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Odredivanje polimorfizma lokusa humanih leukocitnih antigena u

populaciji potencijalnih davalaca maticnih celija hematopoeze u Srbiji

Zorana P. Andri¢

Sazetak

Uvod: Kompleks gena koji kodira sistema humanih leukocitnih antigen (HLA) je
najpolimorfniji deo humanog genoma. SloZenost polimorfizma HLA je posledica
postojanja vise genskih lokusa, velikog broja alela za veéinu gena i kombinacija
produkata ovih alela. Analize polimorfizma HLA i neravnoteze udruzZivanja alela, kao i
razlike ucestalosti alela i haplotipova HLA medu populacijama, imaju primenu prilikom
izbora davaoca za transplantaciju mati¢nih ¢elija hematopoeze i znacdaj u ispitivanju
udruZenosti HLA sa etiopatogenezom nekih bolesti. Do sada nije bilo podataka o
ucestalosti alela i haplotipova alela HLA u populaciji Srbije. Za potrebe transplantacije
pacijenata sa ovih prostora, koriséene su dostupne ucestalosti alela drugih populacija
koje ne moraju nuzno da budu identi¢ne nasoj populaciji. Poznavanje polimorfizma
HLA sopstvene populacije bi omogucilo skradivanje vremena traZenja davaoca i
pravovremenu transplantaciju MCH. Takode, ispitivanje polimorfizma HLA zdrave
populacije Srbije je neophodan preduslov da bi se omogudéilo dokazivanje relativhog
rizika odredenih alela HLA kod bolesnika u nasoj zemlji.

Ciljevi istrazivanja: Ciljevi ovog istraZzivanja su bili da se ustanovi ucestalost alela i
haplotipova HLA u populaciji Srbije, da se ustanovi stepen genetske slicnosti sa drugim
populacijama, kao i da se proceni optimalan broj davalaca u Registru davalaca kostne
srzi Srbije.

Ispitanici i metode: Ispitivanje je radeno kod zdravih, nesrodnih osoba koje su se
prijavile u Registar davalaca kostne srzi Srbije. Kod 1992 ispitanika je retrospektivhom
analizom odredena ucestalost alelskih grupa za lokuse HLA-A, HLA-B i HLA-DRB1, kao i
ucestalost haplotipova HLA-A-B, HLA-A-DRB1, HLA-B-DRB1 i HLA-A-B-DRB1. U podgrupi
od 159 sluéajno odabranih ispitanika su dodatno odredene grupe alela za lokuse HLA-C
i HLA-DQ i dobijena je ucetsalost gupa alela za ove lokuse, kao i ucestalost haplotipova

HLA-C-B, HLA-DRB1-DQB1 i HLA-A-B-C-DRB1-DQB1. Dodatno, kod 112 ispitanika kojima



su prethodno definisane grupe alela, uradena je tipizacija HLA testovima visoke
rezolucije, a potom je odredena ucestalost alela za svih pet lokusa, kao i uéestalost
haplotipova dva, tri i pet lokusa. Izolacija DNK je radena upotrebom QlAamp'™ DNA
Blood Mini Kit-a, kao i na aparatu Maxwell 16 uz upotrebu Maxwell 16 Blood DNA
Purification Kit-a. Odredivanje grupa alela ispitivanih lokusa je radeno testovima
niske/srednje rezolucije, a potom su testovima visoke rezolucije odredivani aleli. HLA
tipizacija metodom PCR-SSO je radena upotrebom Dynal RELI"™ SSO HLA Typing Kit-a, a
za HLA tipizaciju metodom PCR-SSP koriS¢eni su komercijalni kitovi Olerup SSP™ za
nisku i visoku rezoluciju tipizacije. Za dobijanje ucestalosti alela i haplotipova, kao i za
testiranje odrzivosti pretpostavke o Hardy—Weinbergovoj ravnotezi lokusa HLA
koris¢en je program ARLEQUIN, verzija 3. 11. Populacija nasih ispitanika je poredena sa
284222 osoba iz 46 populacija. Koriséenjem Ward-ove metode klasterizacije i Nei-ove
distance za grupe alela HLA-A i HLA-B konstruisan je dendrogram za poredenje
populacije Srbije sa drugim populacijama. Za racunanje D, D’, Nei-ovih distanci i
klasterizaciju koriséen je softverski paket R, verzija 3. 0. 1. Dendrogram je konstruisan
pomocu rutina implementiranih u R paket ade4.

Rezultati: 86,14% ispitanika je rodeno u Srbiji, 98,89% Zivi na teritoriji Srbije, a
88,3% ispitanika se izjasnilo da su po nacionalnoj pripadnosti Srbi. Najucestalije grupe
alela za lokus HLA-A su A*02 (29,5%), A*01 (14,2%), A*03 (11,3%) i A*24 (11,1%); za
lokus HLA-B su B*35 (13,1%) i B*51 (12,8%); za lokus HLA-C su C*07 (24,8%), C*04
(13,5%), C*12 (13,5%) i C*06 (10%); za lokus HLA-DRB1 su DRB1*11 (16,9%), DRB1*13
(13,2%), DRB1*03 (10,9%) i DRB1*16 (10,9% ); a za lokus HLA-DQB1 su DQB1*03
(33,3%) i DQB1*05 (33%). Najcesc¢i haplotipovi koji Cine lokusi HLA-A, HLA-B i
HLA-DRB1 su A*01-B*08-DRB1*03 (5,91%), A*02-B*18-DRB1*11 (1,91%) i A*33-B*14-
DRB1*01 (1,45%). Najucestaliji haplotip pet lokusa je A*01-B*08-C*07-DRB1*03-
DQB1*02 (6,6%), zatim slede A*02-B*18-C*07-DRB1*11-DQB1*03 (2,5%), A*33-B*14-
C*08-DRB1*01-DQB1*05 (2,2%) i A*02-B*35-C*04-DRB1*16-DQB1*05 (2,2%). Najcesdi
aleli lokusa HLA-A su A*02:01 (27,23%), A*01:01 (12,05%), A*11:01 (8,93%), A*03:01
(8,48%) i A*24:02 (8,04%). Najces¢i aleli lokusa HLA-B su B*51:01 (12,95%), B*18:01
(8,93%), B*35:01 (8,48%), B*08:01 (8,04%) i B*35:03 (6,25%). Najces¢i aleli lokusa su
HLA-C su C*04:01 (15,18%), C*07:01 (15,18%), C*12:03 (12,50%), C*06:02 (10,71%),
C*01:02 (8,04%) i C*02:02 (6,25%). Najucestaliji aleli lokusa HLA-DRB1 su DRB1*03:01



(11,16%), DRB1*16:01 (10,71%), DRB1*01:01 (8,93%), DRB1*13:02 (7,14%),
DRB1*07:01 (7,14%), DRB1*11:01 (6,70%), DRB1*15:01 (5,80%), DRB1*11:04 (5,36%) i
DRB1*14:54 (5,36%). Najucestaliji aleli lokusa HLA-DQB1 su DQB1*03:01 (16,52%),
DQB1*05:01 (13,39%), DQB1*05:02 (12,05%), DQB1*02:01 (11,16%), DQB1*03:02
(9,82%), DQB1*05:03 (8,48%) i DQB1*06:04 (6,70%). Najucestaliji haplotipovi pet
lokusa su A*01:01-B*08:01-C*07:01-DRB1*03:01-DQB1*02:01 (4,4%) i A*33:01-
B*14:02-C*08:02-DRB1*01:02-DQB1*05:01 (2,2%). Populacija Srbije ima najvedi
stepen genetske sli¢nosti sa susednim populacijama, kao i populacijama koje Zive na
podrucju centralnog Balkana, a potvrdena je vec¢a genetska distanca u odnosu na
populacije Zapadne Evrope. Verovatnoéa pronalazenja nacionalnog davaoca
podudarnog u HLA-A-B-DRB1 je 65% ukoliko bi Registar davalaca kostne srZi Srbije
imao 100 000 tipiziranih davalaca, a 90% ukoliko bi u Registru davalaca kostne srzi
Srbije bilo milion davalaca.

Zakljucak: Rezultati ovog rada predstavljaju prvi put prikazane ucestalosti alela i
ucestalosti ocekivanih haplotipova za lokuse HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-DRB1 i
HLA-DQB1 u populaciji Srbije. Na osnovu dobijenog polimorfizma HLA, ustanovljen je
stepen genetske slicnosti sa drugim populacijama. Takode, na osnovu podataka o
ucestalosti alela napravljena je procena optimalnog broja davalaca u Registru davalaca
kostne srzi Srbije. Ovako dobijeni podaci predstavljaju osnov za dalja ispitivanja znacaja
alela HLA kod razli¢itih grupa pacijenata u nasoj populaciji.

KLUCNE RECI: Humani leukocitni antigeni, polimorfizam, populacija Srbije, registar

davalaca matic¢nih ¢elija hematopoeze
NAUCNA OBLAST: Medicina

UZA NAUCNA OBLAST: Transfuziologija



Determination of human leukocyte antigen locus polymorphisms in a

population of potential stem cell donors in Serbia

Zorana P. Andric

Abstract

Introduction: The human leukocyte antigen (HLA) system proteins are products of
the most polymorphic genetic system in humans. The complexity of HLA polymorphism
is a consequence of multiple gene loci, a large number of alleles for most genes and
combinations of these alleles. Analysis of HLA polymorphism and linkeage
disequilibrium of alleles, as well as analysis of differences in allele frequency and HLA
haplotypes among populations, are applied in the selection of donors for
hematopoetic stem cell (HSC) transplantation and have the importance in examining
the association of HLA with etiopathogenesis of some diseases. There have been no
data on the frequency of alleles and haplotypes of HLA alleles in the population of
Serbia. For transplantation of patients from these region were used available allele
frequencies of other populations that may not necessarily be identical to our
population. Knowledge of HLA polymorphism in own population would allow reducing
the search period and timely transplantation of HSCs. Also, knowledge of HLA
polymorphism in healthy population of Serbia is a necessary prerequisite to enable the
detection of the relative risk of certain HLA alleles for patients in our country.

Aims of the investigation: The aims of this study were to determine the frequency
of HLA alleles and haplotypes in the population of Serbia, to determine the degree of
genetic similarity to other populations, and to estimate the optimal number of donors
in the Serbian Bone Marrow Donor Registry.

