.). Osim seroloskih
istraZivanja u literaturi ne postoje istraZivanja o mogucoj povezanosti razvoja antieritrocitnih

autoprotutijela i/ili AIHA s nekim od alela HLA.

Najcesce zastupljeni aleli lokusa HLA-C u skupini AA bili su HLA-C*07 (30,0%), HLA-C*04
(17,5%), HLA-C*06 (12,5%) i HLA-C*12 (11,5%), a u kontrolnoj skupini HLA-C*07
(26,6%), HLA-C*12 (17,9) i HLA-C*04 (11,1%). Na lokusu HLA-C je ucinjena usporedba
vrijednosti y? testom za neovisne uzorke i nije uocena statisticki znacajna razlika izmedu
pojedinih alela AA skupine i kontrolne skupine (x>=88,00; p=0,279). U skupini AA nadena je
statisticki znacajno veca ucestalost alela HLA-C*04 (17,5% u skupini AA u odnosu na 11,1%
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u kontrolnoj skupini) (p=0,031, OR 1,71, 95% CI 1,05-2,77) i HLA-C*06 (12,5% u skupini AA
u odnosu na 6,8% u kontrolnoj skupini) (p=0,021; OR 1,95,; 95% CI 1,09 - 3,47). Za alel HLA-
C*12 nadena je znacajno manja ucestalost u skupini AA (11,5% u skupini AA u odnosu na
17,9% u kontrolnoj skupini) (p=0,044; OR 0,60; 95% CI 0,36-0,99). Nakon korekcije navedene
razlike vise nisu bile statisticki znacajne, a korigirane p vrijednosti bile su px=0,357 za HLA-
C*04 , px=0,257 za HLA-C*06 i px=1,000 za HLA-C*12 (Tablica 25.). Uocena je statisticki
znacajno veca ucestalost (p<0,0001) alela C*12 u nasoj kontrolnoj skupini (17,9%) od 380
alela u odnosu na kontrolnu skupinu Amerikanaca isto¢no-europskog podrijetla (7,8%) od 1116
alela (Tablica 3.). U dostupnoj literaturi ne postoje podaci o istrazivanju alela lokusa HLA-C i
pojave antieritrocitnih autoprotutijela ili AIHA.

Usporedbom frekvencija alela lokusa DRB1 nije nadena statisticki zna¢ajna razlika (y*=
110,50; p= 0,222) izmedu skupine AA i kontrolne skupine. Uocena je veca ucestalost alela
DRB1*03 1 DRBI1*11 u skupini AA u odnosu na kontrolnu skupinu, ali nije bila statisti¢ki
znacajna (p=0,165 za DRBI1*03) i (p=0,507 za DRB1*11). Veca ucestalost alela DRB1*01
opazena u kontrolnoj skupini (11,6%) u odnosu na 6,5% u skupini AA, bila je na granici
statistiCke znacajnosti (p=0,050), ali se ta znacajnost izgubila nakon korekcije (px=0,487). U
skupini AA nadena je statisti¢ki znacajno vecéa ucestalost alela DRB1*07:01 (12,0% u skupini
AA u odnosu na 6,3% u kontrolnoj skupini) (p=0,018, OR 2,02, 95% CI 1,12-3,66), no ne i
nakon korekcije (pk=0,210). Vecéa ucestalost alela DRB1*07:01 u AIHA skupini (13,1%) u
odnosu na kontrolnu skupinu (6,3%) bila je takoder statisticki znacajna samo do korekcije
(p=0,033, p«k=0,922). Nasa kontrolna skupina usporediva je s hrvatskom populacijom (Grubi¢ i
sur., 2000.) i nema statisticki znacajne razlike izmedu ovih dviju skupina. Alel DRB1*16:01 je
statisticki znacajno rjedi u skupini Amerikanaca isto¢no-europskog podrijetla (p<0,0001) u
odnosu na kontrolnu skupinu i hrvatsku populaciju, dok je alel DRB1*07:01 statisti¢ki znac¢ajno
rjedi u kontrolnoj skupini u odnosu na skupinu Amerikanaca isto¢no-europskog podrijetla

(p=0,001, px=0,035).

