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1. UVOD



1.1. TRANSPLANTACIJA HEMATOPOETSKIH MATICNIH

STANICA

Transplantacija hematopoetskih maticnih stanica (engl. Hematopoietic Stem Cell
Transplantation, HSCT), u proslosti nazivana i transplantacijom koStane srzi, svoje zacCetke vuce
jos iz tridesetih godina proslog stoljec¢a kad su provedeni prvi pokusi s infuzijom koStane srzi u
bolesnika s aplasticnom anemijom (1). Tijekom 1959. godine Thomas E.D. je uspio provesti
prvu uspjesnu transplantaciju i to u dva slucaja bolesnika s akutnom limfaticnom leukemijom
kojima su davatelji bili njihovi identi¢ni blizanci (2). Od tog trenutka nadalje, rezultati HSCT
postaju sve bolji. Za to je uvelike zasluzno otkri¢e glavnog sustava tkivne podudarnosti (engl.
Human Leukocyte Antigen, HLA) i njegove vaznosti u izboru davatelja, ali 1 poboljSavanje
postupaka 1 metoda koje se koriste pri samoj transplantaciji radi sprjeCavanja reakcije
transplantata protiv primatelja (engl. Graft-versus-Host Disease, GvHD), bolja potpora bolesnika
lijekovima nakon transplantacije kao i provodenje transplantacije za vrijeme remisije. lako je
sam postupak jo$ uvijek povezan s brojnim rizicima i komplikacijama, danas se HSCT vise ne
smatra eksperimentalnom metodom, ve¢ je, s oko 20 000 godiSnje izvedenih transplantacija u

svijetu, prihvacena kao metoda izbora u lije€enju Citavog niza razlicitih bolesti (3).

1.1.1. PRINCIPI I POSTUPCI U HSCT

Osnove lije¢enja HSCT datiraju jos iz pokusa provedenih za vrijeme II Svjetskog rata,
kada je na zivotinjskom modelu dokazano da se zraenjem moZe potpuno ukinuti funkcija
koStane srzi. Nastavak istraZivanja pokazao je da je tako ozraCene Zivotinje moguce spasiti
transfuzijom koStane srzi druge zivotinje, §to je bio temelj za uvodenje ove metode u lijeCenju

razli¢itih hematoloskih bolesti.



Dva su klju¢na postupka u samoj transplantaciji (slika 1). Prvi je priprema bolesnika prije
transplantacije koja najc¢esce ukljucuje kombinaciju kemoterapije i zracenja sa svthom postizanja
nekoliko ciljeva. Prvi cilj je supresija imunoloSkog sustava bolesnika ¢ime se smanjuje
mogucnost odbacivanja transplantata. Drugi cilj je, ukoliko se radi o nekoj malignoj bolesti kao
Sto je npr. leukemija, smanjivanje broja tumorskih stanica. Konac¢no, ovim postupkom se
smanjuje 1 broj bolesnikovih hematopoetskih stanica. Osim ovih mijeloablativnih postupaka,
koristi se 1 tzv. kondicioniranje smanjenog intenziteta, poznato i kao nemijeloablativno
kondicioniranje. Taj postupak se ne oslanja na citotoksi¢ni utjecaj kondicioniranja u svrhu
uklanjanja tumorskih stanica, ve¢ na utjecaj limfocita T davatelja iz transplantata, te tako
omogucava transplantaciju i kod onih bolesnika koji ne bi mogli podnijeti standardni,

mijeloablativni postupak (Slika 2).
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Legenda: G-CSF - c¢imbenik rasta kolonije granulocita;, DC - dendriticka stanica; HSC - hematopoetska maticna
stanica

Slika 1. Postupak HSCT
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Legenda: HSCT - transplantacija hematopoetskih maticnih stanica;, GvHD - reakcija transplantata protiv
primatelja

Slika 2. Shema mijeloablativnog i nemijeloablativnog kondicioniranja prije HSCT

Drugi dio postupka odnosi se na samu transplantaciju stanica davatelja. Unutar
transplantata nalaze se hematopoetske mati¢ne stanice koje ¢e obnoviti hematoloski i imunoloski
sustav primatelja, ali 1 zrele stanice davateljevog imunoloskog sustava, koje su klju¢ne za
postizanje ulinka transplantata protiv tumora (engl. Graft-versus-Leukemia, GvL). Radi se

prvenstveno o citotoksi¢nim limfocitima T (4).



Izbor podudarnog davatelja je jedan od najvaznijih ¢imbenika za uspjeSan ishod
transplantacije. Otkri¢e sustava HLA predstavlja jednu od prekretnica u povijesti HSCT. Unutar
ovog sustava nalaze se geni HLA koji kodiraju molekule klju¢ne za pokretanje imunoloske
reakcije (slika 3). Naime, te molekule igraju glavnu ulogu u sazrijevanju limfocita T u timusu.
Tijekom sazrijevanja, limfociti T prolaze kroz proces pozitivne i negativne selekcije kojom se
osigurava prezivljavanje samo onih limfocita T koji su sposobni prepoznati vlastitu molekulu
HLA. Molekule HLA takoder prezentiraju antigen limfocitu T. Aktivacija limfocita T moguca je
samo ako on prepozna antigen u sklopu vlastite molekule HLA, te je stoga jasno da ¢e u
transplantacijskom okruzenju podudarnost primatelja i davatelja za gene, odnosno molekule

HLA biti od izuzetne vaznosti (5).

Kromosom 6

Regija HLA
6p21.1-21.3

Razred HLA N Razred HLA NI Razred HLA | sUstay HLA
| | B [ !
DF ]t} DG DR Cd4 CIHspTOTHE B C E AGF geni HLA

HtHHH I HHHHH—

Slika 3. Mapa sustava HLA

Postupak pronalaska podudarnog davatelja zapocCinje s odredivanjem gena HLA
bolesnika i ¢lanova njegove uze obitelji (roditelji, braca i sestre). Buduci se geni HLA nasljeduju
prema mendelskim zakonima, vjerojatnost pronalaska davatelja medu bracom 1 sestrama iznosi
25%. Ukoliko roditelji nose Ceste alele gena HLLA, postoji moguénost 1 da jedan od roditelja bude

davatelj. Pretrazivanje je opravdano proSiriti i na ¢lanove Sire obitelji ako roditelji potjecu iz



uske, zatvorene sredine ili su u daljnjem srodstvu. U slu¢ajevima kada se unutar obitelji ne moze
pronac¢i odgovarajuéi davatelj, zapocinje se s postupkom pretrazivanja registara dobrovoljnih
nesrodnih davatelja. Kriteriji podudarnosti za gene HLA ovise o tome da li je davatelj srodna ili
nesrodna osoba. Ukoliko je davatelj brat ili sestra bolesnika, primatelj i davatelj se smatraju
podudarnima ako su identi¢ni za gene HLA-A, -B 1 -DRBI1. Geni HLA se nasljeduju u bloku
zbog male ucestalosti crossing-overa unutar sustava HLA, te stoga podudarnost za gene HLA-A,
-B i -DRBI1 primatelja i davatelja istovremeno znaci i podudarnost za citav haplotip HLA. To
nije slucaj ako je davatelj nesrodna osoba te su stoga i kriteriji podudarnosti za takvog davatelja
strozi. U najvec¢em broju transplantacijskih centara, nesrodni davatelj i bolesnik moraju biti
identi¢ni za gene HLA-A, -B, -Cw, -DRB1 1 -DQB1 da bi se osigurao uspjesan ishod HSCT (6).
Dugi niz godina je jedini izvor hematopoetskih mati¢nih stanica za transplantaciju bila
kostana srz dobivena aspiracijom iz ilijacnih kostiju davatelja. Posljednjih godina se medutim
sve vise koriste 1 maticne stanice dobivene iz periferne krvi (engl. Peripheral Blood Stem Cells,
PBSC). Naime, nakon primjene ¢imbenika rasta kolonija granulocita (engl. Granulocyte Colony
Stimulating Factor, G-CSF) moguce je iz periferne krvi aferezom dobiti velik broj mati¢nih
stanica. Prednost ovog pristupa u usporedbi s transplantacijom matic¢nih stanica iz koStane srZi je
brze prihvacanje transplantata, dok je nedostatak ceS¢a pojava kroni¢nog GvHD-a. 1z tog razloga
se danas koriste oba pristupa, ovisno o tipu bolesti kao 1 nekim drugim ¢imbenicima, npr. dobi
bolesnika. Naposljetku, u novije vrijeme se sve vise u transplantaciji koriste mati¢ne stanice iz
umbilikalne krvi, a prednost ovakvog transplantata ocituje se u brzoj dostupnosti transplantata
budu¢i se radi o smrznutim jedinicama umbilikalne krvi. Vazna je Cinjenica da je umbilikalna
krv relativno siromasna zrelim limfocitima T, iz tog razloga je 1 smanjen rizik od GvHD-a, a
rezultat toga je mogucnost provodenja transplantacije 1 s odredenim brojem nepodudarnosti za
gene HLA. S druge strane, ovaj tip transplantacije sa sobom nosi povecani rizik od zatajenja
transplantata, bilo uslijed odbacivanja ili zbog neprihvacanja transplantata. Isto tako su i

prihvacanje transplantata mati¢nih stanica iz umbilikalne krvi 1 oporavak hematopoetskog



sustava sporiji u usporedbi s ostalim izvorima matic¢nih stanica Sto rezultira pove¢anim rizikom
za infekcije (3).

Nastavak lijecenja bolesnika nakon transplantacije ukljucuje Citav niz postupaka nuznih
za povoljan ishod. Nakon transplantacije, bolesnici koji su bili podvrgnuti mijeloablativnom
protokolu, nalaze se u stanju pancitopenije i osjetljivi su na razlicite infekcije te stoga moraju
boraviti u sterilnom okruzenju. Potpora transfuzijama eritrocita i trombocita je nuzna, kao i
profilakticko lijeCenje protiv bakterijskih, virusnih 1 gljivicnih infekcija. Provodenje
imunosupresije bolesnika nakon transplantacije potrebno je i1 radi sprjeCavanja razvoja GvHD-a.
Konac¢no, jedan od postupaka koji se primjenjuje nakon transplantacije, a predstavlja mozda i
najveci napredak u posljednjih nekoliko godina u ovom podrucju, je infuzija limfocita davatelja
(engl. Donor Lymphocyte Infusion, DLI). DLI se koristi za poboljsanje u¢inka GvL, odnosno u

slucajevima kada se pojavi relaps bolesti (4).

1.1.2. IMUNOLOSKI PROCESI U HSCT

Postupak HSCT je razvijen kako bi omogucio primjenu inace smrtonosnih doza zracenja
1/ili kemoterapije kojima se uklanjaju tumorske stanice. Naime, budu¢i niti zracenje niti
citostatici koji se koriste u tim postupcima nisu specificni za tumor, takvo intenzivno
kondicioniranje dovodi do uniStenja hematopoetskog i imunoloskog sustava bolesnika te je
nuzna HSCT kako bi se osigurao njihov oporavak. Nazalost, niti jedan od dosad istrazivanih
postupaka kondicioniranja ne osigurava potpuno uklanjanje tumora. Za uklanjanje preostalih
tumorskih stanica kljucan je uc¢inak GvL zrelih stanica iz transplantata i to prije svega limfocita
T. Iste stanice su odgovorne i za razvoj GvHD-a te ta dva procesa zapravo predstavljaju dva
nali¢ja iste medalje (slika 4). Jedan od najvecih izazova znanstvenicima iz podrucja

transplantacijske imunologije predstavlja upravo pitanje da li je ta dva procesa moguce



razdvojiti, odnosno da li je moguce razviti postupak kojim bi se sprije¢io GvHD, a da se pritom

ne ukine u¢inak GvL (7).
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Legenda: GvHD - reakcija transplantata protiv primatelja;, GvL - ucinak transplantata protiv tumora

Slika 4. Uloga limfocita T u nastanku GvHD i uéinka GvL nakon HSCT

I u slucaju ucinka GvL i u slu¢aju GvHD-a nezaobilaznu ulogu igraju molekule HLA
razreda I i II koje prezentiraju antigene citotoksicnim (CD8+) i pomoénickim (CD4+)
limfocitima T. Nepodudarnost za gene HLA primatelja i davatelja predstavlja najveci rizik za
razvoj GvHD-a ili odbacivanje transplantata. Premda je ucestalost GvHD-a puno manja ukoliko
su primatelj i davatelj podudarni za gene HLA, on se ipak pojavljuje i to kao posljedica odgovora
limfocita T na slabe antigene tkivne podudarnosti (engl. minor Histocompatibility Antigens,
mHAg). Slabi antigen tkivne podudarnosti moze biti bilo koji protein u organizmu koji unutar
slijeda nukleotida svog gena posjeduje varijabilnost, odnosno ako za taj protein postoje razlike

bilo u slijedu aminokiselina bilo u razini ekspresije izmedu jedinki unutar populacije (slika 5).



__

limfocit T

Legenda: TCR - T stanicni receptor

Slika S. Mehanizam nastanka slabih antigena tkivne podudarnosti

Razlika izmedu ucinka GvL 1 GvHD-a leZi upravo u vrsti mHAg koji poti¢e odgovor
limfocita T. Ako se radi o viSe mHAg koji su specifiéni za tumorsku stanicu, razvija se GvL
uc¢inak. Ukoliko se ti antigeni nalaze na razli¢itim zdravim tkivima, dolazi do razvoja GvHD-a
(8).

Jedna od najtezih komplikacija nakon HSCT je GvHD. Javlja se u dva oblika: akutni i
kroni¢ni GvHD. Akutni GvHD karakterizira oSteCenje koze, jetre i probavnog sustava, dok
kroni¢ni oblik ima puno raznovrsnije manifestacije 1 moze nalikovati autoimunim sindromima.
Granica do koje se GvHD Kklasificira kao akutni oblik je 100 dana nakon transplantacije, no radi
se prvenstveno o granici koja je postavljena radi olakSavanja epidemioloskih studija te je za
potvrdu potrebna pato-histoloska klasifikacija.

Sam proces nastanka akutnog GvHD-a se moze podijeliti u tri koraka (slika 6).
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Pocetna, tzv. inicijacijska faza GvHD-a se odvija prije transplantacije, odnosno za
vrijeme kondicioniranja bolesnika. Naime, u tom razdoblju uslijed citotoksicnog djelovanja
kemoterapije 1 zracenja dolazi do oStecenja tkiva bolesnika, posebice crijevne mukoze. Ostecenje
tkiva omogucava prijenos bakterijskih produkata kao Sto je npr. lipopolisaharid iz lumena crijeva
u krvotok uslijed ¢ega dolazi do izlu¢ivanja proupalnih citokina (tzv. ,,citokinska oluja®) Sto
dovodi do pojacane ekspresije molekula HLA kao i1 adhezijskih molekula na stanicama
bolesnika. Na taj nacin se povecava sposobnost tih stanica da prezentiraju antigen.

U drugom koraku dolazi do aktivacije limfocita T davatelja unutar limfnih ¢vorova Sto
rezultira stvaranjem interferona y (IFN y) koji dodatno pojaCava ekspresiju molekula HLA,
adhezijskih molekula i kemokina na antigen prezentirajuéim stanicama (eng/. Antigen Presenting
Cells, APC), prvenstveno dendritickih stanica (DC). Na taj nacin, IFN yjo§ viSe potiCe
prezentaciju antigena, ali i aktivaciju limfocita CD8+ 1 CD4+ specificnih za primatelja. U
zavrSnom, tre¢em koraku te efektorske stanice putuju u ciljne organe gdje uzrokuju ostecenje
tkiva koje moze dovesti do multiorganskog zatajenja (9).

Premda su limfociti T od klju¢ne vaznosti za odvijanje imunoloskih reakcija koje su
potaknute kao posljedica transplantacije, posljednjih godina se pozornost znanstvenika sve vise
usmjerava na tzv. stanice ,,prirodne ubojice (engl. Natural Killer, NK) i njihovu ulogu, kako u
stvaranju u¢inka GvL, tako i u nastajanju GvHD-a. Taj interes je prije svega bio potaknut
rasvjetljavanjem mehanizma aktivacije stanica NK. Naime, za aktivaciju stanice NK, uz vezanje
liganda za aktivacijske receptore, istovremeno ne smije doci do interakcije inhibicijskog
receptora i njegovog liganda, te su na taj nacin stanice NK odgovorne za odrzavanje imunoloske
tolerancije 1 sprjeCavanje autoimunosti. Otkri¢e tog mehanizma, kao i1 otkrice da su ligandi
inhibicijskih receptora stanica NK molekule HLA, omogucilo je razvijanje pristupa koji

poboljsavaju uc¢inak GvL, a temelje se na citotoksi¢nim sposobnostima stanica NK (slika 7).

11



Inhibicijski
receptor

Aktivacijski
receptor

W
= 1 Aktivacijski Ubijanje
(i | | ligand

. Transformacija

Slika 7. Mehanizam aktivacije stanica NK

Gubitak ekspresije molekula HLA je jedan od uobic¢ajenih mehanizama bijega tumorske
stanice. Medutim, takva tumorska stanica, premda viSe ne moZe biti prepoznata i uklonjena
posredstvom citotoksi¢nih limfocita T, viSe nije sposobna pruziti inhibicijski signal koji je
potreban da ne postane meta stanice NK. S druge strane, stanice NK nece dovesti do razvoja
GvHD-a, upravo suprotno, prema istrazivanjima na mis$jim modelima, stanice NK zapravo

sprje¢avanju razvoj GvHD-a i to ubijajuéi dendriticke stanice primatelja (slika 8) (10).

12



stres stanitna
Tht smrt
A, “ﬁr;’ odgovor .,
:. '\?_ l'\ i Jr.-r" X .-"l \
3 L—'_‘;UA.O—'O O—» O—» — GVHD
F_ I_\" "._._ J l.-:. L '_ r %,
wiVA A
primateljeva ‘1.:\ davateljev aktivira !1i davateljev a ktivirapi
iDC primateljeva Cha+LyT davateljev CD8+Ly T davateljev
mDC Thily CD8+ CTL

stres ©
Jl.

liza .

| | . 1
}_ A '-"-E?rll-"- - ‘.L *.'. - - ..-I. _‘i - _..[\t o 5
3 _ i . p * -. -
PO -© 10 15— Wa mew
™ - - bia b '

o,

o
1
primateljeva davalelieva aktivirana primateljeva liza
inC stanica NK dtavgteljﬁxa inc nezrele DC
stanica

Legenda: iDC - nezrela dendriticka stanica; mDC - zrela dendriticka stanica; Ly T - limfocit T, CTL - citotoksicni
limfocit T; GvHD - reakcija transplantata protiv primatelja

Slika 8. Pretpostavljeni mehanizam djelovanja stanica NK u sprje¢avanju GvHD-a

Postoje brojni pristupi kojima se u danasnje vrijeme pokusava sprijeciti razvoj GvHD-a
uz istovremeno zadrZavanje ucinka transplantata na tumorske stanice. U nekim centrima se
smanjuje Stetni uc¢inak kondicioniranja primjenom nemijeloablativnih protokola. Drugi pristup je
kombinacija mijeloablativnog kondicioniranja uz depleciju limfocita T iz transplantata te kasnije
primjene DLI. Konac¢no, u svjetlu otkri¢a prednosti stanica NK u usporedbi s limfocitima T,
danas se razvijaju protokoli tzv. haploidenticne transplantacije u kojoj se bira davatelj
transplantata s ciljanom nepodudarnos¢u HLA, odnosno onom koja ¢e osigurati postojanje
aloreaktivnih stanica NK u transplantatu. Poznavanje tipa inhibicijskih receptora (engl. Killer
Inhibitory Receptor, KIR) koji se nalaze na stanicama NK davatelja neophodno je u planiranju
haploidenti¢ne transplantacije. Naime, budu¢i se radi o receptorima koji nisu specificni za
pojedinacne molekule HLA razreda I, ve¢ za grupe molekula HLA, nepodudarnost za gene HLA

ne znaci nuzno 1 nepodudarnost za ligande receptora KIR na stanicama NK (11). Premda se u
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vedini transplantacijskih centara haploidenti¢na transplantacija jo$ uvijek ne razmatra ukoliko je
moguce pronaci bilo srodnog bilo nesrodnog davatelja identicnog za gene HLA, rezultati brojnih
istrazivanja upucuju kako ¢e se ovaj postupak u buduénosti provoditi kao prvi izbor lijecenja za
odredene bolesti. U tom smislu se posebno istice rad skupine znanstvenika iz Perugie koji su u
retrospektivnoj analizi ishoda haploidenticnih transplantacija pokazali da vjerojatnost pojave
relapsa bolesti unutar pet godina nakon transplantacije iznosi 75% za bolesnike kod kojih nije
postojala nepodudarnost za ligande receptora stanica NK. Nasuprot tome, relaps se nije pojavio
niti kod jednog bolesnika ¢ija je nepodudarnost u genima HLA s davateljem bila takva da je
izazvala aktivaciju aloreaktivnih stanica NK iz transplantata (12). Potrebno je istaknuti da su
ovako dobri rezultati bili uoceni samo za bolesnike s akutnom mijeloi¢cnom leukemijom (engl.
Acute Myeloid Leukemia, AML), ali ne npr. i s akutnom limfoblasticnom leukemijom (engl.
Acute Lymphoblastic Leukemia, ALL) te su stoga daljnja istrazivanja u ovom smjeru nuzna
kako bi se prednost haploidenti¢ne transplantacije u usporedbi sa standardnim metodama mogla

procijeniti sa sigurnosScu.

1.1.3. PRIMJENA HSCT

Transplantacija hematopoetskih mati¢nih stanica je u danasnje vrijeme metoda izbora u

lije¢enju brojnih hematoloskih poremecaja i malignosti, ali 1 razli¢itih tumora solidnih organa,

autoimunih bolesti i sl. (tablica 1) (13)
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Tablica 1. Bolesti koje se lijeCe transplantacijom hematopoetskih mati¢nih stanica

Maligne bolesti

Akutna mijeloi¢na leukemija (AML)
Akutna limfocitna leukemija (ALL)
Kroni¢na mijeloi¢na leukemija (CML) i
mijeloproliferativni poremecaji
Kroni¢na limfocitna leukemija (CLL)
Non-Hodgkinov limfom (NHL)
Hodgkinova bolest (HL)
Mijelodisplasti¢ni sindromi (MDS)
Multipli mijelom i amiloidoza

Solidni tumori: dojka, testis, jajnik i
mikrocelularni karcinom pluca
Pedijatrijski solidni tumori: neuroblastom,
Ewingov sarkom, meduloblastom,

karcinom bubreznih stanica, melanom

Nemaligne bolesti

Aplasti¢na anemija (AA) i srodna
zatajenja koStane srzi
Hemoglobinopatije: talasemija, anemija
srpastih stanica

Kongenitalni poremecaji hematopoeze:
Fanconijeva anemija i srodni sindromi
Kongenitalne imunodeficijencije: teSka
kombinirana imunodeficiencija, Wiskott-
Aldrichev sindrom, kroni¢na
granulomatozna bolest i srodni sindromi
Urodene greske metabolizma

Autoimuni poremecaji

1.2. KIMERIZAM U HSCT

Pojam kimerizam potjece od grcke rijeci ,,himera“ kojom se nazivalo ¢udoviste iz grcke
mitologije koje je imalo glavu lava, tijelo koze i rep zmije (slika 9). U medicini se kimerom
naziva organizam u ¢ijem tijelu postoje stanicne populacije porijeklom iz genetski razlicitih
jedinki iste ili razli¢itih vrsta. Kimera moze nastati prirodnim putem te tako npr. oko 8%
dvojaj€anih blizanaca predstavljaju prirodne kimere, s druge strane moze biti stvorena i umjetno
npr. transplantacijom tkiva ili organa. Pojam iradijacijske kimere uveden je 1950-tih godina kako
bi oznafio miSa kojem je nakon ozraivanja cijelog tijela, hematopoetski sustav spaSen

transplantacijom hematopoetskog tkiva drugog misa (14).

15



Slika 9. Cudoviste himera iz gréke mitologije

Postoji nekoliko vrsta kimerizma koji mogu nastati nakon HSCT. U sklopu znanstvenog
skupa ,,Tandem Meetings of the International Bone Marrow Transplant Registry and the
American Society of Blood and Marrow Transplantation* (2001.g.) odrzana je i1 sekcija na kojoj
su radi uskladivanja nazivlja donesene preporuke o mogucim statusima kimerizma. O punom
kimerizmu (PK) govorimo ukoliko je primateljev hematopoetski sustav u potpunosti zamijenjen
davateljevim te su nakon transplantacije prisutne samo davateljeve stanice. Nasuprot tomu, ako
nakon transplantacije u tijelu bolesnika postoje i primateljeve i davateljeve stanice u bilo
kakvom omjeru, tada se radi o tzv. mijeSanom kimerizmu (MK). Postoji nekoliko razli¢itih
podtipova mijeSanog kimerizma ovisno o njegovoj stabilnosti, odnosno smjeru promjena u
omjeru stanica primatelja i davatelja. Prvi podtip je stabilni mijeSani kimerizam pri kojem se
udjeli stanica primatelja i davatelja ne mijenjaju znacajno s vremenom. Ovaj tip mijeSanog
kimerizma se javlja Cesto nakon transplantacija koje se provode u svrhu lijeCenja nemalignih
bolesti kao S§to je npr. teSka kombinirana imunodeficijencija (engl. Severe Combined
Immunodeficiency Disease, SCID), pri kojima se primjenjuje kondicioniranje smanjenog

intenziteta. Padaju¢i mijeSani kimerizam je stanje u kojem dolazi do smanjivanja udjela stanica
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primatelja, a karakteristian je za rano razdoblje nakon transplantacije. Tre¢i podtip je rastuci
mijeSani kimerizam pri kojem dolazi do porasta udjela stanica primatelja. Naposljetku, postoji 1
djelomi¢ni kimerizam (DK) kod kojeg su neke stani¢ne linije u potpunosti primateljeve, a druge

davateljeve (15).

1.2.1. VAZNOST PRACENJA KIMERIZMA NAKON HSCT

Pracenje kimerizma kojim se utvrduje porijeklo stanica u perifernoj krvi ili kostanoj srzi
bolesnika nakon HSCT daje vrlo vrijedne informacije o uspjesnosti transplantacije s obzirom na
funkcioniranje transplantata, ucinkovitost kemoterapije i zraenja itd. Medutim, procjena
znacenja pojedinog nalaza kao i izbor intervencija koje odredeni status kimerizma iziskuje, ovisi
o tome da li je transplantacija provedena u svrhu lije¢enja maligne ili nemaligne bolesti.