Individuals and methods: The study included healthy, unrelated, randomly selected
individuals who were recruited as volunteer donors for Serbian Bone Marrow Donor
Registry. Frequency of allelic groups of loci HLA-A, HLA-B and HLA-DRB1, as well as the
frequency of HLA-A-B, HLA-A-DRB1, HLA-B-DRB1 and HLA-A-B-DRB1 haplotypes were
retrospective analyzed in 1992 individuals. In a subgroup of 159 randomly selected

individuals were further defined allele groups for loci HLA-C and HLA-DQ, and



estimated the allele group frequencies and the frequency of HLA-C-B, HLA-DRB1-DQB1
and HLA-A-B-C-DRB1-DQB1 haplotypes. In addition, for 112 individuals which were
previously defined allele groups, were performed high resolution HLA typing and
estimated frequency of alleles for all five loci and the frequency of two, three and five
loci haplotypes. Genomic DNA was extracted using QlAamp DNA Blood Mini Kit or
Maxwell 16 Purification Kit. Determining the allele groups are done with
low/intermediate resolution, and then alleles defined by high-resolution typing. HLA
typing by PCR-SSO was performed using Dynal RELI™ SSO HLA Typing Kit, and for PCR-
SSP low and high resolution HLA typing were used Olerup SSP™. ARLEQUIN software
package, version 3.11, applied for estimated allele and haplotype frequencies, as well
as for testing Hardy—Weinberg equilibrium. The sample of our population was
compared with 284,222 individuals from 46 different populations. Using Ward’s
method for clusterization and Nei’s distances for HLA-A and HLA-B allele group
frequencies, a dendrogram was constructed to compare the Serbian sample with other
populations. For the calculation of D, D ', Nei's distance and clustering has been used
software package R, version 3. 0. 1. The dendrogram was produced with the routines
implemented in R package ade4

Results: 86.14% of individuals were born and 98.89% live in Serbia. 88.3% of
individuals are self-identified as Serbian nationality. The most common group of alleles
of locus HLA-A are A*02 (29.5%), A*01 (14.2%), A*03 (11.3%) and A*24 (11.1%); for
locus HLA-B are B*35 (13.1%) and B*51 (12.8%); for locus HLA-C are C*07 (24.8%),
C*04 (13.5%), C*12 (13.5%) and C*06 (10%); for locus HLA-DRB1 were DRB1*11
(16.9%), DRB1*13 (13.2%), DRB1*03 (10.9%) and DRB1*16 (10.9%); and the HLA-DQB1
locus of the DQB1*03 (33.3%), and DQB1*05 (33%). The most common haplotypes
formed by loci of HLA-A, HLA-B and HLA-DRB1 are A*01-B*08-DRB1*03 (5.91%), A*02-
B*18-DRB1*11 (1.91%) and A*33-B*14-DRB1*01 (1.45%). The most common
haplotypes formed by all five loci is A*01-B*08-C*07-DRB1*03-DQB1*02 (6.6%),
followed by A*02-B*18-C*07-DRB1*11-DQB1*03 (2.5%), A*33-B*14-C*08-DRB1*01-
DQB1*05 (2.2%) and A*02-B*35-C*04-DRB1*16-DQB1*05 (2.2%). The most common
alleles for HLA-A are A*02:01 (27.23%), A*01:01 (12.05%), A*11:01 (8.93%), A*03:01
(8.48%) and A*24:02 (8.04%). The most common alleles for HLA-B are B*51:01
(12.95%), B*18:01 (8.93%), B*35:01 (8.48%), B*08:01 (8.04%) and B*35:03 (6.25%).



The most common alleles for HLA-C are C*04:01 (15.18%), C*07:01 (15.18%), C*12:03
(12.50%), C*06:02 (10.71%), C*01:02 (8.04%) and C*02:02 (6.25%). The most common
alleles for HLA-DRB1 are DRB1*03:01 (11.16%), DRB1*16:01 (10.71%), DRB1*01:01
(8.93%), DRB1*13:02 (7.14%), DRB1*07:01 (7.14%), DRB1*11:01 (6.70%), DRB1*15:01
(5.80%), DRB1*11:04 (5.36%) and DRB1*14:54 (5.36%). The most common alleles for
HLA-DQB1 are DQB1*03:01 (16.52%), DQB1*05:01 (13.39%), DQB1*05:02 (12.05%),
DQB1*02:01 (11.16%), DQB1*03:02 (9.82%), DQB1*05:03 (8.48%) and DQB1*06:04
(6.70%). The most common haplotypes of alleles formed by all five loci are A*01:01-
B*08:01-C*07:01-DRB1*03:01-DQB1*02:01 (4.4%) and A*33:01-B*14:02-C*08:02-
DRB1*01:02-DQB1*05:01 (2.2%). The Serbian population is closely related to the
neighboring populations, as well as to the populations living in the central Balkan. The
greater genetic distance in relation to the population of Western Europe was
confirmed. The probability of finding a HLA-A-B-DRB1 matched national donor is 65% if
the Serbian Bone Marrow Donor Registry had 100 000 typed donors, and 90% if the
Serbian Bone Marrow Donor Registry had million donors.

Conclusions: The results of this work are shown for the first time alleles frequency
and frequency of expected haplotypes of alleles for the loci of HLA-A, HLA-B, HLA-C,
HLA-DRB1 and HLA-DQB1 in Serbian population. Based on the obtained HLA
polymorphism, degree of genetic similarity to other populations is established. Also,
based on allele frequency data, the optimal number of donors in Serbian Bone Marrow
Donor Registry was estimated. These results will be useful in the future disease
association study in our population.

KEY WORDS: Human leukocyte antigens, polymorphism, Serbian population, bone
marrow donor registry
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1 Uvod



Zorana Andri¢ — doktorska disertacija Uvod

1.1 Istorijat otkrica humanih leukocitnih antigena

Otkrice humanih leukocitnih antigena (HLA) se vezuje za 1958. godinu i ime
francuskog nauénika Jean Dausset-a. Ispitivanjem seruma multitransfundovanih
bolesnika pokazao je da neki serumi mogu dovesti do aglutinacije leukocita sluc¢ajno
odabranih davalaca, a dokazani aloantigen leukocita je nazvao MAC (danas HLA-A2)
(Dausset, 1958). Iste godine, Jan van Rood i Rose Payne su ukazali na postojanje
leukoaglutinina i u serumu viSerotki (Payne i Rolfs, 1958; Van Rood i sar., 1958). Daljom
analizom leukoaglutinina koji su se javljali posle transfuzije ili trudnoée, definisana su
dva lokusa sa viSe alela koja su nazvana lokus 4 (danas HLA-B) i LA (danas HLA-A), sto je
opisano u revijalnom radu (Thorsby, 2009). Familijarnim ispitivanjima je pokazano da
se ova dva lokusa nalaze na istom hromozomu, a Ceppellini je 1967. godine uveo
pojam HLA haplotip (Ceppellini i sar., 1967). Postojanje i treceg lokusa, koji je nazvan
Al (danas HLA-C), dokazala je grupa skandinavskih autora 1970. godine (Thorsby i sar.,
1970).

Razli¢ite tehnike su koriséene za dokazivanje leukocitnih antigena, a Terasaki je
1964. godine razvio mikrolimfocitotoksi¢ni test (Terasaki i McClelland, 1964) koji je i
danas u osnovi svih seroloskih ispitivanja sistema HLA. Iste godine razvijen je i test
mesane kulture limfocita (Bach i Hirschhorn, 1964) koji je tokom naredne decenije
omogucio istrazivanja limfocitne determinante kompleksa HLA nazvane HLA-D, sto je
opisano u revijalnom radu (Thorsby, 2009). Ranih sedamdesetih uoceno je da
reaktivnost u mesanoj kulturi limfocita mozZe biti inhibirana serumima koja sadrze anti-
HLA antitela i da ta antitela prepoznaju antigene na povrsini B-limfocita, ali ne i
T-limfocita. Koriséenjem seruma koji detektuju antigene na B-limfocitima, na
internacionalnoj radnoj grupi 1977. godine, definisani su antigeni koji su nazvani
HLA-DRw1-7 (DR engl. D-related , w engl. workshop). Iste godine uveden je termin
klasa | koji opisuje antigene A, B i Ci klasa Il za antigene DR, DQ i DP, $to je opisano u

revijalnom radu (Thorsby, 2009).

Eksperimentima sa koZznim kalemima Sezdesetih godina, a potom i dokazanom
znadaju HLA kod transplantacije bubrega, potvrdeno je da sistem HLA predstavlja

glavni kompleks histokompatibilnosti kod ljudi, Sto je opisano u revijalnom radu
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(Thorsby, 2009). Godine 1967. je prvi put ukazano i na povezanost HLA sa bolestima,

izu€avanjem fenotipa leukocita kod Hodgkin-ove bolesti (Amiel, 1967).

Ranih 1980-ih godina je ustanovljeno da se molekul HLA sastoji od dva
glikoproteinska lanca, a prvi molekul HLA ¢ija je struktura potpuno pokazana je bio

takode HLA-A2 (Thorsby, 2009).

Prvi gen HLA je kloniran 1980. godine (cDNK klon za gen HLA-B7), a prvobitne
studije polimorfizma gena HLA su bile zasnovane na analizi polimorfizma duZine
restrikcionih fragmenata (engl. restriction fragment length polymorphism - RFLP)
(Erlich, 2012). Uvodenje tehnika tipizacije koje su zasnovane na reakciji lan¢anog
umnoZzavanja DNK (engl. polymerase chain reaction - PCR) 1985. godine, zatim pojava
prvih komercijalnih kitova devedesetih, kao dalji razvoj i pristupacnost molekularnih
tehnika tipizacije znacajno su uticali na sadasnje poznavanje znacaja razlika u

redosledu aminokiselina HLA epitopa (Tiercy, 2002; Erlich, 2012).

1.2 Genska organizacija lokusa HLA

Geni HLA su deo kompleksa glavnih gena tkivne podudarnosti (MHC), koji se nalaze
u 6p21 regionu kratkog kraka hromozoma 6. Na segmentu DNK sa oko 4000 kb, $to ¢ini
0,13% humanog genoma, nalazi se preko 250 gena Ciji su produkti vecinom ukljuceni u

procese imunskog i inflamatornog odgovora (Travers, 2000; Shiina i sar., 2009).