Na lokusu HLA-DQAI1 nije uocena statisticki znacajna razlika, na razini niske rezolucije,
izmedu skupine AA i kontrolne skupine (x?= 30,00; p= 0,224). U skupini AA u usporedbi s

kontrolnom skupinom statisticki je znacajno CeS¢e zastupljen alel DQA1*02 (12% u AA
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skupini prema 6,3% u kontrolnoj skupini) (p=0,018, OR 2,02, 95% CI 1,11-3,66), ali nakon
korekcije ¢eSc¢a zastupljenost vise nije bila statisti¢ki znacajna (pk=0,103). U visokoj rezoluciji
nisu uoceni aleli s razlikom ve¢om od 5% osim za alel DQA1*02:01 koji je jedini alel u alelnoj
skupini DQA1*02 (niska rezolucija). I u skupini AIHA nadena je statisti¢ki znacajno veca
ucestalost alela HLA-DQA1*02:01 (13,1%), u odnosu na kontrolnu skupinu (6,3%), ali
korekcijom p vrijednosti izgubila se statistiCka znacajnost (p=0,033, px=0,658). Usporedbom
alela lokusa DQAL kontrolne skupine i hrvatske populacije (Grubi¢ i sur., 2000.) nisu uo¢ene
statistiCki znacajne razlike. Alel DQA1*05:01 naveden za hrvatsku populaciju (Tablica 5.)
obuhvaca alele DQA1*05:01 i DQA1*05:05 pa ne postoji znacajna razlika u ucestalosti izmedu
promatranih skupina. Zbroj frekvencija alela DQA1*03:01, *03:02 i *03:03 kontrolne skupine

usporediv je s podacima za hrvatsku populaciju, za ukupan broj alela DQA1*03.

Usporedbom kontrolne skupine i skupine AA, na razini niske rezolucije nisu nadene statisticki
znacajne razlike u ucCestalosti alela DQB1 (y*= 20,00; p= 0,220), kao ni na razini visoke
rezolucije (x?= 143,00; p= 0,242), gdje je usporedeno 17 alela. U skupini AA u usporedbi s
kontrolnom skupinom najveca je razlika u ucestalosti uocena za alel DQB1*02 (21,5% u AA
skupini prema 15,5% u kontrolnoj skupini), ali nije bila statisticki znacajna (p=0,071). Najées¢i
aleli lokusa HLA-DQBL1 u skupini AA su bili DQB1*03:01 (21,5%), DQB1*02:01 (15,0%), a
u kontrolnoj skupini DQB1*03:01 (24,4%) i DQB1*05:01 (13,4%). U skupini AA uocena je
veca ucestalost alela DQB1*02:01 (15,5% u skupini AA u odnosu na 10,3% u kontrolnoj
skupini), ali bez statisti¢ke znacajnosti (p=0,097) i znacajno veca ucestalost alela DQB1*¥03:03
(6,5% u skupini AA u odnosu na 1,3% u kontrolnoj skupini) (p=0,001, px=0,017, OR 5,21,
95% CI 1,83 - 14,84) (Tablica 31.), koja je i nakon korekcije statisticki znacajna. Na lokusu
DQBI nadeno je nekoliko alela ¢ije su frekvencije izmedu skupine AIHA i kontrolne skupine
pokazale znacajne razlike do korekcije p vrijednosti (Tablica 38.). Veca ucestalost alela
DQB1*03:03 u skupini AIHA (p=0,007) i u skupini AP (p=0,004) u odnosu na kontrolnu
skupinu nakon korekcije vise nije bila statisticki znacajna (pk=0,213 za AIHA skupinu i
pk=0,127 za AP skupinu). U usporedbi nase kontrolne skupine s podacima za hrvatsku

populaciju (Grubi¢ i sur., 2000.) nije uocena znacajna razlika u odnosu na kontrolnu skupinu.

