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1. UVOD

1.1. Krvotvorne mati¢ne stanice

Glavna karakteristika pluripotentnih mati¢nih stanica je to Sto nisu diferencirane i Sto
nemaju specijaliziranu funkciju zbog ¢ega sluze kao ishodiSte svim ostalim stanicama u tijelu.
Pluripotentne mati¢ne stanice imaju moguénost obnavljanja i proliferacije kroz duzi
vremenski period, a njihovom diferencijacijom nastaju stanice koje su specijalizirane za

odredene funkcije u organizmu ili stanice specifi¢ne samo za odredeni organ ili tkivo (16).

Pluripotentne mati¢ne stanice koje se nalaze u kosStanoj srzi se jo§ nazivaju i krvotvorne
mati¢ne stanice (KMS). Ove stanice izgledom podsjecaju na male limfocite, a njihovom
diferencijacijom i proliferacijom nastaju progenitorske stanice koje daju stanice kéeri koje
zadrzavaju osobine mati¢ne stanice. Ovim mehanizmom tijelo stvara dozivotni izvor krvnih

stanica (4).

Izvori krvotvornih mati¢nih stanica su: koStana srz, periferna krv, krv iz pupkovine
(umbilikalna krv) te krv iz fetalnog hematopoetskog sustava (ove stanice se ne upotrebljavaju
u klinickoj praksi iz etickih razloga) (2). Transplantacija krvotvornih mati¢nih (TKMS)
stanica je postupak kojim se prikupljene pluripotentne mati¢ne stanice upotrebljavaju u

lijecenju raznih bolesti.
1.1.1. Prikupljanje KMS iz koStane srzi

Maticne stanice iz koStane srzi prikupljaju se iz zdjeli¢ne kosti, a prikupljena koStana srz
zatim ide na obradu gdje joj se uklanja krv i zaostali kostani fragmenti. Postupak traje oko

jedan sat i relativno je bolan te se izvodi dok je davatelj pod op¢om ili lokalnom anestezijom.

Zahvat nosi i odredene rizike medu kojima su najznacajniji koriStenje anestezije i bol na
mjestu punkcije koja moze potrajati nekoliko dana. Jedan dio davatelja moze razviti anemiju
uslijed gubitka eritrocita i u tom slu¢aju oporavak ovisi o tezini bolesti i imunoloskom stanju

davatelja te moze trajati od 2 do 3 dana do ¢ak 3 do 4 tjedna (12).

1.1.2. Prikupljanje KMS iz periferne krvi

Danas je sve ¢esce koristeni nacin prikupljanja KMS onaj iz periferne krvi, pogotovo kod
autolognih transplantacija. Davatelj nekoliko dana prije transplantacije uzima faktor rasta
1



granulocita (G-CSF) (engl. Granulocyte Colony Stimulating Factor) koji potic¢e prelazak
krvotvornih mati¢nih stanica iz koStane srzi u perifernu krv, nakon cega se procesom afereze
iz davateljeve krvi razdvajaju Cetiri komponente: crvene krvne stanice, plazma, bijele krvne
stanice 1 trombociti. Eritrociti 1 plazma se vracaju u davateljev krvotok ¢ime se sprjecava
razvoj anemije, a leukociti 1 trombociti koji sadrze krvotvorne mati¢ne stanice se prikupljaju i

idu na daljnju obradu.

Ovaj postupak traje 4-5 sati tijekom kojih kroz aparat prode i do 25 litara krvi, a moze se
ponavljati i nekoliko puta, sve dok se ne prikupi dovoljan broj stanica. Broj prikupljenih KMS
iz periferne krvi procjenjuje se uz pomo¢ markera CD34 koji je jedan od predstavnika
leukocitnih diferencijalnih antigena (biljega) koji se nalazi na povrs$ini KMS. Ovi antigeni se
odreduju monoklonskim protutijelima koja omogucuju razlikovanje pojedine leukocitne loze i
jo§ vaznije stadija zrelosti stanica. Da bi povecali broj KMS koje su CD34+ stanice potrebno
je da davatelj uzima G-CSF. Broj CD34+ u transplantatu izra¢unava se metodom proto¢ne
citometrije (engl. flow cytometry). Princip ove metode je da u tekuéem mediju mjeri vise
parametara svake stanice u suspenziji uz pomo¢ lasera i fotodetektora iz kojeg saznajemo
veli¢inu i granuliranost stanice. Krajnji rezultat je jasno vidljiv na racunalu u obliku citograma

(tockastog prikaza) (4, 13).

Postupak je bezbolan i ne nosi nikakve vece rizike za davatelja. Simptomi koje davatelj
moze osjecati su glavobolja, vrtoglavica, povracanje, slabost 1 poteSkoce sa spavanjem, no oni

nestaju 2 do 3 dana nakon prestanka uzimanja G-CSF lijekova.
1.1.3. Prikupljanje KMS iz krvi pupkovine

lako je volumenom mala, krv koja nakon poroda ostaje u pupkovini (umbilikalna krv)
sadrzi veliki broj krvotvornih mati¢nih stanica koje nalikuju onima u koStanoj srzi. Ove se
stanice mogu diferencirati u sve ostale krvne stanice, a mogu obnoviti i koStanu srz pa se
stoga mogu transplantirati umjesto kostane srzi hematoloSkim pacijentima i onima oboljelim
od drugih malignih bolesti. U praksi se naj¢e$¢e daju maloj djeci umjesto KMS iz periferne
krvi ili koStane srzi nesrodnog davatelja. Odraslim osobama se daju ukoliko se dovoljno brzo

ne moze na¢i podudaran davatelj (4).

Postupak prikupljanja krvotvornih mati¢nih stanica iz pupkovine je najbezbolniji i
najmanje invazivan nacin dobivanja KMS koji se izvodi neposredno nakon poroda djeteta, ali

prije poroda posteljice. Sam proces je jednostavan, traje 5 do 10 minuta, lako se uci i ne



zahtijeva dodatno osoblje. U postupku prikupljanja umbilikalne krvi prikupi se 75 do 100 mL
krvi koja se zatim u roku od 48 sati mora obraditi i pohraniti (2).

Bitno je naglasiti da se prije poroda treba traziti suglasnost majke, a tijekom poroda se na
niti jedan nacin ne smije ugroziti zivot majke ili djeteta. Jako je vazno da zdravstveni radnici
na vrijeme upoznaju majku s ovom mogucnosti te joj odgovore na sva postavljena pitanja. 1z
ovog razloga je bitno da zdravstveni radnici koji se u svom poslu susrecu s trudnicama budu
pravilno educirani o nacinu prikupljanja KMS iz umbilikalne krvi, kao i o moguénostima

pohrane iste.

Umbilikalnu krv je moguce pohraniti u javnim i privatnim (obiteljskim) bankama krvi iz
pupkovine. Ukoliko se krv iz pupkovine pohranjuje u javnim bankama, stanice mogu biti
transfundirane bilo kojem HLA podudarnom primatelju, bilo gdje u svijetu. Privatne banke
umbilikalne krvi stanice ¢uvaju u slucaju da ¢lan obitelji u jednom trenutku zatreba

transfuziju.

Prednost ove metode, osim Sto je bezbolna i neinvazivna, je i ta Sto se prilikom
transplantacije KMS iz pupkovine testira samo 6 lokusa HLA sustava, o ¢emu ¢e vise govora

biti u drugom dijelu rada. Glavni nedostatak ove metode je mali broj prikupljenih stanica (10).

1.2. Pohrana KMS

Krvotvorne mati¢ne stanice pohranjene u elektricnim zamrzivac¢ima te u tekucem ili
plinovitom duSiku na temperaturi nizoj od -120°C mogu se cuvati vise desetaka godina.
Ranije su problemi prilikom pohrane KMS nastajali zbog intra- ili ekstracelularnih kristali¢a
leda koji su se stvarali prilikom zamrzavanja i osStecivali stani¢nu strukturu. Intracelularni
kristali nastaju ukoliko je zamrzavanje brzo zbog cega dolazi do mehani¢kog osteCenja
stanice s posljedicnom apoptozom. Sporim zamrzavanjem nastaju ekstracelularni kristali leda
koji sprjecavaju slobodan ulazak soli u stanicu pa stanica dehidrira. Da bi se izbjegao ovaj
problem i sacuvala kvaliteta transplantata prije samog zamrzavanja KMS se dodaje glicerol i
dimetilsulfoksid (DMSO) c¢ije krioprotektivno svojstvo sprjeCava dehidraciju stanica te

njihovo ostecenje (18).



1.3. Glavni sustav tkivne podudarnosti (engl. Major Histocompability
Complex, MHC)

Glavni sustav tkivne podudarnosti je skupni naziv za gene koji kodiraju proteine koji se
nalaze na povrSini imunokompetentnih stanica. Ovi geni prvotno su pronadeni na miSevima te
im je dan naziv H-2, a glavna uloga im je predoCavanje patogenih peptida stanicama

obrambenog sustava domacina.

U covjeka su ovi antigeni najprije identificirani na leukocitima te su nazvani HLA sustav
(engl. Human Leukocyte Antigen) odnosno humani leukocitni antigen. Daljnjim prou¢avanjem

sustava antigeni su otkriveni na gotovo svim stanicama u tijelu.

1.3.1. HLA sustav

Najvaznija svojstva HLA sustava su polimorfizam i poligenost. Ovaj sustav je
najpolimorfniji genski sustav jer sadrzi veliki broj genskih produkata, §to omogucuje
prepoznavanje razlicitih patogena. Poligenost kojoj je glavna znacajka postojanje vise razreda

unutar jednog sustava omogucuje da se molekule na razli¢ite nadine vezu na patogene pepide.