Transplantacija hematopoetskih mati¢nih stanica je jedini nacdin lijeCenja brojnih
bolesnika s naslijedenim ili steCenim nemalignim bolestima kao S§to su talasemija, anemija
srpastih stanica, razliCite imunodeficijencije i sl. Buduéi je cilj transplantacije kod ovakvih
slucajeva poboljSanje hematopoetske funkcije, postizanje imunokompetentnosti ili povecanje
kolicine enzima koji nedostaje, nije nuzno u potpunosti zamijeniti primateljev hematopoetski
sustav s davateljevim, odnosno posti¢i puni kimerizam, ve¢ je za znatno poboljSanje stanja
dovoljno dovesti bolesnika u status mijeSanog kimerizma. Iz tog razloga se u protokolu
transplantacije za lijeCenje nemalignih bolesti primjenjuje kondicioniranje smanjenog intenziteta
pa je nalaz mijeSanog kimerizma nakon transplantacije 1 ocekivan. Premda je na ovaj nacin
smanjena ucestalost Stetnih nuspojava, posljedica nemijeloablativnog pristupa jest da su
odbacivanje transplantata ili njegovo neprihvacanje glavni uzroci neuspjeha lijecenja. Pracenjem
kimerizma moguce je ukazati na one bolesnike kod kojih postoji opasnost od odbacivanja

transplantata. Nalaz rastueg mijeSanog kimerizma je povezan s pojavom odbacivanja za
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talasemiju, teSku aplasti¢nu anemiju, anemiju srpastih stanica 1 brojne druge bolesti. Ukoliko se
analizom bolesnikovog uzorka utvrdi rastu¢i mijeSani kimerizam, pravodobnom intervencijom
kao $to je primjena DLI ili ukidanje imunosupresije, moguce je spasiti transplantat (16).

Smatra se da je za uspjesno lijeCenje malignih bolesti s HSCT kljucno postizanje statusa
punog kimerizma. Prisutnost stanica primatelja nakon transplantacije moze ukazati ili na
prezivljavanje tumorskih stanica ili na prezivljavanje normalnih, zdravih hematopoetskih stanica
primatelja ili oboje. Iz tog razloga utvrdivanje statusa kimerizma ne moze biti zamjena za analizu
minimalne ostatne bolesti (engl. Minimal Residual Disease, MRD), ve¢ je za pravilno pracenje
prihvacanja transplantata 1 remisije potrebna kombinacija obje metode. S druge strane, prema
nekim istrazivanjima, 1 prisutnost normalne primateljeve hematopoeze ukazuje na povecani rizik
za relaps bolesti, Naime, pretpostavlja se da primateljeve hematopoetske stanice olaksSavaju
proliferaciju malignih stanica koje su prezivjele kondicioniranje i to tako da inhibiraju
imunokompetentne, efektorske davateljeve stanice, odnosno oslabljuju uc¢inak GvL. Danas je
povezanost mijeSanog kimerizma 1 relapsa dobro dokumentirana jedino za bolesnike s
kroni¢nom mijeloicnom leukemijom (CML). Rezultati istrazivanja ove povezanosti za akutne
oblike leukemije jo$ uvijek su proturje¢ni, neka su istrazivanja ukazala na prediktivnu vrijednost
mijeSanog kimerizma za pojavu relapsa, dok druga nisu nasla takvu povezanost. Utvrdeno je
takoder da postoje razlike i ovisno o Cinjenici da li su u istrazivanje bili ukljueni odrasli
bolesnici ili djeca. Zaklju€ak svih preglednih radova koji se bave ovom problematikom jest da je
za procjenu vaznosti prac¢enja kimerizma u svrhu predvidanja relapsa potrebno provesti daljnja 1
puno opseznija istrazivanja.

Analiza statusa kimerizma na staniénim subpopulacijama izrazito povecava osjetljivost
metode. Iz tog razloga je u slucajevima kada ne postoji biljeg specifican za bolest koji
omogucava pracenje MRD-a pomocu tehnika lanc¢ane reakcije polimerazom (engl. Polymerase
Chain Reaction, PCR), kao §to je npr. BCR/ABL fuzijska mRNK za CML, analizu pracenja

kimerizma na stani¢nim subpopulacijama moguce koristiti kao zamjensku metodu.
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Uvodenjem nemijeloablativnog pristupa u lijeCenju malignih bolesti transplantacijom
doslo je i do promjena u postupku pracenja kimerizma. MijeSani kimerizam je prisutan kod svih
bolesnika nakon HSCT, te su primjene DLI nuzne kako bi se postigao puni kimerizam 1 sprijecio
relaps bolesti. Analizom statusa kimerizma moguce je utvrditi ucinkovitost tog postupka.
Istrazivanja su dodatno pokazala da je prisutnost mijeSanog kimerizma unutar populacije
limfocita T 1 NK stanica povezana s odbacivanjem transplantata, odnosno da je prisutnost
limfocita T primatelja povezana s povecanim rizikom za relaps. 1z tog razloga se kod ovakvih
bolesnika preporuca provodenje analize na mijeloidnoj lozi, limfocitima T i stanicama NK (17).

Premda se postupci pracenja kimerizma nakon HSCT razlikuju izmedu pojedinih centara
s obzirom na vremenski razmak izmedu pojedinih analiza, uzorak na kojem se analiza provodi i
sl., usuglaseno je misljenje da je analiza statusa kimerizma metoda koju je potrebno rutinski
provoditi nakon transplantacije kako bi se u sluc¢aju utvrdivanja rastu¢eg mijeSanog kimerizma

moglo pravodobno intervenirati te sprijeiti odbacivanje transplantata ili relaps bolesti.

1.2.2. METODE ZA ODREDIVANJE STATUSA KIMERIZMA NAKON HSCT

U protekla dva desetlje¢a su se u svrhu odredivanja porijekla stanica u uzorku bolesnika
nakon HSCT upotrebljavale brojne metode. Bez obzira na tehniku koja se primjenjivala 1 vrstu
stanica koje su se analizirale, sve metode su se temeljile na analizi polimorfnih genetskih biljega
ili njihovih produkata za koje su se primatelj 1 davatelj razlikovali. Metode koje se danas koriste
za pracenje kimerizma su: fenotipizacija eritrocita, citogenetske analize, fluorescentna in situ
hibridizacija (engl. Fluorescent In Situ Hybridization, FISH), polimorfizmi duljine restrikcijskog
fragmenta (engl. Restriction Fragment Length Polymorphism, RFLP), analiza kratkih uzastopnih
ponavljanja (engl. Short Tandem Repeats, STR) i varijabilnog broja uzastopnih ponavljanja

(engl. Variable Number of Tandem Repeats, VNTR), analiza biljega specifi¢nih za kromosom X
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1Y, analiza amelogenina, kvantitativni PCR u stvarnom vremenu (eng/. Real-Time quantitative
PCR, RT-PCR), amplifikacijski refraktorni mutacijski sustav (engl. Amplification Refractory
Mutation System, ARMS) i obrada slike - in sifu digestija restrikcijske endonukleaze (engl.
Image Processing and Restriction Endonuclease /n Situ Digestion, IPA-REISD). Osjetljivost
pojedine metode, kao i njena informativnost, navedene su u tablici 2. Osim navedenih metoda,
odredivanje gena HLA u slucajevima kada postoji nepodudarnost za te gene izmedu primatelja i
davatelja moze se takoder koristiti u svrhu pracenja kimerizma. Medutim, buduéi se danas u
najvecem broju slucajeva transplantacija jos uvijek provodi izmedu primatelja i davatelja koji su

identi¢ni za gene HLA, ovaj pristup se rijetko kada moze primjeniti.

Tablica 2. Usporedba metoda za odredivanje statusa kimerizma nakon

HSCT
METODA OSJETLJIVOST (%)  INFORMATIVNOST
Fenotipizacija eritrocita 0,04-3 niska
Citogenetska analiza 5-10 niska
FISH 0,7-5 visoka
RFLP 5-10 visoka
STR/VNTR 0,4-5 jako visoka
Biljezi Y kromosoma 0,1-4 visoka
Biljezi X kromosoma 0,1-4 visoka
Amelogenin 0,1-4 visoka
RT-PCR 0,1-1 visoka

Legenda: FISH - fluorescentna in situ hibridizacija; RFLP - polimorfizmi duljine
restrikcijskog fragmenta; STR - kratka uzastopna ponavijanja; VNTR - varijabilni broj
uzastopnih ponavijanja; RT-PCR - kvantitativna lancana reakcija polimerazom stvarnom
vremenu
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1.2.2.1. Metoda fenotipizacije eritrocita

Fenotipizacija eritrocita je metoda koja se koristi za otkrivanje hematopoeze primatelja
uglavnom samo za bolesnike s CML-om. Razlog tome lezi u ¢injenici da se kod te bolesti
prilikom relapsa povecava samo udio granulocita, monocita i eritrocita primatelja, dok ostale
stani¢ne linije ostaju porijeklom od davatelja. Prednosti ove metode su da se moze provoditi na
uzorcima krvi, brzina, osjetljivost i preciznost. Nedostatak metode je da se analizira samo jedna

vrsta stanica te da se ne moze izvoditi ako je bolesnik primio transfuzije krvi (18).

1.2.2.2. Citogenetska analiza

Citogenetska analiza se uglavnom koristila u slu¢ajevima kada su se primatelj i davatelj
razlikovali po spolu. Medutim, ova metoda se mogla koristiti ¢ak i ako su primatelj i davatelj bili
istog spola ukoliko se radilo o bolesti koju karakterizira neki kromosomski rearanzman s
gubitkom genetske informacije, bilo da se radi o monosomiji ili deleciji. Tako se npr.
citogenetska analiza koristi u pracenju kimerizma kod bolesnika s CML kod kojih se odreduje
prisutnost stanica pozitivnih za Philadelphia kromosom. Ova metoda ima brojne nedostatke:
dugotrajna je i zahtjeva veliku koli¢inu uzorka bolesnika, analizira samo stanice koje se dijele,

nisko je osjetljiva 1 ogranicena je brojem stanica (19, 20).

1.2.2.3. Metoda FISH

Za razliku od klasi¢nog citogenetskog odredivanja kromosoma X i Y, metoda FISH
omogucava brzu analizu velikog broja stanica. Radi se o pouzdanoj i visoko osjetljivoj metodi s
malim postotkom lazno pozitivnih rezultata. Nazalost, ovu metodu je moguce koristiti samo u

slucajevima kada se primatel;j 1 davatelj razlikuju u spolu (21).
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1.2.2.4. Metoda RFLP

Upotreba metode RFLP temelji se na prisutnosti/odsutnosti mjesta cijepanja restrikcijskih
enzima u uzorku DNK primatelja i davatelja. Metoda je visoko informativna buduci, za razliku
od citogenetskih tehnika, analizira DNK iz najmanje 10° stanica i to svih stanica s jezgrom, bez
obzira na to da li se dijele ili ne. S druge strane, metoda je dugotrajna, zahtjevna i nisko
osjetljiva, a moguce ju je provesti samo ukoliko je dostupna veca koli¢ina uzorka za analizu Sto

je u brojnim sluc¢ajevima nemoguce (22).

1.2.2.5. Analiza lokusa STR/VNTR

Analiza mikrosatelitskih lokusa (STR) i1 minisatelitskih lokusa (VNTR) smatra se
najboljim izborom za pracenje kimerizma nakon HSCT. Metoda analizira izrazito polimorfne
dijelove genoma te je stoga visoko informativna. Brza je, zahtijeva malu koli¢inu uzorka te ju je
moguce provesti vrlo brzo nakon transplantacije. Nedostatak metode je neSto niza osjetljivost
koja je posljedica Cinjenice da tijekom PCR reakcije bolje umnazaju molekule DNK onih stanica

koje ¢ine vecinski udio u uzorku (23).

1.2.2.6. Analiza biljega kromosoma Y i X i amelogenina

Metode koje analiziraju biljege specificne za kromosom Y i1 X koriste se kada postoji
razlika u spolu primatelja 1 davatelja. Ukoliko je davatelj muskog spola, analiziraju se geni,
mikrosateliti ili bialelni biljezi specificni za kromosom Y uz pomo¢ metode PCR. Ako je
davatelj Zzenskog spola, analizira se gen za androgeni receptor koji se nalazi na kromosomu X
(engl. Human Androgen Receptor, HUMARA) koji sadrzi trinukleotidno ponavljanje CAG. U
stanicama muskog porijekla taj mikrosatelit nije metiliran 1 stoga je podlozan digestiji
restrikcijskim enzimom Hpall. Time je omoguceno odredivanje netaknute DNK iz stanica

zenskog porijekla. Analiza amelogenina moze se koristiti kao drugi izbor u oba slucaja. Ove
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metode su visoko osjetljive, no svoju primjenu imaju samo kod onih parova gdje su primatelj 1

davatelj razlicitog spola (24).

1.2.2.7. Metoda RT-PCR

RT-PCR. Temelji se na uporabi fluorescentno obiljezene probe koja je ugradena izmedu
pocetnica 5' i 3' zbog Cega se tijekom PCR ciklusa cijepa i na taj naCin emitira fluorescenciju.
Budu¢i se koli¢ina PCR produkta, a samim time i koli¢ina pocijepane probe udvostrucuje sa
svakim PCR ciklusom, postoji linearan odnos izmedu logaritma pocetnog broja kopija molekule
DNK 1 prvog ciklusa tijekom kojeg dolazi do znacajnog porasta fluorescencije. Ovim postupkom
moze se posti¢i brzo, precizno i osjetljivo odredivanje udjela stanica primatelja. Nazalost,
metoda je za sad ucinkovita jedino kada se analiziraju bialelni genski biljezi (engl. Single
Nucleotide Polymorphism, SNP) §to znac¢i da je analizu moguce primjeniti kod oko 90% parova

(25).

1.3. KRATKA UZASTOPNA PONAVLJANJA SLIJEDA DNK

Kratka uzastopna ponavljanja slijeda DNK, poznata i kao mikrosatelitski lokusi, su
dijelovi genoma unutar kojih je slijed nukleotida duzine 1-6pb uzastopno ponovljen odreden broj
puta. Prisutni su u eukromatinskim regijama kromosoma svih eukariota osim kvasca. Odlikuje ih
visok stupanj mutacija (5x107*-107 po mjestu po mejozi) 1 kodominantno mendelsko
nasljedivanje. Nalaze se u izvangenskim, ali i u genskim regijama i to ne samo u intronima, ve¢ i
u kodiraju¢éim regijama gena. U ljudskom genomu se javljaju u prosjeku svakih 6kb.

Mikrosatelitska DNK je slabo zastupljena jedino u telomerama i centromerama (26).

23



Mikrosateliti se medusobno razlikuju u duzini ponavljanog slijeda, broju ponavljanja te
sloZzenosti ponavljajuéeg uzorka. Jednostavna ponavljanja sadrze jedinice identi¢ne duzine i
slijeda. Primjer jednog takvog ponavljanja je mikrosatelitski lokus HUMTHO1 (engl. Human
Tyrosine Hydroxylase gene) koji se sastoji od ponavljanja slijeda TCAT. Slozena ponavljanja se
sastoje od dva ili viSe susjednih, jednostavnih ponavljanja. Mikrosatelitski lokus HUMVWA31
(engl. Human von Willebrand Factor gene) sa strukturom (ATCT)(GTCT)n(ATCT), je primjer
slozenog ponavljanja. Kompleksna ponavljanja mogu sadrzavati nekoliko blokova s
ponavljaju¢im jedinicama promjenjive duzine te vise ili manje promjenjivim intervenirajuéim
sljedovima. Primjer takvog ponavljanja je mikrosatelitski lokus D21S11 sa slijede¢om
strukturom: (TCTA)4.6(TCTG)s.4(TCTA);TA(TCTA);TCA(TCTA), TCCATA(TCTA),. (27).

Aleli pojedinih mikrosatelita medusobno se razlikuju po broju ponavljanja slijeda
specificnog za taj lokus. Smatra se da bi se nastanak te raznovrsnosti mogao objasniti
mehanizmom ispada pri udvostru¢avanju molekule DNK (engl. replication slippage). Radi se o
procesu koji se zbiva tijekom udvostru¢avanja DNK kada uslijed ispada dijela slijeda dolazi do
pogresnog sparivanja te je kao posljedica toga jedan ponavljaju¢i blok izbacen ili umetnut u
novonastali lanac DNK (slika 10). Naime, s obzirom da se mikrosatelitski lokusi sastoje od
jednakih ponavljanja, prilikom spajanja lanca DNK koji predstavlja kalup i novonastalog lanca
moze do¢i do pogreske uslijed koje je jedan ponavljaju¢i blok izbaCen u obliku omce iz
molekule. Takav blok ¢e se isjeci tijekom popravka molekule DNK te ¢e zbog toga novi lanac
biti razli¢ite duljine u odnosu na stari. UcCestalost ispada ovisi o veli¢ini ponavljaju¢e jedinice
(najveca je za dinukleotidna ponavljanja) 1 o njenom slijedu (najmanja je za ponavljanja bogata

kombinacijom G-C) (28).
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Povecanje u broju ponavljanja

Smanjenje u broju ponavljanja
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Slika 10. Princip stvaranja raznovrsnosti mikrosatelitskih lokusa mehanizmom ispada pri

udvostru¢avanju molekule DNK

Zbog Cinjenice da se aleli mikrosatelitskih lokusa razlikuju po duljini, metode za njihovo

odredivanje su vrlo jednostavne i uklju¢uju umnazanje uz pomo¢ reakcije PCR te elektroforezu

za razdvajanje produkata PCR (slika 11).
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Slika 11. Shema odredivanja alela mikrosatelitskog lokusa

Naime, uporabom pocetnica koje su fluorescentno obiljezene i specificne za jedinstvene
sljedove DNK u smjeru 5' i 3' od samog mikrosatelitskog lokusa, moguce je reakcijom PCR
dobiti velik broj fluorescentno obiljezenih kopija alela pojedinog mikrosatelitskog lokusa koje
nosi odredena osoba. S obzirom da se aleli zbog razlike u broju ponavljanja osnovnog slijeda,
medusobno razlikuju po duljini, razli¢itom brzinom ¢e putovati kroz gel tijekom elektroforeze te
se na taj nacin razdvojiti. Razdvojene alele je tad moguce vrlo jednostavno odrediti uz pomo¢
lasera koji ¢e pobuditi fluorescenciju boje te fotodetektora koji tu fluorescenciju ocitava.

Usporedbom vremena od pocetka elektroforeze do ocitanja fluorescencije za alel
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mikrosatelitskog lokusa koji se analizira i fragment DNK poznate duljine koji se koristi kao
standard, moguce je izraCunati duljinu alela te ga na taj nacin i definirati.

O ulozi mikrosatelita u eukariotskom genomu postoje dva, suprotstavljena misljenja. Prva
teorija govori da ponavljaju¢i sljedovi DNK imaju funkcionalnu ulogu, bilo neposredno u
genskoj regulaciji ili kao tzv. ,,vruc¢a mjesta” (engl. hot spots) rekombinacije. Prema toj teoriji,
mikrosatelitska DNK je zadrzana unutar genoma zato Sto svojim mutagenim potencijalom
pojacava dugoro¢ni evolucijski potencijal vrste (29). Protivnici ove teorije tvrde da su sva
svojstva 1 funkcije koje se pripisuju ponavljaju¢im sljedovima DNK samo odgovor na njihovu
prisutnost u genomu, tj. da su posljedica, a ne uzrok njenog nastanka i odrzavanja. Oni podupiru
hipotezu tzv. ,,sebicne” DNK (engl. selfish DNK) koja kaze da se ponavljaju¢i sljedovi
odrzavaju samo zbog svoje sposobnosti da se repliciraju i Sire u genomu (30).

Nazivlje mikrosatelitskih lokusa je dugi niz godina predstavljalo izvor problema i
nesporazuma. Naime, sve do 1997. g. nisu postojala usuglasena pravila o dodjeljivanju imena
ovim lokusima te su ona bila proizvoljna. U najvecem broju sluCajeva su se u imenu nalazile
kratice gena u C¢ijoj blizini je mikrosatelitski lokus otkriven, npr. mikrosatelitski lokus
HUMF13A01 koji se nalazi unutar gena za podjedinicu A koagulacijskog ¢imbenika XIII (engl.
Human coagulation Factor XIII A subunit gene), dok je kratica ,,HUM®* oznacavala da je
mikrosatelitski lokus prisutan u genomu covjeka. Medunarodno drustvo za forenzicnu genetiku
(engl. International Society for Forensic Genetics, ISFG) je 1997. g. donijelo preporuke o
nazivlju mikrosatelita prema kojima se pojedini lokus imenuje prema kromosomu na kojem se
nalazi. Tako je npr. iz imena mikrosatelitskog lokusa D21S11 vidljivo da se nalazi na
kromosomu 21 buduc¢i je brojka ,,21 navedena iza velikog slova ,,D*“ , odnosno ispred velikog
slova ,,S*“. Preporuka je da se imena ne trebaju mijenjati u ovaj oblik jedino ako se radi o ve¢
dobro poznatim lokusima STR kao $to je npr. HUMTHO1. Imena alela pojedinog mikrosatelita
trebaju se pisati iza imena mikrosatelitskog lokusa i1 znaka ,,** te odrazavati broj ponavljanja

osnovnog slijeda u tom alelu, tako npr. alel HUMTHO1*9 ima devet ponavljanja. Ukoliko neki
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alel ima nepotpuni oblik ponavljanja, tada je to potrebno naznaciti na slijedec¢i nacin: napisati
broj potpunih ponavljanja te iza decimalne tocke dopisati broj parova baza nepotpunog
ponavljanja. Primjer je alel HUMTHO01*9.3 koji se sastoji od devet potpunih tetranukleotidnih
ponavljanja te jednog ponavljanja u kojem nedostaje jedna baza (31).

Uskladivanje nazivlja mikrosatelitskih lokusa smjeStenih unutar regije sustava HLA
predstavlja dodatan izazov. Naime, uslijed intenzivnih istrazivanja sustava HLA, u ovoj regiji je
otkriven izrazito velik broj mikrosatelitskih lokusa koji i dalje raste. Kao posljedica toga, Citav
niz lokusa ima viSe od jednog imena kao i viSe od jednog para specifi¢nih pocetnica koje se
koriste za njihovo umnazanje reakcijom PCR. Usporedivanje rezultata pojedinih istrazivanja je
iz tog razloga izuzetno otezano te su stoga i poduzete inicijative za standardiziranjem nazivlja i

uskladivanjem s preporukama ISFG (32).

1.3.1 MIKROSATELITI NON-HLA

Za potrebe ove disertacije, mikrosatelitski lokusi su podijeljeni u dvije skupine:
mikrosatelite non-HLA 1 mikrosatelite HLA. Jedini kriterij za ovu podjelu bio je polozaj
pojedinog mikrosatelita te se tako u skupini mikrosatelita non-HLA nalaze svi lokusi koji nisu
smjeSteni unutar regije HLA na kromosomu 6, dok se mikrosateliti HLA nalaze unutar regije

HLA.

1.3.1.1. Vaznost mikrosatelita non-HLA u pracéenju kimerizma nakon HSCT

Zbog svoje vrlo visoke raznovrsnosti, mikrosatelitski lokusi su idealni genetski biljezi za

identifikaciju osoba u bilo koju svrhu. Stoga su nasli svoju primjenu i u pracenju kimerizma
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nakon HSCT kojem je cilj odrediti porijeklo stanica u uzorku bolesnika nakon transplantacije.
Naime, buduéi je vjerojatnost da ¢e dvije osobe biti jednake za alele nekoliko razlicitih
mikrosatelita izuzetno mala, moguée je razlikovati DNK koja potjeCe iz stanica primatelja 1
davatelja, ¢ak 1 kad se radi o brac¢i. Jedini izuzetak su jednojaj¢ani blizanci koji su identicni za
¢itavu DNK pa tako i za mikrosatelite. Lokus STR mora posjedovati dovoljan broj alela kao 1
postotak heterozigotnosti od najmanje 70% kako bi zadovoljio kriterije potrebne da ga se ukljuci
u postupak pracenja kimerizma. Te dvije vrijednosti se uzimaju u obzir pri procjeni
informativnosti pojedinog mikrosatelitskog lokusa, odnosno kod izracunavanja tzv. vrijednosti
PIC (engl. Polymorphism Information Content). Stoga je provodenje populacijskih istrazivanja
neophodno kako bi se odabrala skupina mikrosatelita koja ¢e biti testirana prilikom prve analize
uzorka bolesnika nakon HSCT. Ta skupina mora biti odabrana tako da se u najvecem broju
slucajeva ve¢ nakon prve analize iz nje moze izdvojiti dovoljan broj informativnih lokusa za
daljnje pracenje. Informativnim lokusom se smatra onaj mikrosatelit za kojeg i primatelj 1
davatelj u potpunosti razlikuju za barem jedan alel (33).

S obzirom da se populacije medusobno razlikuju u raspodjeli alela na pojedinom
mikrosatelitu, literaturni podaci nisu dovoljni za njegovo ukljucivanje u postupak pracenja
kimerizma, ve¢ je potrebno provesti njegovu analizu u populaciji iz koje potjeCe i bolesnik. S
druge strane, populacijska istrazivanja mogu dati vrlo korisne informacije o stabilnosti pojedinog
mikrosatelitskog lokusa. Naime, lokusi STR s visokim stupnjem mutacija nisu dobar izbor za
prac¢enje kimerizma zbog ve¢e mogucénosti pogreske prilikom odredivanja alela. Odabir lokusa s
ve¢im brojem nukleotida unutar osnovne jedinice ponavljanja takoder ¢e olakSati odredivanje
alela te umanjiti mogucnost pogreske, te je iz tog razloga u skupinu mikrosatelita koja ¢e se
analizirati potrebno ukljuciti Sto je viSe moguce lokusa s tetranukleotidnim ponavljanjima, a
izbjegavati lokuse s dinukleotidnim ponavljanjima ili s nepravilnim ponavljanjima.

Postupak analize mikrosatelitskih lokusa za pracenje kimerizma moze se podijeliti u dva

dijela. Tijekom prvog dijela, koji se odvija prije transplantacije, analizira se uzorak primatelja 1
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davatelja za skupinu mikrosatelita koji su uklju€eni u postupak pracenja kimerizma pojedinog
centra. Utvrduje se koji su mikrosateliti informativni za par primatelja 1 davatelja.

Nakon transplantacije, analizira se uzorak primatelja i utvrduje porijeklo stanica u uzorku
1 njithov omjer. Koli¢ina DNK primatelja kao i davatelja koja je izolirana iz uzorka bolesnika
nakon HSCT proporcionalna je broju stanica primatelja, odnosno davatelja u uzorku. Nadalje,
kolicina DNK prije umnazanja proporcionalna je koli¢ini DNK nakon umnazanja buduci se u
svakom ciklusu reakcije PCR broj molekula DNK udvostrucuje. Takoder, u svaku se
novonastalu molekulu DNK ugraduje fluorescentno obiljezena pocetnica tijekom PCR-a. Iz toga
proizlazi da je intenzitet fluorescencije koja se ocitava prilikom elektroforeze PCR produkata
proporcionalan broju stanica iz kojih je DNK izolirana. Intenzitet fluorescencije je prikazan
visinom odnosno povrsinom, pojedinog signala koji odgovara alelu primatelja odnosno davatelja
1 izrazen je s broj¢anom vrijednoS¢u. Na taj nacin je iz omjera visine pikova koji predstavljaju
alele primatelja 1 davatelja za pojedini mikrosatelitski lokus moguce izraCunati omjer stanica

primatelja i davatelja (slika 12).
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Slika 12. Shematski prikaz analize alela mikrosatelitskih lokusa u pra¢enju kimerizma

HSCT
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1.3.1.2. Primjena mikrosatelita non-HLA u drugim podrucjima

Mikrosateliti su zbog svoje rasprostranjenosti duzinom cijelog genoma, visokog stupnja
raznovrsnosti 1 relativno jednostavnih metoda njihovog odredivanja nasli svoju primjenu kao
genetski biljezi 1 u brojnim drugim podrucjima osim transplantacijske medicine kao Sto su:
gensko mapiranje, evolucijska istrazivanja i1 analize migracije populacija, sudska medicina, itd
(33, 34, 35).