Zbog neravnoteze vezanja alela ucinjena je analiza pretpostavljenih haplotipova. Usporedbom

haplotipskih sveza DRB1-DQA1-DQBI izmedu skupine AA i kontrolne skupine nisu uocene
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statisti¢ki znacajne razlike (y*=168,28; p=0,204). Posebno su analizirani aleli DRB1*07:01 i
DQB1*03:03 za koje je uoceno cesce pojavljivanje u AA skupini te njihovo pojavljivanje u
haplotipskoj svezi. U AA skupini je uoCena haplotipska sveza DRB1*07:01-DQA1*02:01-
DQB1*03:03 (6,0%), dok se u kontrolnoj skupini, pojavila haplotipska sveza DRB1*07:01-
DQA1*02:01-DQB1*02:02 (5,0%). Navedene skupine razlikovale su se u alelu DQB1*03:03,
koji je pokazao znacajno ¢eS¢u pojavnost u AA skupini u odnosu na kontrolnu skupinu. U
skupini AA dobivena je statisticki znaCajno veca ucestalost haplotipske sveze DRB1*07:01-
DQA1*02:01-DQB1*03:03 (p=0,001; OR 6,00, 95%CI (1,91 - 18,86), ali se nakon korekcije
u odnosu na ukupan broj razli¢itih haplotipskih sveza DRB1-DQA1-DQB1 (n=79) statisticka
znacajnost postala samo indikativna (px=0,076).

Najcesce haplotipske sveze nadene u kontrolnoj skupini usporedive su s podacima za opéu
hrvatsku populaciju 1 djelomi¢no za skupinu Amerikanaca europskog podrijetla. U naSoj
kontrolnoj skupini (i opc¢oj hrvatskoj populaciji) opazena je veca ucestalost haplotipa
DRB1*16:01-DQA1*01:02-DQB1*05:02 u odnosu na ucestalost tog haplotipa u populaciji
Amerikanaca europskog podrijetla (p<0,0001).

Aleli HLA-Cw*6, HLA-B*57, DRB1*0701/02, DQA1*02:01 i DQB1*03:03 su rizi¢ni aleli za
psorijazu tipa 1 (tezi oblik s relapsima) (Muto i sur., 1995.). Medu hrvatskim bolesnicima s
psorijazom najjacu povezanost su imali aleli HLA-B*39 i HLA-B*57 (Grubi¢, 2004). U
Hrvatskoj je konzervirani haplotip psorijaticara bijele rase DRB1*07-DQA1*02:01-
DQB1*02:01 bio ¢esc¢e zastupljen nego haplotip DRB1*07-DQA1*02:01-DQB1*03:03, koji
je ¢es¢i u Njemackoj (Schmitt-Egenolf i sur., 1993., Kastelan i sur., 2015.). Ispitanici skupine
AA s gore spomenutim haplotipovima, obradeni u ovoj disertaciji, nisu u anamnezi imali
psorijazu.

Najcesce bolesti udruzene s AIHA su limfoproliferativne, a najjacu povezanost ima kroni¢na
limfati¢na leukemija (KLL): 5-10% bolesnika s KLL imat ¢e tAIHA (De Loughery, 2013.).
GWAS su posljednjih godina pokazale da je podru¢je 6p21.3 od posebnog interesa za razvoj
KLL. Stanje asimptomatske limfocitoze smatra se pokazateljem moguceg razvoja KLL, ali do
sada nije nadena jasna povezanost alela HLA niti s tim stanjem niti s KLL. Prisutnost alela
DQB1*03 u osoba s asimptomatskom limfocitozom kod kojih postoji mutacija teskog lanca
imunoglobulina pokazuje trend povecanog rizika za progresiju u KLL. Alel DQB1*02 povezuje
se s manjim zahtjevima za lijjeCenjem, no niti ovaj rad nije dosegao statisticku znacajnost

(Garcia-Alvarez i sur., 2017.). Takoder, autori nisu pronasli nikakvu razliku u frekvencijama
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alela izmedu lijecenih i nelije¢enih bolesnika u odnosu na prijasnje radove koji su nasli haplotip
A*01:01-C*07:01-B*08:01-DRB1*03:01-DQB1*02:01 koji bi imao protektivni ucinak u
bolesnika s KLL (Gragert i sur., 2014.).