Sustav HLA je najslozeniji genski sustav u ¢ovjeka Koji ima znacajnu ulogu u regulaciji
imunoloskog odgovora. Molekule HLA predocuju vlastite 1 strane dijelove molekula
citotoksi¢nim i pomoc¢ni¢kim T-limfocitima te su glavni dio antigen-prezentirajuceg
kompleksa na povrsini stanica. HLA sustav ima i veliku ulogu u transplantaciji KMS i organa,
naime veé¢im podudaranjem u HLA antigenima izmedu davatelja i primatelja smanjuje se
mogucénost odbacivanja organa. Pored ovoga otkriveno je da HLA geni pridonose razvitku

nekih autoimunih bolesti kao $to su: celijakija, psorijaza, reumatoidni artritis i dr. (Tablica 1).



Tablica 1. Prikaz bolesti povezanih s antigenima/alelima HLA sustava

BOLEST

HLA ANTIGEN/ALEL

Ankiloznatni spondilitis
Reiterov sindrom
Akutni prednji uveitis

Bechet bolest

HLA-B27/-B*27

HLA-B27/-B*27

HLA-B27/-B*27

HLA-B51

Sistemski lupus eritematosus HLA-B8; -DR3/-B*08; -DRB1*03

Reumatoidni artritis HLA-DR1,-DR4/DRB1*01,-DRB1*04

Psorijaticni artritis HLA-B13,-B27,-B57; -Cw6; -DR7
Sjorgen-ov sindrom HLA-BS;-DR3
Psorijaza HLA-B13,-B17; -Cw6; -DR7
Celijakija HLA-DQ2,-DQ8/-DQB1*02,-DQB1*08
Narkolepsija HLA-DR15/-DRB1*0602; -DQA1*0102
Inzulin ovisni dijabetes melitus HLA-DRS3,-DR4

Hemokromatoza HLA-A3

HLA sustav se nalazi na kra¢em kraku $estog kromosoma (6p21) i sadri otprilike 4x10°
parova baza DNA te je podijeljen u tri razreda: HLA razred I, HLA razred Il i HLA razred IlI
(Slika 1) (20).

Tel Long arm Cen Short arm Tel

HLA region
6p21.1-21.3

Class Il Class Il Class |

| I Bf Il |

C4 C2Hsp70TMNF B C E A GF

A

Slika 1. Polozaj sustava HLA na kra¢em kraku Sestog kromosoma

(izvor: Narinder, Gene map of the human leukocyte antigen (HLA) region (15))



Regija razreda HLA I je smjeStena telomerno i sadrzi klasi¢ne i neklasi¢ne gene. Klasi¢ni
geni su HLA-A, HLA-B i HLA-C koji kodiraju teski lanac molekule razreda I. Neklasi¢ni
geni su HLA-E, HLA-F i HLA-G koji su znatno slabijeg polimorfizma te imaju specificne

funkcije. Tablica 2 prikazuje broj prisutnih alela na pojedinom genu ovoga razreda.

Tablica 2. Broj alela u HLA razredu |

(prema: http://hla.alleles.org/nomenclature/naming.html (8))

GENI ALELI
3,492

B 4,358
C 3,111
E 21
=
G

22
53

Razred HLA 1I sadrzi 6 podregija: HLA-DP, HLA-DR, HLA-DQ, HLA-DM, HLA-
DN, HLA-DO smjestenih centromerno, a svaka od njih ima A 1 B gene koji kodiraju a i
lance. Podregije HLA -DP, -DQ i -DR kodiraju molekule HLA razreda koje se izrazavaju na
membrani stanica makrofaga, B-limfocita i dendritickih stanica koje se nazivaju antigen
prezentirajuce stanice. HLA-DM, -DN i -DO kodiraju molekule koje se nalaze u citoplazmi.
Tablica 3 prikazuje broj alela na genima podregija koji kodiraju HLA molekule na povrsini

stanica.

Tablica 3. Broj alela u HLA razredu Il
(prema: http://hla.alleles.org/nomenclature/naming.html (8))

GENI ALELI
DPAL 43
DPB1 671
DQAL 73
DQB1 940
DRA 7
DRB 2135

Regija HLA razreda III se naziva joS$ i centralna regija te ne kodira HLA molekule, ali sadrzi
gene za komponente komplementa (C2, C4, faktor B); citokine TNF-a i TNF-B (engl. Tumor

Necrosis Factors) te jos neke molekule koje nemaju jasnu ulogu u imunoloskoj reakciji.


http://hla.alleles.org/nomenclature/naming.html
http://hla.alleles.org/nomenclature/naming.html

1.4. Grada i funkcija HLA molekula

1.4.1. HLA razred |

Na gotovo svim stanicama s jezgrom mozemo pronaci molekule HLA razreda 1. Molekule
su gradene od dva polipeptidna lanca medusobno povezana kovalentnim vezama. Teski lanac
a, veli¢ine 45kD, kodiraju molekule HLA -A, -B i -C, dok se laki lanac B, veli¢ine 12kD, koji

se naziva i B2 mikroglobulin kodira na kromosomu 15.

Molekula je gradena od tri dijela: citoplazmatskog, transmembranskog i ekstracelularnog
dijela s tri domene al, 02 i a3 na koji se vezu peptidni ulomci. Cetvrti dio tvori laki lanac p i
njegova uloga je iskljuivo u ucévrs¢ivanju molekule te on ne sudjeluje u imunoloskim
reakcijama. al i 02 domene tvore pukotinu na koju se vezu peptidi (8-11 aminokiselina), ovo
je ujedno najpolimorfniji dio molekule na koji se moze vezati veliki broj razli¢itih antigena.
a3 dio molekule reagira sa stani¢nim receptorom za T-limfocite i sluzi kao vezno mjesto
(Slika 2). Nakon §to se strani antigen razgradi na manje peptide unutar stanice, a molekula
HLA se sintetizira unutar iste, dio antigena se veze na pukotinu te bude prezentiran CD8+
citotoksi¢nim T limfocitima (Tc) koji se s odredenim afinitetom veZu za strani antigen i za
povrS§inu HLA molekule mehanizmom tkz. spregnutog prepoznavanja. Na ovaj nacin
molekule HLA razreda I predoCuju unutarstani¢ne (endogene) antigene poput tumorskih i

virusnih antigena (1).

Molekula HLA razreda l

Pukotina -
vezno mjesto za
strane peptide

Dio koji veze peptid

Dio slican

imunoglobulinu i

Transmembranski dio

Citoplazmatski dio

Slika 2. Shematski prikaz molekule HLA razreda |
(izvor: Kindt, Kuby Immunology (11))



1.4.2. HLA razred Il

Molekule HLA razreda Il nalazimo na antigen prezentiraju¢im stanicama (makrofazi,
dendriticke stanice, B-limfociti), CD34+ pomoc¢ni¢kim T-limfocitima koji su odgovorni za
proizvodnju protutijela za odgovarajué¢e antigene. Molekule su gradene od dva polipeptidna
lanca povezana nekovalentnim vezama. Za razliku od HLA razreda | ovdje oba lanca kodiraju
HLA molekule. Teski a-lanac veli¢ine 30-34 kD kodiraju A geni (npr. geni HLA-DRAL, -
DPAL), a laki B-lanac kodiraju B geni (npr. geni HLA-DRB1, -DPB1). HLA-DRA ima samo
jedan gen (HLA-DRAZ1), dok HLA-DRB ima 9 razli¢itih gena (HLA-DRB1 do -DRBY) $to ga
¢ini najpolimorfnijim genom u HLA razredu II. Geni HLA-DP i HLA-DQ imaju samo jedan

gen za sintezu lakog 1 teSkog lanca.

Molekula je gradena od citoplazmatskog, transmembraskog i ekstracelularnog dijela koji
se sastoji od al i a2 te B1 1 B2 domene. Najpolimortfniji dio molekule ¢ine promjenjive al i 1
domene koje formiraju vanjsku pukotinu koja je vezno mjesto za strane peptide (Slika 3).
Krajevi pukotine su otvoreni i na njih se mogu vezati peptidi veli¢ine 10-30 aminokiselina. 02
i B2 ¢ine nepromjenjivu regiju te se na B2 dio veZzu pomocénicki T-limfociti. Nakon §to strani
antigeni udu u organizam bivaju fagocitirani do malih peptida veli¢ine 10-30 aminokiselina.
U isto vrijeme pocinje sinteza HLA molekula koje zatim vezu strani peptid te ga predocuju
antigen CD4+ pomoc¢nickim T-limfocitima (Th). Ovim nac¢inom molekule HLA razreda 11
predocuju izvanstani¢ne (egzogene) antigene (1).

Molekula HLA razreda Il

Pukotina -
K_ vezno mjesto za
r (' strane peptide

B1

Dio koji veze peptid

@

Dio slican
imunoglobulinu

Transmembranski dio

Citoplazmatski dio

Slika 3. Shematski prikaz molekule HLA razreda 11
(izvor: Kindt, Kuby Immunology (11))



1.5. Nasljedivanje HLA

HLA geni se nasljeduju od oba roditelja prate¢i Mendelove zakone nasljedivanja. Geni se
nasljeduju kodominantno, $to znac¢i da dijete dobiva po jedan HLA haplotip (kombinacija
gena na jednom kromosomu) od oba roditelja. Obzirom na moguce kombinacije HLA
haplotipa medu djecom moguéa su tri ishoda: u sluc¢aju da dvoje srodnika naslijede iste
haplotipove od oba roditelja tada su oni haplotipski HLA identi¢ni, ukoliko dvoje srodnika
naslijede samo jedan isti haplotip tada su oni HLA poluidenti¢ni, najnepovoljnija moguénost
(ukoliko nekom iz obitelji bude potrebna TKMS) je ona u kojoj se naslijede razliiti geni od

roditelja te tada oni ne dijele isti HLA materijal (Slika 4) (20).