Posljednjih godina se uvelike istrazuje uloga mikrosatelitskih lokusa u nastanku pojedinih
bolesti. Tijekom tih istrazivanja razjasnjena su dva mehanizma putem kojih mikrosateliti mogu
ili izravno uzrokovati bolest ili sudjelovati u njenom razvoju. Prvi mehanizam je tzv. Sirenje
mikrosatelita, a primjeri bolesti koje na taj nacin nastaju su sindrom fragilnog kromosoma X,
miotonicka distrofija, Huntington-ova bolest i dr. U svim ovim slu¢ajevima povecanje broja
ponavljajucih jedinica izravno dovodi do pojave bolesti, bilo da uzrokuje metilaciju promotorske
regije gena kao u slucaju sindroma fragilnog kromosoma X, ili da transkripcijom veceg broja
kopija mikrosatelitskog lokusa dolazi do kriznog vezanja i talozenja proteina kao u sluc¢aju nekih
neurodegenerativnih bolesti (37). Drugi mehanizam je nestabilnost mikrosatelita, odnosno
povecanje ili smanjenje broja ponavljajucih blokova mikrosatelitskog lokusa u tumorskom tkivu
u usporedbi s normalnim tkivom. Ova pojava je uocena tijekom istrazivanja nasljednog oblika
karcinoma debelog crijeva, a jo$ uvijek nije razjasnjeno da li su ponavljajuéi sljedovi povezani s

procesom transformacije (37).

1.3.2. MIKROSATELITI HLA

Unutar regije sustava HLA na kromosomu 6 (6p21.1-21.3) do danas je otkriveno oko 350

mikrosatelitskih lokusa. Sustav HLA je jedan od najistrazivanijih genskih sustava u ¢ovjeka, a
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posljednjih godina upravo je analiza mikrosatelita HLA najviSe upotrebljavan pristup, bilo da se
radi o populacijskim istraZzivanjima, ispitivanjima uloge sustava HLA u transplantacijskoj
medicini ili razjasnjavanju njegove povezanosti s brojnim bolestima (39). Mikrosateliti koji su
smjeSteni unutar regije HLA su najve¢im dijelom dinukleotidna ponavljanja i to u viSe od 60%
slucajeva ponavljanja slijeda CA. Ovu skupinu mikrosatelita odlikuje visok stupanj raznovrsnosti
s prosjecno 9,5 alela na pojedinom mikrosatelitskom lokusu, srednjom vrijednos¢u PIC od 0,68 i
srednjom vrijedno$¢u razine heterozigotnosti od 0,71. Prosje¢na udaljenost izmedu dva
mikrosatelita unutar regije HLA iznosi oko 10kB. Jedna od osobitosti sustava HLA je visok
stupanj neravnoteze udruzivanja. Pojam ,neravnoteza udruzivanja“ (engl. linkage
disequilibrium, LD) oznacava pojavu da je ucestalost pojavljivanja dva alela lokusa HLA veca
nego Sto bi se to ocekivalo na osnovu njihovih pojedinacnih ucestalosti. Ova pojava je takoder
razlog zbog kojeg mikrosateliti HLA, s obzirom na smjeStaj unutar sustava HLA, pokazuju
odredene specificnosti u odnosu na mikrosatelite non-HLA. To je prvenstveno ¢injenica da su
aleli nekih mikrosatelitskih lokusa dio visoko ocuvanih haplotipova HLA (npr. HLA-A1-BS8-
DR3-MOGc146-TNFa2b3cl). Na medusobnu povezanost mikrosatelita HLA utjece udaljenost te

su stoga najjace povezani mikrosateliti unutar regija HLA razreda I, razreda II ili razreda III.

1.3.2.1 VaZnost mikrosatelita HLA u izboru podudarnog nesrodnog davatelja hematopoetskih

maticnih stanica

Podudarnost primatelja 1 davatelja za gene HLA najvazniji je Cimbenik za uspjesan ishod
HSCT te je stoga od kljuCne vaznosti u izboru davatelja. Budu¢i geni HLA podlijezu
mendelskim zakonima nasljedivanja, priblizno tre¢ina bolesnika kojima je potrebna
transplantacija moze unutar obitelji na¢i genotipski HLA identi¢nog davatelja, medu bracom 1

sestrama, odnosno fenotipski HLA identi¢nog davatelja medu roditeljima ili ¢lanovima Sire
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obitelji. Za preostale bolesnike potrebno je pronaéi fenotipski HLA identicnog nesrodnog
davatelja medu dobrovoljnim davateljima upisanim u registre dobrovoljnih davatelja
hematopoetskih matic¢nih stanica.

Premda je broj transplantacija s nesrodnog davatelja u stalnom porastu, ovaj tip
transplantacije je joS uvijek povezan s povecanim rizikom za razvoj GvHD-a i neuspjeSnim
ishodom transplantacije u usporedbi s HSCT u kojima je davatelj srodnik. Stovise, rizik za
razvoj GvHD-a 1 postotak smrtnosti nakon nesrodne transplantacije ostaju visoki ¢ak i kad su
primatelj i davatelj identi¢ni za gene HLA (40). Jedno od mogucih objasnjenja ove pojave lezi u
¢injenici da podudarnost srodnih primatelja i davatelja za gene HLA u najvecem broju slucajeva
znaci 1 podudarnost za Citavu regiju HLA te na taj nacin ukljucuje sve gene, i HLA i non-HLA,
koji bi mogli imati utjecaj na ishod transplantacije. To, medutim, nije sluc¢aj s nesrodnim
davateljima.

U pokusaju pronalaska S§to podudarnijeg nesrodnog davatelja moguce je primjeniti
analizu mikrosatelita HLA. Naime, analizom mikrosatelita koji su razmjesSteni duz cCitave regije
sustava HLA, moglo bi se preciznije identificirati one davatelje koji s primateljem dijele ne samo
gene HLA, vec i Citav haplotip HLA (41).

Istrazivanja mikrosatelita regije gena za ¢imbenik nekroze tumora (eng/. Tumor Necrosis
Factor, TNF) ukazala su na jo$ jednu od mogucih prednosti analize mikrosatelita HLA primatelja
prije HSCT. Naime, rezultati tih istrazivanja su pokazali da su neki od alela na mikrosatelitima
unutar regije TNF povezani s poja¢anom odnosno smanjenom produkcijom citokina TNFa. S
obzirom da ovaj citokin igra jednu od klju¢nih uloga u inicijacijskoj fazi razvoja GvHD-a,
informacija o vec¢oj ili manjoj sposobnosti stanica imunoloskog sustava bolesnika da ga
proizvode je izrazito vrijedna za predvidanje ishoda HSCT s obzirom na pojavu GvHD-a.
Analiza ovih mikrosatelita bi stoga mogla pomo¢i pri ukazivanju na one bolesnike koji ¢e nakon

transplantacije imati veci rizik od razvoja GvHD-a (42).
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1.3.2.2. Primjena mikrosatelita HLA u drugim podrudjima

Analiza mikrosatelita HLA u sklopu populacijskih i1 evolucijskih istrazivanja moze dati
korisne informacije o filogeniji. Na primjer, istrazivanje mikrosatelitskih lokusa koristi se za
rasvjetljavanje evolucije raznovrsnosti HLA. Uz populacijsku genetiku, mikrosateliti smjesteni
unutar regije HLA nasli su svoju najvecu primjenu u istrazivanjima povezanosti gena sustava
HLA s razli¢itim bolestima. Ovakvom analizom moguce je dobiti ¢itav niz korisnih podataka: od
preciznijeg mapiranja lokusa koji pridonosi podloznosti za bolest (hemokromatoza), odredivanja
ili iskljucivanja Cimbenika unutar regije HLA za dodatnu genetsku podloznost ili zastitu od
bolesti (glutenska enteropatija, Bechet-ova bolest, mutipla skleroza), dodatno razjaSnjavanje
uloge regije HLA u genetskoj podloznosti ili patofiziologiji bolesti (Secerna bolest tip I,
reumatoidni artritis, sistemski lupus eritematosus) itd. (39).

Osnovni princip analize mikrosatelita svrhu mapiranja gena za podloznost za odredenu
bolest je prikazan na Slici 13. Za svaki mikrosatelit postoji raspodjela ucestalosti alela medu
pripadnicima zdrave populacije. Ukoliko unutar gena, koji je fizicki smjeSten u blizini
mikrosatelita, dode do mutacije koja ¢e uzrokovati razvoj bolesti, tada ¢e se takav mutirani oblik
gena, zbog male vjerojatnosti crossing-overa, nasljedivati zajedno s alelom na mikrosatelitu koji
ima osoba kod koje je prvi put doslo do mutacije (primjer na slici 13: osoba A, alel 6). S
vremenom ¢e unutar populacije bolesnika do¢i do promjene u raspodjeli ucestalosti alela
mikrosatelitskog lokusa te ¢e u njoj prevladavati alel koji je bio prisutan na mikrosatelitu u
trenutku prvog pojavljivanja mutacije (primjer na slici 13: alel 6). Sto je mikrosatelit blizi genu
odgovornom za razvoj bolesti, to ¢e ta predominacija biti izrazenija. Analizom takvog
mikrosatelitskog lokusa u zdravoj populaciji 1 medu bolesnicima moguce je utvrditi razlike te na
taj nacin suziti podrucje genoma unutar kojeg ¢e se zatim izravnim metodama poput

sekvencioniranja traziti gen s mutacijom odgovornom za nastanak bolesti.
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Slika 13. Shema primjene mikrosatelitskih lokusa u genskom mapiranju

Postoje brojni primjeri razlicitih bolesti u ¢ijem je razvoju upravo na taj nacin istrazivana

uloga gena sustava HLA. Jedno od najnovijih i najopseznijih je istrazivanje kojim je ispitivana

povezanost mikrosatelita HLA i razvoja Secerne bolesti tip I. Osim ve¢ poznate povezanosti sa

regijom HLA razreda II, rezultati istrazivanja su ukazali i na vaznost proSirene regije razreda [ u

kojoj je pronadena snazna povezanost ove bolesti s mikrosatelitskim lokusom D6S2223 (43).

Upravo je ovo istrazivanje bilo povod brojnim znanstvenicima da se usredotoCe na ovaj, dotad

malo razmatran, dio regije sustava HLA i njegovu ulogu u nastanku Secerne bolesti tip .
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA
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Istraziti raznolikost 9 mikrosatelitskih lokusa non-HLA (THO1, VWFA31, FES/FPS,
F13A01, SE33, D1S1656, D12S391, D18S535 1 D22S683) 1 jednog minisatelitskog lokusa
non-HLA (D1S80) na reprezentativnom uzorku hrvatske populacije (N=150).

Izracunati informativnost ispitivanih lokusa non-HLA za prac¢enje kimerizma nakon HSCT.
Ispitati pracenje kimerizma u svrhu procjene funkcioniranja transplantata ili predvidanja
ponovne pojave bolesti opetovanom analizom lokusa non-HLA medu ispitanicima nakon
transplantacije te utvrditi da li postoje razlike u moguénosti predvidanja ponovne pojave
bolesti s obzirom na dijagnozu ispitanika.

Istraziti raznovrsnost 13 mikrosatelitskih lokusa HLA smjeStenih unutar sustava HLA
(D6S291, D6S1014, D6S273, TNFd, TNFa, TNFb, D6S2793, STR_MICA, MIB, D6S2927,
D6S2939, D6S265 1 D6S510) na reprezentativnom uzorku hrvatske populacije (N=150).
Analizirati haplotipske veze izmedu mikrosatelitskih lokusa HLA kao i izmedu alela
mikrosatelitskih lokusa HLA i gena HLA u hrvatskoj populaciji.

Utvrditi vrijednosti LD-a za pojedine haplotipske veze koje ¢e se Kkoristiti za buduca
istrazivanja povezanosti regije HLA s bolestima.

Odrediti strukturu produzenih haplotipova HLA u hrvatskoj populaciji te je usporediti s
podacima za druge populacije.

Ispitati utjecaj podudarnosti za mikrosatelite HLA na pojavu GvHD-a, ponovnu pojavu
bolesti, odbacivanje transplantata te sveukupnog prezivljenja ispitanika koji su primili
hematopoetske mati¢ne stanice od nesrodnog davatelja.

Ispitati povezanost alela mikrosatelitskih lokusa unutar regije TNF (TNFa, TNFb i TNFd)

kod ispitanika sa sveukupnim prezivljavanjem.
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3. ISPITANICI, MATERIJAL I
METODE
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3.1. ISPITANICI

Plan istrazivanja je odobren od strane Eti¢kih povjerenstava Klinickog bolnickog centra

Zagreb te Medicinskog fakulteta u Zagrebu.

3.1.1. ZDRAVI ISPITANICI

Za provodenje populacijskog dijela istrazivanja raznolikosti alela devet mikrosatelita
non-HLA i jednog minisatelita non-HLA te 13 mikrosatelita HLA u hrvatskoj populaciji,
analizirani su uzorci 150 zdravih, nesrodnih stanovnika grada Zagreba. Ispitanici su porijeklom

bili iz svih krajeva Hrvatske.

3.1.2. PAROVI PRIMATELJ-DAVATELJ

Za pracenje kimerizma, ispitivanja podudarnosti za alele mikrosatelita HLA na ishod
transplantacije te istrazivanja povezanosti alela mikrosatelita unutar regije TNF ispitanika s
rizikom za pojavu i tezinu akutnog GvHD-a, provedeno je ispitivanje na uzorku od 120 parova
ispitanika koji su bili lijeceni s HSCT i njihovih davatelja. U 100 parova primatelj i davatelj bile
su srodne osobe, dok je u preostalih 20 slucajeva davatelj bio dobrovoljni nesrodni davatelj iz
Svjetskog registra (Bone Marrow Donors Worldwide, BMDW). U istrazivanje su ukljuceni
ispitanici koji su se lijecili u Klinici za hematologiju i Klinici za pedijatriju Klini¢kog bolnickog
centra Zagreb u periodu 2000.-2007.g. Svi ispitanici su bili podvrgnuti mijeloablativnom
kondicioniranju prije HSCT. U slu€ajevima mijeloidnog zlo¢udnog tumora ispitanici su za
pripremu lijeCenja alogenom transplantacijom primili program kombinaciju busulfana i
ciklofosfamida (44), dok se za limfoidne zlocudne tumore priprema sastojala od ozrafenja

cijelog tijela u kombinaciji sa ciklofosfamidom (45).
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3.2. MATERIJAL

Svakom primatelju i davatelju je u sklopu traZzenja bilo srodnog davatelja unutar obitelji,
bilo nesrodnog davatelja u medunarodnom Registru uzet uzorak periferne krvi radi odredivanja
gena HLA. Iz tog uzorka krvi je izdvojeno 2ml krvi u svrhu odredivanja alela mikrosatelitskih

lokusa.

3.3. METODE

3.3.1. IZOLACIJA DNK

Iz 2ml uzorka periferne krvi ispitanika izolirana je DNK pomocu komercijalnog kita za
izolaciju DNK (Nucleospin, Macherey Nagel, Duren, Njemacka). Metoda se temelji na uporabi

kolumni sa silikatnom membranom koja specifi¢no veze molekule DNK.

3.3.2. ODREDIVANJE ALELA LOKUSA NON-HLA

3.3.2.1. Osobine mikrosatelita i minisatelita non-HLA

Skupina lokusa non-HLA obuhvacala je 9 lokusa STR (THO1, VWFA31, FES/FPS,

F13A01, SE33, D1S1656, D12S391, D18S535 1 D22S683) 1 jedan lokus VNTR (D1S80).

Smyjestaj i1 struktura ispitivanih lokusa , kao i broj i duljina njihovih alela prikazani su u tablici 3

(46-55).
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Tablica 3. SmjeStaj i osobine 10 analiziranih lokusa non-HLA

Lokus Kromosom ZZZ a?elll;ﬁ(;‘lj ) Ponavljajudi slijed
THO1 11 8 154-178 (AATG),

VWFA31 12 13 122-166 (ATCT); (GTCT)n (ATCT),
FES/FPS 15 10 202-238 (ATTT),

F13A01 6 16 179-235 (AAAG),

SE33 5 23 233-319 (AAAG),

D1S80 1 28 369-801 (GAGGACCACCGGCAAG),
DI1S1656 1 13 129-168 | (TAGA)4(TGA)o.1(TAGA)s.16(TAGG)o.1(TG)s
D12S391 12 15 209-253 (GATA),

D18S535 18 8 130-158 (GATA),

D22S683 22 18 168-204 (TATC),

Legenda: pb - parova baza

3.3.2.2. Umnazanje mikrosatelita i minisatelita non-HLA

Umnazanje lokusa STR i VNTR non-HLA provedeno je uz pomo¢ metode PCR.
Pocetnice su na 5' kraju bile obiljezene fluorescentnom bojom Cy5. Ukupni volumen reakcije
PCR iznosio je 15 pl (9ul H,0; 0,25ul pocetnica 5' i 3' koncentracije 10pmol/ul; 1,25l pufera
10X koji sadrzi 25mM MgCl, (Applied Biosystems); 0,25ul deoksiribonukleozid-trifosfata
(ANTP) koncentracije 10mM; 0,15ul polimeraze Taq koncentracije 5U/ul; 2ul DNK). Slijed
nukleotida pocetnica 5' 1 3' specificnih za svaki lokus non-HLA prikazan je u tablici 4, dok su

uvijeti reakcije PCR prikazani u tablici 5 (46-55).
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Tablica 4. Slijed nukleotida pocetnica 5' i 3' za umnaZanje lokusa STR i VNTR non-HLA

Lokus Pocetnice
THO1 5'GTG ATT CCC ATT GGC CTG TTC CCT
3'GTG GGC TGA AAA GCT CCC GAT TAT
VWFA31 5'CCC TAG TGG ATG ATA AGA ATA ATC AGT ATG
3'GGA CAG ATG ATA AAT ACA TAG GAT GGA TGG
FES/FPS 5'GGG ATT TCC CTA TGG ATT GG
3'GCG AAA GAA TGA GACTAC AT
F13A01 5'ATG CCA TGC AGA TTA GAA A
3'GAG GTT GCA CTC CAGCCTTT
SE33 5'AAT CTG GGC GAC AAG AGT GA
3' ACA TCT CCC CTA CCG CTA TA
D1S80 5'GAA ACT GGC CTC CAA ACA CTG CCC GCC G
3'GTC TTG TTG GAG ATG CAC GTG CCC CTT GC
D1S1656 5'GTG TTG CTC AAG GGT CAA CT
3'GAG AAA TAG AAT CAC TAG GGA ACC
D12S391 5'AAC AGG ATC AAT GGA TGC AT
3'TGG CTT TTA GAC CTG GAC TG
D18S535 5'TCA TGT GAC AAA AGC CAC AC
3' GAC AGA AAT ATA GAT GAG AAT GCA
D225683 5'AAC AAA ACA AAA CAA AAC AAA CA
3' GGT GGA AAT GCC TCA TGT AG

Tablica 5. Uvjeti reakcije PCR za lokuse STR i VNTR non-HLA

Lokus Uvjeti reakcije PCR Lokus Uvjeti reakcije PCR
THO1
94°C - 45" 95°C - 15"
VWFA31
54°C -1 26 ciklusa DIS80 66°C - 15" 30 ciklusa
FES/FPS
72°C - 1" 72°C - 40"
FI13A01
95°C - 45" DI1S1656 95°C -1
SE33 61°C - 1' 27 ciklusa | D12S391 58°C-1' 30 ciklusa
D22.S683 720C _ ll 30n D188535 720C _ lv
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3.3.3. ODREDIVANJE ALELA MIKROSATELITSKIH LOKUSA HLA

3.3.3.1. Osobine mikrosatelita HLA

Skupina mikrosatelita HLA obuhvacala je 13 mikrosatelitskih lokusa (D6S291, D6S1014,

D6S273, TNFd, TNFa, TNFb, D6S2793, STR MICA, MIB, D6S2927, D6S2939, D6S265 1

D6S510). Struktura mikrosatelita HLA, te njihov broj i duljina alela su prikazani u tablici 6, dok

im je smjestaj unutar regije HLA na kromosomu 6 prikazan na Slici 14 (32).

Tablica 6. Osobine 13 ispitivanih mikrosatelita HLA

Lokus Broj alela Duljina alela (pb) Ponavljajudi slijed
D6S291 7 200-212 (CA),
D6S1014 8 125-146 (AGC),
D6S273 7 126-138 (GT),
TNFd 7 124-136 (GA),
TNFa 14 97-123 (GT),
TNFb 7 124-130 (G/A)n
D6S2793 15 206-224 (CA/TG),
STR_MICA 7 179-194 (GCT),
MIB 19 320-356 (GT)n
D6S2927 6 213-233 (CAAA),
D6S2939 13 124-172 (TTTC),
D6S265 7 122-134 (CA),
D6S510 15 176-204 (AC),

Legenda: pb - parova baza
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D6S2793
TNFb

STR-MICA
TNFa MIB
TNFd / 0652927 MIKROSATELITI

D65291 D6S1014  D6S273 D652939 065265 D6S510

T 11 T

DP DQ DR A

Slika 14. SmjeStaj 13 ispitivanih mikrosatelita HLA na kromosomu 6

3.3.3.2. UmnaZanje mikrosatelita HLA

Mikrosatelitski lokusi HLA analizirani su uz pomo¢ PCR-a i specifi¢nih, fluorescentno
obiljezenih pocetnica 5' i 3'. Ukupni volumen reakcije PCR iznosio je 10 ul (6ul H,0; 0,2ul
poCetnica 5' 1 3' koncentracije 10pmol/ul; 1ul pufera 10X; 1ul glicerola; 0,1ul
deoksiribonukleozid-trifosfata (ANTP) koncentracije 10mM; 0,1ul polimeraze Taq koncentracije
5U/ul; 2ul DNA te MgCl, koncentracije 25mM ¢iji volumen je ovisio o mikrosatelitu). Slijed
nukleotida pocetnica 1 koncentracije MgCl, za reakciju PCR za umnazanje mikrosatelita HLA

prikazani su u tablici 7, a uvjeti reakcije PCR u tablici 8 (32).
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Tablica 7. Slijed nukleotida pocetnica 5' i 3' za umnaZanje mikrosatelita HLA

v . Koncentracija MgCl,
Lokus Pocetnice (mM)
D6S291 5'GGG GAT GAC GAATTATTC ACT AACT 5
3' GGC ATT CAG GCA TGC CTG GC
' TCT GAC CAC TGA GAC A
D6S1014 5'GGG TCT GAC CAC TGA GAC AC 5
3'CAG TGA GAG CTC TGA GGG TC
5'GCA ACT TTT CTG TCA ATC CA
D6S273 3
3' ACC AAA CTT CAA ATT TTC GG
INFd 5'AGA TCC TTC CCT GTG AGT TCT GCT 5
3'CAT AGT GGG ACT CTG TCT CCA AAG
INF 5'GCC TCT AGA TTT CAT CCA GCC ACA 15
: 3'CCT CTC TCC CCT GCA ACACACA ’
5'GCA CTC CAG CCT AGG CCA CAG A
TNFb* (1) 3' GCC TCT AGA TTT CAT CCA GCC ACA 2
(2) 3' GTG TGT GTT GCA GGG GAG AGA G
5'CTA CCT CCT TGC CAA ACT TG
D6S2793 2,5
3' ATG GGC AAG ACT TCA ATG GC
5'CCTTTT TTT CAG GGA AAG TGC
STR_MICA 2
- 3'CCT TAC CAT CTC CAG AAACTG C
MIB 5'CTA CCA TGA CCC CCT TCC CC 5
3'CCA CAG TCT CTA TCA GTC CA
5'GAC AGT CCT CAT TAG CGC TGA GG
D6S2927 2,5
3' CGA GAG AAC AAC TGG CAG GAC TG
5'GTA GCT GTG GAA ACA GTG TC
D6S2939 2,3
3'GCT TGA CTT GAA ACT CAG AG
5'"ACG TTC GTA CCC ATT AACCT
D6S265 3'TGA TCT AAT CGA GGT AAA CAG CAG AAA 3
G
5" AAT GGG CTA CTA CTT CAC ACC
D6S510 2

3'CAA CAC ACT GAT TTC CAT AGC

* Reakcija PCR za umnazanje lokusa TNFb provodi se u dva dijela, tzv. ,,ugnijezdeni* PCR (engl. nested PCR); 5'
pocetnica je zajednicka za obje reakcije, dok se za 3' pocetnica razlikuje za prvu i drugu reakciju PCR;
koncentracija MgCl, jednaka je za prvu i drugu reakciju PCR.
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Tablica 8. Uvjeti reakcije PCR za umnaZanje mikrosatelita HLA

Lokus

Uvjeti reakcije PCR

D6S291
D6S1014
STR_MICA

94°C - 15" )
55°C-30" > 35ciklusa
72°C-1

D6S273

D6S265

94°C - 15" )
59°C -30" > 35 ciklusa
72°C -1

TNFd

94°C - 15"
60°C - 30" > 35 ciklusa
72°C-1'

TNFa*

95°C - 5'

94°C - 20"
65°C - 30"
72°C -20"
94°C - 20"
55°C - 20"
72°C - 20"

10 ciklusa

(-1°C/ciklus)

30 ciklusa

TNFb**

1. reakcija PCR
94°C - 3'
94°C - 30"
60°C - 1"
72°C - 1'

2. reakcija PCR
94°C - 3'
94°C - 30"
60°C - 1'
72°C - 1'

30 ciklusa

5 ciklusa

Lokus Uvjeti reakcije PCR

94°C - 5'

94°C - 30"
62°C - 30"
72°C - 30"
72°C - 10'

94°C - 15"
MIB 57°C - 30" 35 ciklusa

D6S2793 35 ciklusa

72°C - 1'

94°C - 5'

94°C - 30"
67°C - 30"
72°C - 30"
72°C - 10'

D6S2927 30 ciklusa

94°C - 9"
94°C - 1"
54°C - 1"

34 ciklusa
72°C - 1'30"

72°C - 10'

D6S2939

95°C - 3'
92°C-1'
55°C-1'
72°C-1'
72°C - 5'

D6S510 30 ciklusa

* U vreakciji PCR za lokus TNFa temperatura
sparivanja pocetnica se prvih 10 ciklusa smanjuje za
po 1°C po ciklusu (engl. touch-down PCR)

** Reakcija PCR za lokus TNFb provodi se u dva
dijela, tzv. ,,ugnijezdeni* PCR (engl. nested PCR)
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3.3.4. ELEKTROFOREZA

UmnoZeni produkti PCR analizirani su elektroforezom na 6%-tnom poliakrilamidnom
gelu debljine 0,5mm u automatskom sekvenceru (ALFexpress, Amersham Pharmacia, Uppsala,
Svedska). Produkti reakcije PCR su prije elektroforeze pomijesani s puferom s bojom te
standardima odnosno fragmentima DNK poznate duljine. Uz te unutarnje standarde, na svakom
gelu je bio ukljucen i1 vanjski standard. Prilikom analize mikrosatelita HLA vanjski standard bili
su aleli testiranog mikrosatelita umnozeni iz DNK izolirane iz B stani¢nih linija koriStenih
tijekom 10" THW (engl. International Histocompatibility Workshop) (tablica 9). U slucaju
analize mikrosatelita non-HLA Kkoristile su se tzv. alelne ljestve (engl. allelic ladder) koje su

dobivene mijeSanjem umnozenih uzoraka DNK osoba kojima su prethodno odredeni aleli za

Tablica 9. Popis B stani¢nih linija koriStenih kao standard u analizi mikrosatelita HLA

Lokus Stanicna linija | Aleli Lokus Stanicna linija | Aleli
TAB 172 AVY A2
D6S291 089 72pb D6S2793 VAV CA26
BTB 172pb, 182pb BTB CAl4
KAS116 A6
BTB 137pb
D6S1014 STR_MICA | VAVY AS.1
VAVY 143pb -
BTB A4
TAB 134 TAB 2
D6S273 089 34pb MIB 089 326pb
BTB 134pb BTB 338pb
VAVY TNFd2
KAS116 217pb
TNFd BTB TNFd4 D6S2927
BTB 213pb
HO301 TNFd5
BTB TNFal
KAS116 160pb
TNFa VAVY TNFa2 D6S2939
BTB 160pb
KASO11 TNFal0
AMALA TNFbl
BTB TNFb5 TABO089 126pb, 130pb
TNFb D6S265
VAVY TNFb3 BTB 130pb
RML TNFb4

Legenda: pb - parova baza
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pojedini mikrosatelitski lokus non-HLA i to tako da su zastupljeni svi aleli testiranog
mikrosatelita. Komercijalni standard duljine 200pb (Sizer200, Amersham Pharmacia, Uppsala,
Svedska) je takoder koristen prilikom analize mikrosatelita non-HLA kao i mikrosatelita HLA.