Ako pogledamo sklonost ka razvoju aloprotutijela, Nizozemci su nasli vecu ucestalost alela
DRB1*07 u bolesnika koji su stvorili aloprotutijela na eritrocitni antigen S (Schoenwille i sur.,
2014.), a kineski autori su uocili da je alel DRB1*07:01 povezan sa stvaranjem aloprotutijela
na eritrocitni antigen RhD. U radu Ahrensa i suradnika objavljenom 2008. uo¢ena je povezanost
razvoja aloprotutijela usmjerenih na S i s antigene te protutijela usmjerenih na RHCE protein u
osoba koje su razvile antieritrocitna autoprotutijela (Ahrens i sur., 2008.). Oni se nisu bavili
povezano§c¢u razvoja aloprotutijela niti autoprotutijela sa sustavom HLA, ali su kao moguce
objasnjenje uocene autoimunizacije uz aloimunizaciju naveli Sirenje epitopa (engl. epitope
spreading). Antigeni S i S smjesteni su na eritrocitnoj membrani na glikoforinu B blizu Rh
proteina, koji su direktno povezani s Band 3 proteinom, s kojim ¢ine makromolekularni
kompleks. Pretpostavljaju da je nakon po¢etnog poticaja antigena na razvoj aloprotutijela, doslo
do Sirenja imunoloSkog odgovora na susjedne strukture, esto kriptoantigene, koji se razlikuju
od antigena koji su potaknuli pocetni imunoloski odgovor i koji inace ne bi bili dostupni
imunoloskom sustavu organizma. Kao drugo moguce objasnjenje navode kako je S fenotip

povezan s imunoregulatornim genima koji mogu pridonijeti autoimunizaciji.

Druge studije navode alele DQB1*02 (Raos i sur., 2019., Tatari-Calderone i sur., 2016.) i
DQB1*03 i DQB1*05 (Tatari-Calderone i sur., 2016.) kao mogucu zastitu od razvoja

aloprotutijela na eritrocitne antigene.

Rezultati opisani u ovoj disertaciji nisu potvrdili istrazivanja iz Kalifornije, na malom uzorku
DAT pozitivnih zdravih davatelja (N=8) i DAT pozitivnih bolesnika (N=23, od kojih 22 s
klinickom hemolizom), koje je pokazalo smanjenu ucestalost HLA-DQ6 u DAT pozitivnih
ispitanika u odnosu na 85 ispitanika kontrolne skupine (Wang Rodriguez i sur., 1996.), kao ni
Japanskih autora koji su potvrdili smanjenu ucestalost alela DQB1*0602 u skupini pacijenata s
razli¢itim autoimunim bolestima (sistemskim eritemskim lupusom, Bechetovom bolesti,
idiopatskom trombocitpeni¢nom purpurom i drugim) u odnosu na kontrolnu skupinu (Nomura
i sur., 1998.). U rezultatima dobivenim u ovom doktorskom radu, jednako kao i u istrazivanju
iz Kalifornije, nije uocena statisti¢ki znacajna razlika u alelima lokusa DRB1 izmedu kontrolne
skupine i ispitanika s pozitivnim DAT-om (Wang Rodriguez i sur., 1996.). Kineski autori nisu