Al A3
BE Bl4

DR10 DR17

OTAC MAJEA

Al Al A a0 Al A2
B§ B35 | Ips B7 B8 B7
DRIODRS | \DR10 DR1] DR10 DR11
BRAT **/*** TI* SESTRA*** BRAT*

*  Haplotipski identi¢ni srodnici

** Haplotipski poluidentiéni srodnici

*** Haplotipski razlititi srodnici

Slika 4. Prikaz HLA haplotipova u obitelji

1.6. Nomenklatura gena i antigena HLA sustava

Sustav HLA prvi je put otkriven 1958. godine, a tijekom nekoliko iducih godina razli¢iti
su znanstvenici koristeci vlastite tehnike i metode otkrili veliki broj HLA gena. Vrlo ¢esto se
dogadalo da razli¢iti znanstvenici iste gene nazivaju razliitim imenima pa je stoga bilo
potrebno osnovati odbor za nomenklaturu. Taj odbor, koji postoji jos 1 danas, naziva se Odbor
za nazivlje HLA sustava pod pokroviteljstvom Svjetske zdravstvene organizacije (engl. The
WHO Nomenclature Committee for Factors of the HLA System), osnovan je 1968. godine i
odgovoran je za davanje sluzbenih imena gena 1 antigena HLA sustava. Prije davanja imena

sve novootkrivene sekvence prolaze stroge kontrole i analize i ukoliko se utvrdi da se radi o
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dosad neotkrivenoj sekvenci, ta sekvenca zajedno s imenom se objavljuje u bazi podataka
IPD-IMGT/HLA Database (14).

Crtica koja razdvaja ime Sufiks koji opisuje
HLA gena od prefiksa ekspresiu alela

[ *| Razdvajadipolja

HLA-A*02:101:01:02N

HLA prefiks |« ) Polje 4; pokazuje razliku u
| nekodirauéo) regij
Polie 1; grupa alela

IPolje 2; specifiéni HLA protein I

Polje 3; pokazuje sinonimnu DNA
zamjenu umirtar kodirajuée regije

Slika 5. Nomenklatura sustava HLA

(izvor: http://hla.alleles.org/nomenclature/naming.html (8))

Svaki alel pojedinog lokusa HLA ima svoj jedinstveni broj koji se sastoji od Cetiri seta
znamenaka odvojenih dvotockom. Svi aleli se oznaCavaju s minimalno Cetiri broja, dok se
dulji nazivi dodjeljuju po potrebi. Brojevi prije prve dvotocke opisuju alel koji u najvecem
broju slucajeva odgovara odredenoj seroloskoj specifi¢nosti i dobivaju se metodom niske
rezolucije. Nakon prve dvotocke slijedi set brojeva koji opisuju podtipove nekog gena HLA, a
njih se dobije ukoliko se uzorak odreduje metodom visoke rezolucije. Trece i Cetvrto polje
sadrZi brojeve koji oznacuju mutacije koje mogu biti u kodirajucoj ili nekodirajucoj regiji, a
uzrokuju razlike izmedu pojedinih alela (Slika 5). Podtipovi su dobivali brojeve redom kako
su im se odredivali sljedovi DNA. Odredeni aleli imaju sufiks koji opisuje ekspresiju tog alela

(14). Neki primjeri gena i njihova nomenklatura sa znacenjem prikazani su u Tablici 4.
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Tablica 4. Nomenklatura HLA

(prema: http://hla.alleles.org/nomenclature/naming.html (8))

Nomenklatura

Znacenje

HLA

HLA-DRB1
HLA-DRB1*13
HLA-DRB1*13:01
HLA-DRB1*13:01:02
HLA-DRB1*01:01:02

HLA-A*29:09N
HLA-A*30:14L

HLA-A*24:02:01:02L

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

HLA-A*32:11Q

regija HLA ili prefiks koji se odnosi na gene HLA

odredeni lokus HLA, dakle lokus DRB1

skupina alela koja kodira antigen DR13

alel HLA

alel HLA koji se razlikuje u sinonimnoj mutaciji od alela
DRB1*13:01:01

alel HLA koji sadrzi mutaciju izvan kodirajuce regije u odnosu
na alel DRB1*13:01:01

,Nul alel“, alel HLA koji nema ekspresiju

alel HLA koji kodira protein ¢ija je zastupljenost na povrsini
stanice niska

alel HLA koji kodira protein Cija je zastupljenost na povrsini
stanice niska, gdje je mutacija utvrdena izvan kodirajuce regije

alel HLA Kkoji kodira protein koji je zastupljen samo kao
,,skrivena‘“ molekula

alel HLA koji ima mutaciju za koju je ranije utvrdeno da ima
znac¢ajan ucinak na zastupljenost proteina na povrsini stanice, ali to

nije potvrdeno pa njegova zastupljenost ostaje ,,upitna“

1.7. Odredivanje antigena i alela sustava HLA

Nakon pronalaska potencijalnog davatelja, potrebno je visokom rezolucijom odrediti gene
I antigene sustava HLA te osobe, tj. gene lokusa HLA-A, -B, -C, -DRB1, -DQB1 i u idealnom

slu¢aju bi podudarnost izmedu primatelja i davatelja trebala biti 10/10, tj. primatelj 1 davatelj

bi trebali imati identicne gene i antigene kako bi Sansa za potpuni oporavak bila najveca, a

mogucnost komplikacija neznatna. No ukoliko je primatelj u kriticnom stanju i potrebna mu

je hitna transplantacija ili spada u mali postotak ljudi s odredenim rijetkim genima i

antigenima HLA sustava, tada je moguca transplantacija ukoliko je tkivna podudarnost manja,
odnosno 9/10 ili jako iznimno 8/10 (19).

Iznimka je kada kao izvor KMS sluzi krv iz pupkovine gdje se testira samo 6 lokusa, a

testiraju se lokusi HLA-A i -B metodom niske razlu¢ivosti i HLA-DRB1 metodom visoke
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razluCivosti. Pozeljno je da podudarnost bude 6/6, ali moze i manja (4/6). Razlog manjeg
broja testiranih lokusa je taj Sto Stanice iz pupkovine imaju manji imunogeni potencijal te ne
izazivaju snaznu imunolosku reakciju, a posebno GvHD (engl. Graft versus Host Disease)

odnosno ucinak presatka protiv primatelja (21).

1.8. GVHD (engl. Graft versus Host Disease)

Graft versus Host Disease (GvHD) ili ucinak presatka protiv primatelja je najcesca i
najozbiljnija komplikacija koja nastaje nakon alogene transplantacije KMS i dijeli se u dvije
skupine: akutnu i1 kroni¢nu. Prvotna podjela bila je radena na temelju vremenskog perioda
proteklog od same transplantacije te se ukoliko se bolest razvila do stotog dana nakon
transplantacije bolest nazivala akutna, a sve nakon kroni¢na. Medutim ova podjela nije bila
sasvim to¢na pa se danas GvHD dijeli prema simptomima i specifi¢nim znakovima u akutnu i
kroni¢nu, a svaka od njih ima dvije podskupine. Akutna se dijeli na klasi¢nu (do 100 dana) i
odgodenu (nakon 100 dana), a kroni¢na na klasi¢nu 1 ,,overlap syndrome“ (obje su bez

vremenskog limita).

GvHD nastaje kada se u tkivu oSteCenom od bolesti nakupljaju upalni citokini koji u
primatelja aktiviraju antigen (Ag) - prezentirajuce stanice na koje zatim reagiraju davateljevi
T-limfociti ¢ijim zajedniC¢kim djelovanjem dolazi do oSteenja organa. GvHD se mozZe
pojaviti unato€¢ tome Sto je primatelj bio podvrgnut imunosupresivnoj profilaksi i Sto je
pronaden kompatibilni odnosno HLA-identi¢ni srodni davatelj. Sigurni znakovi GvHD su
apoptoza epitelnih stanica, ukljuuju¢i bazalne i1 suprabazalne stanice epiderme, crijevnog
epitela i epitela zZuénog mjehura odgovornih za proliferaciju i regeneraciju tkiva. Na
pogodenim tkivima i organima pojavljuju se karakteristicne lezije koje se nazivaju ,,satelitske
nekroze stanica“ (engl. sattelite cell necrosis), koje karakterizira infiltracija imunosnih stanica

u blizini stanica koje su dozivjele apoptozu.

Rizik od GvHD je ve¢i ukoliko su primatelj i1 davatelj nepodudarni, ako je primatelj
homozigot za jedan HLA lokus, a davatelj je heterozigot, ukoliko je davatelj viSerotkinja i ako
je primatelj starija osoba. Rizik ovisi i 0 tipu presatka, transplantacija umbilikalne krvi ima
nizi postotak, a transplantacija periferne krvi ima visi postotak pojave GvHD od

transplantacije koStane srzi.