Prije elektroforeze, priredeni uzorci denaturirani su 3 min na 95°C, a zatim stavljeni na
led do trenutka nanoSenja na gel. Uvjeti elektroforeze bili su: 350min; 1200V, 40mA; 50W;
50°C. Ocitavanje alela provedeno je uz pomo¢ lasera koji pobuduje fluorescenciju boje vezane
za fragmente DNK te fotodetektora koji oCitavaju fluorescenciju u trenutku kad fragment DNK
prolazi kroz lasersku zraku.

Odredivanje duljine fragmenata DNK provedeno je uz pomo¢ racunalnog programa
AlleleLocator (Amersham Pharmacia, Uppsala, Svedska) koji na temelju vremena elektroforeze

standarda poznate duljine, izraCunava duljinu alela analiziranog mikrosatelita.

3.3.5. POSTUPAK ODREDIVANJA MIKROSATELITA HLA KOD ISPITANIKA PRIJE

HSCT

Odredivanje mikrosatelita HLA provedeno je prije transplantacije kod ispitanika i
njihovih davatelja u slucaju transplantacije s nesrodnog davatelja (N=20), te kod ispitanika
kojima je davatelj bio genotipski HLA identi¢ni brat ili sestra (N=100). Za prvu skupinu
ispitanika odredivano je svih 13 mikrosatelita HLA koji su ukljuceni u istrazivanje, dok su za

drugu skupinu ispitanika odredivani samo mikrosateliti iz regije TNF.

3.3.6. POSTUPAK ODREDIVANJA LOKUSA NON-HLA KOD ISPITANIKA NAKON
HSCT

Analiza uzorka periferne krvi ispitanika prije transplantacije i davatelja prvo je provedena
na lokusima THO1, VWFA31, FES/FPS, F13A01, SE33 1 D1S80. Ukoliko analizom tih lokusa

nisu bila pronadena najmanje dva informativna lokusa, bili su analizirani i dodatni lokusi
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(D1S1656, D12S391, D18S535 1 D22S683). Informativnim lokusom smatrao se onaj lokus na

kojem je primatelj imao barem jedan alel koji nije bio prisutan kod davatelja.

3.3.7. PODJELA ISPITANIKA S OBZIROM NA UDIO STANICA PRIMATELJA 1

DAVATELJA U UZORKU PRIMATELJA NAKON HSCT

S obzirom na udio stanica primatelja i davatelja u uzorku primatelja nakon HSCT,
ispitanici su bili podijeljeni u tri skupine: ispitanici kod kojih su prilikom svake analize uoceni
samo aleli davatelja (puni kimerizam, PK), ispitanici kod kojih su u odredenom periodu nakon
HSCT uoceni i aleli primatelja i aleli davatelja u odredenom omjeru (mijeSani kimerizam, MK),
te konacno ispitanici kod kojih su uoceni samo aleli primatelja (P). Unutar skupine ispitanika
koji su pokazali mijeSani kimerizam razlikovali smo Cetiri podskupine: ispitanike s padaju¢im
mijeSanim kimerizm (pMK) kod kojih se udio alela primatelja s vriemenom smanjivao, ispitanike
s rastu¢im mijeSanim kimerizmom (rMK) kod kojih je udio alela primatelja nakon HCT rastao,
ispitanike koji su pokazivali 1 padaju¢i i rastu¢i mijesani kimerizam (pMK/rMK) te ispitanike sa
stabilnim mijeSanim kimerizmom (sMK) kod kojih se udio alela primatelja nije znacajno

mijenjao.

3.3.8. IZRACUNAVANJE UDJELA STANICA PRIMATELJA I DAVATELJA U

UZORKU PRIMATELJA NAKON HSCT

Udio stanica primatelja, odnosno davatelja u uzorku bolesnika nakon HSCT
proporcionalan je koncentraciji DNK nakon umnazanja reakcijom PCR, tj. intenzitetu
fluorescencije koja se ocitava prilikom prolaska molekule DNK kroz lasersku zraku tijekom
elektroforeze. Buduéi se intenzitet fluorescencije izrazava visinom signala koji oznacava

pojedini fragment DNK, odnosno alel mikrosatelita, moguce je izracunati udio DNK, tj. stanica
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primatelja i davatelja u uzorku iz omjera visine signala specifi¢nih alela. Ovisno o tome da li se
primatelj 1 davatelj za pojedini mikrosatelit lokus razlikuju u oba ili samo jednom alelu, te da li
je jedan od njih ili oboje homozigot za analizirani mikrosatelit, primjenjuju se razli¢ite formule

za izraCunavanje tog omjera (56).

Primjer 1. Primatelj i davatelj se razlikuju Primjer 2. Primatelj i davatelj se razlikuju
za oba alela za jedan alel, dok im je drugi alel isti
Primatelj Primatelj
Davatelj Davatelj
A /2 A A
Kimera Kimera
A A A/ /o A A
at+b a
% primatelj = —— % primatelj =
atb+c+d atc
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Primjer 3. Davatelj je homozigot za jedan

od alela koji ima primatelj

Primatelj

Davatelj

/o\
Kimera
A b

% primatelj =

2a

atb

Primjer 5. Primatelj je homozigot za alel
koji nema davatelj

Primatelj

£\

Davatelj

AA
A A A

a

% primatelj =

atb+c

Primjer 4. Primatelj je homozigot za jedan

od alela koji ima davatelj

Primatelj

A

Davatelj

A A\

Kimera

A A

% primatelj =

Primjer 6. Davatelj je homozigot za alel

koji nema primatelj

Primatelj

AYEY

Davatelj

A
WA

at+b
% primatelj =
atb+c
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3.3.9. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Podaci su analizirani deskriptivnom statistikom. Ucestalosti su odredene za svaki lokus
direktnim brojanjem. Osoba je smatrana homozigotom za analizirani lokus ukoliko je na njemu
odreden samo jedan alel. Ucestalost pojedinog alela, odnosno njegov udio medu svim alelima na

ispitivanom lokusu, izraCunata je prema formuli:

2(AA) + (Aa)

2n f, - u€estalost alela a
AA - broj homozigotnih genotipova
Aa - broj heterozigotnih genotipova

n - broj osoba u ispitivanom uzorku

Hardy-Weinberg ravnoteza ¢e biti testirana uporabom y2 testa. Takoder su, kao mjere
informativnosti pojedinog lokusa, izracunati postotak ocekivane i uocene heterozigotnosti i
razina polimorfizma (engl. Polymorphism Information Content — PIC) prema radu Hearne i
suradnika (26) Udio heterozigota predstavlja mjeru geneticke varijabilnosti. Usporeden je uoceni

udio heterozigota s ocekivanim. Ocekivana heterozigotnost izra¢unata je prema formuli:

(f.)’ n

n-1 H - o¢ekivana heterozigotnost
f, - uCestalost alela

n - broj alela

PIC vrijednost izracunata je prema formuli:

PIC =1 - X(£.)* - ¥ 2(£.)*(f21)° PIC - vrijednost razine polimorfizma

f, - uCestalost alela
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Vrijednost neravnoteze udruzivanja izracunata je prema formuli preuzetoj iz rada Imanishi-a 1

suradnika (57):

LD =F, - fify F.» = frekvencija haplotipa ab lokusa A i B
f, - uCestalost alela a lokusa A

f, = frekvencija alela b lokusa B

Povezanost pojedinih klinickih 1 genetskih Cimbenika procijenjena je uz pomo¢ 2x2
tablica pri ¢emu je razina statisticke znacajnosti bila 0,05. U slucaju kada je broj pojedinog
¢imbenika bio manji od 5, koristio se Fisher-ov test.

Procjena prezivljavanja bolesnika nakon transplantacije provedena je uporabom Kaplan-

Meierove analize.
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4. REZULTATI
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4.1. ANALIZA RAZNOLIKOSTI  MIKROSATELITA 1

MINISATELITA NON-HLA

4.1.1. RASPODJELA ALELA NA MIKROSATELITSKIM I MINISATELITSKOM

LOKUSU NON-HLA

Analiza ucestalosti alela na mikrosatelitskim 1 minisatelitskom lokusu non-HLA
provedena je na uzorku hrvatske populacije (N=150). Rezultati raspodjele ucestalosti alela za
lokuse THO1, VWFA31, FES/FPS 1 F13AO01 prikazani su u tablici 10. Najvec¢i broj alela (n=14)
uocen je na lokusu F13A01, a najmanji na mikrosatelitima THO1 1 FES/FPS (n=7). Nedostatak
pojedinih alela koji su opisani u literaturi, a nisu uoceni u hrvatskoj populaciji je vidljiv za sva
Cetiri lokusa. U svim slucajevima se radilo o alelima s izrazitom velikim ili izrazito malim
brojem ponavljanja te malim ucestalostima. Jedini izuzetak je alel 10 na lokusu F13A01, no za
ovaj lokus je svojstvena mala ucestalost (<2%) za sve alele s vise od sedam ponavljanja
osnovnog tetranukleotidnog slijeda.

Usporedba raspodjela ucestalosti alela na lokusima prikazanim u tablici 11 ukazala je da
kod svih lokusa osim lokusa THO1 postoje dva (VWFA31-16, VWFA31-17, i F13A01-6,
F13A01-7), odnosno tri alela (FES/FPS-11, FES/FPS-12, FES/FPS-13), ¢ija zajednicka
ucestalost iznosi vise od 45%. U sva tri slucaja radi se o alelima koji se medusobno razlikuju za
jednu osnovnu jedinicu ponavljanja. Ucestalosti alela s ve¢im ili manjim brojem ponavljanja na
ovim lokusima ravnomjerno opadaju. Nasuprot tome, kod mikrosatelita THO1 uocena su tri alela,
takoder s izrazito veCom ucestalo$¢u u odnosu na ostale alele tog lokusa (77,7%), no u ovom
slucaju radi se o jednom alelu s malim brojem ponavljanaja (THO1-6) te dva alela s vec¢im

brojem ponavljanja (THO1-9 i THO01-9.3).
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Tablica 10. Raspodjela alela na mikrosatelitima THO01, VWFA31, FES/FPS i F13A01 u

hrvatskoj populaciji (N=150)

THO1 VWFA31 FES/FPS F13A01
Alel UCcestalost (%) | Alel Ucestalost (%) | Alel  Uclestalost (%) | Alel ~ Ucestalost (%)

5 1,3 10 — 6 — 3 0,7
6 30,7 11 — 7 — 3.2 8,7
7 11,3 12 0,3 8 — 4 5,7
8 8,0 13 3,0 9 1,7 5 14,3
9 20,7 14 12,0 10 7,7 6 27,7
93 26,3 15 13,3 11 28,0 7 34,7
10 1,7 15.2 0,7 12 36,0 8 1,0
11 — 16 21,3 13 21,3 9 1,3
17 25,7 14 4,7 10 —

18 13,0 15 0,7 11 0,7

19 8,7 12 1,3

20 2,0 13 0,7

21 — 14 1,7

15 0,3

16 1,3

17 —

Analiza ucestalosti alela na lokusima SE33, D22S683 i D1S80 prikazana je u tablici 11.
Najveci broj alela pronaden je na lokusu SE33 (n=21) na kojem je, za razliku od preostala dva
lokusa, ucestalost svih alela jednoliko rasporedena. Medu 18 alela uocenih na lokusu D22S683 1
15 alela na lokusu D1S80, po dva alela pokazuju predominantnost, no u sluc¢aju D22S683 radi se
o alelima koji se razlikuju za samo jedno i to nepotpuno ponavljanje, odnosno 2pb (D22S683-14

1 D22S683-14.2). S druge strane, razlika u duZini izmedu dva najucestalija alela minisatelitskog
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Tablica 11. Raspodjela alela na mikrosatelitima SE33 i D22S683 i minisatelitu D1S80 u

hrvatskoj populaciji (N=150)

SE33 D22S683 D1S80

Alel Ucestalost (%) | Alel Ucestalost (%) | Alel UCcestalost (%) Alel Ucestalost (%)
12 — 12 8,3 14 — 37 —
12.2 — 13 7,3 15 — 38 —
13.2 4,7 13.2 9,3 16 2,0 39 —
14 2,0 14 15,3 17 18,0 40 —
15 6,0 14.2 15,3 18 3,3 41 —
16 7,3 15 8,7 19 8,0

17 8,3 15.2 6,3 20 11,7

18 53 16 9,3 21 29,7

19 4,3 16.2 2,3 22 7,7

20 5,0 17 3,7 23 2,7

21 2,7 17.2 2,7 24 7,3

22.2 4,3 18 1,0 25 4,0

23.2 3,7 18.2 1,3 26 2,0

24.2 6,7 19 1,7 27 0,7

25.2 4,0 19.2 3,3 28 1,3

26.2 10,3 20 0,6 29 1,0

27.2 8,3 20.2 2,0 30 0,7

28.2 6,3 21 1,3 31 —

29.2 53 32 —

30.2 2,0 33 —

31.2 2,0 34 —

32.2 0,7 35 —

33.2 0,7 36 —
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lokusa D1S80 (D1S80-17 1 D1S80-21) puno je veca i iznosi Cetiri ponavljanja slijeda od 16pb.
Za lokuse SE33 1 D1S80 uocen je nedostatak alela koji su opisani u literaturi, no dok se kod
lokusa SE33 radi samo o dva alela s izrazito malim brojem ponavljanja (SE33-12 1 SE33-12.2),
kod lokusa D1S80 nije uocen niti jedan alel dulji od 625pb (D1S80-30).

Raspodjela alela na lokusima D1S1656, D12S391 i D18S535 prikazana je u tablici 12.

Na lokusu D12S391 otkriven je najveé¢i broj alela (n=15) ¢ije su ucestalosti jednoliko

Tablica 12. Raspodjela alela na mikrosatelitima D1S1656, D12S391 i

D18S535 u hrvatskoj populaciji (N=150)

D1S1656 D12S391 D18S535
Alel  UCcestalost (%) | Alel  Ucestalost (%) | Alel  Uclestalost (%)
10 6,0 15 2,3 9 7,3
11 14,7 16 3,0 10 2,3
12 6,3 17 8,0 11 5,3
13 10,0 17.3 3,0 12 21,7
14 13,3 18 13,3 13 34,3
15 14,7 18.3 7,7 14 17,7
15.3 6,0 19 9,0 15 11,0
16 7,3 19.3 4,3 16 0,3
16.3 9,0 20 11,7
17 5,7 21 12,7
17.3 53 22 9,7
18.3 1,0 23 9,0
19.3 0,7 24 4,3
25 1,7
26 0,3
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rasporedene, s tek neznatno vec¢om ucestaloSc¢u tri alela (D12S391-18, D12S391-20 i D12S391-
21). Navedena tri alela pokazala su zastupljenost ve¢u od 10%. Sli¢na situacija otkrivena je i na
lokusu D1S1656 kod kojeg su cetiri alela (D1S1656-11, D1S1656-13, D1S1656-14 1 D1S1656-
15) uocena sa zastupljeno$¢u od 10% 1 viSe. Medutim, kod oba spomenuta lokusa nije uocena
pravilna raspodjela zastupljenosti alela pri kojoj se tzv. «grani¢ni» aleli, odnosno aleli s
najmanjim i najve¢im brojem ponavljanja pojavljuju u najrjede. Nasuprot lokusima D1S1656 i
D12S391, raspodjela alela na lokusu D18S535 bila je znatno manje raznolika sa samo 8 uocenih
razli€itih alela od kojih alel D18S535-13 pokazao izrazito veliku zastupljenost (34,3%) u odnosu

na druge alele te se zajedno s alelom D18S535-12 pojavio u vise od 50% ispitanika.

4.1.2. ANALIZA INFORMATIVNOSTI MIKROSATELITSKIH I MINISATELITSKOG

LOKUSA NON-HLA

Analiza moguénosti primjene pojedinog lokusa u svrhu razlucivanja porijekla stanica u
uzorku primatelja nakon HSCT, odnosno razlikovanja primatelja 1 davatelja, provedena je na
osnovi nekoliko statistickih vrijednosti. To su razina polimorfizma (PIC) te ocekivana i uocena
heterozigotnost, rezultati ove analize prikazani su u tablici 13.

Iz rezultata je vidljivo kako za niti jedan od ispitivanih lokusa nije primijeena znaCajna
razlika izmedu vrijednosti za ocekivanu i uocenu heterozigotnost. Za lokus SE33 je ocekivana
vrijednost heterozigotnosti bila najvisa (0,9362) budu¢i je njegovom analizom unutar hrvatske
populacije uocen cak 21 alel i1 to sa samo jednim alelom koji je pokazao ucestalost od 10%.
Takoder, broj osoba koje su bile heterozigoti za ovaj lokus u hrvatskoj populaciji bio je najvisi u
usporedbi s ostalim lokusima. Sukladno tomu, vrijednost PIC za lokus SE33 od 0,9385 takoder
predstavlja najviSu vrijednost u skupini ispitivanih lokusa. Prema ispitivanim statistickim

vrijednostima, lokus SE33 slijede lokusi D12S391 1 D22S683 koji s 15, odnosno 18 uocenih
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alela i raspodjelom alela sli¢noj onoj na lokusu SE33, predstavljaju drugi i tre¢i najinformativniji

lokus s vrijednostima PIC koje su iznosile 0,9070 (D12S391) 1 0,9046 (D22S683).

Tablica 13. Statisticki podaci za lokuse THO01, VWFA31, FES/FPS, F13A01,

SE33, D1S80, D1S1656, D12S391, D18S535 i D22S683 u hrvatskoj populaciji

(N=150)

Lokus Héekivana Hyoéena PIC

THO1 0,7419 0,7533 0,7651
VWFA31 0,8166 0,8200 0,8216
FES/FPS 0,7090 0,6133 0,7049
F13A01 0,7566 0,8000 0,7492
SE33 0,9362 0,9400 0,9385
D1S80 0,8379 0,7733 0,8399
D1S1656 0,8898 0,8600 0,8964
D12S391 0,9018 0,8667 0,9070
D18S535 0,7521 0,7267 0,7636
D22S683 0,9013 0,8867 0,9046

Legenda: H - heterozigotnost;, PIC(engl. Polymorphism Information
Content) - razina polimorfizma
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4.2. PRACENJE KIMERIZMA ANALIZOM MIKROSATELITA I

MINISATELITA NON-HLA

U svrhu pracenja kimerizma kod ispitanika nakon HSCT radi procjene funkcioniranja
transplantata ili predvidanja ponovne pojave bolesti provedena je opetovana analiza lokusa non-
HLA medu 120 ispitanika koji su primili presadak krvotvornih mati¢nih stanica. Ispitanici su
podijeljeni u dvije skupine s obzirom na srodstvo s davateljem: 100 ispitanika kojima je davatelj
bila sestra ili brat (skupina I), te 20 ispitanika koji su presadak primili od roditelja ili od
nesrodnog davatelja iz Svjetskog registra dobrovoljnih davatelja kostane srzi (skupina II). Podaci
o dobi i dijagnozi ispitanika te podudarnosti po spolu ispitanika i davatelja prikazani su u tablici

14.

Tablica 14. Raspodjela ispitanika (N=120) prema dobi, dijagnozi i podudarnosti po spolu

izmedu ispitanika i davatelja krvotvornih mati¢nih stanica

Zdravi ispitanici Ispitanici lijeCeni s HSCT
N=150 I (N=100) IT (N=20)

Dob ispitanika (godine)

Medijan (raspon) 34,7 (22-58) 26,1 (1-53) 16,9 (3-36)
Spol (Z/M) 87/63 46/54 9/11
Dijagnoza

AML 28 1

ALL 25 9

CML 8 4

CLL 2 -

NHL 7 2

AA 13 2

MDS 5 1

ostalo 12 1
Odnos spola ispitanik/davatel;

M/M 26 7

M/Z 28 4

Z/M 22 2

Z/7 24 7

Legenda: HSCT — transplantacija hematopoetskih maticnih stanica, I - ispitanici kojima je davatelj bio brat ili
sestra; 1I - ispitanici kojima je davatelj bio roditelj ili nesrodni davatelj; M - muskarac; 7 - Zena; AML - akutna
mijeloicna leukemija; ALL - akutna limfocitna leukemija; CML - kronicna mijeloicna leukemija; CLL - kronicna
limfaticka leukemija; NHL - non-Hodgkinov limfom; AA - aplasticna anemija; MDS -mijelodisplasticni sindrom
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Iz tablice 14 vidljivo je kako su i u skupini ispitanika kojima je davatelj bio genotipski
identi¢ni brat ili sestra 1 u skupini ispitanika kojima je davatelj bio fenotipski identi¢ni roditel; ili
nesrodna osoba iz Svjetskog registra dobrovoljnih davatelja koStane srzi, ispitanici bili mlade
zivotne dobi. To je posebno uocljivo u drugoj navedenoj skupini gdje je ¢ak 90% ispitanika bilo
mlade od 30 godina, a niti jedan ispitanik nije bio stariji od 50 godina. Ispitanici su bili
ravnomjerno raspodijeljeni prema spolu u obje skupine. Medutim, omjer ispitanika koji su se
podudarali sa svojim davateljem po spolu razlikovao se u dvije skupine ispitanika. Dok su medu
ispitanicima s davateljem genotipski identi¢nim bratom ili sestrom bili podjednako zastupljeni
ispitanici koji su bili istog spola kao i davatelj te ispitanici kod kojih je bila prisutna razlika u
spolu primatelja i davatelja, u skupini ispitanika s fenotipski identicnim davateljem razlika u
spolu je postojala samo u 30% slucajeva. Naposljetku, znacajna razlika izmedu dvije skupine
uocena je i s obzirom na bolest zbog koje je osoba i lijeCena transplantacijom. Naime, akutna
mijeloi¢na leukemija najcesca je dijagnoza kod ispitanika s genotipski identicnim davateljem,
slijede ju akutna limfocitna leukemija i aplasticna anemija. Nasuprot tomu, akutna mijeloi¢na
leukemija je bila prisutna kod samo 5% ispitanika s fenotipski identicnim davateljem. Gotovo
polovica ovih ispitanika je bolovala od akutne limfaticke leukemije dok je treca najzastupljenija
bolest bila kroni¢na mijeloi¢na leukemija.

Podaci o broju parova za koje je pojedini lokus bio informativan prikazani su na slici 15.
Vidimo da je lokus D22S683 bio informativan u najvec¢em broju slucajeva kada je bio testiran,
dok je najmanji broj parova primatelj-davatelj pokazao razliku u alelima na lokusu FES/FPS.
Ovi rezultati, kao 1 rezultati preostalih osam lokusa, u skladu su s podacima dobivenim analizom
ovih lokusa na uzorku zdrave populacije. Jedina iznimka je lokus D18S535 koji je usprkos
relativno niskoj vrijednosti PIC kao 1 udjelu heterozigota u zdravoj populaciji, unutar skupine

parova primatelj-davatelj bio na trecem mjestu prema stupnju informativnosti.
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Slika 15. Informativnost lokusa ukljucenih u postupak praéenja kimerizma

U analizi usporedbe klini¢kog statusa ispitanika i rezultata kimerizma, ispitanici su bili

podijeljeni u skupinu ispitanika kod kojih je prilikom svake analize uoceni puni kimerizam (PK),

skupinu ispitanika kod kojih je pronaden mijeSani kimerizam (MK), bilo da se radilo o

padaju¢em (pMK), rastu¢em (rMK) ili stabilnom mijeSanom kimerizmu (sMK), te konacno

skupinu ispitanika kod kojih su uoceni samo aleli primatelja (P). kod kojih se udio alela

primatelja nije znacajno mijenjao. Raspodjela ispitanika prema navedenim grupama prikazana je

na slici 16.
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Legenda: PK - potpuni kimerizam; MK - mijesani kimerizam,; P - ispitanici kod kojih su uoceni samo aleli
primatelja; pMK - padajuci mijesani kimerizam; rMK - rastuc¢i mijeSani kimerizam
Slika 16. Raspodjela ispitanika (N=120) prema udjelu alela primatelja i davatelja u uzorku

ispitanika nakon HSCT

Najveci broj ispitanika (66,7%) je prilikom svake analize pokazivao potpuni kimerizam,
odnosno prisustvo samo alela davatelja u uzorku nakon HSCT. U skupini ispitanika kod kojih je
uoCen mijeSani kimerizam nakon transplantacije (27,5%), za 3/4 ispitanika udio stanica
primatelja u uzorku se s vremenom smanjivao. Uglavnom je bila rije€ o ispitanicima kod kojih je
mijeSani kimerizam bio prisutan u razdoblju netom nakon transplantacije te su svi s viemenom

dosegli puni kimerizam (N=18). Za sedam ispitanika je, nakon pocetnog punog kimerizma
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nakon transplantacije, prilikom narednih analiza uzorka utvrdeno prisustvo alela primatelja. Kao
1 kod prethodne skupine ispitanika, 1 u ovim sluc¢ajevima taj se udio alela primatelja s vriemenom
smanjivao sve dok ih viSe nije bilo mogucée odrediti, odnosno do statusa punog kimerizma.
Slijedece dvije podskupine ispitanika kod kojih je uocen mijeSani kimerizam pokazivale su
povecanje udjela alela primatelja u uzorku ispitanika nakon transplantacije. Kod pet ispitanika je,
nakon razdoblja tijekom kojeg su pokazivali status PK-a, doslo do ponovne pojave alela
primatelja, za Cetiri ispitanika je taj udio s vremenom rastao, dok se kod jedne ispitanice tijekom
vremena nije znacajno mijenjao. Preostala tri ispitanika nisu niti u jednom trenutku dosegla
stanje PK-a, ve¢ su aleli primatelja bili prisutni tijekom c¢itavog razdoblja pracenja ispitanika i u
ve¢em udjelu prilikom svake naredne analize. Naposljetku, kod tri ispitanika je doslo do
neprihvacanja presatka, odnosno niti u jednom trenutku nije bilo moguce utvrditi prisustvo alela
davatelja u uzorku periferne krvi ispitanika nakon transplantacije.