Unutar kompleksa gena MHC nalaze se odvojeni regioni koji kodiraju molekule HLA
klase | i klase Il. Geni regiona klase | HLA se nalaze na telomernom kraju MHC-a i
obuhvataju oko 1800 kb, dok se geni regiona klase Il HLA nalaze na centromernom
kraju MHC-a i obuhvataju oko 800 kb (Slika 1). Region klase | HLA i region klase Il HLA
su razdvojeni segmentom DNK od oko 1100 kb gde su smesteni geni koji ne kodiraju

HLA molekule (non-HLA geni) (Travers, 2000; Shiina i sar., 2009).
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Slika 1. Genska organizacija regiona MHC

(preuzeto iz: http://www.ncbi.nIm.nih.gov/projects/gv/mhc)

U regionu klase | HLA se nalaze tri visoko polimorfna klasi¢éna gena HLA-A, HLA-B i
HLA-C, Ciji produkti su a lanci glavnih antigena tkivne podudarnosti. Neklasi¢ne gene
regiona klase | (HLA-G, HLA-E i HLA-F) karakteriSe ogranic¢eni polimorfizam, nizak nivo
ekspresije njihovih proteinskih produkata na ¢elijama i ograni¢ena tkivna distribucija.
U regionu klase | se nalazi i 10 pseudogena (HLA-H, HLA-J, HLA-K, HLA-L, HLA-P, HLA-T,
HLA-U, HLA-V, HLA-W, HLA-X) koji ne kodiraju proteinske produkte (Shiina i sar., 2009;
Gebel i sar., 2011).

Region klase Il (nekada nazivan i HLA-D region) sadrzi tri subregiona - HLA-DR,
HLA-DP i HLA-DQ. Svaki subregion ima vise genskih lokusa (Slika 1) sa razli¢itim brojem
alela koji kodiraju a i B lanac antigena HLA-DR, HLA-DQ i HLA-DP (Shiina i sar., 2009;

4
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Gebel i sar., 2011). Najvazniji iz regiona klase Il je visoko varijabilni lokus HLA-DRB1 (za
B lanac antigena HLA-DR) koji u kombinaciji sa HLA-DRA (za a lanac antigena HLA-DR)
kodira seroloski definisane specificnosti HLA-DR1 do HLA-DR18. Kada su prisutni, geni
HLA-DRB3, HLA-DRB4 i HLA-DRB5 u kombinaciji sa HLA-DRA kodiraju antigene
HLA-DR52, HLA-DR53 i HLA-DR51. HLA-DRB2, HLA-DRB7 i HLA-DRB9 su pseudogeni.
U subregionu HLA-DQ nalaze se polimorfni geni HLA-DQA1 i HLA-DQB1 koji kodiraju a i
B lanac antigena HLA-DQ1 do HLA-DQ9. Geni HLA-DPA1 i HLA-DPB1 kodiraju antigene
HLA-DP i udaljeni su oko 400 bp od gena za HLA-DQ (Muro i sar., 2002; Tiercy, 2002;
Shiina i sar., 2009; Gebel i sar., 2011).

1.3 Antigeni HLA

Antigeni sistema HLA se, osim po genima koji ih kodiraju, razlikuju i po biohemijskoj
strukturi, tkivnoj distribuciji i bioloskoj funkciji. Na osnovu toga, postoje dve osnovne

grupe antigena sistema HLA - antigeni klase | i antigeni klase .

1.3.1 Biohemijska struktura HLA

1.3.1.1 Biohemijska struktura antigena klase |

Antigeni klase | su glikoproteini molekulske teZine oko 57 kD koji se sastoje od dva
lanca: polimorfni teski ili o lanac (45 kD), koji je produkt gena klase | HLA, i
nepolimorfni laki lanac ili 2-mikroglobulin (12 kD) koji je produkt gena lokalizovanog
na hromozomu 15 tj. nezavisno od kompleksa gena HLA (Abbas i sar., 2010; Gebel i

sar., 2011).

Lanac a ima tri dela (Slika 2): ekstracelularni (najveéi deo celokupnog lanca a se
nalazi na spoljasnjem delu éelije i sastoji se od 270 aminokiselina), transmembranski
(25 aminokiselina) i citoplazmatski (30 aminokiselina). Ekstracelularni deo lanca ima tri
globularna domena od kojih domeni al i a2 sadrze visoko varijabilne regione koji
odreduju specificnost antigena klase | HLA. Redosled aminokiselina svih molekula
klase | u domenu a3 je isti nezavisno od alela koji ih kodira. Na tom segmentu se nalazi

mesto vezivanja CD8 molekula T-limfocita (Abbas i sar., 2010).
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Polimorfni domeni al i a2 formiraju mesto vezivanja peptida. Mesto vezivanja
peptida je Zleb veli¢ine 25A x 10A x 11A u koji se moZe smestiti peptid veli¢ine 8-11
aminokiselina (Abbas i sar., 2010). Zleb mesta vezivanja peptida &ine upravo one
aminokiseline koje se razlikuju kod produkata razli¢itih alela klase I. Ivice Zleba su dva
a-heliksa dok je pod sacinjen od B-nabrane ploce sa 6 dZepova (od A do F) u koje se

usidruju bo¢ni lanci peptida (Klein i Sato, 2000; Abbas i sar., 2010).

B2-mikroglobulin (oko 100 aminokiselina) je nekovalentno vezan za domen a3
teskog lanca. lako nije neposredno ukljucen u bioloske funkcije molekula klase I, vazan
je za oCuvanje konformacije molekula klase I. Kao i domen a3, on je identi¢an u svim

molekulima klase | (Abbas i sar., 2010).

HLA klase | HLA klase 11

Mesto vezivanja
peptida |

p - % 2
. D0 >4 e >
<'<.~.‘....ooooo\'

- o
mw {/tm mmmmommm ™1

Slika 2. Struktura molekula HLA klase I'i klase Il (Klein i Sato, 2000)

1.3.1.2 Biohemijska struktura antigena klase I/

Antigeni klase Il su glikoproteini molekulske teZine oko 63 kD i sastoje se od dva
nekovalentno povezana polipeptidna lanca: lanac a (32-34 kD) i lanac 3 (29-32 kD). Za
razliku od HLA klase |, oba lanca su kodirana genima regiona klase Il MHC-a (Abbas i

sar., 2010).
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Oba lanca molekula klase Il imaju ekstracelularni (180 aminokiselina),
transmembranski (25 aminokiselina) i intracelularni deo (varijabilne duZine) (Slika 2).
Ekstracelularni deo lanaca ima po dva domena: al i a2 odnosno 1 i 2. N-terminalni
segmenti domena al i f1 formiraju mesto vezivanja peptida, sli¢no kao kod antigena
klase I. Medutim krajevi Zlebova su otvoreni, tako da u mesto za vezivanje peptida
molekula klase Il moZe da stane peptid i sa vise od 30 aminokiselina (Travers, 2000;

Abbas i sar., 2010).

Domeni a2 i B2 su nepolimorfni tj. redosled aminokiselina ovih domena je isti kod
svih molekula klase 1. Na domenu 2 se nalazi mesto za vezivanje molekula CD4

limfocita T (Abbas i sar., 2010).

1.3.2 Tkivna distribucija HLA

Klasi¢ni antigeni klase | (HLA-A, HLA-B i HLA-C) su prisutni na skoro svim ¢elijama u
organizmu. Ne iskazuju ih jedino neuroni, celije epitela kornee, celije trofoblasta i
germinalne éelije. Nivo ekspresije se razlikuje kod razli¢itih somatskih ¢éelija. Tako na
primer, visok nivo ekspresija HLA klase | imaju limfociti T i B, ali i makrofagi i
epitelijalne ¢elije timusa, dok nizak nivo ekspresije imaju éelije jetre (Travers, 2000;
Gebel i sar., 2011). Trombociti ispoljavaju slicnu gustinu antigena kao i limfociti, s tim
Sto je HLA-C veoma malo eksprimiran. Postoje i individualne razlike u jacini ekspresije
HLA na trombocitima, a broj antigena opada tokom skladistenja jedinica trombocita
(Gebel i sar., 2011). Na zrelim eritrocitima se molekuli HLA klase | nalaze samo u tragu,
s tim Sto su neki alotipovi bolje eksprimirani od drugih. Nezavisno od sistema HLA,
oznacavaju se i kao eritrocitni Bennett-Goodspeed (Bg) antigeni. Ovi antigeni se
adsorbuju na povrsinu eritrocita iz plazme, ali ima i misljenja da su antigeni HLA na
eritrocitima ostaci antigena koji su bili prisutni na prekursorima koji su imali jedro.
Specificna antitela uglavhom ne dovode do pojave hemolizne bolesti novorodencadi

niti hemolizne transfuzijske reakcije (Gebel i sar., 2011).

Neklasi¢ni antigeni klase | (HLA-E, HLA-G, HLA-F) imaju preteznu ulogu u prirodnom
imunitetu, a karakteriSe ih ograni¢ena tkivna distribucija i nizak nivo ekspresije
(Sullivan i sar., 2006). HLA-G je ligand za inhibitorne receptora ¢elija NK i znacajnije je

7



Zorana Andri¢ — doktorska disertacija Uvod

eksprimiran samo na placentalnim ¢éelijama poreklom od fetusa, tako da je uklju¢en u
zastiti fetalnog trofoblasta od lize posredovane majéinim ¢elijama NK (Hviid i sar.,
2002). HLA-F (HFE) je eksprimiran na celijama digestivnog sistema gde ucestvuje u
regulaciji preuzimanja i metabolizma gvoZda vezivanjem za transferin receptor preko
domene al. Kod osoba sa defektom gena koji kodira HFE razvija se hemohromatoza.
HLA-E je prisutan na vedini ¢elija, a bioloska uloga nije dovoljno jasna (Sullivan i sar.,
2006). Polimorfizam HLA-E mozZe imati uticaja na incidencu relapsa leukemije i ishod

alogene transplantacije mati¢nih ¢elija hematopoeze (MCH) (Hosseini i sar., 2013).

Antigeni klase Il (HLA-DR, HLA-DQ, HLA-DP) su, za razliku od klase I, prisutni na
ogranicenom broju tipova delija (Gebel i sar., 2011). To su pre svega antigen
prezentujuée celije (APC) imunoloskog sistema (dendriticne ¢elije, monociti i
makrofagi, limfociti B) koje imaju i kostimulatorne molekule i mogu da indukuju
specifican T Celijski odgovor. Konstitutivho se eksprimiraju na epitelijalnim celijama
timusa gde imaju znacdajnu ulogu u stvaranju T celijskog repertoara kroz pozitivnu i
negativnu selekciju limfocita T u timusu. Takode, prisutni su i na aktiviranim
limfocitima T, intestinalnom epitelu i na ranim hematopoetskim celijama. Mogu biti
eksprimirani i na nekim endotelnim ¢elijama, narocito malih krvnih sudova (Gebel i

sar., 2011).