Na pojavu GvHD ne utjece samo sustav HLA nego i drugi genski sustavi. ,,Minor

histocompatibility antigens “ (MHA) su antigeni koji se nalaze na povrSini stanica davatelja i
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mogu uzrokovati GVHD iako su ¢eS¢e povezani sa ucinkom davateljevih stanica protiv
tumora (engl. Graft versus Leukemia, GvL). Obzirom da upalni citokini i kemokini te njihovi
receptori mogu svojim djelovanjem potaknuti stvaranje GvHD, postoji moguénost da ¢e se u
buduénosti osim standardnih testova koji prethode transplantaciji KMS izvoditi i testovi

kojima bi se umanjio rizik od komplikacija koje mogu nastati nakon transplantacije (3).

1.8.1. Akutna GvHD (aGvHD)

Akutna GvHD zahvaca viSe organskih sustava, no prvi simptomi se primje¢uju na kozi i
to u obliku makulopapilarnog osipa na dlanovima i tabanima. Lezije koje nastaju mogu
svrbjeti 1/ili biti bolne, a osip se moze prosiriti po cijelom tijelu te u najtezim sluc¢ajevima
moze uzrokovati bolno ljustenje koze. Prvi znaci Sirenja bolesti i1 ukljucenosti
gastrointestinalnog trakta su mucnina i vodenasti zeleni proljevi, a daljnjim napredovanjem
bolesti javljaju se jaki abdominalni bolovi i krvava dijareja te veliki gubitak tekucine. U
blazem obliku ukljuceni su samo gornji dijelovi gastrointestinalnog trakta i manifestiraju se
anoreksijom 1 muc¢ninom bez proljeva, koji se lako lijee imunosupresivnom terapijom.
Poviseni kolestatski enzimi su takoder jedan od simptoma koji se uz kolestatsku bolest jetre
povezuje s aGvHD iako navedeno nije sasvim specificno. Od ostalih simptoma pojavljuju se

vrudica i gubitak teZine.

Postoje dvije metode kojima se utvrduje koliko je bolest napredovala, a obje se temelje na
principu gradiranja odnosno objektivne procjene funkcije organa. Jedan princip osim
gradiranja uzima u obzir i1 subjektivnu procjenu “performansi‘“ zahvacenog organa. Nakon §to
se ustanovi da primatelj boluje od GvHD svaki se organ rangira na skali od 0 do 4, ovisno o
simptomima i zahvacenosti pojedinog organa, te se zatim iz toga izvodi ukupna ocjena stanja

pacijenta. Klini¢ki znac¢ajnim se smatraju ona stanja koji imaju ocjenu 2 ili vise.

Iako do danas jo$ nije pronaden najbolji nafin u borbi protiv aGvHD, kombinacija
inhibitora kalcineurina i1 metrotreksata se pokazala kao najuinkovitija u lijecenju kod
kompatibilnih srodnih davatelja. Jedna od moguénosti je in vitro ili in vivo smanjenje T-
limfocita u transplantatu, ali ono povecava rizik od infekcije (sam proces ima
imunosupresivno djelovanje) i relapsa bolesti (smanjuje GvL efekt). Osim preventivne
terapije, pacijenti primaju 1 suportivnu terapiju koja pomaze u borbi protiv infekcija 1 pomaze

organizmu u njegovu oporavku (3).
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1.8.2. Kroni¢na GvHD (¢cGvHD)

Kroni¢na GvHD se naj¢esce pojavljuje 3 godine nakon transplantacije KMS te je primarni
uzrok kasnog obolijevanja i smrti kod transplantiranih osoba. Bolest se moze ograniciti na

samo jedno tkivo ili organ, ili na vise njih.

Indikacije za ovu bolest su jednake kao i za aGvHD, a dodatan rizik imaju pacijenti koji
su ve¢ preboljeli aGvHD. Takoder dokazana je i povezanost koristenja KMS dobivenih iz

periferne krvi s ve¢im rizikom obolijevanja od cGvHD.

Neki od simptoma ¢cGvHD su gréevi u miSi¢ima, miositis, gubitak vida, bolesti pluéa,
kroni¢ne imunosupresije, poikiloderma, makulopapularni osip, depigmentacija koze i
alopecija. Cesta je i anoreksija te strikture jednjaka. U svrhu lak3eg postavljanja dijagnoze
simptomi su podijeljeni u 4 skupine: dijagnosticki (temeljem kojih se moze postaviti
dijagnoza), karakteristicni (temeljem kojih se ne moze postaviti dijagnoza), ostali
(nespecificni) 1 zajednicki (nadeni 1 u aGvHD i ¢GvHD). Nakon postavljene dijagnoze

zahvacenost organa se gradira na isti na¢in kao 1 kod aGvHD.

Terapija koja se koristi ve¢ jako dugo i1 koja se pokazala kao jedina uspjes$na terapija je
kombinacija kalcineurina i prednisolona. Ovisno o razvoju bolesti doza lijeka i duZina terapije
se moze povecavati. I u ovom slucaju pored primarne terapije potrebno je pacijentu dati i

suportivnu terapiju (3).
1.9. Transplantacija krvotvornih mati¢nih stanica

Vecina mati¢nih stanica nalazi se u koStanoj srZzi, a tek jedan manji dio u perifernoj krvi pa
je donedavno zbog toga glavni nacin prikupljanja krvotvornih mati¢nih stanica bila isklju¢ivo
punkcija kostane srzi. Danas se zahvaljuju¢i lijekovima KMS koje se nalaze u kostanoj srzi
mogu mobilizirati i dospjeti u perifernu krv, a razvio se i nacin prikupljanja KMS iz
pupkovine. Tako se termin ,transplantacija koStane srzi“ zamjenjuje terminom

»transplantacija krvotvornih mati¢nih stanica®.

Ranije je transplantacija bila zadnji izbor u ljjeCenju bolesti, ali razvojem medicine te
ucenjem o mogucim ishodima i komplikacijama, transplantacija je postala jedno od klju¢nih
rjeSenja u lijeCenju malignih 1 nemalignih bolesti te imunoloskih poremecaja kao §to su
leukemija, limfomi, aplasticna anemija i nasljedni metabolicki poremecaji. Najbolji se ishod

postize ukoliko je transplantacija napravljena u ranijoj fazi bolesti, kada je tumor jo§ uvijek
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ogranicen na malo podrucje i na njega se moze djelovati kemoterapijom, koja u kombinaciji
sa transplantacijom moze dovesti do izljecenja. Transplantacije koje su ucinjene u kasnijim
fazama bolesti imaju vecu stopu nezeljenih reakcija i relapsa bolesti. Transplantacija se
provodi i ukoliko je lije¢enje prvotnom terapijom bilo neuspjesno. Komplikacije mogu nastati

uslijed pojave infekcija, otkazivanja organa ili odbacivanja transplantata (7,18).

Postoje tri vrste transplantacije krvotvornih mati¢nih stanica: autologna i alogena (Slika 6)
te transplantacija KMS iz krvi pupkovine. Nekoliko faktora utjeCe na izbor vrste
transplantacije: vrsta tumorske bolesti koja se lijeci, dob bolesnika, dostupnost podudarnog
davatelja, moguc¢nost prikupljanja uzorka bez prisutnih tumorskih stanica, faza i status bolesti
(13).
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Slika 6. Alogena i autologna transplantacija
(izvor: Labar, Hematologija (13))

1.9.1. Alogena transplantacija KMS

Posljednjih nekoliko godina raste broj alogenih transplantacija KMS, glavni razlog
ovakvog porasta je sve veci broj ljudi upisan u registar dobrovoljnih davatelja krvotvornih
mati¢nih stanica, ¢ime raste vjerojatnost pronalaska podudarnog davatelja. Svakom davatelju

se prije upisa u registar odreduju geni HLA-A, -B, -DRBL1 te se kao takvi upisuju u registar.

Mali broj drzava ima svoj registar dobrovoljnih davatelja, a Hrvatska je medu njima. U

Hrvatski registar dobrovoljnih davatelja krvotvornih mati¢nih stanica (engl. Croatian Bone
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Marrow Donor Registry, CBMDR) upisano je vise od 51 200 zdravih osoba. Glavna zadaca
registra je pronalazenje i prikupljanje §to veceg broja uzoraka kako bi se oboljelim od

hematoloskih i malignih bolesti u §to kra¢em roku omogucila transplantacija KMS.

U slucaju da drzava nema svoj registar ili nema podudarnog davatelja, davatelj se trazi u
Svjetskom registru dobrovoljnih davatelja KMS (engl. Bone Marrow Donors Worldwide,
BMDW) koji je najveci registar i trenutno se u njemu nalazi vise od 28 000 000 davatelja te
preko 690 000 KMS dobivenih iz pupkovine. Osim uzoraka iz hrvatskog registra BMDW
sadrzi uzorke odraslih dobrovoljnih davatelja KMS iz 52 zemlje (74 registra) te uzorke iz krvi
pupkovine iz 35 zemalja (52 Banke krvi iz pupkovine) (9).

Kod alogene transplantacije pacijenti primaju krvotvorne mati¢ne stanice od podudarnog
HLA davatelja. Davatelj moze biti krvni srodnik primatelju, brat ili sestra te se on tada naziva
HLA identi¢ni srodni davatelj krvotvornih mati¢nih stanica (engl. matched related donor,
MDR). Medutim, samo mali broj pacijenata unutar obitelji ima podudarnog HLA davatelja.
Ukoliko ne postoji podudarnost medu krvnim srodnicima tada se taj davatelj naziva HLA
podudarani nesrodni davatelj (engl. matched unrelated donor, MUD). Prosje¢no vrijeme
pronalaska MUD-a je 2.1 je mjesec u CBMDR te 3.7 mjeseci u BMDW. Prosje¢an broj
davatelja koji se pritom testira je 1.5 (1 do 3) kod CBMDR i 2.1 (od 1 do 12) kod BMDW (5).