Na slici 17 prikazan je klinicki status ispitanika s obzirom na kimerizam. U skupinama
ispitanika s najve¢im udjelom smrtnog ishoda nalazili su se ispitanici kod kojih su, bilo odmah
nakon transplantacije, bilo nakon pocetnog perioda pri kojem je uspostavljen puni kimerizam,
uocene stanice primatelja i to s udjelom koji je rastao s vremenom (rMK). Nakon njih, po
nepovoljnom ishodu transplantacije, slijede ispitanici kod kojih niti u jednom trenutku nisu
uocene stanice davatelja, odnosno kod kojih nije doslo do prihvacanja presatka. Od tri takve
osobe, dvije, s dijagnozom kroni¢ne i akutne limfaticke leukemije su preminule, dok je jedna
osoba koja je bolovala od aplasti¢ne anemije u remisiji. U skupini ispitanika kod kojih su od
samog pocetka pracenja statusa kimerizma uoceni samo aleli davatelja, 40% ispitanika je u

remisiji.
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Uzroci smrti kod preostalih 60% ispitanika kretali su se od posljedica teskih oblika reakcije
presatka protiv primatelja do infekcije. Kod dva ispitanika su nakon pocetnog stanja PK-a
uocene stanice primatelja, no u jednom slucaju se radilo o rastuéem mijeSanom kimerizmu 1
ispitaniku koji je preminuo, dok je u drugom slucaju rijeC bila o stabilnom mijeSanom
kimerizmu pronadenom u bolesnice s CML-om te dobrim klinickim statusom. Naposljetku,
dvije skupine ispitanika s povoljnijim ishodom transplantacije tvorili su ispitanici koji su postigli
status punog kimerizma nakon pocetnog perioda tijekom kojeg su uoCene stanice primatelje i to s
udjelima koji su se s vremenom smanjivali, odnosno ispitanici kod kojih su se stanice primatelja
pojavile prolazno i1 s malim udjelom tijekom pracenja kimerizma.

Rastu¢i mijeSani kimerizam pokazao se kao najgori prognosticki faktor za ishod
transplantacije budu¢i je smrtni ishod bio uocen kod svih 7 ispitanika kod kojih je bio prisutan.
Raspodjela tih ispitanika prema dijagnozama, dobi, podudarnosti po spolu s davateljem kao i

ukupno prezivljavanje prikazano je u tablici 15.

Tablica 15. Osobine ispitanika s nalazom rastu¢eg mijeSanog kimerizma (N=7)

Ispitanik  Dijagnoza Dob (ispitanik/davatelj)  Spol (ispitanik/davatelj) PreZivljavanje (mj)

0865451 ALL 43/36 M/M* 2
0648261 ALL 6/4 7/M* 12
2424101 OMS 50/44 M/Z* 2
0588431 MDS 11/17 M/Z* 11
0821283 AML 6/5 M/Z* 7
9969966 ALL 36/44 M/M** 6
0534922 CML 20/51 2/7%* 24

Legenda: AML - akutna mijeloicna leukemija; ALL - akutna limfocitna leukemija;, CML - kronicna mijeloicna
leukemija;, OMS - osteomijeloskleroza;, MDS -mijelodisplasticni sindrom; M - muskarac; Z - Zena, * - davatelj brat
ili sestra; ** - davatelj nesrodna osoba iz Svjetskog registra dobrovoljnih davatelja kostane srzi
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Iz tablice je vidljivo kako su medu ispitanicima bile cak tri osobe s dijagnozom ALL, ali i
da su bile zastupljene sve Ceste bolesti uo¢ene u skupini ispitanika s izuzetkom AA 1 non-
Hodgkinovog limfoma. Takoder, u ovoj skupini su se nalazili i parovi primatelj-davatelj koji su
se podudarali po spolu te dobi, kao i osobe kojima je davatelj bio razlicitog spola, odnosno kod

kojih je postojala znatna razlika s obzirom na dob.
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4.3. ANALIZA RAZNOLIKOSTI MIKROSATELITA HLA

4.3.1. RASPODJELA ALELA NA MIKROSATELITSKIM LOKUSIMA HLA

Uzorci 150 zdravih, nesrodnih ispitanika analizirani su za 13 mikrosatelita smjestenih

unutar regije HLA (D6S291, D6S1014, D6S273, STR_MICA, D6S2793, MIB, D6S2927,

D6S2939, D6S265 i D6S510, TNFa, TNFb 1 TNFd) kako bi se dobio bolji uvid u genetsku sliku

hrvatske populacije. Rezultati ove analize prikazani su u tablicama 16, 17, 181 19..

Analiza raznolikosti alela na lokusima D6S291, D6S1014, D6S273 (tablica 17) pokazala

je da se u sva tri slucaja radi o mikrosatelitima s razmjerno velikim brojem alela, od kojih je

jedan alel uvijek predominantan. Tako je na lokusu D6S291 u najveéem broju slucajeva (37,3%)

bio uocen alel D6S291-202pb, na lokusu D6S1014 je alel D6S1014-134pb bio prisutan s

najve¢om zastupljenoséu (40,3%) 1 konacno, na lokusu D6S273 je alel D6S273-132pb bio

Tablica 16. Raspodjela alela na mikrosatelitima D6S291, D6S1014, D6S273 i STR_MICA u

uzorku hrvatske populacije (N=150)

D6S291 D6S1014 D6S273 STR MICA

Alel Ucestalost (%) | Alel Ucestalost (%) | Alel Ucestalost (%) | Alel UCcestalost (%)
200pb 21,0 125pb 14,3 126pb 3,3 4 18,0
202pb 37,3 128pb - 128pb 3,0 5 11,7
204pb 15,0 131pb 1,0 130pb 17,0 5.1 253
206pb 6,7 134pb 40,3 132pb 40,3 6 25,7
208pb 4,0 137pb 22,3 134pb 26,7 9 19,3
210pb 12,3 140pb 16,7 136pb 4,3

212pb 3,7 143pb 4,3 138pb 5,3

146pb 1,0
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prisutan u 40,3% slucajeva. S druge strane, lokus STR-MICA je, premda s manjim brojem
uocenih alela, pokazao puno ujednaceniju raspodjelu 5 alela s neznatno ve¢om ucestalos¢u alela
STR_MICA-5.1 (25,3%) 1 STR_MICA-6 (25,7%).

Analizom mikrosatelita MIB otkriven je najve¢i broj alela (n=19) medu svim
mikrosatelitima HLA testiranim u ovom istrazivanju. Ovaj je lokus takoder pokazao i jednu od
najujednacenijih raspodjela alela, sa samo jednim alelom (MIB-346pb) koji je imao ucestalost
vecu od 10% te s jednim alelom (MIB-320pb) s ucestaloS¢u manjom od 1%. S druge strane, na
lokusu D6S2793 uocena su dva alela s frekvencijom vecom od 10% (CA15 1 CA17) te jedan s

ucestaloS¢u vec¢om od 20% (CA14) (tablica 17).

Tablica 18. Raspodjela alela na mikrosatelitima D6S2793 i MIB u uzorku hrvatske

populacije (N=150)

D6S2793 MIB
Alel UCcestalost (%) | Alel  UCcestalost (%) | Alel Ucestalost (%) | Alel Ucestalost (%)

CAl4 22,0 CA24 4,7 320pb 0,7 340pb 8,3
CAIlS 15,3 CA25 9,0 322pb 1,0 342pb 7,3
CAl6 — CA26 7,3 324pb 53 344pb 6,7
CA17 12,3 CA27 0,3 326pb 8,7 346pb 10,7
CA18 5,0 CA28 0,3 328pb 3,0 348pb 8,7
CAI19 1,3 330pb 53 350pb 3,3
CA20 4,3 332pb 6,7 352pb 1,7
CA21 7,7 334pb 8,3 354pb 1,7
CA22 5,0 336pb 7,0 356pb 1,7
CA23 5,3 338pb 4,0
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Sliénost u raspodjeli alela na lokusima D6S2927 1 D6S265 ocituje se u tome da je

izmedu Sest alela lokusa D6S2927, odnosno sedam alela lokusa D6S265, po jedan alel pokazao

ucestalost vecu od 35% (aleli D6S2927-217pb 1 D6S265-126pb). Medutim, raspodjela

preostalih alela na ovim lokusima je razlicita. Naime, dok je raspodjela alela na lokusu

D6S2927 razmjerno pravilno opadala kako se broj ponavljanja osnovnog slijeda povecavao,

odnosno smanjivao s obzirom na broj ponavljanja najcesc¢eg alela, raspodjela alela na lokusu

D6S265 nije pokazala takav pravilan obrazac (tablica 18).

Tablica 18. Raspodjela alela na mikrosatelitima D6S2927, D6S2939, D6S265 i D6S510 u

uzorku hrvatske populacije (N=150)

D6S2927 D6S2939 D6S265 D6S510
Alel Ucestalost (%) Alel  UCcestalost (%) | Alel  Ucestalost (%) | Alel  Ucestalost (%)
213pb 7,3 124pb 0,3 122pb 7,7 176pb 1,3
217pb 35,3 128pb 7,3 124pb 2,7 178pb 28,9
221pb 21,3 132pb 37,0 126pb 35,3 180pb —
225pb 223 136pb 0,3 128pb 9,0 182pb 0,9
229pb 12,3 140pb 0,7 130pb 27,7 184pb —
233pb 1,3 144pb 0,3 132pb 16,0 186pb 13,4
148pb 0,7 134pb 1,7 188pb 7,8
152pb — 190pb 3,9
156pb 22,7 192pb 24,1
160pb 17,3 194pb 3,9
164pb 6,3 196pb 15,9
168pb 4,3 198pb —
172pb 2,7 200pb —
202pb —
204pb —
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Analiza 13 alela pronadenih na lokusu D6S2939 pokazala je predominantnost tri alela:

jednog alela, D6S2939-132pb, koji ima mali broj ponavljanja te dva alela s ve¢im brojem

ponavljanja (D6S2939-156pb 1 D6S2939-160pb). I na kraju, analiza alela na lokusu D6S510

pokazala je zastupljenost alela D6S510-178pb 1 D6S510-192pb vecu od 20% dok su preostali

aleli pokazali frekvencije manje od 15% s izuzetkom alela D6S510-196pb koji je bio

zastupljen s 15,9% (tablica 18).

Raspodjela alela na 3 mikrosatelita smjeStena unutar regije TNF prikazana je u tablici 19.

Lokus TNFa pokazao je najvecu raznolikost s 12 uocenih alela ¢ije su se ucestalosti kretale od

0,7% do 23,7%. Na lokusu TNFa do danas je poznato 14 alela, od kojih samo aleli TNFa8 i1

TNFal2 nisu uoceni medu nasim ispitanicima. Nasuprot tome, lokusi TNFb 1 TNFd pokazali su

znatno manju raznolikost sa sedam uocenih alela. Takoder, na ova dva lokusa otkrivena je

izrazita predominantnost jednog alela, na lokusu TNFb predominantan je bio alel TNFb4

(46,7%), a na lokusu TNFd alel TNFd4 (57,0%).

Tablica 19. Raspodjela alela na mikrosatelitima TNFa, TNFb i TNFd u uzorku hrvatske

populacije (N=150)

TNFa TNFb TNFd
Alel Ucestalost (%) | Alel Ucestalost (%) | Alel UCcestalost (%) | Alel  Ucestalost (%)
al 0,7 a8 — bl 14,0 dl 2,3
a2 16,7 a9 4,0 b2 3,0 d2 5,7
a3 1,7 alo 23,7 b3 13,0 d3 2,3
a4 53 all 11,3 b4 46,7 d4 57,0
as 8,3 al2 — b5 21,0 ds 21,3
a6 13,0 al3 6,3 b6 1,0 dé 9,3
a7 8,7 al4 0,3 b7 1,3 d7 2,0
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4.3.2. ANALIZA NERAVNOTEZE UDRUZIVANJA IZMEDPU MIKROSATELITA HLA

I LOKUSA HLA

Naredni cilj ovog istrazivanja bio je utvrditi vrijednost neravnoteze udruzivanja izmedu
mikrosatelita HLA i gena HLA. Takvo istraZzivanje potrebno je provesti kako bi se analiza
mikrosatelita HLA mogla iskoristiti za odabir najpodudarnijeg davatelja u slucajevima kada
bolesnik nema genotipski HLA identi¢nog davatelja u obitelji, ve¢ mu davatelj moze biti samo
nesrodna osoba iz Svjetskog registra dobrovoljnih davatelja kosStane srzi (BMDW). Naime,
poznavanje vrijednosti neravnoteze udruzivanja izmedu alela pojedinog mikrosatelita 1 alela
lokusa HLA omogucilo bi bolje odredivanje haplotipova HLA i1 samim time otkrivanje onih
davatelja koji su s bolesnikom identi¢ni ne samo za gene HLA razreda I 1 II, ve¢ i za Citav
haplotip HLA. Takoder, ova analiza je neophodna buduc¢i je jedan od ciljeva ovog istrazivanja
bio utvrditi 1 da 1li neki od ispitivanih mikrosatelita pokazuje povezanost s ishodom
transplantacije. Naime, na taj naCin bi se, ukoliko odredeni mikrosatelit pokaze utjecaj na
prezivljavanje bolesnika nakon HSCT, moglo iskljuc¢iti da je ta povezanost posljedica
neravnoteze udruzivanja s genom HLA. S obzirom da se ve¢ina mikrosatelita testiranih u ovom
istrazivanju nalazi u blizini lokusa HLA-B, a preostali su previse udaljeni od drugih lokusa HLA
razreda I ili II, vrijednost LD-a te statistiCka znaCajnost izraCunate su samo za haplotipske veze
lokusa HLA-B 1 mikrosatelita smjestenih u blizini ovog lokusa HLA (tablice 20 i 21). U
tablicama su prikazani rezultati za sve haplotipske veze kod kojih je vrijednost LD-a bila ve¢a od
0,3 neovisno o tome da li je vrijednost P bila statisticki znacajna za pojedinu haplotipsku vezu ili
ne.

Iz rezultata vidimo da izmedu lokusa HLA-B 1 mikrosatelita D6S2927 postoji vrlo snazna
neravnoteza udruzivanja. Haplotipska veza koja je pokazala najvecu vrijednost LD-a je HLA-
B*51/D6S2927-2 (LD=2,2; P=0,0002), dok su cak tri haplotipske veze izmedu HLA-B i

mikrosatelita STR MICA pokazale LD>2,0 1 P<0,01. Najces¢e veze bile su HLA-
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B*07/STR_MICA-AS5.1 1 HLA-B*51/STR _MICA-A6 (6.11%);

pokazale i najviSu vrijednost LD-a

navedene veze takoder su

Tablica 20. Analiza haplotipskih veza izmedu lokusa HLA-B i mikrosatelita

D6S2927, STR_MICA i D5S2793 u hrvatskoj populaciji (N=150)

HLA-B* D6S2927 STR_MICA D6S2793

07 e 5 oo CALT

08 3 517 CA24%™™

13 44 514 CA18"™

14 44 6° CA14°™

s e o _

18 3 43 CA25"", CA26°
-7 e = CALL

35 50 5¢, 9c** cA21%

37 19 _ _

38 4o 9r CA25%, CA26""
39 4% 9 CA15%"

41 2& — —

44 2+ 5.1, 6 CA15%, CA18"
49 — 6 CA22¢

50 — 6 CA14%"

51 2 6" CA15%, CA20¢
57 — 94 —

58 — 9" —

ol [ S —

Legenda: LD — neravnoteza udruzivanja;
a-LD=0,3-0,5; b - LD=0,5-1,0; c- LD=1,0-2,0; d - LD >2,0
¥-P<0.05; ¥*- P <0.01; ¥***- P <0.001; ¥****- P <0.0001
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(LD=2,2, odnosno LD=1,8). Niti jedna od haplotipskih veza HLA-B/D6S2793 nije dosegnula
vrijednost LD-a veéu od 2,0 no istovremeno je pet veza pokazalo izrazito visoko statisticki
znacajne vrijednosti LD-a (P<0,0001).

Analizom povezanosti lokusa HLA-B 1 mikrosatelita TNFb uoceno je kako je statisti¢ki

Tablica 21. Analiza haplotipskih veza izmedu lokusa HLA-B i

mikrosatelita TNFa, TNFb i TNFd u hrvatskoj populaciji (N=150)

HLA-B* TNFa TNFb TNFd
07 all™™™" _ _
0 e e o
3 Ju B B
14 a2 b1™* —
15 a2 b1™ —
18 alo™"™" — d4”
-7 e — B
35 as"™" — d7e”
37 o — o
38 alo™"" — —
39 al3*"™" — de”
41 a7"" — —
44 ad®™™" b4 —
50 as™"" b7 —
51 a3 — ds*
57 2" — —
61 al0” b3 —

Legenda: LD — neravnoteza udruzivanja;
a-LD=0,3-0,5; b - LD=0,5-1,0; c - LD=1,0-2,0; d - LD >2,0;
¥-P<0.05 *¥*-P<0.01; ¥*- P <0.001; ¥***- P <0.000]
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najznacajnija povezanost prisutna izmedu HLA-B*50 1 alela TNFb7 (P<0,001). U slucaju

mikrosatelita TNFa, haplotipska veza HLA-B*18/TNFal0 bila je najzastupljenija (5,3%) te je

pokazala 1 statistiCki znacajno visoku vrijednost LD-a (LD=1,7; P<0,0001). U kona¢nici,

medu haplotipskim vezama HLA-B/TNFd navedenim u tablici 20, najvisu vrijednost P pokazale

su kombinacije HLA-B*08 1 TNFd2 te HLA-B*37 i TNFd3 (P<0,0001).

Uz analizu haplotipskih veza lokusa HLA-B i mikrosatelita HLA, provedena je i analiza

neravnoteze udruzivanja izmedu mikrosatelita smjeStenih unutar regije TNF. Rezultati su

Tablica 22. Analiza haplotipskih veza dva lokusa izmedu mikrosatelita TNF (TNFa, TNFb,

TNFd) u hrvatskoj populaciji (N=150)

TNFa/ TNFb/ TNFa/

TNFb Lb F TNFd b ’ TNFd Lb F
al/b4 0.2 NZ bl/d5 2.7 0.0008 a2/d2 3.2 <0.0001
a2/bl 3.7 <0.0001 b2/d5 0.6 NZ a2/ds 1.3 NZ
a2/b3 2.7 0.0099 b3/d2 2.7 <0.0001 a3/d5 0.5 NZ
a3/bl 0.6 Nz b4/d1 1.0 0.0459 a4/d1 0.3 NZ
a3/b5 0.2 NZ b4/d3 0.3 NZ a5/d4 0.2 NZ
a4/b6 0.4 0.0107 b4/d4 2.5 NZ a6/d4 0.4 NZ
a5/b5 0.6 NZ b4/d6 0.8 NZ a9/d3 0.9 NZ
a5/b6 0.3 NZ b5/d6 0.3 NZ al0/d4 23 Nz
as5/b7 0.5 NZ b6/d6 0.2 NZ al3/d6 1.8 <0.0001
a7/bl 0.8 NZ b7/d4 0.3 NZ

a9/b4 0.5 NZ

al0/b4 23 NZ

all/b4 23 NZ

al3/b4 1.1 NZ

Legenda: LD — neravnoteza udruzivanja; NZ — vrijednost P nije statisticki znacajna

76




prikazani u tablici 22. NajceSc¢a haplotipska veza TNFa/TNFb bila je TNFal0/TNFb4 (12,0%;

LD=2,3), dok je najjaca povezanost pronadena za kombinaciju TNFa2/TNFbl

(LD=3,7;

P<0,00001). Izmedu 10 haplotipskih veza TNFb/TNFd najces¢a je bila TNFb4/TNFd4 (23,2%;

LD=2,5; P>0,05), a najviSa vrijednost LD-a primjeCena je za kombinaciju TNFb1l/TNFd5

(LD=2,7; P=0,0008). Naposljetku, najjaca povezanost izmedu mikrosatelita TNFa i TNFd

uocena je za vezu TNFa2/TNFd2 (LD=3,2; P<0,0001).

Osim analize haplotipskih veza dva lokusa, napravljena je i analiza povezanosti sva tri

mikrosatelita TNF (tablica 23). Najvisu vrijednost LD-a pokazala je haplotipska veza

TNFal0/TNFb4/TNFd4 (LD=3,36; P=0,001) koja je takoder bila i najces¢a (8,52%). S druge

strane, najznacajnija vrijednost P uocena je za vezu TNFa2/TNFb3/TNFd2 (P<0,0001).

Tablica 23. Analiza haplotipskih veza tri lokusa izmedu mikrosatelita TNF (TNFa, TNFbD,

TNFd) u hrvatskoj populaciji (N=150)

TNFa/TNFb/TNFd LD P TNFa/TNFb/TNFd LD P
a2/bl/d4 1,0 NZ a6/b5/d5 0,6 NZ
a2/b3/d2 2,8 <0,0001 a7/bl/d5 1,0 0,0115
a2/b5/d2 0,3 NZ a7/b4/d1 0,3 NZ
a3/bl/d4 0,2 NZ a7/b5/d4 0,3 NZ
a3/b1/d5 0,2 NZ al0/b4/d4 3,4 0,0010
a4/b4/d1 0,3 NZ all/b4/d4 2,3 0,0022
a5/b5/d4 0,4 NZ all/b4/d6 0,4 NZ
a5/b5/d6 0,3 NZ al3/b3/d5 0,3 NZ
a5/b7/d4 0,5 NZ al3/b4/d6 1,3 0,0005
a6/b4/d1 0,5 NZ al3/b5/d6 0,4 NZ
a6/b5/d4 1,2 0,0257

Legenda: LD — neravnoteza udruzivanja; NZ — vrijednost P nije statisticki znacajna
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4.4.

ANALIZA

UTJECAJA

MIKROSATELITE HLA NA ISHOD HSCT

PODUDARNOSTI ZA

Podaci o dobi, spolu, dijagnozi i klinickom statusu ispitanika koji su primili presadak od

nesrodnog davatelja (N=15) ili jednog od roditelja (N=5) prikazani su u tablici 24.

Tablica 24. Podaci o spolu, dobi, dijagnozi i klinickom statusu ispitanika koji su primili

presadak od nesrodnog davatelja ili roditelja (N=20)

Ispitanik g)l;](;l) (];7];)) Dijagnoza agYIIiI)D ?I?I‘: }-I\]; Priflil;’gstz;nje Status

1 M/M | 36/44 ALL + - 6 T (ponovna pojava bolesti)
2 Z/M | 18/44 MF - + 2 t
3 Z/7. | 20/53 CML - - 24 T (ponovna pojava bolesti)
4 MM | 17/29 NHL - + 35 T (ponovna pojava bolesti)
5 M/M | 22/24 ALL - + 3 t
6 7217 | 26/28 CML - + 3 t
7 M/M | 11/42 ALL - + 3 t
8 M/M 8/35 CML - - 113 remisija
9 72/7 | 19/26 NHL - - 1 t
10 M/M | 22/37 MDS - + 2 t
11 M/Z | 33/42 ALL - + 3 t
12 M/Z 6/25 ALL - + 1 t
13 M/M | 31/40 ALL - - 1 t (infekcija)
14 M/M 5/47 ALL + - 30 remisija
15 ZM | 3/49 CML - + 33 remisija

16* 7217 | 21/43 ALL - - 5 t (infekcija)

17% M/Z 2/29 AML - + 1 t

18%* 7/7 17/40 AA - - 21 t

19%* 7/7 7/32 AA - + 64 remisija

20% 7217 | 13/46 ALL - - 5 T (ponovna pojava bolesti)

Legenda: P — primatelj; D — davatelj; aGvHD — akutni GvHD; M - muskarac; 7 - Zena; AML - akutna mijeloicna
leukemija; ALL - akutna limfocitna leukemija; CML - kronicna mijeloicna leukemija; NHL - non-Hodgkinov limfom;
AA - aplasticna anemija; MDS -mijelodisplasticni sindrom; MF — mijelofibroza; T - smrtni ishod; * - ispitanici koji

su primili presadak od roditelja
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Kako bi se ispitao utjecaj podudarnosti za mikrosatelite HLA na pojavu akutnog GvHD-

a, ponovna pojava bolesti, odbacivanje transplantata te sveukupno prezivljenje ispitanika nakon

HSCT, provedena je analiza 13 mikrosatelita HLA u skupini od 20 ispitanika kao 1 medu

njihovim davateljima. Rezultati ove analize prikazani su u tablici 25.

Tablica 25. Analiza podudarnosti primatelja i davatelja za 13 mikrosatelita HLA (D6S291,

D6S1014, D6S273, TNFd, TNFa, TNFb, D6S2793, STR_MICA, MIB, D6S2927, D6S2939,

D6S265 i D6S510) u skupini od 20 ispitanika

Lokus

Bolesnici

D6S291

D6S1014
D6S273
TNFd

TNFa

TNFb
D6S2793
STR_MICA

MIB

D6S2927

D6S2939

D6S265

D6S510

Legenda: Ispitanici 1-15 — davatelj nesrodna osoba; ispitanici 16-20 — davatelj roditelj
[ -primateljidavatelj su identicni za analizirani lokus
B primatelj i davatelj nisu identicni za analizirani lokus

Utjecaj podudarnosti para primatelj-davatelj za pojedini mikrosatelit HLA prikazan je na

slikama 18 i 19. Niti za jedan od 13 ispitivanih mikrosatelita nije pronadena statisti¢ki znacajna

razlika u prezivljavanju ispitanika izmedu skupine primatelja koji su za analizirani mikrosatelit

bili identicni sa svojim davateljem i primatelja kod kojih je uo€ena razlika u alelima

mikrosatelita u odnosu na davatelja.