Ekspresija HLA molekula se poveéava delovanjem citokina koji se stvaraju u
imunskom odgovoru. Neke tumorske celije ne eksprimiraju antigene klase | i tako
mogu da izbegnu imuni odgovor (Tait, 2000). Takode, neuobicajena ekspresija HLA

klase Il je prisutna kod autoimunskih bolesti (Gebel i sar., 2011).

1.3.3 Bioloska uloga HLA

Osnovna uloga HLA je prezentacija antigena limfocitima T. Svaki strani ili sopstveni
antigen koji aktivira celijski imunski odgovor mora biti prikazan u sklopu sopstvenih
molekula HLA. Pored prirodne bioloske uloge u imunskim procesima razlikovanja
sopstvenog i stranog, antigeni | i Il klase HLA imaju vaznu ulogu u alogenoj
transplantaciji. Podudarnost u HLA izmedu davaoca i primaoca uti¢e na ishod alogene

transplantacije tkiva i organa.
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1.3.3.1 Uloga HLA u prezentaciji peptida

Molekuli HLA se sintetiSu u endoplazmatskom retikulumu, a intracelularni proces
nastanka kompleksa peptid-HLA je razli¢it za molekule klase | i klase Il HLA. U obradi
antigena i vezivanju dobijenih peptida sa novonastalim molekulima HLA ucestvuju
brojni molekuli i enzimi koji nisu deo sistema HLA, ali su neki kodirani genima koji su

smesteni u okviru kompleksa gena MHC.

Peptidi koji se prezentuju u sklopu molekula klase | HLA su poreklom od endogenih
proteina kao $to su proteini virusa, produkti onkogena ali i proteini citosola normalne
celije.

Endogeni proteini u citosolu se prvo odmotavaju vezivanjem mnostva molekula
nazvanih ubikvitin, zatim se dalje razgraduju u Supljini velikog multiproteinskog
enzimskog kompleksa. Za nastanak peptida koji se prezentuju u sklopu klase |, znacajna
je degradaciona aktivnost proteaza LMP-2 i LMP-7. Nastali peptidi ulaze u lumen
endoplazmatskog retikuluma kroz tzv. transportere udruzene sa preradom antigena
(engl. transporter associated with antigen processing - TAP), gde se vezuju za peptid-
vezujuée mesto a lanca molekula klase I. LMP i TAP su kodirani genima koji se nalaze u
regionu MHC. Kompleks peptid-HLA klase | izlazi na povrSinu celije preko Goldzi
kompleksa. Na povrdini éelije, peptid u sklopu molekula HLA klase | prepoznaju CD8"
limfociti T, a njihovom aktivacijom uklanjaju se ¢elije inficirane virusom i tumorske

celije (Abbas i sar., 2010; Gebel i sar., 2011).

Peptidi koji se prezentuju imunskom sistemu u sklopu molekula HLA klase Il nastaju
preradom pretezino ekstracelularnih antigena (Abbas i sar., 2010; Gebel i sar., 2011).
Tako, mikroorganizmi i njihovi produkti se internalizuju od strane APC, dospevaju u
vezikule gde dolazi do enzimske razgradnje (najvise katepsinom) do peptida. Lanac a i
lanac B molekula klase Il se sintetiSu u endoplazmatskom retikulumu, a njihovo
medusobno povezivanje omogucavaju Saperoni (Abbas i sar., 2010). Takode, za
novosintetisani molekul klase Il vezuje se nepolimorfni glikoprotein nazvan invarijabilni
lanac (li) koji se smesta tako da zatvara peptid-vezujuée mesto. To sprecava vezivanje

malih peptida iz endoplazmatskog retikuluma koji se uklanjaju molekulom klase |

9
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(Abbas i sar., 2010). Invarijabilni lanac je trimer, tako da moZe istovremeno da veze tri
molekula klase Il. Nastali kompleks molekula klase Il i invarijabilnog lanca izlazi iz
endoplazmatskog retikuluma kao vezikula i spaja se sa endozomom gde se nalaze
preradeni peptidi. Novoformirana endozomalna vezikula se naziva MIIC (engl. MHC
class Il compartment) i sadrzi sve komponente potrebne za udruzivanje peptida sa
molekulom klase Il. Najpre dolazi do proteoliticke degradacije invarijabilnog lanca, pri
cemu u peptid-vezujuéem mestu ostaje deo invarijabilnog lanca (engl. class Il
associated invariant chain peptide - CLIP). CLIP se uklanja molekulom HLA-DM, koji je
kodiran MHC-om ali nije polimorfan, ne vezuje invarijabilni lanac i ne izlazi na povrsinu
celijske membrane (Abbas i sar., 2010). Tada se za molekul HLA klase Il vezuje
preradeni peptid, a kompleks peptid-molekul klase Il HLA je stabilna struktura i
transportuje se na povrsinu APC gde ga prepoznaje CD4" T-limfocit (Abbas i sar., 2010;
Gebelisar., 2011).

Svaki molekul HLA ima jedno mesto za vezivanje peptida, ali moze vezati mnogo
razli¢itih peptida, tako da se u sklopu ogranic¢enog broja specifi¢nih HLA koje ima jedna
osoba moZe prezentovati veliki broj razliCitih egzogenih i endogenih peptida (Abbas i

sar., 2010).

Obradom jednog antigena nastaje veliki broj peptida koji se eksprimiraju na povrsini
celijske membrane u sklopu molekula HLA, ali znacajni su oni peptidi koji mogu da
pokrenu imunski odgovor odnosno aktivaciju limfocita T. Odgovor limfocita T se javlja
na peptide preradenog antigena koji imaju aminokiseline sa bo¢nim lancima koji ulaze
u dZepove Zlebova peptid-vezuju¢eg mesta molekula HLA i, sa prostorno druge strane,
imaju aminokiseline ¢iji bocni lanci se vezuju za receptor T-éelija (Klein i Sato, 2000;
Abbas i sar., 2010). Kompleks peptid-HLA je stabilna struktura na povrsini celije, a
peptid moZe ostati vezan nekoliko sati ili dana (Abbas i sar., 2010). Dugotrajno
perzistiranje kompleksa peptid-HLA na APC je bitno za prepoznavanje stranog peptida
od strane limfocita T i pokretanje specificnog imunskog odgovora, a za aktivaciju T-
limfocita dovoljno je oko 100 kompleksa stranog peptida sa klasom Il na APC (oko 0,1%

ukupnog broja ovih kompleksa koji se pojavljuje na membrani) (Abbas i sar., 2010).

Vezivanje peptida za molekul HLA nije specificno tj. molekul HLA ne pravi razliku

izmedu sopstvenih i stranih peptida. Veliki broj kompleksa sa sopstvenim peptidima
10
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normalno ne izaziva imuni odgovor na sopstveno zato $to postoji tolerancija na
sopstveno, Sto je svojstvo T-limfocita a ne sistema HLA. Odnosno, kompleksi
sopstvenih peptida sa HLA se stvaraju ali normalno ne indukuju autoimunost zbog
uklanjanja i inaktivacije autoreaktivnih limfocita T tokom negativne selekcije u timusu

(Abbas i sar., 2010).

1.3.3.2 Uloga HLA u imunologiji transplantacije

Kada se organ ili tkivo jedne osobe transplantira drugoj, genetic¢ki neidenticnoj,
pokreée se serija Celijskih i molekularnih reakcija koje dovode do odbacivanja kalema.
Alogeni odgovor ukljucuje razlic¢ite imunske mehanizme za razlikovanje sopstvenog od
stranog koje dovode do odbacivanja kalema. Za snaznu i brzu reakciju odbacivanja
odgovorni su molekuli HLA primaoca i davaoca. Odnosno, kod alogenih transplantacija,
glavni aloantigeni su molekuli HLA. Drugi polimorfni aloantigeni, koji nisu molekuli HLA,
uglavnhom dovode do slabije ili sporije reakcije odbacivanja i takvi aloantigeni se

nazivaju minorni histokompatibilni antigeni (Abbas i sar., 2010).

Aloantigeni tj. molekuli HLA davaoca mogu biti prezentovani limfocitima T primaoca
na dva razli¢ita nacina. Direktno alogeno prepoznavanje podrazumeva da T-limfociti
primaoca prepoznaju antigenske determinante u sklopu molekula HLA koji su
eksprimirani na povrsini transplantiranih éelija. Odnosno, u direktnoj prezentaciji,
T-celijski receptor primaoca prepoznaje polimorfne rezidue molekula HLA davaoca kao
strane (HLA-dominantno vezivanje) ili prepoznaje peptid koji se nalazi u sklopu
molekula HLA davaoca (peptid-dominanto vezivanje). Kod indirektnog alogenog
prepoznavanja, HLA molekuli davaoca se preraduju u APC primaoca i prezentuju kao

peptidi u sklopu molekula HLA primaoca (Afzali i sar., 2007; Abbas i sar., 2010).

Prevencija odbacivanje alokalema se postize imunosupresivhom terapijom, a
redukuje izborom davaoca sa odgovaraju¢im stepenom podudarnosti HLA. Kod
transplantacije  MCH, uspe$no prihvatanje kalema je omoguéeno primenom
hemoterapije ili zraéenja u sklopu pretransplantacione pripreme. Medutim, kalem
sadrZzi dovoljno imunoloski kompetentnih ¢elija tako da ¢e davaocevi T-limfociti

prepoznati aloantigene na primaocevim APC (direktno prepoznavanje) i u sklopu
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sopstvenih APC (indirektno prepoznavanje) $to dovodi do reakcije “kalem protiv
domacina” (Afzali i sar., 2007; Abbas i sar., 2010). Razlika u samo jednoj aminokiselini
izmedu HLA davaoca i primaoca MCH moze biti dovoljna za pokretanje reakcije “kalem
protiv domacdina”. | pored razvijenih tehnika HLA tipizacije, izbora podudarnih davaoca
i imunosupresivne terapije, bolest “kalem protiv domacina” ostaje znacajan uzrok
smrtnosti posle transplantacije MCH (Erlich i sar., 2001; Afzali i sar., 2007; Abbas i sar.,
2010).

1.4 Nasledivanje HLA

Zbog bliske povezanosti, geni sistema HLA se nasleduju kao haplotip (Ceppellini i
sar., 1967; Gebel i sar., 2011). Svaka osoba ima dva haplotipa HLA - jedan nasleden od
oca i drugi od majke. Roditelji svojim potomcima prenose Cetiri moguce kombinacije
haplotipova (Slika 3) odnosno, postoji 25% verovatnoce da deca od istih roditelja budu
haplotipski identi¢na ili potpuno razlicita, a 50% da imaju jedan isti haplotip. S obzirom
da su geni HLA autozomni a ekspresija alela kodominantna, fenotip jedne osobe

predstavlja kombinaciju iskazanih antigena sa oba haplotipa (Gebel i sar., 2011).