Idealan nesrodni davatelj se s primateljem mora podudarati u 10/10 testiranin HLA
lokusa, dok se kod pacijenata s bolestima visokog rizika nesrodni davatelj moze podudarati u
9/10 ili 8/10 ispitanih lokusa budu¢i je u takvim slucajevima rizik od komplikacija bolesti

veci nego rizik od nepodudarne transplantacije (19).

Alogena transplantacija se primjenjuje u lije¢enju mnogih zlocudnih tumora te prirodnih i
steCenih bolesti koStane srzi. Glavne indikacije za alogenu transplantaciju su: aplasticna
anemija, teSki kombinirani deficit imunosnog sustava (SCID), talasemija, akutna mijeloi¢na
leukemija, kroni¢na mijeloi¢na leukemija 1 mijelodisplasti€ni sindrom. Glavni cilj alogeni¢ne
transplantacije je zamjena bolesnog krvotvornog sustava primatelja s onim zdravog domacina.
Da bi se smanjila moguénost odbacivanja presatka prije same transplantacije potrebno je
suprimirati imunoloSki sustav pacijenta Sto se postize kombinacijom citostatika 1 zracenja.

Ovim postupkom se takoder ubijaju tumorske stanice prisutne u pacijenta (19).

Glavna prednost ove vrste transplantacije je ta Sto imunokompententne stanice davatelja

mogu prepoznati antigene na stanicama zlo¢udnog tumora u primatelja i djelovati na njih.
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Ova reakcija je poznata pod imenom GvL (engl. Graft versus Leukemia) ili u¢inak presatka
protiv tumora gdje T-limfociti davatelja koji su imunokompententni napadaju preostale T-
limfocite primatelja ili napadaju primateljev tumor, §to u nekim slucajevima moze dovesti do
remisije bolesti. Glavni neZeljeni toksi¢ni ucinak alogene transplantacije je moguénost pojave
reakcije presatka protiv primatelja (engl. Graft versus Host Disease, GVvHD). Posljedice ove
reakcije su relaps ili progresija zlo¢udnog tumora, pojava teskih infekcija te u najtezim
slu¢ajevima smrt bolesnika. Ova reakcija moze biti i kroni¢na te kao takva znacajno umanjuje
kvalitetu zivota pacijenta. Druge nezeljene reakcije su infekcije pra¢ene pancitopenijom i

imunosupresija (3,6).

Prvi znakovi oporavka opazaju se porastom broja granulocita u perifernoj krvi 8-12 dana
nakon transplantacije, a za potpuni oporavak potrebna su 4 tjedna. Zbog relativno dugog
vremena oporavka granulocita moguca je pojava bakterijemije sa slikom sepse te sustavne
gljiviéne 1 virusne infekcije, a da bi se to sprijecilo primatelju se daje suportivna terapija
antibioticima i antifungicima. Ukoliko se infekcija dogodi u ranom poslijetransfuzijskom

razdoblju moze zavrsiti smrtnim ishodom (5-10%).

1.9.2. Autologna transplantacija KMS

Autologna transplantacija KMS iz kostane srzi ili periferne krvi je zahvat kojim se
pacijentu oboljelom od zlo¢udnih bolesti prije lijecenja citostaticima uzimaju KMS. Naime,
kod pojedinih stadija bolesti jedina metoda lijeCenja je primjena ekstremno visoke doze
kemoterapije 1/ili zraenja prilikom Cega nastaje ireverzibilno oSte¢enje koStane srzi.
Ekstremno visoke doze citostatika mogu pomo¢i kod bolesti gdje uobicajene doze lijeka vise
ne pomazu, ali kako je krvotvorno tkivo najosjetljivije na citotoksi¢ne tvari ono se najvise
ostecuje. Kako bi se izbjegao ovakav problem pacijentu se prije samog lijeenja izvade i
zamrznu KMS. Osim §to se ovakvim na¢inom prikupljanja KMS izbjegava potreba za opéom
anestezijom, smanjuje se mogucost kontaminacije transplantata tumorskim stanicama. Nakon
lijecenja citostaticima pacijentu se infuzijom vracaju njegove odmrznute KMS te se na ovaj
nacin prevladava problem toksi¢nosti kemoterapije za krvotvorni sustav. Da bi infuzija KMS
bila uspjesnija potrebne su i potporne mjere lijeCenja: prevencija i lijeCenje ozbiljnih infekcija
antibioticima i antifungicima, dobra transfuzijska terapija i primjena faktora rasta koje
pomazu organizmu u vremenu koje je potrebno da se uspostavi normalna hematopoeza i

imunopoeza (13).
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Jos jedna posebnost autologne transplantacije KMS je ta da se sakupljene mati¢ne stanice
obraduju i po potrebi ,,Ciste” od rezidualnih malignih stanica nakon ¢ega Se zamrzavaju.
Redukcija broja tumorskih stanica se postize in vivo ili in vitro metodom te postupkom
zamrzavanja uzorka. In vivo metoda ukljuéuje intenziviranje terapije citostaticima prije samog
sakupljanja transplantata. In vitro metodom redukcija broja tumorskih stanica moze se posti¢i
na vise naCina. Metodom negativne selekcije gdje se stanice inkubiraju in vitro te se
primjenom kemijskih agensa i monoklonskih protutijela koji su usmjereni na tumorske
antigene smanjuje broj tumorskih stanica. Druga in vitro metoda je pozitivna selekcija gdje su
krvotvorne mati¢ne stanice CD34+, a tumorske stanice CD34- te se na temelju ove razlike

mogu izdvojiti zdrave stanice iz transplantata.

lako se autologna transplantacija KMS primjenjuje ve¢ dugi niz godina, tek se u novije
vrijeme biljezi rast u broju autolognih transplantacija KMS. Glavni razlog tomu je $to se
transplantacija osim kod hematoloskih bolesti pocela primjenjivati i kod solidnih tumora i
autoimunih bolesti. Indikacije za autolognu transplantaciju su: maligni ne-Hodgkinov limfom,
Hodgkinove bolesti, akutne leukemije te multipli mijelom. Dobri rezultati se postizu i u
lije€enju solidnih tumora, npr. karcinom dojke, tumor testisa i neuroblastoma. Znacajan
napredak pri izvodenju autologne transplantacije KMS primijecen je i kod ucestalosti smrtnih

ishoda, s prijasnjih 15-20% pao je na 5%.

Glavna prednost autologne transplantacije je ta $to pacijentu ne treba HLA podudarni
davatelj. Rizik od pojave GVvHD ili odbacivanja presatka, koji je glavni uzrok smrti kod
alogenih transplantacija, ovdje ne postoji. Glavni nedostatak je u tome $to postoji mogucénost
kontaminacije vlastitim malignim stanicama ukoliko se one dobro ne ,,0¢iste §to dovodi do
relapsa tumora. Kao rezultat agresivne kemoterapije u pacijenta se moze razviti
mijelosupresija i pancitopenija, a postoji i veci rizik razvoja mijelodisplazije i sekundarne
akutne leukemije (17). Primjenom autologne transplantacije izostaje vazan imunosni u¢inak
davateljevih stanica protiv tumora GvL. Zbog izostanka navedene reakcije u autolognoj

transplantaciji postoji ve¢a moguénost povrata bolesti u odnosu na alogenu transplantaciju.
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1.10. Receptori prirodnoubilackih stanica sli¢nih imunoglobulinu

Receptori  prirodnoubilac¢kih ~ stanica sliénih  imunoglobulinu  (engl.  Killer
Immunoglobulin-like receptor, KIR) nalaze na stanicama ubojicama (engl. Natural killer, NK)
i na T-limfocitima. Glavna uloga im je da reguliraju aktivnost ovih stanica u interakciji s HLA
razredom | $to mogu ¢initi na dva nacina: aktivacijski i inhibitorno. Vec¢ina KIR receptora
djeluje inhibitorno te ukoliko prepoznaju MHC molekule u stanici smanjuju njenu
citotoksi¢nu aktivnost. Tek manji dio djeluje suprotno, tj. povecava citotoksi¢nu aktivnost
ukoliko na stanici prepozna MHC molekulu. Ligandi za KIR receptore se nalaze na HLA
razredu I i to najveéim dijelom na HLA-C, te neSto manjim na HLA-B, a najmanji dio se
nalazi na HLA-A antigenima. KIR receptori se kodiraju na 19 kromosomu i za sada je
poznato 15 KIR gena i 2 pseudogena. Glavna osobine KIR gena su poligenost i polimorfizam,
Sto znaci da je mogucnost da dvoje nesrodnih osoba dijeli KIR genotip jako mala, te da se

genske sekvence uvelike razlikuju izmedu pojedinaca.

KIR geni, ovisno o tome jesu li inhibicijski ili aktivacijski, imaju citoplazmatske nastavke
razli¢ite duljine. Inhibicijski KIR receptori imaju dugi (engl. long, L) citoplazmatski nastavak
1 stoga oni u svom nazivu imaju ,,L*“. Za razliku od njih aktivacijski KIR receptori imaju
kratki (engl. short, S) citoplazmatski nastavak te imaju ,,S* u nazivu. Takoder, obje vrste KIR
receptora mogu imati 2 ili 3 ekstracelularne domene te ovisno o broju u nazivu mogu imati ili
2D ili 3D. Zadnji broj u njihovu nazivu naznacuje red kojim su ovi geni opisani (npr.