79



Prezivijavanje (%)

Prezivljavanje (%)

Prezivijavange (%)

Prezivljavanje (%)

60 |-

50 -

40 |-

30

20

D6S291

80 100 120

Vrijeme (mjeseci)

100 |~

80 |-

40

D6S273

60

80 100 120

Vrijeme (injeseciy

100 |~

20

90 -
80
7o
sof-
sof-
40 -
30
L 1

TNFa

20

40

60

80 100 120

Vrijeme (mjeseci)

90 |-

70 -

60 |-

50 -

30 -

20 |-

o

D6S2793

60

80 100 120

Vrijeme (mjeseci)

D6S1014

Preiivijavanje (%)

60 |-

S0

30 |

20

Rl . 1 . 1 . 1 . 1 . 1 . 1
0 20 40 60 80 100 120

Viijeme (mjeseci)

TNFd

90 |-

80 |-

Prezivljavange (%)

50 -

40 |-

30

20 -

Rl . I . 1 R 1 R 1 R 1 . I
0 20 40 60 80 100 120

Vidjeme (mjeseci)

TNFb

2 -

80 |

PreZivijavanje (%)

70 |-

60 [~

50 [~

40 |-

30

20 -

Rl . I . I i I i I : I : 1
o 20 40 60 ) 100 120

Vrijeme (mjeseci)

Legenda: ispitanik podudaran s
davateljem za mikrosatelit HLA
m— [spitanik nepodudaran s
davateljem za mikrosatelit HLA

Slika 18. PreZivljavanje ispitanika nakon
HSCT (N=20) s obzirom na podudarnost
primatelja i davatelja za mikrosatelite HLA
(D6S291, D6S1014, D6S273, TNFd, TNFa,

TNFb, D6S2793)
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Slika 19. Prezivljavanje ispitanika nakon HSCT (N=20) s obzirom na podudarnost

primatelja i davatelja za mikrosatelite HLA (STR_MICA, MIB, D6S2927, D6S2939,

D6S265 i D6S510)
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Nadalje, ispitanici su bili podijeljeni u dvije skupine s obzirom na broj mikrosatelita kod
kojih je uocena nepodudarnost para primatelj-davatelj: skupina I kod koje je nepodudarnost
uocena u najvise pet mikrosatelita HLA, te skupina II u koju su bili uklju€eni ispitanici koji su se
od svojih davatelja razlikovali za Sest ili viSe mikrosatelita HLA. Rezultati ove analize prikazani
su na slici 20. Razlika u prezivljavanju izmedu ove dvije skupine ispitanika nije bila statisticki

znacajna.

100 |—

mmmm | skupina

90 |- II skupina
80 |— l

70—

PreZivljavanje (%)

60 |—

4

30—

20 |-

oH \ | \ | . | . | . | . |
0 20 40 60 80 100 120

Viijeme (mjeseci)

Legenda: 1 skupina — ispitanici koji se od svog davatelja razlikuju za najvise 5
mikrosatelita; II skupina — ispitanici koji se od davatelja razlikuju za 6-13 mikrosatelita

Slika 20. Prezivljavanje ispitanika nakon HSCT (N=20) s obzirom na broj mikrosatelita

HLA za koje se razlikuju par primatelj-davatelj

Povezanost podudarnosti za ispitivane mikrosatelite HLA takoder je analizirana s
obzirom na pojavu i tezinu akutnog GvHD-a. U skupini od 20 ispitanika, kod devet osoba nisu
primjec¢eni znakovi akutnog GvHD-a ili je on bio blaZzeg oblika (I i II stupanj), dok je 11
ispitanika razvilo teski oblik akutnog GvHD-a (III i IV stupanj). Usporedba te dvije skupine
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ispitanika nije otkrila statisticki zna€ajne razlike u pojavi i teZini akutnog GvHD-a obzirom na
podudarnost izmedu primatelja i davatelja za niti jedan od ispitivanih mikrosatelita HLA (slika
21). Lokusi D6S291 1 D6S273 bili su jedini mikrosateliti kod kojih je primjecena izrazitija
razlika izmedu dvije skupine ispitanika. Nepodudarnost para primatelj-davatelj za lokus D6S291
bila je prisutna kod ¢ak 90,9% ispitanika s teSkim oblikom GvHD-a naspram 55,6% bolesnika
koji su razvili blazi oblik GvHD-a. S druge strane, nepodudarnost za lokus D6S273 je ¢eSce bila
prisutna kod ispitanika kod kojih nije doSlo do razvoja GvHD-a ili je on bio blaZeg oblika
(66,7%) u usporedbi s ispitanicima koji su razvili GVHD III ili IV stupnja (36,7%). Takoder, nije
uocena statisticki znacajna razlika u pojavi i teZini akutnog GvHD-a kod ispitanika koji su imali
manji broj nepodudarnosti (0-5) za mikrosatelite HLA u usporedbi s ispitanicima koji su se od

svojih davatelja razlikovali za 6-13 mikrosatelita HLA.

9%, 100
% mO0-lIGvHD

90 EIll-IVGVHD |

MIKROSATELITSKI LOKUS

Legenda: 0-1 — skupina ispitanika koja ili nije pokazivala znakove akutnog GvHD-a ili je on bio blazeg oblika (Ii II
stupanj); I1I-1V — skupina ispitanika koja je razvila teski oblik akutnog GvHD-a (11l i IV stupanj)

Slika 21. Pojava i tezina akutnog GvHD-a kod ispitanika koji su se razlikovali od svog

davatelja za alele mikrosatelita HLA
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4.5. ANALIZA UTJECAJA MIKROSATELITA UNUTAR REGIJE

TNF NA ISHOD HSCT

U svrhu ispitivanja povezanosti mikrosatelita smjeStenih unutar regije TNF na ishod
HSCT, prvo je provedena analiza tri lokusa (TNFa, TNFb 1 TNFd) u skupini od 100 ispitanika
koji su primili presadak od genotipski HLA identi¢nog brata ili sestre. Usporedba raspodjele
ucestalosti alela na lokusima TNFa, TNFb 1 TNFd izmedu zdrave kontrole 1 skupine ispitanika
prikazana je na slikama 22, 23 1 24. Jedina razlika uocena izmedu dvije populacije je veca
zastupljenost alela TNFa8 i TNFd3 medu ispitanicima, no ta razlika gubi statisticCku znacajnost

nakon korekcije vrijednosti P.

Yo 30,0
i I kontrola (N=150)

H bolesnici (N=100)

25,0

20,0

15,0

10,0

5,0

0,0
al a2 a3 a4 a5 a6 a7 a8 a9 al0 all al2 al3 al4
TNFa alel
Slika 22. Raspodjela alela na mikrosatelitu TNFa u kontrolnoj skupini (N=150) i medu

ispitanicima s genotipski HLA identi¢énim davateljem (N=100)
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Slika 23. Raspodjela alela na mikrosatelitu TNFb u kontrolnoj skupini (N=150) i medu

ispitanicima s genotipski HLA identi¢nim davateljem (N=100)

°
7o 60,0

50,0

40,0

30,0

20,0

10,0

I kontrola (N=150)
H bolesnici (N=100)

0,0

d1 d2 a3

TNFd alel

Slika 24. Raspodjela alela na mikrosatelitu TNFd u kontrolnoj skupini (N=150) i medu

ispitanicima s genotipski HLA identi¢nim davateljem (N=100)
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Skupina ispitanika zatim je bila podijeljena na tri grupe s obzirom na duZinu alela
prisutnog na TNFa, TNFb i TNFd lokusu. Osobe koje su na lokusu TNFa imale alele TNFal-
TNFa6 pridruzene su skupini I, ukoliko su imale alele TNFa7-TNFal3 ukljucene su u skupinu
ITI, a skupinu II sacinjavale su osobe koje su imale i alel s malim brojem ponavljanja i alel s
velikim brojem ponavljanja. Podjela je na isti nacin ucinjena i za lokuse TNFb 1 TNFd. Aleli s
malim brojem ponavljanja na lokusu TNFb su bili TNFbI-TNFb3, dok su u skupinu alela s
velikim brojem ponavljanja bili ukljuceni aleli TNFb4-TNFb7. Konac¢no, izmedu sedam alela
otkrivenih na lokusu TNFd, prva tri alela (TNFd1-TNFd3) pridruZzena su skupini s malim brojem
ponavljanja, dok su preostala Cetiri alela (TNFd4-TNFd7) bila svrstana medu alele s velikim
brojem ponavljanja. Tri skupine ispitanika bile su usporedene s obzirom na prezivljavanje (slika
25). Statisticki znacajna razlika u prezivljavanju nije bila pronadena niti za jedan lokus. Za lokus
TNFa vjerojatnosti prezivljavanja bile su gotovo identi¢ne za sve tri skupine ispitanika. Analiza
lokusa TNFb i TNFd otkrila je neSto vece razlike izmedu ispitivanih skupina. Bolji ishod
transplantacije uocen je medu osobama koje su imale oba ili barem jedan alel s velikim brojem
ponavljanja na lokusu TNFb. Rezultati analize lokusa TNFd upucivali su da najlosije izglede
imaju ispitanici iz skupine s po jednim alelom s malim i jednim alelom s velikim brojem
ponavljanja.

Naposljetku, provedena je 1 usporedba prezivljavanja ispitanika i s obzirom na prisutnost
pojedinacnih alela na lokusima mikrosatelita TNF. Iz rezultata ove analize izdvojena su tri alela
koja su pokazala utjecaj na ishod transplantacije: TNFa8, TNFal0 i TNFd6 (slika 26). Ispitanici
kod kojih je bio prisutan alel TNFa8 (4%) imali su izrazito loSiju vjerojatnost prezivljavanja u
usporedbi s ispitanicima kod kojih ovaj alel nije pronaden (P<0,0001). Nasuprot tomu, znacajno
povoljniji ishod HSCT (P=0,0220) uocen je kod ispitanika pozitivnih za alel TNFal0 (45%) u
odnosu na bolesnike negativne za taj alel. Premda razlika u prezivljavanju ispitanika pozitivnih
za alel TNFd6 u usporedbi s ostalim ispitanicima nije dosegla statisticki znacajnu vrijednost P,

treba spomenti da je prisutnost TNFd6 bila povezana s nepovoljnijim ishodom HSCT.
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Slika 26. Prezivljavanje ispitanika s genotipski HLA identi¢nim davateljem (N=100) s

obzirom na prisutnost alela TNFa8, TNFa10 i TNFd6
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5. RASPRAVA
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Cilj ovog rada bio je ispitati na koji nacin se analiza mikrosatelita moze primjeniti u
poboljsanju ishoda HSCT. Kako bi takva analiza uopce bila moguca, kao preduvjet bilo je
neophodno provesti istrazivanje medu zdravim ispitanicima unutar populacije kojoj pripadaju 1
ispitanici s HSCT. Takvim pristupom dobiva se uvid u osobine pojedinog lokusa, prvenstveno
njegovu raznovrsnost, te se procjenjuje opravdanost njegove primjene u svim daljnjim
postupcima. Iz navedenog razloga ovo istrazivanja obuhvacalo je dva podrucja: populacijska
ispitivanja mikrosatelita u hrvatskoj populaciji te vaznost analize mikrosatelita u odabiru
davatelja prije transplantacije kao i pracenje ispitanika nakon HSCT.

Lokusi uklju¢eni u ovo istrazivanje bili su podijeljeni u dvije skupine s obzirom na to da
li je mogucénost njihove primjene bila ispitivana u okvirima prac¢enja ispitanika nakon HSCT ili u
analizama utjecaja podudarnosti primatelja 1 davatelja hematopoetskih mati¢nih stanica za
mikrosatelite na ishod transplantacije. Prvu skupinu, lokuse non-HLA, sacinjavali su: THOI,
VWFA31, FES/FPS, F13A01, SE33, D1S80, D12S391, D18S535 i D22S683 dok su drugu
skupinu mikrosatelita HLA sacinjavali: D6S291, D6S1014, D6S273, STR_MICA, D6S2793,
MIB, D6S2927, D6S2939, D6S265 i D6S510, TNFa, TNFb i TNFd. Raznovrsnost lokusa,
odnosno raspodjela alela, ispitivana je za obje skupine lokusa, no dok je za prvu skupinu analiza
prvenstveno bila provedena kako bi se procijenila informativnost pojedinog lokusa, kod
istrazivanja mikrosatelita HLA naglasak je stavljen na utvrdivanje odnosa izmedu mikrosatelita
HLA i gena HLA, neravnotezu udruzivanja i njihovu ulogu u boljem prezivljavanju ispitanika
nakon HSCT.

Populacijsko istrazivanje raznovrsnosti 9 mikrosatelita i jednog minisatelita koji su
smjeSteni izvan regije HLA provedeno je na uzorku od 150 zdravih, nesrodnih ispitanika.
Ovakvo istrazivanje neophodno je prije njihove moguce primjene u pracenju ispitanika nakon
transplantacije ili u bilo kojem drugom slucaju kada se odredivanjem alela mikrosatelita
pokusSava razluciti podrijetlo stanica dviju ili viSe razli¢itih osoba. Osnovna osobina koja se

uzima u obzir jest njegova informativnost. Kao mjerilo informativnosti odredenog lokusa koristi
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se vrijednost PIC na koju utjeéu broj alela te postotak heterozigotnosti. Sto je broj alela veéi i to
su njihove ucestalosti ujednacenije ¢ime se osigurava i veci udio heterozigota za ispitivani lokus
u populaciji, to ¢e i njegova vrijednost PIC, odnosno razina njegove informativnosti biti visa
(26).

Analiza 10 lokusa non-HLA ukljucenih u ovo istrazivanje pokazala je da se broj alela
pronadenih na pojedinom lokusu krece u rasponu od 7 alela koliko ih je uo¢eno za mikrosatelite
THO1 1 FES/FPS do 21 alela koji su pronadeni na lokusu SE33, a srednja vrijednost broja alela
iznosila je 12,8 za 10 ispitivanih lokusa. Usporedba dijela nasih rezultata s drugim populacijama
bila je mogucéa zahvaljujuéi postojanju baze podataka «DNA PCR Datenbank» (58). Naime,
navedena baza podataka objavljene rezultate populacijskih istrazivanja za lokuse THOI,
VWFA31, FES/FPS, F13A01, SE33 i DI1S80 u vise od 200 europskih i1 svjetskih populacija.
Usporedbom raspodjele alela na analiziranim lokusima s rezultatima dobivenima za druge
populacije ustanovljeno je da se hrvatska populacija ne razlikuje znacajno od dosad istrazivanih
europskih populacija. Razlike se u najve¢em broju slucajeva odnose na odsutnost alela s izrazito
malim, odnosno velikim brojem ponavljanja koji su u drugim populacijama pronadeni s vrlo
malom ucestalo$¢u. Tako npr. na lokusu THO1 kod nas nije bio uocen jedino alel THO1-11 od
dosad u literaturi opisanih alela. Medu ispitivanim populacijama, ovaj alel je samo u Spanjolskoj
1 Italiji uvo€en s frekvencijom od 2,5% (59, 60). U svim drugim europskim populacijama
pojavljivao se u manje od 1,0% ispitanika. Isti rezultati uoc€eni su i za druge populacije u svijetu
s 1zuzetkom Indije gdje je alel THO1-11 pronaden u 5,5% stanovnika (61). Aleli VWFA31-11 1
VWFA31-21 koji nisu uoceni medu hrvatskim ispitanicima analizom lokusa VWFA31, 1 u svim
drugim europskim populacijama pronadeni su s u€estalo§¢u manjom od 1,0%. Alel VWFA31-11
se sa slicnom frekvencijom pojavljivao 1 u ostalim svjetskim populacijama, dok je alel
VWFA31-21 s nesto viSom ucestalo$¢u od 1,0% primjecen u populacijama srediSnje Afrike (62).
Analiza lokusa FES/FPS u nasoj populaciji nije otkrila osobe koje su posjedovale alele FES/FPS-

7 1 FES/FPS-8. Dok je alel FES/FPS-7 bio ili odsutan ili prisutan s ucestalos¢u manjom od 0,5%
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u drugim europskim populacijama (Madzarska, Poljska, Portugal, Spanjolska), alel FES/FPS-8
pojavljivao se u priblizno 1,0% osoba, osim u Poljskoj gdje je pronaden kod priblizno 2,0%
stanovnistva (63-66). Oba alela znacajnije su prisutna medu stanovnicima Afrike, alel FES/FPS-
7 s najve¢om zastupljenoséu (3,9%) u populaciji otoka Sao Tome i1 Principe, dok su se
ucestalosti alela FES/FPS-8 kretale u rasponu od 10,3% koliko je wuoceno medu
Afroamerikancima do 17,4% u populaciji Kameruna (67, 68). Jedini aleli na lokusu F13A01 koji
su opisani u literaturi, a nisu u ovom istrazivanju uoc¢eni u hrvatskoj populaciji, su aleli F13A01-
101 FI13A01-17. Ovi aleli primjeéeni su u viSe od 1,0% stanovnika jedino u Maroku i Indoneziji,
ali ne i u Evropi (69, 70). Aleli s najmanjim brojem ponavljanja na lokusu SE33 (aleli SE33-12 1
SE33-12.2) nisu pronadeni u Hrvatskoj, no i u ostalim zemljama njihova zastupljenost bila je
manja od 1,0%. Izuzetak su populacije Madzarske, Poljske 1 Turske gdje se ucestalost alela
SE33-12 kretala priblizno 1,5%, dok je za alel SE33-12.2 izuzetak Spanjolska s ugestalo§éu ovog
alela od 1,4% (71-74). Analiza lokusa D1S80 u hrvatskoj populaciji nije otkrila alele s manjim
brojem ponavljanja od alela DIS80-16 1 ve¢im brojem ponavljanja od alela D1S80-30. Aleli
manji od alela D1S80-15, ukoliko su i bili uoc€eni, u niti jednoj od dosad istrazenih populacija
nisu bili zastupljeni u vise od 0,5% osim u Kolumbiji (1,2%), dok je alel D1S80-15, premda
jednako slabo zastupljen u Evropi, pokazao nesto vecu ucestalost (=2,8%) medu stanovniStvom
Bliskog Istoka, Indije 1 Kine (75-77). Od alela s velikim brojem ponavljanja, koji nisu otkriveni
u hrvatskoj populaciji, jedino je alel D1S80-31 bio prisutan u rasponu od 1,0% do 10,0% u
velikoj vecini europskih, ali 1 svjetskih populacija. Ovo je 1 jedina izrazita razlika izmedu
hrvatske populacije i drugih, dosad istrazivanih populacija. Medutim, budu¢i se radi o jedinom
minisatelitskom lokusu uklju¢enom u ovo istrazivanje s ponavljaju¢om jedinicom od 16pb, ova
razlika je najvjerojatnije posljedica neusuglasenosti nazivlja kao jednog od osnovnih problema u
usporedbi rezultata dobivenih analizom lokusa s ponavljaju¢im sljedovima DNK u razli¢itim
populacijama. Konac¢no, analizom lokusa D1S1656, D12S391, D18S535 1 D22S683 nije

otkriven niti jedan alel koji dosad nije bio uocen u drugim populacijama i obrnuto, postojanje
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svih dosad poznatih alela na ovim mikrosatelitima potvrdeno je i medu hrvatskim ispitanicima
(55, 78-82).

Analiza raspodjele alela na ispitivanim lokusima ukazala je na ujednac¢enu zastupljenost
alela za sve lokuse osim lokusa FES/FPS 1 D18S535. Jedino su kod ova dva lokusa uoceni aleli
koji su se u nasoj populaciji pojavljivali sa zastupljenos¢u ve¢om od 30%. Kao Sto je ve¢ receno,
usporedba rezultata nase populacije 1 drugih europskih populacija s obzirom na raspodjelu alela
nije pokazala znadajnije razlike. Stovie, ne samo da razlika nije bila uodena za najuéestalije
alele koji su bili zajednicki hrvatskim ispitanicima 1 ispitanicima iz drugih europskih populacija,
vec je 1 raspodjela ostalih alela bila bez ve¢ih odstupanja.

Udio heterozigota je drugi klju¢ni ¢imbenik za utvrdivanje informativnosti odredenog
lokusa. Usporedba uocene i oCekivane heterozigotnosti promatranih lokusa pokazala je da se
vrijednosti oba ¢imbenika ne razlikuju znacajno te da su u slucaju svih lokusa s izuzetkom
FES/FPS vece od 70%. Stoga je lokus FES/FPS kao posljedicu niske heterozignotnosti, malog
broja alela te izrazite predominantnosti tri alela (aleli FES/FPS-11, FES/FPS-12 1 FES/FPS-13),
u konacnici pokazao i najnizu vrijednost PIC-a od 0,70. Za sve ostale lokuse vrijednost PIC bila
je veca od 0,75. Najinformativnijim lokusom pokazao se mikrosatelit SE33 Sto je i shvatljivo
obzirom na najveci broj uocenih alela na ovom mikrosatelitu te postotkom heterozigotnosti od
cak 94%.

Opc¢e prihvaceno misljenje je da je lokus dovoljno informativan za ukljucivanje u
postupak pracenja kimerizma nakon HSCT ukoliko mu je postotak heterozigotnosti ve¢i od 70%
te vrijednost PIC >0,70 (83). Rezultati ovog rada jasno pokazuju da su svi ispitivani lokusi non-
HLA, ukljucujué¢i 1 FES/FPS, zadovoljili postavljene kriterije informativnosti te da je njihova
primjena u prac¢enju kimerizma nakon HSCT opravdana.

Nasuprot svim drugim podrucjima u kojima se analiza mikrosatelita upotrebljava za
odredivanje porijekla stanica razli¢itih osoba (sudska medicina, antropoloska istrazivanja itd.)

odnosno njihovo razlikovanje, analiza mikrosatelita u svrhu pracenja kimerizma nakon HSCT
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postavlja jo§ jedan dodatni zahtjev. Naime, kod odabira informativnih lokusa, potrebno je
obratiti pozornost na pojavu koja je svojstvena za umnazanje mikrosatelita reakcijom PCR, tzv.
«stutter» signale. Tijekom produljivanja novog lanca DNK moZe do¢i do odvajanja DNK
polimeraze od lanca DNK. Prilikom spajanja nove molekule polimeraze koja ¢e nastaviti
produljivanje DNK moze se stvoriti omc¢a u lancu kalupu te na taj naCin, uz fragmente stvarne
duzine alela koji se umnaza, u manjoj mjeri nastaju i fragmenti koji su kraéi za jedno ponavljanje
osnovnog slijeda. Ti ponavljajuéi sljedovi se prilikom analize alela vide kao signali slabijeg
intenziteta fluorescencije te, ukoliko je alel specifican za primatelja za jedno ponavljanje kraci
od alela specificnog za davatelja, mogu dovesti do lazno pozitivnog, odnosno negativnog nalaza
(84).

Osim toga, za procjenu kimerizma ispitanika nakon transplantacije potrebno je provesti
analizu na najmanje dva lokusa koji posjeduju alele specificne za primatelja, odnosno davatelja.
Razlog zbog kojeg analizu nije dovoljno provesti na samo jednom mikrosatelitu lezi u
potvrdenoj Cinjenici da je stopa mutacije na lokusu s ponavljaju¢im sljedovima DNK viSa nego
za kodirajuc¢e dijelove genoma. NajCeS¢e mutacije ovih lokusa su adicije ili delecije jedne
ponavljajuce jedinice. Stoga je, kao posljedica ove osobine mikrosatelita, moguce da se analizom
samo jednog lokusa pogresno odredi porijeklo stanica u uzorku ispitanika nakon transplantacije.
U prilog tvrdnji kako analiza samo jednog mikrosatelita nije dovoljno pouzdana, ide i slucaj
bolesnice kod koje je, u svrhu lijeenja CML, provedena HSCT (85). Sest mjeseci nakon HSCT,
analiza uzorka krvi bolesnice ukazala je na relaps bolesti, no takoder je utvrdeno i1 da je kod
jednog od lokusa STR koristenih u svrhu odredivanja kimerizma doSlo do gubitka jednog od
alela specificnih za bolesnicu. Naknadno se utvrdilo da je u tumorskim stanicama doslo do
gubitka dijela kromosoma 18 unutar kojeg se nalazio i ispitivani lokus. Ovaj sluc¢aj naglasava
mogucnost pogreSnog tumacenja rezultata ukoliko se pracenje kimerizma oslanja na analizu
samo jednog lokusa STR. Iz tog razloga je takoder bolje koristiti lokuse na razli¢itim

kromosomima, a ne samo na jednom. Naime, u leukemijskim stanicama su Ceste promjene
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strukture kromosoma (delecije, prerazmjestaji itd.) te bi stoga pouzdavanje u rezultate analize
mikrosatelita na samo jednom kromosomu takoder moglo dovesti do krivih zakljucaka.

Kada su osobine izabranih mikrosatelita bile odredene populacijskim istrazivanjem,
postavljene su osnove za daljnju analizu te se moglo pristupiti ispitivanju pra¢enja kimerizma u
svrhu procjene funkcioniranja transplantata ili predvidanja ponovne pojave bolesti. Iz tog razloga
provedena je opetovana analiza lokusa non-HLA medu 120 ispitanika nakon HSCT.

U analizi mikrosatelita medu parovima primatelj-davatel;j cilj je bio utvrditi da li su doista
dovoljno informativni kako bi u najmanje 95% slucajeva omogucili razlikovanje primatelja 1
davatelja za barem dva lokusa Sto je pretpostavljeno na osnovu populacijskog istrazivanja.
Naime, rezultati istrazivanja koje su proveli Ariffin i suradnici upucuju na to da je, upravo zbog
dodatnih zahtjeva koje pracenje kimerizma postavlja na kriterije informativnosti pojedinog
lokusa, uz populacijsko istrazivanje potrebna i analiza uzoraka primatelja i davatelja prije
odabira lokusa (86). Rezultati naseg istrazivanja parova primatelj-davatelj jasno su pokazali
uskladenost s rezultatima populacijskog istrazivanja, osim za lokus D18S535, no 1 u njegovom
slucaju informativnost lokusa bila je veca, a ne manja od ocekivane. Iz tog razloga mozemo reci
da je analiza mikrosatelita na uzorku zdrave populacije dovoljna kako bi se proveo kvalitetan i
precizan odabir lokusa prikladnih za prac¢enje kimerizma. Autori prije spomenutog istraZivanja
analizirali su lokuse koji se nalaze u dva komercijalna kita za identifikaciju osoba, izmedu
ostalog 1 lokuse THO1, VWFA31, FES/FPS 1 F13A01 (86). Premda je njihova tvrdnja kako nije
opravdano u prvoj analizi testirati velik broj lokusa (9-12) koliko ih se obi¢no nalazi u
komercijalnim kitovima, potvrdena i ovim istraZivanjem, potreba za dodatnim analizama nakon
populacijskog istrazivanja nije utemeljena kao ni misljenje autora da je jedan lokus dovoljan za
pouzdano utvrdivanje statusa kimerizma. Nedostatak ovog istrazivanja vjerojatno lezi u ¢injenici
da je provedeno na uzorku od samo 33 parova primatelj-davatelj. Takoder postoji 1 neslaganje
rezultata navedenog istrazivanja s obzirom na utvrdenu informativnost pojedinog lokusa. Naime,

premda je 1 u istrazivanju Ariffin-a i suradnika lokus FES/FPS pokazao najmanju informativnost,
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ona je bila znatno manja medu naSim ispitanicima (39,0% naspram 47,1%). Slican rezultat
primjecen je i za lokus F13A01 (52,0% naspram 57,9%), dok su lokusi THOI i VWFA31
pokazali vecu informativnost u istrazivanju autora iz Malezije (73,0% za oba lokusa naspram
50,9% za THO1 1 62,2% za VWA31 medu nasim parovima primatelj-davatelj) (86). Ove razlike
mogu biti posljedica nekoliko ¢imbenika, kao Sto je mali broj ispitanika u prethodno navedenom
istrazivanju, zatim sastav ispitivanih populacija (hrvatski ispitanici naspram ispitanika kineskog,
malajskog 1 indijskog porijekla) te kona¢no ¢injenica da su u istrazivanju Ariffin-a i suradnika
prilikom opisa lokusa izostavljeni neki od alela s nepotpunim brojem ponavljanja (npr. alel
THO01-9.3 1 alel F13A01-3.2) koji su pokazali znacajnu ucestalost u svim dosad istrazivanim
populacijama diljem svijeta.