RODITELJI
a b c d
A*01:01 A*33:01 A*01:01 A*11:01
cro7:01 Co08:02 C*06:02 cro4:01
B*08:01 B*14:02 B*S7:01 B*51:01
DRB1*03:01 DRE1*01:02 DRE1*07:01 DRB1*13:01
DOB1*02:01 DOB1*05:01 DOB1*03:03 DOB1*06:03
POTOMCI
a c a d b ¢ b d
AT01:01 ArD1:01 ArD1:01 A11:01 A*33:01 A®D1:01 A®33:01 A*11:01
C*07:01 C*06:02 C*07:01 C*04:01 C*08:02 C*06:02 C*08:02 C*04:01
B*08:01 B*57:01 B*08:01 B*51:01 B*14:02 B*57:01 B*14:02 B*51:01
DRB1*03:01 DRE1*07:01 DRB1*03:01 DRB1*13:01 DRE1*01:02 DRB1*07:01 DRB1*01:02 DRE1*13:01
DOB1*02:01 DOR1*03:03 DOB1*02:01 DOB1*06:03 DOBE1*05:01 DOB1*03:03 DOB1*05:01 DOB1*06:03

Slika 3. Nasledivanje HLA
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Tokom mejoze moze doé¢i do razmene genetickog materijala izmedu dva
hromozoma, a rekombinacija (engl. crossing over) se prenosi potomcima kao novi
haplotip. Ucestalost rekombinacija je povezana sa fizickom razdaljinom izmedu gena,
tako da je ocekivana ucestalost rekombinacija na kratkom segmentu humanog MHC
mala (Gebel i sar., 2011). Familijarne studije zasnovane na seroloskoj tipizaciji lokusa
HLA-A, HLA-B i HLA-DR su pokazale da ucestalost rekombinacija u regionu izmedu
lokusa HLA-A i lokusa HLA-DRB1 iznosi oko 2,5% (Carrington, 1999), dok ucestalost
rekombinacija izmedu lokusa HLA-A i HLA-B iznosi 0,8%, a izmedu lokusa HLA-B i HLA-
DR je 0,5% (Gebel i sar., 2011). Rekombinacije Izmedu lokusa HLA-B i HLA-C, kao i
izmedu HLA-DQ i HLA-DR su veoma retke, Sto je posledica male udaljenosti izmedu
ovih lokusa (Carrington, 1999), dok su rekombinacije izmedu lokusa HLA-DQ i HLA-DP

relativno Ceste (Gebel i sar., 2011).

Poznavanje nacina nasledivanja HLA i uocavanje postojanja rekombinacija unutar
familije je vazno u evolutivnim studijama, kao i kod ispitivanja stepena podudarnosti

¢lanova familije za potrebe transplantacija (Muro i sar., 2002; Gebel i sar., 2011).

1.5 Nomenklatura HLA

S obzirom na veliki polimorfizam HLA, bilo je neophodno uvesti jedinstvenu
sistematizaciju u obelezavanju najpre antigena, a potom gena i alela HLA. Za
nomenklaturu sistema HLA odgovoran je Odbor za nomenklaturu Svetske zdravstvene
organizacije za faktore HLA sistema (Bodmer, 2000), ustanovljen 1968. godine, koji
potvrduje novootkrivene alele i radi periodi¢nu reviziju specificnosti HLA. Podaci o
nomenklaturi, sekvencama alela i informacije o novim alelima dostupni su na

www.ebi.ac.uk/imgt/hla (Marsh i sar., 2010; Robinson i sar., 2013).

1.5.1 Nomenklatura antigena

Antigeni sistema HLA obeleZavaju se slovom genskog lokusa (za antigene klase 1),
odnosno subregiona gena (za antigene klase 1l), i brojem (npr. HLA-A1, HLA-B5, HLA-
DR3, itd.). Za antigene lokusa C zadrzana je i oznaka ‘W’ (npr. HLA-Cw2) da bi se
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razlikovali od oznake za komponente sistema komplementa (Bodmer, 2000; Gebel i
sar., 2011). Sa poboljSanjem kvaliteta seruma za tipizaciju, nadeno je da neki epitopi
HLA mogu biti zajednicki za dva ili viSe antigena. Zato se prethodno otkriveni antigeni
mogu odrediti kao individualne specificnosti - podtipovi. Podtipovi ve¢ postojecih
antigena su dobijali i novi broj ali se u zagradi naznacava i antigen kome pripadaju.
Tako na primer: HLA-A23(9) i HLA-A24(9) su zasebni antigeni, ali ujedno i podtipovi
antigena HLA-A9. Pored podtipova, antigeni HLA mogu imati i druge zajednicke
epitope. Antitela na te zajedni¢ke determinante ¢esto uzrokuju unakrsnu reaktivnost u
seroloskim testiranjima. Antigeni koji imaju ovakve zajednicke epitope svrstavaju se u
grupe tzv. unakrsno-reaktivne grupe antigena (engl. cross-reactive groups - CREGs). Na
antigenima klase | HLA nalazi se i epitop koji je zajednicki za vecinu antigena HLA i taj
epitop se naziva ‘javni antigen’. Zapravo, to je niz aminokiselina koji nema veliku
varijabilnost u molekulu HLA. Dva dobro okarakterisana ‘javna antigena’ su HLA-Bw4 i
HLA-Bw6. Svi antigeni lokusa HLA-B mogu da se svrstaju u grupu Bw4 ili Bw6 (Bodmer,
2000; Gebel i sar., 2011; Kosmoliaptsis i sar., 2011).

1.5.2 Nomenklatura alela

S obzirom na veliki broj otkrivenih alela, od aprila 2010. godine uvedena je nova
nomenklatura koja je zamenila sistem koji je koriséen od 1990. godine (Marsh i sar.,
2010). Aleli se obelezavaju na taj nacin Sto imaju oznaku genskog lokusa, zatim
zvezdicu koja naglasava da cifre koje slede oznacavaju alel. U zavisnosti od nivoa
determinisanosti sekvence, oznaka za alel se mozZe sastojati od Cetiri grupe cifara
razdvojenih dvotackama. Prva grupa cifara (engl. 2-digits) odreduju grupu (familiju)
alela i ¢esto odgovara seroloskoj specificnosti (na primer HLA-DRB1*13). Drugom
grupom cifara (engl. 4-digits) se prikazuje alel (na primer HLA-DRB1*13:01). Razlike u
brojevima druge grupe cifara u oznaci alela ujedno oznacavaju i razlike u jednom ili vise
nukleotida koji menjaju niz aminokiselina u kodiranom proteinu. Ostale cifre se
naznacavaju kada je potrebno prikazati razlike u sinonimnim, nekodirajuc¢im,
supstitucijama nukleotida (na primer HLA-DRB1*13:01:02) ili razlike u intronskim
regionima (na primer HLA-DRB1*13:01:01:02).
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Pored jedinstvenog broja, alel moze imati i sufiks N, L, S ili Q, koji oznacava status
njegove ekspresije. Aleli koji se ne eksprimiraju (null aleli) imaju oznaku N (na primer
HLA-A*24:09N). Aleli sa niskom ekspresijom na povrsini Celije imaju oznaku ‘L,
prisustvo samo solubilnog produkta se oznacava sa ‘S’, a aleli sa novonastalim
nepotvrdenim mutacijama koje uti¢u na ekspresiju imaju oznaku ‘Q’. Od aprila 2012.

godine nisu u upotrebi sufiksi ‘C’ (citoplazmatski) i ‘A’ (nejasan) (Robinson i sar., 2013).

Rec¢nik HLA (Holdsworth i sar., 2009), koji je dostupan na www.ebi.ac.uk/imgt/hla
(Robinson i sar., 2013), omogucava da se pronadu seroloski ekvivalenti alela lokusa
HLA-A, -B, -C, -DRB1, -DRB3, -DRB4, -DRB5, i -DQB1, $to ima primenu prilikom izbora
parova za transplantaciju MCH. Takode, radi lak$e razmene informacija o rezultatima
tipizacija, pre svega za potrebe traZenja odgovarajuceg nesrodnog davaoca MCH, u
upotrebi je i sistem slovnih Sifara koji je ustanovila i koji azurira bioinformaticka grupa
Nacionalnog americkog registra (National Marrow Donor Program / Be The Match, ) i
naziva se NMDP alelski kod (Hurley i sar., 2004). NMDP kod podrazumeva da su
odredene kombinacije alela dobijene testovima srednje/niske rezolucije unutar alelske
grupe obelezene odredenom kombinacijom dva do 4 slova. Na osnovu slovnog koda
mogucée je iz velikog skupa davalaca iskljuciti nepodudarne iz dalje pretrage, a

testovima visoke rezolucije se dokazuje koji alel je prisutan od alela NMDP koda.

1.6 Polimorfizam HLA

Jedna od osnovnih karakteristika sistema HLA je visok stepen polimorfizma
(Bodmer, 2000; Tiercy, 2002). Polimorfizam je re¢ grckog porekla (moAupopdiopoc)
koja oznacava postojanje vise oblika, a po definiciji je pojava postojanja dva ili vise
alela jednog gena u populaciji sa u€estalos¢u vecom od 1%. Analize polimorfizma HLA i
neravnoteZe udruzivanja alela, kao i razlike ucestalosti alela i haplotipova HLA medu
populacijama, imaju praktiénu primenu prilikom izbora davaoca za transplantaciju
mati¢nih  celija hematopoeze i znacaj u ispitivanju udruZenosti HLA sa

etiopatogenezom nekih bolesti (Tiercy, 2002; Fernando i sar., 2008; Howell, 2014).
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1.6.1 Poreklo polimorfizma HLA

Ekstremni polimorfizam MHC-a je posledica selekcije posredovane patogenima i
predstavlja prednost u evolutivnoj borbi za preZivljavanje i opstanak vrste (Bodmer,
2000; Spurgin i Richardson, 2010). Naime, skoro sve varijacije na nivou DNK regiona
MHC se deSavaju na poziciama koje dovode do supstitucije aminokiselina u
N-terminalnom regionu molekula HLA gde se nalazi mesto vezivanja peptida. To
omogucava funkcionalnu razli¢itost molekula HLA i dovodi do individualnih razlika u

imunskom odgovoru.