KIR2DL1, KIR2DS2 ili KIR3DL1).

Nepodudarnost u KIR genima moZe dovesti do aloreaktivnosti NK stanica §to moze
utjecati i na uspjeh TKMS. Aloreaktivnost je svojstvo T-limfocita da reagira na antigene
tkivne podudarnosti druge jedinke iste vrste. Iz ovog razloga pocela su istrazivanja gdje se
odreduju genotipovi HLA-A, -B, -C te KIR receptora da bi se utvrdilo na koji nacin, pozitivni

ili negativni KIR geni utjeCu na uspjesnost TKMS (16).
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2. CILJ

Kako bi transplantacija tkiva i organa bila uspjes$na potrebno je odrediti antigene i gene
sustava HLA pomocéu seroloske metode (test mikrolimfocitotoksi¢nosti) 1 metoda
molekularne biologije (PCR-SSO, PCR-SSP). Cilj ovog rada bio je objasniti ulogu HLA
sustava u transplantaciji krvotvornih mati¢nih stanica u svrhu lijecenja teskih hematoloskih
bolesti, opisati metode koje se koriste u svrhu odredivanja antigena i gena sustava HLA te

odrediti glavne razlike medu njima odnosno prikazati njihove prednosti i nedostatke.
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3. METODE

Antigene i1 gene sustava HLA mozemo odrediti na dva nacina: seroloskim i molekularnim

testiranjem. Nacini testiranja ovise o potrebama i moguénostima laboratorija.

U Laboratoriju za tipizaciju tkiva, Centra za transfuzijsku medicinu, KBC-a Split, imala
sam priliku vidjeti, a djelomic¢no i sudjelovati u radu tijekom izvodenja testa seroloske metode
(MLCT) i metode molekularne biologije (PCR-SSO, Luminex metoda). Molekularnu metodu
odredivanja alela sustava HLA (PCR-SSP) koristila sam u radu prilikom Erasmus stru¢ne

prakse u Hirszfeld Institutu za imunologiju i eksperimentalnu terapiju u Poljskoj.
3.1.Serolosko odredivanje

Seroloski test naziva se jo§ i test mikrolimfocitotoksi¢nosti (MLCT, engl.
microlymphocitotoxicity test) i sluzi za odredivanje antigena sustava HLA razreda | i Il. Test
se temelji na reakciji izmedu poznatih protutijela i antigena koji se nalaze na limfocitima
pacijenta te posljedicnom aktiviranju komplementa. Poznata protutijela se dobivaju iz seruma
aloimuniziranih zena koje imaju viSe djece, a Cija su protutijela odredena koriste¢i vec

poznate HLA antigene dok se monoklonska protutijela dobivaju koriste¢i imunizirane miseve.

Nakon §to se poznatim protutijelima doda serum pacijenta dolazi do reakcije izmedu
poznatih protutijela i antigena u serumu. Ukoliko su protutijelo i antigen komplementarni
dolazi do stvaranja kompleksa antigen-protutijelo, a ukoliko nisu kompleks antigen-
protutijelo se ne stvara. Da bi se odredilo koji i koliki broj antigena se vezao za protutijela
potrebno je oznaliti vezana protutijela. Oznacavanje protutijela se postize dodavanjem
antihumanog komplementa koji se veze za protutijelo iz nastalog kompleksa antigen-
protutijelo. Komplement oste¢uje membranu stanice zbog ¢ega stanica lizira, a boja prodire u
stanicu. Obojenje je vidljivo pod mikroskopom i oznacava pozitivan rezultat. Ukoliko nije
doSlo do stvaranja kompleksa antigen-protutijelo nece do¢i do kasnijeg vezanja komplementa

i prodora boje u stanicu te je taj rezultat negativan (Slika 7).
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Slika 7. Princip testa mikrolimfocitotoksi¢nosti
3.1.1. Izvodenje testa

Za izvodenje testa mikrolimfocitotoksi¢nosti od ispitanika je potrebno uzeti 7 ml
periferne krvi s heparinom kao antikoagulansom. Test se zapocinje izdvajanjem pacijentovih
limfocita iz uzorka krvi separacijom na gradijentu gustoce i odredivanjem koncentracije.
Koncentracija se podeSava uz pomo¢ Burker-Turk-ove komorice. Nakon §to se pomijeSa Sul
suspenzije limfocita i 5ul boje (tripansko modrilo) suspenzija se stavlja na Burker-Turk-ovu
komoricu i pod mikroskopom se odreduje koncentracija brojanjem obojenih stanica. Za
tipizaciju antigena HLA sustava potrebno je imati 5-6 obojenih stanica ili 10-12 neobojenih
stanica po kvadraticu. Ukoliko je potrebno koncentracija limfocita se podeSava
razrjedivanjem ili ponovnim centrifugiranjem suspenzije limfocita. Uzorak se zatim uz pomo¢
Hamilton mikrolitarske Sprice stavlja na Terasakijeve ploCice na kojima se nalaze ve¢ poznata

protutijela za odredeni razred HLA (Slika 8).

Slika 8. Postupak stavljanja suspenzije limfocita na Terasakijevu plo¢icu

(fotografirano u Laboratoriju za tipizaciju tkiva, KBC Split)
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Svaka jazica na plocici sadrzi protutijela za jedan ili viSe antigena razreda koji se
odreduje. Nakon inkubacije od pola sata dodaje se komplement dobiven od kuniéa te slijedi
inkubacija od jednog sata nakon ¢ega se Terasakijeve ploCice istresaju, kako bi se odstranio
visak nevezanog komplementa, te se uzorak boja tripan modrilom. JaZice koje sadrze
dovoljan broj obojenih mrtvih stanica (Tablica 5) upisuju se u tipizacijske listi¢e te se odrede

tkivni antigeni pacijenta.

Tablica 5. Interpretacija rezultata

Postotak mrtvih Rezultat Interpretacija
stanica
0-10 1 Negativno
11-20 2 Pozitivno/negativno (+)
21-50 4 Slabo pozitivno (++)
51-80 6 Pozitivno (+++)
81-100 8 Jako pozitivno (++++)

3.2. Molekularno odredivanje

Molekularno odredivanje omogucuje da se aleli sustava HLA odrede ve¢om rezolucijom,

¢ime se dobivaju pouzdaniji rezultati koji se kasnije koriste prilikom transplantacije KMS.

Postoje dvije metode molekularnog odredivanja alela HLA sustava osobe: PCR-SSO
(engl. Polymerase chain reaction-Sequence Specific Oligonucleotids) i PCR-SSP (engl.

Polymerase chain reaction-Sequence Specific Primer) metoda.

U oba testa za uzorak se koristi izolirana DNA pacijenta. Uzorak potreban za molekularno
odredivanje alela HLA sustava pacijenta je 2 ml periferne krvi s antikoagulansom EDTA.
Sam proces izolacije DNA se izvodi u nekoliko koraka pri ¢emu se koristi kit za izolaciju
(NucleoSpin® Dx Blood). U prvom koraku se dodaje proteinaza K koja razgraduje proteinske
molekule 1 na taj nacin oslobada DNA koja se nalazi u jezgri stanice. Nakon denaturacije
proteina oslobodenoj molekuli DNA se dodaje etanol kako bi se onemogucio prolaz molekule
kroz membranu nakon ¢ega se nizom ispiranja razli¢itim reagensima dobiva ¢ista DNA koja

se koristi u daljnjim testovima.
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3.2.1. PCR-SSO (engl. Polymerase chain reaction-Sequence Specific

Oligonucleotids)

Ova metoda se temelji na principu specifiénog vezanja amplificiranog DNA produkta iz
uzorka za mikrosfere. Mikrosfere su sintetski dobivene Cestice na Cijoj se povrSini nalaze
specificne oligonukleotidne probe, odnosno specifi¢ni slijedovi DNA uz pomo¢ kojih je
moguce ispitivati prisutnost ili odsutnost odredenog HLA lokusa u uzorku, a obojane su
kombinacijom crvene i infracrvene boje. Za ocitavanje rezultata nastalih kompleksa koristi se
uredaj Luminex (Luminex LX200 Analyser) koji koristi princip proto¢ne citometrije da
mikrosfere jednu po jednu dovede do lasera. Zahvaljujuéi razli¢itoj kombinaciji boja prisutnoj
na svakoj mikrosferi, Luminex identificira svaku misrosferu koriste¢i dva lasera. Jedan laser
klasificira mikrosferu i odreduje probu koja se vezala, a drugi kvantificira relativnu koli¢inu

vezane probe na svakoj pojedinoj mikrosferi na temelju ¢ega se ocitava rezultat (Slika 9) (14).