Kako bi se provelo ispitivanje povezanosti kimerizma s klinickim stanjem ispitanika
nakon HSCT, ispitanici su grupirani obzirom na udjele stanica primatelja i davatelja koji su bili
utvrdeni analizom lokusa non-HLA tijekom pracenja. Uz tri osnovne skupine: ispitanike koji su
pokazali PK, ispitanike kod kojih je u odredenom periodu uocen MK te ispitanike kod kojih su
pronadeni samo aleli primatelja, definirane su i podskupine ispitanika s MK ovisno o tome da li
je udio primatelja rastao ili padao s viemenom. Ovaj nacin podjele uobicajen je za istrazivanja
primjene analize kimerizma u predvidanju ishoda HSCT, a poseban naglasak se u svim novijim
istrazivanjima stavlja upravo na to¢no odredivanje vrste MK. Naime, smatra se da bi upravo
grupiranje svih ispitanika s MK-om u jednu skupinu moglo objasniti ¢injenicu da su dosadasnja
ispitivanja predvidajuce vrijednosti analize kimerizma kod bolesnika s akutnim leukemijama
pruzala proturjecne rezultate. Primjer istrazivanja u kojem razlikovanje ova dva tipa MK-a nije
provedeno su i radovi (87, 88) u kojem autori nisu nasli povecanje rizika za ponovnu pojavu
bolesti medu bolesnicima s akutnim leukemijama kod kojih je uoten MK u usporedbi s
bolesnicima koji su pokazivali PK. Ovakav rezultat je u suprotnosti s ve¢inom dosad objavljenih
istrazivanja ove tematike (23, 89-100). Prema novijim istrazivanjima koja su jasnije odredila

skupinu bolesnika s MK, ishod HSCT za bolesnike s tzv. padaju¢im MK-om ne razlikuje se
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bitno od onog za bolesnike s PK-om, dok je vjerojatnost relapsa i smrtnog ishoda znacajno visa
za bolesnike s rastu¢im MK. Imajuéi u vidu te rezultate, moguce je da je u radovima koji nisu
povezali rastu¢i MK s relapsom bolesti, ova povezanost jednostavno bila prikrivena
neprikladnom raspodjelom bolesnika. I rezultati naSeg istrazivanja podrzavaju predvidajucu
vrijednost rastu¢eg MK-a za ponovnu pojavu bolesti jer je upravo u skupini ispitanika kod kojih
je uocen rastu¢i MK, najnepovoljniji, smrtni ishod transplantacije bio prisutan kod svih
ispitanika. Takoder, od sedam ispitanika ove skupine, njih ¢ak Cetiri bolovala su od nekog oblika
akutne leukemije, dok je samo jedna osoba imala dijagnozu CML. Ovo je potrebno naglasiti
zbog prije spomenutih nesuglasica o vaznosti pracenja kimerizma kod bolesnika s akutnim
leukemijama te Cinjenice da bi upravo u sluc¢aju akutnih leukemija kod kojih nisu odredeni
specificni tumorski markeri kao Sto je slucaj s fuzijskim genom BCR-ABL kod CML-a,
mogucnost oslanjanja na analizu statusa kimerizma u predvidanju ponovne pojave bolesti bila od
izrazite vaznosti za donosenje pravovremenih odluka tijekom lijeCenja (25).

Premda su prednosti koje bi analiza mikrosatelita u pra¢enju kimerizma mogla pruziti u
poboljsanju lijecenja znacajne, neophodno je istaknuti i ograni¢enja ove metode. To su prije
svega osjetljivost analize koja iznosi do 1% ukoliko se ne provodi na stani¢nim subpopulacijama
(101). Bitno je spomenuti kako je osjetljivost ove metode ovisna i o vrsti aparata koji se koristi
za provodenje analize, naime aparatima novije generacije (sekvenceri koji se temelje na
kapilarnoj elektroforezi) moguce je detektirati puno nize udjele alela primatelja (=1%). Drugim
rije¢ima, nalaz punog kimerizma treba tumaciti u okvirima metode, odnosno uzeti u obzir
¢injenicu kako ovim tipom analize nije moguce utvrditi prisutnost manje od 1% alela primatelja.
Iz tog se razloga ova analiza ne moZe primjeniti za utvrdivanje minimalne ostatne bolesti, Sto bi
takoder moglo objasniti i odredene nedosljednosti u povezanosti statusa kimerizma s pojavom
ponovne pojave bolesti. Naime, kako u nasem, tako i u brojnim drugim istrazivanjima, ponovna
pojava bolesti je primjecena 1 kod osoba koje su pokazivale prisutnost samo alela davatelja (23,

92, 93). Pojedini autori su ovakve slucajeve objasnjavali prevelikim vremenskim razmakom
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izmedu analiza §to je u skladu i s izrazito brzom dinamikom razvoja ponovne pojave bolesti kod
akutnih leukemija (23). Drugi autori su, medutim, opovrgnuli tu tvrdnju budué¢i su u svojim
radovima opisali bolesnike kod kojih je ponovna pojava bolesti bolesti uoc¢ena samo dva mjeseca
nakon posljednjeg nalaza punog kimerizma (94). Najvjerojatnije objasSnjenje stoga lezi u
¢injenici da definicija punog kimerizma primjenom analize mikrosatelita zapravo oznacava
prisutnost >99%, a ne 100% stanica davatelja.

Nasuprot jo§ uvijek neusuglaSenim miSljenjima oko vaznosti analize kimerizma kod
akutnih leukemija, vecina istrazivaca slaze se u tvrdnji da pojava krvotvornih stanica primatelja
prethodi ponovnoj pojavi bolesti u slucajevima kada bolesnici boluju od CML-a (91, 102-105).
Premda je danas odredivanje fuzijskog gena BCR-ABL metoda izbora za odredivanje minimalne
ostatne bolesti, analiza kimerizma ima velik znacaj pri donosenju odluka o postupcima za koje je
neophodno odrediti prisutnost primateljeve hematopoeze (npr. promjena imunosupresije, infuzije
limfocita davatelja) te pracenje njihovog uc¢inka (16). Naposljetku, podijeljena misljenja postoje
vezana uz dob bolesnika kod kojih ¢e nalaz mijeSanog kimerizma ukazivati na moguénost pojave
relapsa bolesti. Naime, istrazivanje koje je proveo Guimond 1 suradnici ukazalo je na pojavu
mijeSanog kimerizma kod djece s ponovnom pojavom bolesti, no ne 1 medu odraslim
bolesnicima kod kojih je uocena ponovna pojava bolesti (106). Autori su kao objasnjenje
ovakvih rezultata ponudili ¢injenicu da obnova T stani¢ne linije kod djece ovisi o timusu, dok je
kod odraslih osoba ona prvenstveno ovisna o diobi perifernih stanica T. Naime, periferne stanice
T su aloreaktivnije, te je pretpostavka da ¢e se preostale normalne stanice T primatelja
ucinkovitije ukloniti kod odraslih bolesnika te ih stoga i nece biti mogucée odrediti prilikom
ponovne pojave bolesti. Rezultati naseg istrazivanja ne idu u prilog ovoj tvrdnji buducéi su se u
skupini ispitanika kod kojih je rastu¢i MK prethodio ponovnoj pojavi bolesti bolesti nalazili 1
odrasli ispitanici 1 djeca.

Slijedeci cilj ovog rada bio je utvrditi da li je analizu 13 mikrosatelita HLA (D6S291,

D6S1014, D6S273, TNFd, TNFa, TNFb, D6S2793, STR MICA, MIB, D6S2927, D6S2939,
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D6S265 1 D6S510) moguce primjeniti u boljem odabiru nesrodnih HLA identi¢nih davatelja.
Pretpostavljeno je kako bi se u tu svrhu mogao primjeniti isti pristup koji se koristi u mapiranju
gena koji su odgovorni za razvoj odredene bolesti. Na taj nacin bi se analizom mikrosatelita koji
su smjesteni unutar regije HLA moglo suziti podrucje regije HLA unutar kojeg se nalaze geni
koji, osim gena HLA, takoder imaju utjecaj na ishod transplantacije. Drugim rije¢ima, uz pomo¢
analize mikrosatelita moglo bi se utvrditi za koje je joS sljedove regije HLA osim onih koji
kodiraju gene HLA bitna podudarnost izmedu primatelja i davatelja hematopoetskih mati¢nih
stanica. Medutim, prije ispitivanja utjecaja podudarnosti primatelja i davatelja za mikrosatelite
HLA na ishod HSCT, bilo je potrebno provesti njihovu analizu na uzorku zdrave populacije,
odnosno definirati veze pojedinog mikrosatelita s genima HLA i odrediti snagu neravnoteze
udruzivanja medu njima. Utvrdivanje jaCine neravnoteze udruzivanja izmedu pojedinog
mikrosatelita HLA 1 gena HLA omogucava pravilnu interpretaciju rezultata, odnosno odreduje
kolika je vjerojatnost da je povezanost podudarnosti primatelja i davatelja za mikrosatelit s
ishodom HSCT posljedica neravnoteze udruzivanja tog lokusa s genima HLA. Ta vjerojatnost ¢e
biti to veca Sto je 1 vrijednost neravnoteze udruzivanja izmedu mikrosatelita HLA 1 gena HLA
veca. Nasuprot tomu, ukoliko se utvrdi da izmedu mikrosatelita HLA 1 gena HLA ne postoji
neravnoteza udruZzivanja ili je ona slaba, moze se pretpostaviti da ili sam mikrosatelit HLA ili
lokus u njegovoj neposrednoj blizini ima utjecaj na ishod HSCT.

Usporedba rezultata raspodjele alela na mikrosatelitima HLA u naSoj populaciji pokazala
je, sli¢no kao 1 kod analize lokusa non-HLA, da se hrvatska populacija znacajno ne razlikuje od
drugih, dosad istrazivanih, europskih populacija (107-119).

Istrazivanje raznovrsnosti alela na lokusu STR_MICA pokazalo je da je u Hrvatskoj, kao
1 vecini dosad analiziranih populacija bijele rase, najces¢i aleli STR MICA-AS.1 (25,3%) 1
STR_MICA-A6 (25,7%) (107-110). Medu naSim ispitanicima uocili smo sve dosad opisane alele

osim dva nedavno otkrivena i vrlo rijetka alela: STR. MICA-A7 1 STR_MICA-A10.
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Analizom mikrosatelita D6S2793 medu nasim ispitanicima otkriveni su svi dosad opisani
aleli na ovom lokusu s izuzetkom alela D6S2793-CA16 koji su primjeceni u talijanskoj 1
njemackoj populaciji (109, 110). Najucestaliji aleli primjec¢eni na ovom mikrosatelitu (D6S2793-
CAl14, -CA151-CA17) su takoder najzastupljeniji u spomenutim populacijama (109, 110).

Podaci o ucestalosti najzastupljenijeg alela na lokusu D6S2927 (D6S2927-217pb; 35,3%)
1 najrjedeg alela (D6S2927-6; 1,3%) kao i1 o raspodjeli ostalih alela pokazuju sli¢nost s
rezultatima istrazivanja ovog lokusa u Njemackoj (110).

Lokus TNFa pripada skupini lokusa za koje postoje podaci za izrazito velik broj
populacija, a treba podsjetiti da je to 1 prvi mikrosatelit uopcée koriSten u populacijskim
istrazivanjima. Usporedba naSih rezultata s rezultatima dobivenim za njemacku, talijansku,
francusku 1 englesku populaciju otkrila je slicnosti, ali i ukazala na neke od osobitosti hrvatske
populacije (111-116). Najces¢i alel na ovom mikrosatelitu medu hrvatskim ispitanicima bio je
alel TNFal0 (23,7%) kao 1 u talijanskoj populaciji, ali suprotno rezultatima dobivenim za vecinu
drugih europskih populacija kod kojih je naj¢esc¢i alel TNFa2. Kod nas je alel TNFa2 na drugom
mjestu po zastupljenosti kao 1 medu Talijanima. S obzirom na prisutnost, odnosno odsutnost
pojedinog alela, u nasoj populaciji nisu pronadeni aleli TNFa8 i TNFal2 koji su uoceni u prije
spomenutim europskim populacijama. Nasuprot tomu, alel TNFal4, koji je bio prisutan medu
hrvatskim ispitanicima (0,3%), nije pronaden u dosad istrazenim europskim populacijama, ve¢
samo s malom zastupljenoscu (0,4%) u Koreji (117).

Raspodjela alela na mikrosatelitu TNFb ukazala je na izrazitu predominantnost jednog
alela (TNFb4) sto je u skladu s rezultatima dobivenim za Francuze, Grke, Nijemce i1 Talijane
(111-113). Za razliku od njega, alel TNFb5, koji se medu nasim ispitanicima pojavio kod 21,0%
ispitanika, pokazuje velika odstupanja u ucestalosti kod ostalih istrazivanih populacija. Tako je
rezultat dobiven za stanovnike Hrvatske vrlo sli¢an rezultatima dobivenim za Grke, Nijemce 1
Talijane, no znatno odudara od rezultata za francusku populaciju u kojoj se medu ispitanicima

pojavio s niskom zastupljenoScu (6,7%). Konacno, alel TNFb6 je u hrvatskoj populaciji bio
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zastupljen u samo 1,0% slucajeva, Sto odgovara niskoj ucestalosti ovog alela opaZenoj medu
Skotima (114), no u suprotnosti je s frekvencijom od &ak 11,0% koja je za ovaj alel uodena u
francuskoj populaciji (112).

Mikrosatelit TNFd je najslabije istrazeni lokus medu mikrosatelitima TNF te smo stoga
podatke o ucestalostima njegovih alela mogli usporediti samo s malim brojem dosad analiziranih
populacija. Ispitivanje je otkrilo da je ucestalost alela TNFd4 koji je medu hrvatskim
ispitanicima uocen s preko 50,0% bila slicna podacima iz Velike Britanije (56,6%) 1 Sjeverne
Irske (50.5%), dok je u populaciji Indije ovaj alel, premda 1 dalje naj¢eS¢i, bio znatno manje
prisutan (29,0%) (118). Usporedba rezultata na ovom lokusu opet je dovela do problema u
razli¢itom oznacavanju alela tj. njihove duzine. Naime, medu Japancima najcesci alel je TNFd3
koji svojom duzinom odgovara naSem alelu TNFd4 tj 130pb (119). Stoga je neophodno kod
ovakvih usporedbi biti vrlo oprezan kako ne bi doslo do donoSenja pogresnih zakljucaka.

Podatke o raznovrsnosti mikrosatelita D6S273, MIB, D6S265, D6S291, D6S1014,
D6S2939 1 D6S510 koji su dobiveni za hrvatske ispitanike nije bilo moguée usporediti s
rezultatima za druge populacije. Radi se o mikrosatelitima koji su bili ukljuc¢eni uglavnom u
istrazivanja povezanosti razliCitih bolesti s regijom HLA koja su provedena tijekom 90-tih
godina te za njih nisu bila niti provedena opsezna populacijska istrazivanja. Budu¢i su se prvi
koraci ka usuglasavanju nazivlja mikrosatelitskih lokusa poduzeli tek pocetkom ovog stoljeca,
tesko je usporediti rezultate ranijih studija s podacima iz ovog rada (32).

Iz svih navedenih rezultata vidljivo je kako su se u slucaju mikrosatelita HLA, za razliku
od mikrosatelita non-HLA, uocene razlike uglavnom odnosile na razlike u zastupljenosti
pojedinih alela u nasoj populaciji u odnosu na druge populacije, a ne na prisustvo, odnosno
odsustvo pojedinog alela §to je u skladu s opazanjem Crouau-Roy 1 suradnika (112).

Analiza haplotipskih veza alela mikrosatelita 1 specificnosti HLA-B provedena je s ciljem
utvrdivanja vrijednosti LD-a izmedu alela mikrosatelita 1 specificnosti HLA-B ¢ime bi se

iskljucila moguénost da je povezanost ishoda HSCT s podudarnoséu primatelja i davatelja za
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odredeni mikrosatelit posljedica visoke vrijednosti LD-a. Usporedba naSih rezultata i rezultata
dobivenih za druge europske populacije pokazala je da postoje haplotipske veze koje su
zajednicke hrvatskoj 1 drugim europskim populacijama, ali 1 haplotipske veze koje su osobitost
hrvatske populacije. Rezultati analize haplotipskih veza lokusa HLA-B 1 D6S2927 pronadenih u
nasoj populaciji u skladu su s istrazivanjem provedenim medu njemackim ispitanicima, te su
potvrdili 1 zakljucke tog istrazivanja u smislu da su specificnosti lokusa HLA-B koje pripadaju
istoj seroloskoj grupi (npr. B*38 1 B*39, B*49 i B*50 ili B*55 1 B*56) povezane s istim alelom
lokusa D6S2927 (110).

Snazna povezanost lokusa STR MICA 1 HLA-B koja je opisana i u prethodnim
populacijskim istrazivanjima, potvrdena je i nasim rezultatima (120). Sli¢no kao i u talijanskoj
populaciji, 1 medu nasim ispitanicima je za HLA-B*35 uocena neravnoteza udruzivanja s dva
alela mikrosatelita STR_ MICA (STR_MICA-AS5 i STR _MICA-A9), no dok vrijednost LD-a s
alelom STR MICA-AS nije bila statisticki znacajna kao medu talijanskim ispitanicima (D=0,53;
P=0,06), haplotipska veza HLA-B*35/ STR_MICA-A9 je pokazala visu i statisticki znacajnu
vrijednost LD-a (D=0,95; P=0,0015) (109).

Nesto slabija neravnoteza udruzivanja utvrdena je izmedu lokusa D6S2793 i HLA-B u
usporedbi sa STR_MICA. Mogucée objasnjenje lezi u Cinjenici da je na lokusu STR-MICA
pronaden manji broj alela kao i u blizem polozaju ovog lokusa u odnosu na lokus HLA-B.
Rezultati dobiveni za lokus D6S2793 ukazali su 1 na postojanje veza za sada uocenih samo u
Hrvatskoj. Naime, medu hrvatskim ispitanicima HLA-B*18 je pokazao povezanost s alelima
D6S2793-CA25 1 D6S2793-CA26 Sto je razliCito od objavljenih podataka za njemacku i
talijansku populaciju (109, 110). U navedenim populacijama HLA-B*18 nije pokazao statisticki
znacajnu povezanost niti s jednim od alela mikrosatelita D6S2793.

Analiza haplotipskih veza izmedu mikrosatelita smjestenih unutar regije TNF 1 lokusa
HLA-B otkrila je manji broj statisticki znacajnih veza izmedu lokusa TNFb i1 TNFd 1

specificnosti HLA-B u usporedbi s alelima mikrosatelita TNFa. Razlog tome je puno nizi
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polimorfizam ova dva mikrosatelita naspram lokusa TNFa ¢ime je i smanjena moguénost
otkrivanja haplotipskih veza sa statisticki znacajnom vrijednosti LD-a. Usporedba haplotipskih
veza opisanih u drugim zemljama (Francuska, Grcka, Italija i Njemacka) s naSom populacijom
nije otkrila nove veze s iznimkom veze HLA-B*51 1 TNFa3 koja dosad nije opisana (109-112).
Nasuprot tome, snazna povezanost HLA-B*08/TNFd2 koja je otkrivena u Hrvatskoj nije u
skladu s dosad pronadenim vezama alela ovog mikrosatelita i1 specificnosti HLA-B*08. Naime, u
drugim populacijama specificnost HLA-B*08 je najces¢e bila u vezi s alelima TNFd1 ili TNFd3.
Takoder, haplotipska veza HLA-B*39/TNFd6, koja se nalazi medu statisticki znacajnim vezama
HLA-B/TNFd medu hrvatskim ispitanicima dosad nije opisana drugdje te je moguce da je odlika
naSe populacije. Takav zakljucak, medutim, nije moguce donijeti sve do onog trenutka kad se
upotpune podaci o ovim haplotipskim vezama i za druge populacije u nasoj regiji, odnosno
Evropi.

S obzirom da dosad nije provedeno niti jedno istrazivanje produzenih haplotipova HLA
koje bi ukljucilo sve mikrosatelite analizirane u ovom radu, usporedba hrvatske i drugih
populacija provedena je na rezultatima analize dijelova produzenih haplotipova 1 to: HLA-
B/D6S2927/STR_MICA/D6S2793 i HLA-B/TNFb/TNFa/TNFd. Usporedba rezultata analize
haplotipskih veza HLA-B/D6S2927/STR_MICA/D6S2793 u talijanskoj i1 hrvatskoj populaciji
nije otkrila znac¢ajnije razlike (109). Nekoliko haplotipskih veza je pokazalo snaznu neravnotezu
udruzivanja kroz ¢itav produzeni haplotip od HLA-B do D6S2793, npr. haplotipovi HLA-B*07,
-B*08, -B*18, dok je za druge neravnoteza udruzivanja bila prisutna samo za odredeni dio
produzenog haplotipa, npr haplotipovi HLA-B*44, -B*51.

Najcesca veza izmedu gena HLA-B i mikrosatelita TNF koja je bila prisutna medu
hrvatskim ispitanicima bila je HLA-B*18/TNFb4/TNFal0/TNFd4. Prema istrazivanju Udalove,
ova veza je dio tzv. ocuvanog haplotipa (eng/. ancestral haplotype, AH) AH 18.1 (121). Premda
su rezultati ovog dijela istrazivanja u najvecoj mjeri u skladu s dosad objavljenim podacima, ipak

su uoc¢ene 1 neke osobitosti u vezama alela mikrosatelita TNF 1 specificnosti HLA-B unutar nase
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populacije. Na primjer, jedan od najces¢ih i najistrazivanijih haplotipa HLA, haplotip 8.1 (HLA-
Al, -Cw7, -B8, -DRB1*0301, -DQB1*0201) za koji je dokazana povezanost s brojnim
autoimunim bolestima, u Hrvatskoj pronaden je s razli¢itim alelom na mikrosatelitu TNFd. Jo§
jedan takav slucaj je i haplotip AH 7.1 (HLA-A*03, -B*07; -DRB1*15, -DQB1*0602) koji se
takoder razlikuje za alel TNFd. U oba slucaja se ocekivani i uoceni alel na lokusu TNFd
razlikuju za jedno ponavljanje S§to upucuje na mogucénost povecanog stupnja mutacije
mikrosatelita kao uzroka razlike.

Naposljetku, kao posljednji dio populacijskog istrazivanja raznovrsnosti mikrosatelita
HLA, provedena je analiza haplotipskih veza izmedu alela tri mikrosatelita TNF (TNFa, TNFb i
TNFd). Usporedba rezultata analize haplotipskih veza dva, odnosno tri lokusa s podacima za
druge populacije (Baski, Danci, Francuzi, Grei) ukazala je na razlike u ucestalosti 1 znacajnosti
pojedinih veza izmedu populacija, no nije otkrila niti jednu novu, dosad neopisanu haplotipsku
vezu (112, 113). Prva razlika odnosi se na najces¢u haplotipsku vezu alela mikrosatelita TNFa i
TNFb medu hrvatskim ispitanicima: TNFalO/TNFb4. Nasuprot tome, medu prije spomenutim
najzastupljenija je bila veza TNFall/TNFb4 koja je u hrvatskoj populaciji bila druga po
ucestalosti. S druge strane, haplotipska veza koja je pokazala najvisu vrijednost LD-a medu
naSim ispitanicima, TNFa2/TNFb1, takoder je opisana u istrazivanju Gallaghera i suradnika, no s
manjom vrijednosti P (114). Podaci za preostale haplotipske veze ova dva mikrosatelita bili su u
skladu s rezultatima dobivenim za druge populacije. S obzirom na opcenito mali broj podataka o
raznovrsnosti lokusa TNFd u drugim populacijama, nije bilo moguce provesti usporedbu nasih
rezultata o haplotipskim vezama TNFb/TNFd s rezultatima drugih populacija.

Nakon §to su populacijskim istrazivanjem bile utvrdeni raznovrsnost i vrijednosti LD-a
mikrosatelitskih lokusa HLA, mogli smo pristupiti tre¢oj cjelini ove doktorske disertacije, a to je
ispitivanje povezanosti podudarnosti para primatelj-davatelja za 13 mikrosatelita HLA na ishod
same HSCT. Ideju o mogucoj primjeni mikrosatelita HLA za odabir nesrodnog davatelja prva je

iznijela grupa istrazivaca iz SAD-a (41). Uloga ovakve analize za cilj ima prvenstveno toc¢nije
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odrediti haplotip HLA koji posjeduje davatelj, odnosno primatelj hematopoetskih mati¢nih
stanica, osobito u programu fenotipski HLA identicnog davatelja. Ideja je bila prihvaéena od
strane brojnih autora buduci se temeljila na prisutnosti dokazano snazne neravnoteze udruzivanja
koja obuhvaca c¢itavu regiju HLA pa tako i mikrosatelitske lokuse smjeStene unutar nje te je
pruzala mogucnost relativno jednostavne analize mikrosatelitskih lokusa u odredivanju haplotipa
HLA. Pojedini autori ¢ak su ispitivali mogucénost analize mikrosatelita HLA u predvidanju
haplotipa HLA, testiraju¢i njihovu analizu kao zamjenu za klasicno odredivanje gena HLA
(122). Uz ve¢ spomenute prednosti ovakve analize, neophodno je spomenuti i bitno nizu cijenu
odredivanja mikrosatelita u odnosu na odredivanje gena HLA iz ¢ega proizlazi da bi se troSkovi
koji su povezani uz odredivanje gena HLA u svrhu odabira davatelja mogli znaajno smanjiti
ukoliko bi se to odredivanje provodilo neizravno pomocu analize mikrosatelita HLA. Medutim,
prvi rezultati ovog istrazivanja pokazali su da ovakva primjena nije moguca buduéi npr.
predvidajuca vrijednost opada kod Sirokih specifi¢nosti lokusa HLA (npr. HLA-A9). Autori su
stoga predlozili da se primjena analize mikrosatelita usmjeri u dva pravca: probir davatelja nakon
pocetnog odredivanja gena HLA razreda I i1 11, odnosno ukazati na davatelje koji imaju najcesce
haplotipove na temelju informacije o mikrosatelitima HLA te ih izuzeti iz daljnje dodatne analize
gena HLA na viSoj razini razlucivanja; kona¢ni odabir izmedu davatelja koji dijele iste alele na
genima HLA razreda I 1 II. Mogucénost predvidanja rezultata analize gena HLA uz pomo¢
mikrosatelita HLA 1 danas se ispituje. Najnoviji primjer je istrazivanje kojim je grupa autora iz
Indije pokazala da se analizom mikrosatelita D6S2811 moze predvidjeti koji ¢e alel HLA-B*27
posjedovati osoba pozitivna za taj gen lokusa HLA-B (123). Takoder je potrebno spomenuti i
istrazivanje nizozemskih autora koji su pokazali da je analizom mikrosatelita D6S2878 moguce
predvidjeti koje ¢e alele na lokusu HLA-DRB1 posjedovati osoba i to ¢ak na razini visokog
razlucivanja (124).