Spurgin (Spurgin i Richardson, 2010) u revijalnom radu opisuje tri predloZena
mehanizma koji, odvojeno ili u kombinaciji, dovode do selekcije posredovane
patogenima i odrzavanja visokog polimorfizma MHC-a: prednost heterozigota,
prednost retkih alela i fluktuiraju¢a selekcija. Mehanizam zasnovan na prednosti
heterozigota pretpostavlja da su jedinke heterozigoti za lokuse MHC u stanju da
odgovore na veci opseg patogenih peptida nego homozigoti i zbog toga imaju veéu
rezistenciju na patogene. Tako su heterozigoti u selektivnoj prednosti u odnosu na
homozigote i odrzavaju veci broj alela u populaciji (balansna selekcija). S druge strane
postoji i selekcija patogena, odnosno prilagodavanje patogena, koja nastaje da bi se
prevazisla otpornost domacdina. Hipoteza o prednosti retkih alela podrazumeva da ¢e
novi aleli koji se pojavljuju u populaciji verovatno omoguditi vecu zastitu od patogena u
odnosu na ucestale alele i tako imati selektivnu prednost. Variranjem ucestalosti alela i
otpornosti patogena odrzava se raznovrsnost MHC-a. To ne iskljucuje hipotezu
selekcije heterozigota jer heterozigot moze biti u selektivnoj prednosti upravo zato sto
sadrZi i redak alel. Hipoteza fluktuirajuce selekcije pretpostavlja da se raznolikost MHC
odrZava zbog vremenske i prostorne raznovrsnosti u vrsti i obilju patogena. Na
funkcionalnom nivou, polimorfizam HLA je verovatno manji, s obzirom na to da je
dokazano da postoji preklapanje repertoara peptida za peptid vezujuéa mesta

molekula HLA (Rao i sar., 2013).

Izu¢avanje mehanizma raznolikosti MHC-a se u pocetku zasnivalo na evolutivnim
teorijama selekcije, a potom na izucavanju selekcije unutar jedne generacije ili jednog
ekoloskog perioda. U mikro-evolucionoj vremenskoj skali, migracije bi mogle biti
vaznije u oblikovanju raznolikosti MHC-a nego selekcije patogenima. Zbog velike
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raznovrsnosti, populacione studije alela HLA su koris¢ene za izuavanje humane
demografije i omogucavaju uvid u istorijske i evolucione veze medu savremenim
populacijama. Meta analize alelskih raznolikosti populacija dokazuju da je odrzavanje
novih i niskofrekventnih alela mnogo cesée nego S$to bi se ocekivalo u modelu
neutralne evolucije (Solberg i sar., 2008). Analizom polimorfizma HLA je moguce pratiti
migracije ljudskih populacija s obzirom na to da je pokazano da genetska distanca
izmedu populacija na osnovu ucestalosti HLA korelira sa njihovim geografskim

poreklom (Fernandez Vina i sar., 2012; Riccio i sar., 2013).

U Sirem smislu, sloZenost polimorfizma HLA je posledica postojanja vise genskih
lokusa, velikog broja alela za veéinu gena i kombinacija produkata ovih alela (Bodmer,

2000; Tiercy, 2002).
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1.6.2 Polimorfizam alela HLA

HLA je najpolimorfniji deo humanog genoma. Sa razvojem tehnika molekularne
tipizacije i ispitivanjem sve veceg broja populacija, broj alela se stalno povecava (Slika

a).
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Slika 4. Porast broja alela HLA po godinama
(preuzeto iz: http://www.ebi.ac.uk/imgt/hla/intro.html)

U bazi podataka IMGT/HLA (Robinson i sar., 2013), ima preko 10533 dokazanih alela
HLA (verzija izvesStaja 3. 15. 0, januar 2014), od toga je 8124 alela klase | HLA i 2409
alela klase Il HLA. Najpolimorfniji lokus klase | je HLA-B sa 3285 alela, a klase Il je HLA-
DRB1 sa 1411 alela (tabela 1).
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Tabela 1. Broj alela, proteina i null alela HLA

Lokus Broj Broj Broj
alela proteina null alela
HLA-A 2579 1833 121
Klasa | HLA-B 3285 2459 109
HLA-C 2133 1507 63
HLA-E 15 6 0
HLA-F 22 4 0
HLA-G 50 16 2
HLA-DRA 7 2 0
Klasa Il HLA-DRB1 1411 1047 33
HLA-DRB2 1 0 0
HLA-DRB3 58 46 1
HLA-DRB4 15 8 3
HLA-DRB5 20 17 2
HLA-DRB6 3 0 0
HLA-DRB7 2 0 0
HLA-DRB8 1 0 0
HLA-DRB9 1 0 0
HLA-DQA1 51 32 1
HLA-DQB1 509 337 13
HLA-DPA1 37 19 0
HLA-DPB1 248 205 6
HLA-DMA 7 4 0
HLA-DMB 13 7 0
HLA-DOA 12 3 1
HLA-DOB 13 5 0

Analiza distribucije alela u populacijama je pokazala da su neki aleli globalno

rasprostranjeni, kao npr. HLA-A*02:01 koji je ujedno i najceséi alel u evropskim

populacijama, dok je npr. HLA-A*02:03 prisutan samo u populacijama jugoisto¢ne Azije

(Slika 5). Takode, polimorfizam HLA se ogleda i u Cinjenici da je za neke grupe alela

dokazan vedéi broj alela ucestalih u brojnim populacijama, dok kod nekih ucestalih

grupa alela postoji dominantan alel u veéini populacija (Middleton i sar., 2003; Solberg

i sar., 2008; Gonzalez-Galarza i sar., 2011; Fernandez Vina i sar., 2012).
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HLA-A*02:01 HLA-A*02:03

0.5454500
0.2701730
02327650
0.2057920
01827440
01612010
01396550
0.1166110
0.0806378
00522301
0.0000000

Slika 5. Globalna distribucija ucestalosti alela HLA-A*02:01 i HLA*A02:03

(preuzeto iz http://www.pypop.org/popdata, Solberg 2008)

Na osnovu Liste opstih i dobro dokumentovanih alela (engl. List of Common and
Well-Documented Allels - CWD) (Mack i sar., 2013), aleli su svrstani u dve kategorije.
Kategorija opstih alela HLA obuhvata alele Cija je ucestalost poznata, a postoji i
dovoljno podataka koji ukazuju na njihovo prisustvo i ucestalost. Konsenzusom je
prihvaceno da su u ovoj kategoriji aleli koji imaju ucestalost >0,1% u populacijama sa
najmanje 1500 ispitanika. U dobro dokumentovane alele HLA se svrstavaju aleli koji
nisu globalno rasprostranjeni, ali se njihovo prisustvo dokazuje u vise studija. Nekada
se oznacavaju i kao retki aleli. Aleli se svrstavaju u kategoriju dobro dokumentovanih
ako su dokazani metodom sekvenciranja kod pet nesrodnih osoba ili u tri haplotipa
nesrodnih osoba. U verziji 2. 0. 0 CWD kataloga je dokazano 415 opstih alela i 707
dobro dokumentovanih alela za lokuse HLA-A, -B, -C, -DRB1, -DRB3/4/5, -DQA1, -DQB1,
-DPA1i-DPB1 (Mack i sar., 2013).

1.6.3 Neravnoteza udruzivanja alela HLA

Za sistem HLA je karakteristicna neravnoteza udruzivanja alela (engl. linkage
disequilibrium - LD) tj. pojava da se odredeni aleli dva lokusa pojavljuju zajedno u istom
haplotipu mnogo cesée ili rede nego Sto bi se olekivalo s obzirom na ucestalost tih
alela u populaciji (Bodmer, 2000; Gourraud i sar., 2005; Sanchez-Mazas i Nunes, 2006).
Najpre je pokazano da najcesée kombinovani antigeni u evropskoj populaciji HLA-A1 i

HLA-B8 imaju ucestalost haplotipa HLA-A1-B8 u populaciji belaca 7-8% iako bi se, na
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osnovu ucestalosti gena koji kodira HLA-A1 (koja iznosi 0,15) i ucestalosti gena koji
kodira HLA-B8 (koja iznosi 0,10), ocekivalo da je ucestalost ovog haplotipa 1,5% (0,15 x
0,10) (Bodmer, 2000; Gebel i sar., 2011). Populacione studije su takode pokazale da
postoji udruzenost pojavljivanja alela lokusa HLA-DRB1 sa alelima lokusa HLA-DQB1 i
HLA-DQA1, kao i alela lokusa HLA-B i HLA-C (Fernandez Vina i sar., 2012). Neravnoteza
udruzivanja alela razli¢itih lokusa ukazuje na mogucu evolutivnu povezanost alela HLA
(Fernandez Vina i sar., 2012), a poznavanje udruzenosti alela HLA u haplotipu dva i vise

lokusa ima prakti¢an znacaj prilikom pronalaZenja davaoca za transplantaciju MCH.

NeravnoteZa udruZivanja alela se izrazava numericki kao vrednost D, koji predstavlja
razliku izmedu dobijene i ofekivane ucestalosti haplotipa, i standardizovana vrednost
D’ (Bodmer, 2000; Sanchez-Mazas i Nunes, 2006). S obzirom na to da na ucestalost
haplotipova utic¢e i veli¢ina ispitivane populacije, prihvatljivo je da se D’ prikazuje za

haplotipove koje €ine aleli sa u¢estaloséu veéom od 0,05% (Schmidt i sar., 2011).

Broj haplotipova HLA u humanoj populaciji je manji nego sto bi se moglo ocekivati s
obzirom na broj alela i pojavu rekombinacija unutar regiona HLA (Carrington, 1999;
Rao i sar., 2013), a haplotipovi imaju razli¢itu ucestalost u razli¢itim etnickim grupama.
Haplotipovi koji nose protektivne HLA za odredenu bolest ocekivano su ucestaliji u
endemskim podrucjima (Rao i sar., 2013). Rangiranjem haplotipova po ucestalosti,
dobija se uvid u globalnu distribuciju ucestalosti haplotipova viSe lokusa medu

populacijama (Maiers i sar., 2007; Klitz i sar., 2009; Pingel i sar., 2013).

1.6.4 Populacione studije polimorfizma HLA

Podaci o ucestalosti alela i haplotipova u razli¢itim populacijama i etni¢kim grupama
su prikazani u brojnim radovima, a Middleton i saradnici (Middleton i sar., 2003;
Gonzalez-Galarza i sar., 2011) objedinjuju publikovane podatke u jedinstvenu bazu
podataka, koja je dostupna na www.allelefrequencies.net i osnovni je izvor informacija
geografske distribucije alela i haplotipova HLA (Solberg i sar., 2008; Gonzalez-Galarza i
sar., 2011; Sanchez-Mazas i sar., 2012).