HLA specifi¢ne
oligonukleotidne T
probe vezane za _— ) . d 5. B
mikrosfere Hibridizacija Oznacavanje /
f Py

G QW ;
o _ 0 X _.0**

SR D : B SR
Mikrosfere Mikrosfere Luminex ocitavanje
- +
amplificirana DNA SAPE

Slika 9. Princip PCR-SSO metode
(izvor: Heinemann, HLA Genotyping and Antibody Characterization Using the
Luminex™ Multiplex Technology (7))

3.2.1.1. Izvodenje testa PCR-SSO

Uzorak za izvodenje testa je izolirana DNA koju je potrebno umnoziti odnosno

amplificirati, a u tu svrhu se Kkoristi PCR (engl. Polymerase chain reaction). Da bi
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amplifikacija bila uspjesna potrebno je napraviti reakcijsku mjesavinu za HLA lokus koji se
tim testom Zeli ispitati. Reakcijska mjesavina sadrzi Taq polimerazu (0,2ul), reakcijski pufer
odnosno Master MIX (6ul) u kojem se nalaze oligonukleotidne pocetnice (engl. Primer) te
destiliranu vodu (8,8ul). Reakcijskoj smjesi se doda 5ul DNA te smjesa zatim ide u
»Thermocycler (LXAMPF RAPID) gdje se amplificira. Tijekom PCR reakcije Taq
polimeraza prepoznaje komplementarne dijelove DNA na koje se zatim vezu
oligonukleotidne pocetnice. Program se obi¢no ponavlja 30 puta, a kao rezultat dobijemo 68
bilijuna kopija DNA (Slika 10).

di 4 kg
gen od interesa = - .
< - < Eksponencijalna amplifikacija
—<_3.kmg
 a—
= { 2kmug
——{ 1 kmg _ ---= 33 kg
DNA iz — —
uzorka — ——
:-' -~ ?'.l N <_'ﬂ_ 6
4 kopije Skopija 14 kopija 32 kopije 2 =68 bilijuna kopija

Slika 10. PCR metoda
(izvor: Vierstraete, Principle of the PCR (22))

Nakon PCR reakcije slijedi proces hibridizacije (Lyh hibrid rapid). Volumen potreban za
proces hibridizacije je 20ul, tj. Sul PCR produkta i 15 pl suspenzije mikrosfera. Tijekom
hibridizacije, koja traje 20 minuta, dolazi do vezanja PCR produkta na specifi¢ne
oligonukleidne probe na mikrosferama. Za vizualizaciju nastalog kompleksa dodaje se 170 pul
flourescentne boje za obiljezavanje koja se prethodno pripremi uz pomo¢ 170 pl dilucijske
otopine i 0,75 pl streptavidina (R-fikoeritrin konjugirani streptavidin, engl. Streptavidin—
Phycoerytherin, SAPE). Jedan dio boje veze Se za biotin prisutan na pocetnicama, a drugi dio
se veze za nastali kompleks ukoliko je doslo do nastanka istog. Nakon hibridizacije, Coster
plocica na kojoj se izvodi test stavlja se u Luminex aparat gdje se vrsi oCitanje. Nakon
zavrSene analize rezultati hibridizacije sluZze da se uz pomo¢ programa (Match IT DNA)

odrede geni i antigeni HLA sustava ispitanika (Slika 11). Ovaj program sadrzi bazu poznatih,
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ve¢ odredenih gena i antigena sustava HLA koje usporeduje s rezultatom dobivenim PCR-
SSO metodom.
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Slika 11. Rezultati dobiveni PCR-SSO metodom u MATCH IT DNA
(fotografirano u Laboratoriju za tipizaciju tkiva, KBC Split)

3.2.2. PCR-SSP (engl. Polymerase chain reaction-Sequence Specific

Primer)

Ova metoda se temelji na komplementarnosti oligonukleidnih primera s jednim alelom ili
grupom alela, ovisno o rezoluciji koja se zahtjeva testom. Ukoliko su pocetnice
neodgovarajuée ne¢e do¢i do amplifikacije DNA i rezultat je negativan, pozitivan rezultat se
dobiva ukoliko je doslo do amplifikacije DNA. PCR-SSP metoda zahtjeva i izvodenje gel
elektroforeze gdje nastali amplificirani DNA produkt putuje gelom te se zahvaljujuéi razlici u

duljini fragmenta druk¢ije prikazuje na gelu i moguce je ocitati rezultat (Slika 12).
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Slika 12. Princip PCR-SSP metode

3.2.2.1. Izvodenje testa PCR-SSP

Reakcijska mjeSavina potrebna za ovu metodu priprema se s Master MIX-om koji sadrzi
Tag polimerazu i denaturiranom vodom te uzorkom odnosno izoliranom DNA. 10 ul
reakcijske smjese se zatim pipetira u jazice u kojima se nalazi dehidrirana otopina pocetnica.

Olerup SSP" plogica se stavlja u Thermocycler (OLERUP program) gdje se DNA amplificira.

!

Slika 13. Postupak stavljanja reakcijske mjeavine u Olerup SSP® plo¢ice

(fotografirano u Hirszfeld Institutu za imunologiju i eksperimentalnu terapiju)
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Nakon amplifikacije PCR-SSP produkt se stavlja na gel elektroforezu zajedno sa bojom
(etidni bromid, Simply Safe) te se nakon elektroforeze (15 min) uz pomo¢ UV svijetla
vizualizira rezultat (Slika 14). Program koji se koristi je Proxima AQ-4. Uz uzorke potrebno
je staviti i negativhu kontrolu koja pokazuje koliko dobro je test izveden. Interpretacija
rezultata se zasniva na prisutnosti ili odsutnosti produkta na gelu te se radi u programu
Helmberg SCORE (Slika 14).

- —

L e e TN e . -

Slika 14. Prikaz rezultata dobivenog na gelu i u programu Helmberg SCORE
(fotografirano u Hirszfeld Institutu za imunologiju i eksperimentalnu terapiju)
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Transplantacija KMS je metoda lijeCenja koja se u proslosti rijetko koristila zbog velikog
broja moguc¢ih komplikacija i visoke smrtnosti pacijenata. Otkrivanjem sustava HLA gena
kao glavnog sustava tkivne podudarnosti omogucen je znacajan napredak na polju
transplantacijske medicine. Zahvaljujuci otkri¢u sustava HLA transplantacija polako postaje
prvi izbor u lijeCenju hematoloskih i1 nehematoloSkih bolesti. Ispitivanjem HLA gena
postrozeni su kriteriji u odabiru potencijalnog davatelja, a rezultat toga je sve veéi broj
uspjesnih transplantacija i smanjeni broj smrtnih slucajeva. Razvojem metoda molekularne
biologije i sofisticiranih tehnologija olakSan je i unaprijeden proces odredivanja antigena i

gena sustava HLA, prikupljanja transplantata i na kraju same transplantacije.

Najve¢i dio ovog rada posvecen je upravo metodama za odredivanje antigena i gena
sustava HLA u ¢ijem izvodenju kao prvostupnik medicinsko-laboratorijske dijagnostike mogu
sudjelovati. Tijekom 3 mjeseca Erasmus stru¢ne prakse imala sam priliku vidjeti drukcije
metode odredivanja antigena i gena sustava HLA i usporediti ih s onima koje se koriste u

Laboratoriju za tipizaciju tkiva, Centra za transfuzijsku medicinu KBC-a Split.

Odredivanje antigena i gena sustava HLA se provodi u specijaliziranim laboratorijima koji
se bave problematikom iz podru¢ja imunogenetike i transplantacijske medicine. Osim
tipizacije HLA pacijenata za alogeni¢nu srodnic¢ku i nesrodnicku TKMS, tipizacija HLA se
radi 1 u dijagnosticke svrhe ukoliko postoji sumnja na odredenu bolest ili predispozicija za
istu, buduci je poznata povezanost sustava HLA i bolesti. Takoder, kao §to je ranije navedeno,
antigeni i geni sustava HLA odreduju se i prilikom upisa dobrovoljnog davatelja KMS u
registar, na temelju Cega se vrsi potraga za srodnim davateljem. Primatelju se prije pocetka
trazenja komplementarnog HLA davatelja odrede antigeni i geni sustava HLA seroloskom ili
molekularnom metodom niske rezolucije te HLA protutijela koja mogu biti prisutna u serumu.
Ukoliko je davatelj kompatibilan sa primateljem potrebno je napraviti odredivanje gena i
antigena metodom visoke rezolucije koja je preciznija i daje nam viSe podataka o podtipovima
ve¢ odredenog gena. Nakon odredivanja gena i antigena radi se krizna proba (engl.
Crossmatching) protutijela primatelja i limfocita potencijalnog davatelja kako bi se utvrdila
moguca reakcija. Ukoliko je ,,crossmatching® pozitivan, postoji velika opasnost od pojave
GvHD, koja znacajno umanjuje kvalitetu Zivota primatelja, a moze ga i Zivotno ugroziti pa je

potrebno pronac¢i novog davatelja €iji limfociti nece reagirati sa protutijelima primatelja.
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lako su i PCR-SSO i PRC-SSP metoda dio molekularnog odredivanja gena i antigena
sustava HLA, principi i na¢in izvodenja ovih dviju metoda znacajno se razlikuju. Prva razlika
se odnosi na rezoluciju metode gdje veliku prednost ima PCR-SSP jer osim rezultata srednje
rezolucije postoje kitovi koji daju rezultate visoke rezolucije koja ne zahtjeva daljnju
provjeru. Glavni nedostatak PCR-SSP metode je koli¢ina uzorka koja je potrebna u jednoj
reakciji. Koli¢ina moze varirati ovisno o HLA-lokusu i visini rezolucije, ali potreban je veci
broja jazica sa razli¢itim pocetnicama u svakoj da bi se odredili geni samo jedne regije. Jos
jedan nedostatak ove metode je Sto zahtjeva koriStenje kancerogenog etidnog bromida
prilikom izvodenja elektroforeze. Takoder, rezultati dobiveni PCR-SSP metodom podlijezu
odredenoj subjektivnoj procijeni te se, kao posljedica, postupak ponekad moze nepotrebno
ponavljati vi$e puta, no ipak ovom metodom se dobivaju znacajno brzi rezultati $to je u nekim
situacijama od velikog znacaja jer, ovisno o pacijentovu stanju, transplantacija moze biti jako

hitna.