Druga moguca primjena analize mikrosatelita HLA potaknuta je brojnim istrazivanjima

povezanosti gena HLA s bolestima kao Sto su psorijaza (125), Bechetova bolest (126),
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reumatoidni artritis (127) 1 sl. u kojima su mikrosateliti HLA bili koriSteni kao genetski biljezi.
Ta ispitivanja kao i Cinjenica da razlike u slabim antigenima tkivne podudarnosti utjecu na
pojavu 1 tezinu reakcije presatka protiv primatelja, navela su na ideju o mogucoj primjeni
mikrosatelita HLA kao biljega povezanosti pri odredivanju gena koji kodiraju te slabe antigene
tkivne podudarnosti. Do danas je provedeno nekoliko istrazivanja koja su primjenila navedeni
pristup 1 pokazala da podudarnost za lokuse non-HLA utjece na pojavu teskog oblika GvHD-a
(42, 128-130).

Istrazivanje autora iz Poljske ukazalo je na povezanost raznolikosti unutar gena koji
kodiraju citokine TNF-a 1 TNF-f s pojavom komplikacija nakon TKMS (42), dok je rad autora
iz Nizozemske pokazao da je podudarnost para primatelj-davatelj za alele mikrosatelita TNFa
povezana s nizom ucestalo$cu citotoksi¢nih limfocita T (129). Buduéi je vecina istrazivanja ovog
podrucja bila usredotoCena na polimorfizme koji se nalaze unutar regije TNF ili su smjeSteni u
blizini gena koji kodiraju druge citokine (npr. IL-10), rezultate naSeg istrazivanja koji su se
odnosili na ispitivanje povezanosti podudarnosti za mikrosatelite HLA koji ne pripadaju
polimorfizmima regije TNF 1 ishoda HSCT mogli smo usporediti jedino s rezultatima
istrazivanja grupe autora iz Japana (128). Navedeno istrazivanje je uz mikrosatelite TNFa 1
TNFd obuhvatilo i lokuse STR MICA, MIB, D6S273, D6S265 i D6S510. Autori ovog rada su
takoder primjenili podjelu mikrosatelitskih lokusa prema udjelu parova primatelj-davatelj koji su
bili podudarni za pojedini lokus. Ovakav pristup analizi naSih ispitanika 1 njihovih davatelja
doveo je do slijedece podjele mikrosatelita: lokusi s niskim postotkom podudarnosti (<50%):
D6S291, D6S273, TNFa, D6S2793, D6S2939 1 D6S265; lokusi s visokim postotkom
podudarnosti (>50%): TNFd, TNFb, STR_MICA, MIB, D6S2927 i D6S510. Premda su postoci
podudarnosti za mikrosatelite koji su analizirani u istrazivanju koje je proveo Li sa suradnicima
bili znacajno visi od onih uocenih za naSe parove primatelj-davatelj, raspodjela na lokuse s
niskim, odnosno visokim postotkom podudarnosti podudara se za oba istrazivanja. Dobiveni

rezultati nisu iznenaduju¢i obzirom da su se u skupini mikrosatelita HLA s visokim postotkom
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podudarnosti nalazili oni lokusi koji su u populacijskom istrazivanju pokazali visoku vrijednost
LD-a s genima HLA te da se ispitanici ukljuceni u ovaj dio istrazivanja bili fenotipski HLA
identi¢ni sa svojim davateljima. Jedina dva lokusa koji nisu u skladu s ovom teorijom bili su
lokusi TNFa 1 D6S2793 koji su pokazali podudarnost za par primatelj-davatelj u manje od 50%
slucajeva usprkos prije utvrdenoj visokoj vrijednosti LD-a s lokusom HLA-B (128).

Analiza mikrosatelitskih lokusa medu parovima primatelj-davatelj bila je provedena i
kako bi se tocnije opisale osobine haplotipova HLA pronadenih u ovoj skupini ispitanika,
odnosno utvrdilo postojanje neuobicajenih haplotipova. Takva informacija je od posebne
vaznosti ukoliko je neuobicajeni haplotip prisutan kod bolesnika buduci se izgledi za pronalazak
podudarnog davatelja u tom slu¢aju znatno smanjuju. Nazalost, rezultati ovog ispitivanja nisu
omogucili otkrivanje pravilnosti pomocu koje bi bilo moguce utvrditi da li primatelj ili davatel]
nose neuobicajeni haplotip HLA. Naime, premda su se i medu zdravim ispitanicima i medu
parovima primatelj-davatelj pojavljivale iste kombinacije mikrosatelita i lokusa HLA-B, na
nekim mikrosatelitskim lokusima je kombinacija pronadena kod primatelja bila uobic¢ajena, dok
je za druge lokuse upravo alel davatelja bio onaj za koji je pronadena povezanost s odredenim
alelom HLA-B u zdravoj populaciji. Ovakva situacija je bila uocena kod svih analiziranih parova
primatelj-davatelj. Od interesa je spomenuti kako je medu parovima primatelj-davatelj
uklju¢enima u ovo istrazivanje, najmanji broj nepodudarnosti bio pronaden upravo za one osobe
koje su nosioci ocuvanog haplotipa AH 8.1 koji pripada skupini najo¢uvanijih haplotipa HLA
diljem svijeta te je takoder 1 najcesci haplotip u hrvatskoj populaciji (131).

Ispitivanje utjecaja podudarnosti za mikrosatelite HLA parova primatelj-davatelj na
pojavu 1 stupanj GvHD-a te prezivljavanje nije otkrila statisticki znacajne razlike za niti jedan od
analiziranih mikrosatelita HLA, kako u nasem istrazivanju, tako i medu japanskim parovima
primatelj-davatelj (128). Jedina odstupanja koja su uocena u nasem istrazivanju odnosila su se na
povezanost nepodudarnosti za lokus D6S291 s teSkim oblicima GvHD-a te lokusa D6S273 s

blazim oblicima GvHD-a. Nasuprot tome, japanska studija je otkrila da je medu bolesnicima s
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teSkim oblicima GvHD-a, ukoliko je par primatelj-davatelj bio podudaran na mikrosatelit TNFd
prezivljavanje bilo loSije. Iz rezultata naSeg istrazivanja koja su u potpunosti u skladu s
prethodno navedenim radom, moze se zakljuciti da trazenje podudarnosti za mikrosatelite HLA,
posebice one koji se nalaze na vecoj udaljenosti od gena HLA, a u svrhu smanjenja pojave i
tezine GvHD-a kao i poboljSanja prezivljavanja, nije opravdano. Moguci razlog izostanka
povezanosti izmedu podudarnosti za ispitivane mikrosatelite HLA 1 povoljnijeg ishoda HSCT je
mali broj ispitanika, no daljnja istrazivanja bi se mozda trebala viSe usredotociti na trazenje gena
koji kodiraju slabe antigene tkivne nepodudarnosti izvan regije HLA.

Kao posljednji dio ovog rada provedeno je ispitivanje utjecaja mikrosatelita smjestenih
unutar regije TNF na ishod HSCT. Poticaj, kako za ovo ispitivanje, tako 1 za istrazivanja koja su
proveli drugi autori (42, 132-134) lezi u rezultatima istrazivanja grupe autora na celu s Pociot-
om koji su ukazali na povezanost polimorfizama smjeStenih u regiji TNF sa smanjenom,
odnosno pove¢anom proizvodnjom citokina TNF-a (135). Radi se o proupalnom citokinu koji se
proizvodi u periodu prije transplantacije kao posljedica ozljede tkiva tijekom kondicioniranja
bolesnika te nakon transplantacije uslijed aktivacije limfocita T. Citokin TNF-o na taj nacin
sudjeluje u razvoju akutnog GvHD-a. Pretpostavka od koje su krenula sva naredna istrazivanja
bila je da odredivanje alela na mikrosatelitima TNF mozZe imati prognosti¢ku vrijednost za ishod
HSCT, te pomo¢i u odluci o vrsti lijeCenja za sprjeCavanje GvHD-a, kao 1 mogucoj primjeni

protucitokinske terapije.

Prvo istrazivanje o utjecaju raznovrsnosti unutar regije TNF na ishod TKMS proveo je
Middelton sa suradnicima te ukazao na povezanost genotipa primatelja TNFd3/TNFd3 s
ucestalijom pojavom GvHD-a stupnja III ili IV. Radi se o genotipu koji je u prijasnjim
ispitivanjima pokazao povezanost s pojatanom proizvodnjom TNF-a. Ovaj rezultat je potvrden i
kasnijim istrazivanjem na vecem broju ispitanika (136). U istrazivanju iz 2006. godine Bettens i
suradnici opisali su znacajne razlike u prezivljavanju bolesnika koji su nosioci genotipova

TNFd1/d2/d3 u usporedbi s bolesnicima koji su bili pozitivni za genotip TNFd3/d3, alel TNFd4 1
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alel TNFd5 (134). Konacno, istraZzivanje grupe autora iz Poljske potvrdilo je povezanost
genotipa TNFd3/d3 s teZzim oblicima GvHD-a (42). Iz svih navedenih rezultata vidljivo je da ne
postoji zajednicko, jedinstveno misljenje o utjecaju polimorfizama regije TNF na ishod HSCT s
obzirom na pojavu i stupanj GvHD-a premda je alel TNFd3 istaknut kao rizi¢ni faktor u veéini

dosadasnjih istrazivanja.

Podjele ispitanika koje su koriStene u prethodno opisanim studijama, primjenjene su i u
ovom radu. Dobiveni rezultati nisu ukazali da postoji povezanost veli¢ine alela koji su prisutni
na sva tri testirana mikrosatelita TNF, premda su nesto izrazitije razlike uocene u prezivljavanju
ispitanika s obzirom na veli¢inu alela na lokusima TNFb 1 TNFd. No, dok za lokus TNFb dosad
ne postoje podaci o povezanosti s ishodom HSCT, rezultati dobiveni ovim istrazivanjem nisu
ukazali bolje prezivljavanje ispitanka koji su pozitivni za genotipove TNFd1/d2/d3 kao u slucaju
istrazivanja Bettens i1 suradnika, ve¢ da je najloSiji ishod transplantacije bio prisutan kod
ispitanika s po jednim alelom s malim i1 jednim alelom s velikim brojem ponavljanja (134).
Takoder ni analiza povezanosti pojedinacnih alela mikrosatelita TNF nije izdvojila alele TNFd3,
TNFd4 i TNFdS kao alele koji nose povecani rizik kao $to je pokazano u prethodno opisanim
radovima. Naime, u skupini nasih ispitanika, najloSije prezivljavanje je primje¢eno kod osoba
koje su bile pozitivne za TNFa8 i TNFd6 u usporedbi s ispitanicima koji nisu bili nosioci
navedenih alela. S druge strane, znacajno bolje prezivljavanje uoCeno je za ispitanike s alelom
TNFalO u odnosu na ispitanike koji ga nisu posjedovali. Ovo je prvi put da je povezanost s
ishodom HSCT uocena za alele mikrosatelita TNFa i1 dok je u slucaju alela TNFa8 ovaj rezultat
potrebno potvrditi na ve¢em broju ispitanika buduci su samo Cetiri osobe bile pozitivne za ovaj

alel, otkri¢e povezanosti alela TNFalO s boljim prezivljavanjem nije upitan s obzirom da je

veliki broj ispitanika bio pozitivan za taj alel (45%).

Sazimaju¢i ukratko sve rezultate ovog istrazivanja, moze se zakljuciti kako je analiza
mikrosatelitskih lokusa opravdala ukljucivanje u postupke koji su dio programa HSCT. Za

odgovarajue pracenje bolesnika te donoSenje odluka o lije€enju nakon transplantacije
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neophodna je informacija o uspjehu HSCT odnosno funkeciji transplantata, a ovim istrazivanjem
dokazano je kako je upravo analiza mikrosatelita idealan pristup za dobivanje te informacije. Uz
ve¢ dokazane prednosti poput kratkog vremena izvodenja testa te male koli¢ine uzorka
potrebnog za analizu, metoda je pokazala visoku osjetljivost i pouzdanost te, Sto je najvaznije,
usuglaSenost s klinickim stanjem bolesnika, odnosno prognosticku vrijednost. Nasuprot tomu,
ovo istrazivanje nije pruzilo neosporne dokaze o vrijednosti analize mikrosatelita HLA u odabiru
najprikladnijeg davatelja medu nesrodnim, fenotipski HLA identi¢nim osobama. Medutim,
premda u slucaju analize mikrosatelita HLA nije utvrdena jasna mogucénost primjene kao kod
prethodno spomenute analize lokusa non-HLA, podaci dobiveni ovim istrazivanjem ipak ukazuju
na potrebu za ukljuc¢ivanjem veceg broja ispitanika u daljnjim istrazivanjima ovog tipa kako bi se
mogli donijeti konacni zaklju€ci. Potrebno je naglasiti kako je ovaj rad medutim ukazao na
moguci izravni utjecaj pojedinih mikrosatelita HLA na ishod TKMS. Istrazivanje te uloge
mikrosatelita HLA bilo je u nasem radu ograni¢eno na lokuse smjeStene u regiji TNF, no
dobiveni rezultati nedvojbeno upucuju na nuznost proSirenja ovakve analize i na preostale
dijelove regije HLA koji kodiraju gene znacCajne za imunoloski odgovor kao $to su npr. geni
HSP, TAP ili MIC. Dublji uvid u ovo podru¢je omogucio bi preciznije odredivanje bolesnika s
ve¢im rizikom za razvoj komplikacija nakon transplantacije te na taj nacin pravodobnim

intervencijama pobolj$ao njihove izglede za prezivljavanje.
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6. ZAKLJUCCI
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. Istrazivanje raspodjele alela 9 mikrosatelita non-HLA (THO1, VWFA31, FES/FPS, F13A01,
SE33, D1S1656, D12S391, D18S535 1 D22S683) 1 jednog minisatelita non-HLA (D1S80) na
uzorku hrvatske populacije pokazalo je da nema statisticki znacajnih razlika u usporedbi s
drugim evropskim populacijama.

Svih 10 analiziranih lokusa zadovoljilo je potrebne kriterije informativnosti (vrijednost
PIC>0,70 1 udio heterozigota u populaciji >70%) za ukljucivanje u prac¢enje kimerizma kod
ispitanika nakon HSCT.

Lokus FES/FPS je bio jedini lokus kod kojeg su kriteriji informativnosti bili na donjoj
grani¢noj vrijednosti.

Opetovanom analizom lokusa non-HLA medu ispitanicima nakon HSCT utvrdena je
prognosticka vrijednost analize ovih lokusa, odnosno utvrdivanja stanja kimerizma kod
ispitanika koje je u svim slucajevima odgovaralo klinickom stanju ispitanika.

. Analiza lokusa non-HLA pokazala jednim od najvaznijih postupaka u predvidanju ponovne
pojave bolesti u slucajevima kada je kod ispitanika bio utvrden rastu¢i mijesani kimerizam.

. Nije utvrdeno postojanje razlike u moguénosti predvidanja ponovne pojave bolesti s obzirom
na dijagnozu ispitanika buduci je povezanost rastu¢eg mijeSanog kimerizma s ponovnom
pojavom bolesti bila uocena kod ispitanika s razli¢itim dijagnozama.

Istrazivanje raznovrsnosti 13 mikrosatelita HLA (D6S291, D6S1014, D6S273, STR_MICA,
D6S2793, MIB, D6S2927, D6S2939, D6S265 1 D6S510, TNFa, TNFb i TNFd.) na uzorku
hrvatske populacije nije otkrilo statisticki znacajne razlike izmedu hrvatske 1 drugih
evropskih populacija.

. U hrvatskoj populaciji nije otkriven niti jedan alel na analiziranim mikrosatelitima HLA koji
dosad nije bio opisan u literaturi.

. Alel TNFal4, koji je bio uocen medu hrvatskim ispitanicima, dosad nije opisan niti u jednoj

evropskoj populaciji.
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17.

Analiza haplotipskih veza izmedu alela mikrosatelita HLA i1 gena HLA u hrvatskoj populaciji
potvrdila je sli¢nost s drugim evropskim populacijama.

Haplotipske veze D6S2793/HLA-B pokazale su najvece vrijednosti LD-a, a haplotipske veze
D6S2927/HLA-B imale su najvecu statisticku znacajnost.

Novootkrivene haplotipske veze pronadene u ovom istrazivanju su: D6S2793-CA25/HLA-
B*18, D6S2793-CA26/HLA-B*18, TNFa3/HLA-B*51, TNFd2/HLA-B*08 i TNFd6/HLA-
B*39.

Istrazivanje produzenih haplotipova pokazalo je da se haplotip AH 18.1 u Hrvatskoj ne
razlikuje se od istog u drugim evropskim populacijama, dok je za haplotipove AHS8.1 i AH
7.1 uo€ena razlika u strukturi s obzirom na alel lokusa TNFd.

Analizom povezanosti mikrosatelita TNF otkriveno je 8 haplotipskih veza dva lokusa sa
statisticki znacajnom visokom vrijednos¢u LD-a.

Ispitivanja povezanosti sva tri lokusa TNF otkrila su najjacu povezanost za kombinaciju
TNFalO0/TNFb4/TNFd4 (LD=3,36; P=0,001) koja je takoder bila i naj¢eS¢a kombinacija
medu naSim ispitanicima.

Istrazivanje utjecaja podudarnosti primatelja 1 nesrodnog davatelja hematopoetskih mati¢nih
stanica za mikrosatelite HLA na pojavu GvHD-a i1 sveukupno prezivljavanje ispitanika,
utvrdilo je da podudarnost za niti jedan od analiziranih mikrosatelita nije statisticki znac¢ajno
povezana s ishodom HSCT.

Povezanosti alela mikrosatelita TNFa sa sveukupnim prezivljavanjem ispitanika nakon HSCT
ukazalo je na znacajno losiji ishod HSCT za ispitanike koji su bili pozitivni za alel TNFa8 i

nasuprot tome, znacajno bolje prezivljavanje ispitanike koji su imali alel TNFalO.
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GvHD

GvL
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HSC

aplasticna anemija (engl. Aplastic Anemia)

akutna limfocitna leukemija (engl. Acute Lymphoblastic Leukemia)

akutna mijeloicna leukemija (engl. Acute Myeloid Leukemia)
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Mutation System)

Svjetski registar dobrovoljnih davateljakoStane srzi (ENGL. Bone Marrow Donors
Worldwide)

kroni¢na limfocitna leukemija (engl. Chronic Lymphocytic Leukemia)
kroni¢na mijeloi¢na leukemija (engl. Chronic Myelogenous Leukemia)
citotoksi¢ni limfocit T

dendriti¢ka stanica

djelomicni kimerizam

infuzija limfocita davatelja (engl. Donor Lymphocyte Infusion)
deoksiribonukleinska kiselina

deoksiribonukleozid-trifosfat

fluorescentna in situ hibridizacija (engl. Fluorescent In Situ Hybridization)
¢imbenik rasta kolonije granulocita (engl. Granulocyte Colony Stimulating
Factor)

reakcija transplantata protiv primatelja (engl. Graft-versus-Host Disease)
ucinak transplantata protiv tumora (engl. Graft-versus-Leukemia)

ocekivana heterozigotnost

Hodgkinova bolest (engl. Hodgkin lymphoma)

glavni sustav tkivne podudarnosti (engl. Human Leukocyte Antigen)

hematopoetska mati¢na stanica
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HSCT transplantacija hematopoetskih matic¢nih stanica (engl. Hematopoietic Stem Cell
Transplantation)
HUMARA  gen za androgeni receptor koji se nalazi na kromosomu X (engl. Human Androgen
Receptor)
HUMF13A01 mikrosatelit unutar gena za podjedinicu A koagulacijskog ¢imbenika XIII
(engl. Human coagulation Factor XIII A subunit gene)
HUMFES/FPS mikrosatelit unutar protoonkogena FES/FPS (engl. Human c-
FES/FPS proto-oncogene)
HUMTHOI mikrosatelit unutar gena za tirozin hidroksilazu (engl. Human Tyrosine
Hydroxylase gene)
HUMVWA3I mikrosatelit unutar gena za von Willebrand-ov ¢imbenik (engl. Human
von Willebrand Factor gene)
iDC nezrela dendriticka stanica
IFNy interferon y
[HW Medunarodna radionica o tkivnoj podudarnosti (engl. International
Histocompatibility Workshop)
IL-1 interleukin 1
IL-10 interleukin 10
IPA-REISD obrada slike - in situ digestija restrikcijske endonukleaze (engl. Image Processing
and Restriction Endonuclease In Situ Digestion)
ISFG Medunarodno drustvo za forenzi¢nu genetiku (engl. International Society for
Forensic Genetics)
KIR inhibicijski receptor stanica NK (engl. Killer Inhibitory Receptor)
LD neravnoteza udruzivanja (engl. Linkage Disequilibrium)
Ly T limfocit T
M muskarac
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MDS
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mHAg
MK
MRD
NHL
NK

OMS

PBSC
PCR
PIC
PK
pMK

RFLP

rMK
RT-PCR

SCID

sMK
SNP
STR
TCR

TNFa

zrela dendriticka stanica

mijelodisplasti¢ni sindrom (engl. Myelodisplastic Syndrome)

mijelofibroza

slabi antigeni tkivne podudarnosti (engl. minor Histocompatibility Antigens)
mijeSani kimerizam

minimalna ostatna bolest (engl. Minimal Residual Disease)

non-Hodgkinov limfom (engl. Non-Hodgkin lymphoma)

stanice ,,prirodne ubojice* (engl. Natural Killer)

osteomijeloskleroza

parovi baza

mati¢ne stanice dobivene iz periferne krvi (engl. Peripheral Blood Stem Cells)
lancana reakcija polimerazom (engl. Polymerase Chain Reaction)

razina polimorfizma (engl. Polymorphism Information Content)

puni kimerizam

padajuci mijeSani kimerizam

polimorfizmi duljine restrikcijskog fragmenta (engl. Restriction Fragment Length
Polymorphism)

rastu¢i mijeSani kimerizam

kvantitativni PCR u stvarnom vremenu (engl. Real-Time quantitative PCR)
teSka kombinirana imunodeficijencija (engl. Severe Combined Immunodeficiency
Disease)

stabilni mijesani kimerizam

bialelni genski biljezi (engl. Single Nucleotide Polymorphism)

kratka uzastopna ponavljanja (engl. Short Tandem Repeats)

T stani¢ni receptor

¢imbenik nekroze tumora alfa (engl. Tumor Necrosis Factor alpha)
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VNTR varijabilni broj uzastopnih ponavljanja (engl. Variable Number of Tandem

Repeats)

N«

zena
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9. SAZETAK

135



Analiza mikrosatelita provedena je u svrhu ispitivanja njihove uloge u transplantaciji
hematopoetskih mati¢nih stanica. Prvi dio istrazivanja ispitivao je moguénost primjene 10 lokusa
non-HLA u razlikovanju stanica primatelja i1 davatelja za pracenje kimerizma nakon
transplantacije. Drugi dio istrazivanja obuhvatio je ispitivanje raznolikosti 13 mikrosatelita HLA,
vaznost njihove podudarnosti u paru primatelj/nesrodni davatelj za ishod transplantacije te
njihovu ulogu u prezivljavanju bolesnika koji su primili transplantat od srodnog davatelja.
Istrazivanje je obuhvatilo 150 zdravih, nesrodnih ispitanika i 120 ispitanika lijeCenih
transplantacijom te njihove davatelje. Rezultati populacijskih istrazivanja mikrosatelita non-
HLA 1 mikrosatelita HLA nisu ukazali na statisticki znacajne razlike izmedu hrvatske i evropskih
populacija. Istrazivanje je pokazalo da je analiza mikrosatelita non-HLA metoda izbora za
odredivanje kimerizma te da svi analizirani lokusi zadovoljavaju kriterije informativnosti za
ukljucivanje u postupak prac¢enja kimerizma. Rezultati takoder upucuju da je analiza kimerizma
vazna za predvidanje ishoda transplantacije. Nije pronadena povezanost podudarnosti para
primatelj/nesrodni davatelj s boljim ishodom transplantacije za niti jedan od analiziranih
mikrosatelita HLA. Unutar parova primatelj/srodni davatelj uoCen je utjecaj mikrosatelita TNFa
na prezivljavanje ispitanika nakon transplantacije. Zaklju¢no, analiza mikrosatelita ima znacajnu
ulogu u poboljsanju ishoda transplantacije omogucujuci pravodobne intervencije u lijecenju te

ukazujuci na bolesnike s povecanim rizikom za razvoj komplikacija nakon transplantacije.
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Analysis of microsatellites was performed to evaluate their role in the hematopoietic stem
cell transplantation program. The applicability in the distinguishing of recipient and donor cells
during the chimerism following after transplantation was investigated for 10 non-HLA loci.
Conversely, the importance of recipient/donor matching for 13 HLA microsatellites in the
unrelated transplantation outcome and their role in survival of patients with related donor was
investigated. The study included 150 healthy, unrelated subjects and 120 patients who underwent
transplantation and their donors. Results of population studies of all microsatellites have not
revealed any statistically significant difference between Croatian and other European
populations. The investigation showed that non-HLA microsatellite analysis is a method of
choice for chimerism determination; all analyzed non-HLA microsatellites satisfied
informativeness criteria for this procedure. Furthermore, results indicated that chimerism status
is important in transplantation outcome prediction. No correlation was found between a better
transplantation outcome and recipient/donor matching for any of the tested HLA microsatellites,
but an influence of the TNFa microsatellite on patient survival after transplantation was
observed. In conclusion, the microsatellite analysis has an important role in transplantation
outcome improvement by enabling timely treatment interventions and indicating patients with a

higher risk for developing post-transplantation complications.
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