Populacija moze biti definisana po etnickoj pripadnosti kod geografski i/ili socioloski

izolovanih ispitanika. Medutim, zbog migracija, veéina savremenih populacija se sastoji
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od mesavine razli¢itih populacija (Schipper i D’Amaro, 2000). Prilikom ispitivanja
ucestalosti alela i haplotipova u odredenoj populaciji, vazno je definisati ispitivanu
grupu u pogledu geografskog porekla, nadina uzorkovanja i broja ispitanika (Sanchez-
Mazas i sar., 2012). Procena da li je ispitivana populacija u Hardy—Weinbergovoj
ravnotezi za ispitivane lokuse je neophodan preduslov da bi se podaci o uéestalosti HLA
mogli koristiti za poredenje sa drugim populacijama (Gourraud i sar., 2005; Sanchez-

Mazas i sar., 2012).

Nije jasno utvrdena veliina uzorka koja bi bila dovoljna za procenu znacajnosti
pojavljivanja alela HLA (Sanchez-Mazas i sar., 2012). S obzirom na veliki broj ispitanika,
retrospektivne analize podataka HLA tipizacija davalaca u registrima davalaca MCH se
najcesce koriste kao izvor podataka o polimorfizmu HLA za odredenu populaciju
(Solberg i sar., 2008; Gonzalez-Galarza i sar., 2011; Sanchez-Mazas i sar., 2012; Maiers i
sar., 2013). Ucestalosti haplotipova u ovakvim studijama se dobijaju statistickim
metodama procene verodostojnosti pojavljivanja haplotipova (engl. maximum-
likehood estimation - MLE) na osnovu ucestalosti dobijenih alela u ispitivanoj populaciji

(Sanchez-Mazas i Nunes, 2006).

Poznavanje ucestalosti alela i haplotipova u odredenoj populaciji ima prakti¢an
znacaj prilikom pronalaZenja davaoca za transplantaciju MCH, kao i za strategiju
planiranja nacionalnih registara davalaca MCH (Muller i sar., 2003; Pingel i sar., 2013).
Takode, razlike u alelskim i haplotipskim frekvencijama medu populacijama razli¢itih
etnickih grupa se koriste za bolje razumevanje udruZenosti alela HLA i nekih bolesti

(Caillat-Zucman, 2009; Howell, 2014).

1.6.5 Udruzenost HLA sa bolestima

HLA su udruZeni sa nekoliko stotina bolesti, ukljucuju¢i i vecinu autoimunskih
bolesti, Sto je opisano u revijalnim radovima (Fernando i sar., 2008; Shiina i sar., 2009;
Howell, 2014). Medutim, zbog velikog polimorfizma HLA i izrazene neravnoteze
udruzivanja vezanih gena u regionu HLA, kao i Cinjenica da na etiopatogenezu ovih
bolesti uticu i druge genetske varijante, nije moguce u potpunosti ustanoviti

molekularni mehanizam koji je u osnovi udruzenosti bolesti sa sistemom HLA.
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U osnovi autoimunskih bolesti je aktivacija limfocita T od strane tkivno specifi¢nih
autopeptida prezentovanih u sklopu molekula HLA. Medutim, u veéini autoimunskih
bolesti nije poznat autoantigen koji je relevantan za pojavu bolesti (Fernando i sar.,
2008; Caillat-Zucman, 2009). Takode, zbog heterogenosti autoimunskih bolesti,
verovatno je da razliciti aleli, kao i kombinacije alela razli¢itih lokusa mogu uticati na

pojavu odredenih formi bolesti.

Stepen udruzZenosti bolesti sa HLA se izrazava kao relativni rizik (RR) a izracunava se
primenom modifikacija formule a x d /b x ¢ gde je a broj obolelih osoba koje imaju
ispitivani alel, b broj obolelih osoba koje nemaju ispitivani alel, ¢ broj zdravih osoba
koje imaju ispitivani alel i d broj zdravih osoba koje nemaju ispitivani alel (Barrett i sar.,

2000; Bunce, 2000).

Poznavanje relativnog rizika udruZenosti HLA i analiza polimorfizma HLA kao
protektivnog ili predisponirajuceg faktora u etiopatogenezi, ima primenu u dijagnostici

nekih bolesti.

1.6.5.1 UdruZenost HLA i celijakije

Najvedi relativni rizik za pojavu bolesti je dokazan kod celijakije. Vise od 90%
bolesnika sa celijakijom eksprimira HLA-DQ kodiran od strane HLA-DQA1*05:01-
DQB1*02:01 (antigen HLA-DQ2), kao i HLA-DQA1*03:01-DQB1*03:02 (antigen
HLA-DQ8) (Caillat-Zucman, 2009). Pokazalo se da je postojanje antigena HLA-DQ2 i
HLA-DQS8 jedan od preduslova za nastanak bolesti. Antigeni HLA-DQ2 i HLA-DQ8 mogu
da vezu glijadinske peptide samo ukoliko su ovi peptidi izmenjeni tkivhom
transglutaminazom (TG2). TG2 dovodi do deaminacije glutaminskih rezidua u
oste¢enom tkivu tankog creva. lzmenjeni peptid, u sklopu HLA, aktivira specificne CD4+
T-limfocite i dovodi do inflamacije i razvoja bolesti (Caillat-Zucman, 2009; Howell,
2014). Odsustvo HLA-DQ2 i HLA-DQS8 isklju¢uje postojanje celijakije kod klinicki
netipi¢nih simptoma, odsustva anti-glijadinskih antitela i nejasnih histoloskih lezija.
Savremeni vodici sugeriSu da kod dece sa klinickom slikom celijakije uz prisustvo IgA
antitela na TG2 i dokazanim HLA-DQ2 ili HLA-DQ8 nije neophodna biopsija za
postavljanje dijagnoze, ¢ime se izbegavaju potencijalne komplikacije biopsije creva

(Howell, 2014).
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1.6.5.2 UdruZenost HLA i ankilozirajuceg spondilitisa

UdruZenost HLA-B27 i ankilozirajuéeg spondilitisa (AS) je jedna od najjacih
udruzenosti HLA klase | i bolesti, sa visokim relativnim rizikom. Preko 95% bolesnika sa
AS ima HLA-B27 u poredenju sa zdravom populacijom u kojoj je HLA-B27 prisutan kod
manje od 10% osoba (Caillat-Zucman, 2009). Na postojanje direktne povezanost
HLA-B27 i patogeneze AS ukazuje i podatak da je visok relativni rizik ove asocijacija
prisutan u svim populacijama i etnickim grupama, a bolest nije povezana sa odredenim
haplotipom (Caillat-Zucman, 2009). Ustanovljeno je da su sa pojavom AS udruZeni aleli
koji su ucestali i u zdravoj populaciji, kao $to su B*27:05, B*27:02, B*27:04 i B*27:07.
Medutim, pokazano je i da alel B*27:06 (u€estao u populacijama jugoistocne Azije) i
B*27:09 (prisutan u populaciji Sardinije i juzne Italije) nisu udruZeni sa AS. Molekularna
osnova udruZenosti nije sasvim razjasnjena. Za sada su aktuelne tri hipoteze. Jedna je
hipoteza o postojanju artrogenog peptida koji je unakrsno reaktivan sa bakterijskim
peptidom. Odnosno, pretpostavka je da u zglobovima postoji peptid koji se prezentuje
u sklopu molekula HLA-B27, Sto prepoznaju autoreaktivni limfociti T koji su bili
aktivirani bakterijskom infekcijom odnosno bakterijskim peptidom u sklopu HLA.
Medutim, zbog velikog repertoara peptida koji se mogu vezati za molekul HLA-B27,
nije dokazan specifican peptid. Druga je hipoteza o postojanju HLA-B27 homodimera
kao imunomodulatornog molekula. Naime, pretpostavka je da teski lanac molekula
HLA-B27 (bez P2-mikroglobulina) na povrsini celija pokreée odgovor T-limfocita i
inflamaciju. Nema eksperimentalnih dokaza za ovu hipotezu, ali biohemijski je
dokazana ekspresija HLA-B27 koji imaju samo lanac a, kao i njihovo mesto vezivanja
peptida. Medutim, ne bi se moglo ocekivati da oni ispoljavaju istu specificnost kao i
HLA-B27. Prema treéoj hipotezi, inflamacija udruzena sa HLA-B27 ne zavisi od
prezentovanog peptida vec¢ je indukovana nagomilavanjem pogresno savijenih teskih
lanaca o HLA-27 u endoplazmatskom retikulumu, Sto indukuje stvaranje
proinflamatornih citokina. U prilog ove hipoteze je ¢injenica da pravilno savijanje lanca
o, zavisi od aminokiseline na poziciji 116, a upravo je to rezidua po kojoj se aleli
HLA-B27 koji su udruZeni sa AS razlikuju od drugih alela HLA-B27. Ni jedna od ovih
teorija ne moze da objasni tkivnu specificnost bolesti (Ramos i Lopez de Castro, 2002;

Caillat-Zucman, 2009; Howell, 2014). lako je udruzenost AS i HLA-B27 izuzetno velika,
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prisustvo HLA-27 u fenotipu zdravih osoba ne ukazuje na mogucnost obolevanja jer ¢e

manje od 20% osoba sa HLA-B27 razviti bolest (Ramos i Lopez de Castro, 2002).

1.6.5.3 UdruZenost HLA i reumatoidnog artritisa

Reumatoidni artritis (RA) je autoimunska bolest sa multifaktorijalnom patogenezom
uz ucesée brojnih gena. Priblizno 70% evropskih belaca sa RA imaju neki od alela
HLA-DRB1*04. Danas se zna da nekoliko alela doprinose sklonosti ka RA, pre svega
HLA-DRB1*04:01, HLA-DRB1*04:04, HLA-DRB1*04:05, a u manjem obimu i
HLA-DRB1*01:01 i HLA-DRB1*14:02. Ovi aleli imaju zajednic¢ki niz aminokiselina
(QKRAA, QRRAA ili RRRAA) na pozicijama 70-74 treceg hipervarijabilnog regiona B
lanca molekula HLA-DR. Ove zajednic¢ke sekvence su u osnovi hipoteze ‘zajednickih
epitopa’ za HLA-posredovanu predispoziciju nastanka RA. S obzirom na to da su
zajednicki epitopi smesteni u a heliksu Zljeba peptid-vezujuéeg mesta HLA-DR
molekula, pretpostavlja se da su ovi nizovi aminokiselina direktno uklju¢eni u
patogenezu RA vezivanjem ‘artrogenog’ peptida i prezentacijom u sklopu HLA T-
limfocita. Medutim, nije identifikovan poseban artrogeni peptid. HLA tipizacija nije od
praktiCnog znacdaja za dijagnozu RA, s obzirom na to da je relativni rizik mali.
Dokazivanje alela moze biti od koristi da se u ranoj fazi identifikuju oblici RA sa loSom

prognozom (Howell, 2014).