pronasli statisticki znac¢ajnu povezanost DAT (IgG)-pozitivnih pacijenatas HLA-DRB1 i HLA-
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DQB1 alelima, iako su, kao $to je uoceno i u ovoj disertaciji, uocili veéu ucestalost alela
DRB1*07:01 u DAT (lgG)-pozitivnih pacijenata. U podskupini pacijenata s C3d pozitivnim
DAT-om uocili su vecu ucestalost alela HLA-DRB1*14 1 nisu nasli niti jednog pacijenta s
alelom HLA-DRB1*13 (Lin i sur., 2017.). U istrazivanju kineskih autora pacijenti su odabrani
nakon §to su poslije primljene transfuzije imali pozitivan IAT sa svim testnim eritrocitima i
pozitivan DAT. Takoder, njihova je kontrolna skupina bila prevelika u odnosu na broj DAT -
pozitivnih pacijenata (1,6 milijuna zdravih davatelja koStane srzi prema 117 pacijenata). Sli¢no
kao i u AA skupini, u Ruskoj populaciji pacijenata s AIHA je nadena veca ucestalost alela
HLA-DRB1*03, dok je HLA-DRB1*15 bio ¢es¢i i u nasoj kontrolnoj skupini (Smirnova i sur.,
2018.). Oni su nasli i vecu ucestalost alela HLA-DRB1*16 u AIHA skupini, dok u ovom
istrazivanju nisu uocene razlike u ucestalosti tog alela izmedu AA skupine i kontrolne skupine.
Alel HLA-DRB1*11 je bio ¢es¢i u kontrolnoj skupini istrazivanja ruskih autora, kao i u AA
skupini u ovom radu, ali bez statisticke znacajnosti. U istrazivanju ruskih autora nije dosegnuta
statistiCka znacajnost uocenih razlika u ucestalosti pojedinih alela HLA.

Ogranicenost u istrazivanju povezanosti alela HLA s nastankom AIHA vidljiva je 1 u slicnim
istrazivanjima limfoproliferativnih bolesti. Osim dobro odabrane skupine bolesnika vazno je
odabrati i reprezentativnu kontrolnu skupinu. Snaga testa raste s brojem ispitivanih uzoraka, a
za bolesti koje se javljaju u kasnijoj Zivotnoj dobi ili koje su rijetke vrlo je teSko skupiti dovoljan
broj uzoraka. Neravnoteza vezanja pojedinih alela u haplotipove znaci da utjecaj pojedinog
alela moze izgubiti na vaZnosti, jer je taj alel vezan zajedno s alelima drugih lokusa. Brojni
citokini mijenjaju smjer imunoloskog odgovora i djeluju kao dodatni ¢imbenici u imunoloskoj
reakciji. Geni za citokine 1 medijatore imunoloSke reakcije smjeSteni su u podrucju izmedu
lokusa HLA razreda I i lokusa HLA razreda II i naslijeduju se, iako ih ne smatramo genima
HLA sustava. Za multifaktorijalnu bolest, kakva je AIHA, a i ostale citopenije, smatramo kako
bi istrazivanja trebalo prosiriti na gene koji sudjeluju u izgradnji i pregradnji imunoglobulinskih
lanaca autoprotutijela te polimorfizme i mutacije gena koji uzrokuju razli¢it oblike smanjene ili

nedostatne imunosti.

Dosadas$nja seroloska istrazivanja sustava HLA, bavila su se ispitivanjem tek pojedinih lokusa
HLA. Takoder, skupine DAT pozitivnih ispitanika bile su male: 56 bolesnika (Da Costa i sur.,
1974.), 31 bolesnik (Clauvel i sur., 1974.), 36 bolesnika (Dausset i Hors, 1975.), 20 bolesnika

(Abdel-Khalik i sur., 1980.), kao i njihove kontrolne skupine. Objavljivani su radovi iz
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obiteljskih studija (Pirofsky, 1968., Toolis i sur., 1977.), kao i pojedinaéni slu¢ajevi (Culié i
sur., 1999.).

U molekularnim istrazivanjima provedenim u posljednjih dvadesetak godina, ispitivani su aleli
lokusa DRB1 i DQBL, ali ne i aleli lokusa HLA-A, -B i -C, tako da u dostupnoj literaturi ne
postoje podaci 0 mogucoj povezanosti alela tih lokusa i pojave antieritrocitnih autoprotutijela
i/ili AIHA. No, i u ve¢ini tih istraZivanja ispitivan je malen broj ispitanika s pozitivnim DAT-
om: 8 darivatelja krvi i 23 bolesnika (22 s hemolizom) i 85 kadaveri¢nih uzoraka kontrolne
skupine (Wang Rodriguez i sur., 1996.), 5 bolesnika s pozitivnim DAT-om u skupini od ukupno
140 bolesnika s autoimunim bolestima i 50 ispitanika kontrolne skupine (Nomura i sur., 1998.),
24 bolesnika s AIHA-om i 1507 ispitanika kontrolne skupine zdravih davatelja (Smirnova i
sur., 2018.).