PCR-SSO metoda daje rezultate niske ili srednje rezolucije koji, iako su dovoljni prilikom
upisa davatelja u registar, nisu dovoljni u procesu testiranja primatelja i davatelja prilikom
transplantacije KMS. Kod PCR-SSO metode jedna jaZica sadrzi uzorak samo jedne osobe i to
je dovoljno da bi se odredili geni i antigeni HLA razreda koji se ispituje. Velika prednost
PCR-SSO metode je jako mala koli¢ina DNA potrebna za analizu, i visoka reproducibilnost

dobivenih rezultata.

Obje metode imaju svoje prednosti kao odredene nedostatke zbog ¢ega je potrebno daljnje
razvijanje metoda kako bi se na §to brzi i jeftiniji, ali ipak dovoljno precizan, nac¢in mogli
odrediti geni i antigeni sustava HLA neke osobe. Jo$ jedan razlog za pronalazak brze i
precizne metode je velika polimorfnost sustava uzrokovana rekombinacijama medu HLA
sustavom koje zajedno sa tockastim mutacijama (promjene na razini nukleotida) i genskim
konverzijama (zamjena genskih dijelova ulomcima drugih gena) uzrokuju veliki polimorfizam
HLA sustava. Do sada je u svijetu otkiveno viSe od 15 000 alela HLA razreda 1 1 II Sto
upucuje na veliku gensku raznolikost sustava. Medu najpolimorfnijim genima svakako se

istice HLA-B lokus razreda I, dok je u razredu Il najpolimorfniji HLA-DRB-1 (1).

Zbog velikog broja alela HLA 1 sve veceg broja gena HLA koji ¢ine genotip (skup svih
gena nekog organizma) moguci broj genotipova na razini populacije iznosi 10". Medutim,
zbog neravnoteze udruzivanja (engl. Linkage disequilibrium, LD) stvaran broj genotipova u

odredenim populacijama i etnickim grupama je znatno manji, Uz ¢e$¢e povezivanje odredenih

30



alela u specifitne kombinacije (1). Zbog navedene neravnoteze udruzivanja potraga za
kompatibilnim HLA davateljem KMS moze u isto vrijeme biti olakSana i otezana. Ukoliko je
rije¢ o kombinaciji gena i antigena koji imaju veliku ucestalost, vjerojatnost pronalaska
jednog ili viSe kompatibilnih HLA davatelja medu odredenom populacijom znatno se
povecava. Haplotip koji ima vrlo veliku ucestalost u svijetu je HLA-A*01:01, -B*08:01,
-DRB1*03:01 odnosno HLA-A*01:01, -B*08:01, -C*07:01, -DRB1*03:01, -DQB1*02:01.
Nazalost odredene etnicke grupe mogu imati jako rijetke haplotipove te je moguénost

pronalaska HLA podudarnog davatelja skoro pa nemoguca.

Upravo zbog velikog polimorfizma i nepravile raspodjele HLA gena medu populacijom
jako je vazno osnovati registre unutar drzave i1 ukljuciti ih u BMDW jer se na taj nacin
omogucuje 1 primateljima sa rijetkim HLA haplotipom pronalazak potencijalnog davatelja te
moguénost ozdravljenja. Da bi uopée postojala prilika za osnivanjem drzavnog registra
potrebno je provesti edukaciju zdravstvenog osoblja, ali i gradana kako bi ih senzibilizirali o

ovoj temi 1 potakli da se 1 oni upiSu u Hrvatski registar dobrovoljnih davatelja KMS.
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5. ZAKLJUCAK

1. Transplantacija krvotvornih mati¢nih stanica je Siroko prihvaéena terapijska opcija za
lijeCenje raznih vrsta malignih i ne-malignih hematoloskih oboljenja

2. Indikacije za transplantaciju KMS su: aplasti¢na anemija, teski kombinirani deficit
imunosnog sustava (SCID), talasemija, akutna mijeloi¢na leukemija, kroni¢na
mijeloi¢na leukemija i mijelodisplasti¢ni sindrom, maligni ne-Hodgkinov limfom,
Hodgkinove bolesti te multipli mijelom. Dobri rezultati se postizu i u lijecenju
solidnih tumora, npr. karcinom dojke, tumor testisa i neuroblastoma.

3. Krvotvorne maticne stanice (KMS) su nezrele krvne stanice koje imaju sposobnost
diferencijacije i proliferacije u sve vrste krvnih stanica. lako se vec¢ina mati¢nih stanica
nalazi u koStanoj srzi, postupcima mobilizacije omoguceno je njihovo prikupljanje iz
periferne krvi, te se danas kao izvori krvotvornih mati¢nih stanica koriste koStana srz,
periferna krv i pupkovina.

4. Tri su nacina transplantacije: alogena (u kojoj su primatelj 1 davatelj razli¢ite osobe
koje mogu biti u srodstvu, ali ne moraju), autogena (u kojoj je primatelj i davatelj ista
osoba) i transplantacija KMS dobivenih iz pupkovine.

5. Alogeni¢na transplantacija krvotvornih mati¢nih stanica (aloTKMS) je postupak u
kojem primatelj dobiva krvotvorne mati¢ne stanice od HLA (engl. Human Leukocyte
Antigen) podudarnog srodnog darivatelja, najceSce brata ili sestre. U obitelji sa dvoje
djece vjerojatnost da bolesnik ima HLA podudarnog darivatelja je svega 25-30%. Ako
u obitelji ne postoji HLA podudarni darivatelj isti se tada trazi u registrima
dobrovoljnih darivatelja krvotvornih mati¢nih stanica.

6. Aleli sustava HLA odreduje se seroloskim metodama i metodama molekularne
biologije (PCR-SSP, PCR —SSO).
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7. SAZETAK

Uvod: Krvotvorne mati¢ne stanice (KMS) su ishodiSte svim krvnim stanicama organizma.
Osobi oboljeloj od teskih hematoloskih bolesti transplantacijom KMS potrebno je nadoknaditi
vlastite nefunkcionalne mati¢ne stanice. Tri glavna izvora mati¢nih stanica su: kosStana srz,
periferna krv te krv iz pupkovine odnosno umbilikalna krv. Transplantacije se dijele na:

alogenu, autolognu te transplantaciju KMS iz umbilikalne krvi.

Prije same transplantacije potrebno je odrediti primateljeve i davateljeve gene i antigene
sustava HLA kao najslozenijeg genetskog sustava kod cCovjeka Za wuspjesnu alo-

transplantaciju potrebno je da podudarnost alela lokusa HLA izmedu primatelja i davatelja

bude 10/10 (HLA-A, -B, -C, -DRB1, -DQB1).

Cilj: Cilj ovog rada je bilo objasniti ulogu sustava HLA u transplantaciji KMS te opisati i

objasniti razlike izmedu metoda koje se u tom procesu izvode.

Materijali i metode: Metode koje se koriste za odredivanje antigena i alela sustava HLA

su: seroloska metoda (test mikrolimfocitotoksi¢nosti) te metode molekularne biologije: PCR-

SSP i PCR-SSO.

Rezultati i rasprava: Otkrivanjem sustava HLA transplantacija KMS izbor je u lijecenju
mnogih hematoloSkih bolesti. Razvojem metoda odredivanja gena i1 antigena sustava HLA
povecana je uspjeSnost transplantacija krvotvornih mati¢nih stanica. UsavrSavanje metoda

molekularne biologije donosi i nove spoznaje o jo§ vecoj slozenosti sustava HLA.

Kljuéne rije€i: transplantacija krvotvornih mati¢nih stanica, HLA, srodni i nesrodni

davatelji, test mikrolimfocitotoksicnosti, PCR-SSP, PCR-SSO
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8. SUMMARY

Introduction: Hematopoietic stem cells (HSCs) are the stem cells that give rise to all the
other blood cells through the proces of haematopoiesis. Hematopoietic stem cell
transplantation (HSCT) involves the intravenous infusion of autologous or allogeneic stem
cells collected from bone marrow, peripheral blood, or umbilical cord blood to re-establish
hematopoietic function in patients whose bone marrow or immune system is damaged or

defective.

This procedure is often performed as part of therapy to eliminate a bone marrow
infiltrative process, such as leukemia, or to correct congenital immunodeficiency disorders.
Before transplantation it is necessary to determinate HLA genes and antigens of recipients and
donors. For successful allo- transplantation it is necessary to have 10 of 10 (HLA-A, -B, -C, -

DRB1, -DQB1) allele HLA loci compatibility between recipient and donor.

Goal: The aim of this thesis was to explain the role of HLA in transplantation of HSCs

but also to describe and explain difference between the methods in use.

Materials and methods: The methods used for the determination of antigens and alleles
of HLA are: serological method (microlymphocitotoxicity test) and molecular biology
methods: PCR-SSP and PCR-SSO.

Results and discussion: After the discovery of HLA haematopoietic stem cells
transplantation has become choice in treatment for many hemological diseases. The
development of methods for gene and antigen HLA determination leads to increased efficacy
in transplantation of HSC. Training methods of molecular biology bring new insights into the
even greater complexities of the HLA.

Key words: haematopoietic stem cell transplantation, HLA, related and unrelated donors,
microlymphocitotoxicity test, PCR-SSP, PCR-SSO.
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