Jedino istrazivanje objavljeno na veéem broju ispitanika bilo je istrazivanje lokusa DRB1 i
DQB1 na 117 bolesnika koji su panreaktivna antieritrocitna protutijela razvili nakon transfuzije
krvi, bez podataka o njihovim dijagnozama, a usporedeni su s podacima za 1,6 milijuna zdravih
davatelja koStane srzi, Sto prikazuje nesrazmjerno veliku kontrolnu skupinu u odnosu na

promatranu skupinu (Lin i sur., 2017.).

Istrazivanje opisano u ovoj disertaciji je po prvi puta ukljuc¢ilo molekularno ispitivanje velikog
broja lokusa i alela sustava HLA, koji su najpolimorfniji geni u ovjeka. Ispitivanje je radeno
u osoba s dokazanim antieritrocitnim autoprotutijelima razreda 19gG na uzorku od 100 ispitanika
(AA), od cega 42 bolesnika s klinickom hemolizom te 50 bolesnika i 8 trudnica bez znakova
klinicke hemolize. Po prvi puta je ispitana ucestalost alela HLA razreda I: HLA-A, HLA-B,
HLA-C. Usporedba najcescih alela lokusa HLA-A inajc¢e$¢ih haplotipova HLA-DRB1-DQA1-
DQB1 skupine AA i kontrolne skupine s literaturnim podacima za hrvatsku populaciju (Tablica
1., Tablica 7.) pokazuje kako izmedu njih nema znacajnih razlika te kako su i ispitivana skupina
(AA) i kontrolna skupina geneticki vrlo homogene skupine. Usporedbom hrvatske populacije s
populacijom Amerikanaca europskog podrijetla moZze se uociti razlika, npr. veca ucestalost
haplotipa DRB1*16:01-DQA1*01:02-DQB1*05:02 u hrvatskoj populaciji, koji je jedinstven
za hrvatsku populaciju. Upravo je genska homogenost omogucila istrazivanje povezanosti
lokusa HLA u osoba s prisutnim antieritrocitnim autoprotutijelima razreda 1gG sa i bez
dokazane klinicke AIHA te je dobivena statisticki znacajno ces¢a zastupljenost alela HLA-

B*57 i alela DQB1*03:03 u odnosu na 190 zdravih ispitanika kontrolne skupine. Podjela
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skupine AA na skupine AIHA i AP s relativno malim brojem ispitanika, u kombinaciji s vrlo
velikim faktorom korekcije, mogla je dovesti do pogreske u interpretaciji dobivenih rezultata.
Obzirom na uocene Siroke intervale pouzdanosti, smatramo kako bi bilo pozeljno nastaviti
promatranje ovako velikog broja lokusa na jo§ ve¢em broju DAT-pozitivnih bolesnika, sa i bez
klinicke hemolize radi povecanja snage testa. Pozeljno bi bilo prosiriti ispitivanja i na zdrave
DAT-pozitivne dobrovoljne darivatelje krvi jer bi to moglo doprinijeti otkrivanju protektivnog

alela i boljem razumijevanju uloge alela HLA.

93



6. ZAKLJUCCI

1. Karakteristike ispitivane skupine bile su:

Najcesce dijagnoze bile su hematoonkoloske, autoimune bolesti i solidni tumori;
osim primarne autoimune hemoliticke anemije (33%), najces¢e dijagnoze u
skupini bolesnika s dokazanom hemolizom (AIHA) bile su hematoonkoloske
(43%), pretezno limfoidne loze, dok su u skupini ispitanika bez dokazane
hemolize (AP) najces¢e dijagnoze bile hematoonkoloske (19%), autoimune
bolesti (16%) i solidni tumori (16%).

Bolesnici s AIHA imali su pretezno vise vrijednosti (score) DAT-a u odnosu na
bolesnike i trudnice bez hemolize.

Bolesnici s AIHA su imali statisticki znacajno ¢eS¢e antieritrocitna
autoprotutijela podrazreda 1gG1, a ispitanici AP skupine autoprotutijela razreda
IgG, kojima nije dokazan podrazred.

2. Geni HLA razreda I:

Na lokusu HLA-A nije uocena statisti¢ki znacajna razlika izmedu pojedinih
alela skupine bolesnika i trudnica s antieritrocitnim autoprotutijelima razreda
IgG (AA) skupine i kontrolne skupine zdravih ispitanika.

U skupini AA u usporedbi s kontrolnom skupinom znac¢ajno su cesce zastupljeni
aleli HLA-B*08 i HLA-B*57. Nakon korekcije samo alel HLA-B*57 je i dalje
bio statisticki znacajno ¢es¢i u skupini AA.

Na lokusu HLA-C nije uocena statisticki znac¢ajna razlika izmedu pojedinih alela
AA skupine i kontrolne skupine. Najéesc¢e zastupljeni aleli lokusa HLA-C u
skupini ispitanika s antieritrocitnim autoprotutijelima razreda IgG bili su HLA-
C*07 (30,0%), HLA-C*04 (17,5%), HLA-C*06 (12,5%) i HLA-C*12 (11,5%),
a u kontrolnoj skupini HLA-C*07 (26,6%), HLA-C*12 (17,9) i HLA-C*04
(11,1%).

3. Geni HLA razreda II:

U skupini AA nadena je veca ucestalost alela DRB1*03:01, DRB1*07:01 i
DRB1*11:04, kao 1 manja ucestalost alela DRB1*01:01 1 alela DRB1*13:01 u
odnosu na kontrolnu skupinu, ali nakon korekcije nije bilo statisticke

znacajnosti.
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4.

U skupini AA nadena je manja ucestalost alela DQA1*01:01 i veca ucestalost
alela DQA1*02:01 u odnosu na kontrolnu skupinu, ali nakon korekcije vise nije
bilo statisticke znacajnosti.

U skupini AA uocena je veca ucestalost alela DQB1*02:01 i DQB1*03:03 te
manja ucestalost alela DQB1*03:01 i DQB1*05:01 u odnosu na kontrolnu
skupinu. Nakon korekcije jedino alel DQB1*03:03 je ostao i dalje statisticki

znacajno ¢eSc¢e zastupljen u skupini AA.

Haplotipovi:

Aleli HLA-B*57, DRB1*07:01, DQA1*02:01 i DQB1*03:03 su bili u
neravnotezi udruzivanja te su se pojavili u istom haplotipu.
U skupini AA ces¢e se pojavio haplotip B*57-DRB1*07:01-DQA1*02:01-

DQB1*03:03, ali ne na razini statistiCke znacajnosti.

5. Podjela skupine AA na manje skupine AIHA i AP:

6.

Nije uocena statisti¢ki znacajna razlika u uéestalosti alela lokusa HLA-A i-C.
Veca ucestalost alela DRB1*07:01, DQA1*02:01 i DQB1*03:03 u AIHA
skupini bila je statisticki znacajna samo do korekcije.

Veca ucestalost alela B*57 ostala je statisticki znacajna i nakon korekcije samo

u skupini AIHA, ali ne i u skupini AP.

U ovoj doktorskoj disertaciji utvrdeno je:

Statisticki znacajno veca ucestalost alela HLA-B*57 i alela DQB1*03:03 u
ispitanika s antieritrocitnim autoprotutijelima razreda IgG u odnosu na ispitanike
kontrolne skupine te alela HLA-B*57 u ispitanika s AIHA.

Potvrdena je pretpostavka o mogucoj povezanosti gena sustava HLA sa
stvaranjem autoimunog odgovora na eritrocitne antigene.

Navedeni aleli bi mogli sluziti kao potencijalni geneticki biljezi u osoba s
laboratorijskim znacima AIHA.

Nije uocena statisti¢ki znacajno manja uc€estalost niti jednog alela u promatranoj
skupini bolesnika i trudnica s antieritrocitnim autoprotutijelima razreda IgG

(AA) u odnosu na kontrolnu skupinu te nije utvrden protektivni alel.
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