1.6.5.4 UdruZenost HLA i dijabetesa tip 1

U ranijim studijama je pokazano da preko 95% bolesnika evropske populacije sa
dijabetesom tip 1 ima antigen HLA-DR3 i/ili HLA-DR4 (Howell, 2014). Medutim,
pokazano je da su za sklonost ka nastajanju bolesti ili za rezistenciju na bolest
odgovorni produkti alela lokusa HLA-DQ. Sa dijabetesom je udruzen alel HLA-
DQB1*03:02, kao i HLA-DQB1*02:01 i HLA-DQB1*03:03. Protektivan alel je HLA-
DQB1*06:02. Predisponirajuci i protektivni alelski produkti se razlikuju u aminokiselini
na poziciji 57 B lanca molekula DQB1. Smatra se da prisustvo ili odsustvo asparaginske
kiseline na poziciji 57 uti¢e na stabilnost molekula DQ i potencijal za vezivanje
autoantigena, a tako i na repertoar peptida koji se moZe vezati i prezentovati
limfocitima T. Tipizacija HLA-DQ nema znacaja za postavljanje dijagnoze, ali moze biti
informativna za otkrivanje ¢lanova sa velikim rizikom u porodicama sa dijabetesom

(Howell, 2014).
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1.6.5.5 UdruZenost HLA sa reakcijom na lekove

HLA je udruzen sa brojnim teskim, ponekad i fatalnim, reakcijama preosetljivosti na
lekove. Tako na primer, pokazano je da kod bolesnika koji imaju HLA-B*57:01 postoji
visok relativni rizik (RR>500) pojave hiper-reaktivnosti na lek abacavir, antiretrovirusni
lek koji se koristi u terapiji infekcije HIV-1, Sto je opisano u revijalnom radu (Howell,
2014). Abacavir prezentovan u sklopu HLA-B57 aktivira specificne CD8 limfocite T i
ranije se smatralo da je lek samo hapten koji menja autopeptide. Danas se zna da se
abacavir nekovalentno vezuje za produkt alela HLA-B*57:01, smestajudi se u dZep F na
B ploci Zleba peptid vezujuéeg mesta. Tako menja repertoar endogenih peptida koji se
vezuju za molekul HLA-B57 i aktivira poliklonski odgovor T-¢elija, koji se manifestuje
hipersenzitivnom reakcijom. Vodici za terapiju AlDS-a preporucuju HLA tipizaciju kod
svih bolesnika pre pocetka primene abacavira. Preporuka je da bolesnici koji imaju

HLA-B*57:01 ne bi trebalo da koriste ovaj lek (Berka i sar., 2012; Howell, 2014).

Dokazana je i slicna patogeneza hipersenzitivnosti u populaciji Azije kod bolesnika sa
HLA-B*15:02 koji su dobijali antiepileptik karbamazepin, kao i kod bolesnika populacije
Japana i populacije Belaca sa HLA-A*31:01. Visok relativni rizik hipersenzitivnosti na lek
alopurinol, koji se koristi u le¢enju gihta, postoji kod bolesnika koji imaju alel

HLA-B*58:01 ali ne i kod bolesnika koji imaju alel HLA-B*58:02 (Howell, 2014).

1.6.5.6 UdruZenost HLA i narkolepsije

Narkolepsija je udruZena sa alelom HLA-DQB1*06:02 i 90-100% bolesnika sa
katapleksijom ima ovaj alel. S druge strane, alel HLA-DQB1*06:01, koji se razlikuje
samo u 9 rezidua, je protektivan. Bolest nastaje usled nedostatka neurotransmitera
hipokretina, Sto je posledica odsustva neurona u hipotalamusu koji sekretuju
hipokretin. Pored evidentnog znacaja alela HLA, jo$ uvek nema dokaza za pretpostavku
da je odsustvo hipokretin-sekretujuéih neurona posledica autoimunosti posredovane

alelima HLA-DQB1*06:02 (Caillat-Zucman, 2009).
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1.7 HLA tipizacija

Odredivanje antigena i alela sistema HLA, odnosno HLA tipizacija, se radi seroloSkim
i molekularnim testovima. Seroloskim testovima se odreduje fenotip, odnosno antigeni
na povrsini ¢elija, upotrebom odgovarajucih test seruma. Molekularnim testovima se
odreduje genotip, odnosno dokazuju aleli HLA (Nelson, 2001). U zavisnosti od
raspolozivih tehnika i klini¢kih potreba, uobicajeno se prvo odreduju antigeni ili grupe
alela za svaki lokus, a zatim se definiSu pojedinacni aleli (Tiercy, 2002; Elsner i Blasczyk,

2004; Oudshoorn i sar., 2007; Erlich, 2012).

1.7.1 Seroloski testovi tipizacije HLA

Za odredivanje antigena sistema HLA koristi se mikrolimfocitotoksi¢ni test (engl.
complement dependent cytotoxicity assay - CDC) koji je zasnovan na lizi ispitivanih
limfocita nakon vezivanja specificnog anti-HLA antitela u prisustvu komplementa
(Schreuder 2000; Nelson, 2001). Za ispitivanje se koriste limfociti periferne krvi, ali i
limfociti dobijeni iz limfnog ¢vora i slezine. Test serumi se dobijaju od imunizovanih
osoba, prvenstveno viserotki, ili se koriste monoklonska antitela. Suspenzija limfocita
se dodaje u mikroploée sa test serumima, a posle inkubacije sa komplementom i
dodavanja vitalne boje procenjuje se intenzitet reakcija iz odnosa vijabilnih i
nevijabilnih ¢elija (Schreuder 2000). Na rezultat tipizacije seroloSkim testovima utice
vijabilnost ¢elija i ekspresija antigena na povrsini éelija, kao i specifi¢cnost antitela koja
se koriste. Poredenjem testova molekularne i seroloske tipizacije pokazano je da
greske seroloske tipizacije iznose i preko 20% kao posledica nemoguénosti da se
definise antigen (‘blank’) ili da se odredi podtip antigena u seroloskoj tipizaciji zbog
nedostatka test seruma za retke specifinosti. Razlog tome je da su polimorfizmi
molekula HLA najveéim delom lokalizovani u peptid-vezujuéem mestu molekula HLA
koji nije dostupan antitelu. Tako je na primer, visok nivo neslaganja rezultata seroloske
i molekularne tipizacije naden za lokus HLA-C jer seroloskim testovima nije moguce
dokazati prisustvo vecdine antigena HLA-C (Mytilineos i sar., 1997; Lebedeva i sar.,
2005; Lazaro i sar., 2008). Najvise neslaganja rezultata je dobijano prilikom seroloske

tipizacije uzoraka hematoloskih bolesnika i nekada je ta¢na seroloska tipizacija mogudéa
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samo na osnovu tipizacije ¢lanova familije. Zbog nedovoljnog broja ili loSeg kvaliteta
¢elija kod ovih bolesnika u nekim slu¢ajevima nije moguée uraditi HLA tipizaciju
seroloskim testovima. To ukazuje na prednost metoda molekularne tipizacije

(Mytilineos i sar., 1997; Nelson, 2001; Schaffer i Olerup, 2001).

1.7.2 Molekularni testovi tipizacije HLA

Razvijeno je viSe tehnika HLA tipizacije koje su zasnovane na reakciji lan¢anog
umnozavanja DNK (PCR), a najcesce koris¢ene u svakodnevnoj laboratorijskoj praksi su
hibridizacija umnoZene DNK sekvence sa specificnim oligonukleotidnim probama (engl.
sequence-specific oligonucleotide probes - SSO), upotreba prajmera specificnih za
sekvencu (engl. sequence-specific primers - SSP) uz detekciju na osnovu razliCite
elektroforetske pokretljivosti PCR produkta na gelu i sekvenciranje nukleotida (engl.
sequence-based typing - SBT) (Bunce, 2000; Middleton, 2000; Nelson, 2001; Lind i sar.,
2010; Erlich, 2012; Shiina i sar., 2012). lako ove metode koriste razlicite pristupe da
identifikuju odgovarajuée polimorfizme neophodne za dokazivanje alela HLA, sve su
ogranicene postojanjem nejasnih ili dvosmislenih rezultata (engl. ambiguity).
Dvosmisleni rezultati nastaju kada metoda ne moZe da detektuje sve nukleotide
relevantne za definisanje alela (kod SSO i SSP) ili kada je polimorfizam lokalizovan izvan

regiona koji se sekvencira (kod SBT).

Rezultat HLA tipizacija moze biti niske, visoke i alelske rezolucije (Nunes i sar., 2011).
Niska rezolucija (engl. low resolution) podrazumeva rezultat DNK tipizacije na nivou
prve dve cifre nomenklature alela (engl. 2-digits) tj. podrazumeva odredivanje grupe
alela (npr. HLA-A*02). Takode, niska rezolucija tipizacije je i rezultat tipizacije
seroloskim tehnikama. Alelska rezolucija (engl. allelic resolution) tipizacije
podrazumeva odredivanje jedinstvene nukleotidne sekvence alela u skladu sa vaze¢om
nomenklaturom (npr. HLA-A*02:01:01) (Marsh i sar., 2010; Robinson i sar., 2013).
Visoka rezolucija (engl. high resolution) tipizacije je odredivanje alela koji kodiraju istu
proteinsku sekvencu peptid vezujuéeg mesta molekula HLA. Peptid vezujuéa mesta
¢ine domeni al i a2 polipeptida klase | i domeni a1 i B1 polipeptida klase Il, tako da

testovi visoke rezolucije moraju da omoguce definisanje egzona 2 i egzona 3 za region
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klase I, odnosno egzona 2 za region klase Il HLA (Slika 6). Rezultat tipizacije visokom
rezolucijom podrazumeva prikazivanje prve dve grupe cifara alela, odnosno Cetiri cifre

u nomenklaturi alela (engl. 4-digits) (npr. HLA-A*02:01).

HLA klase |

: W Exon 2
[ Exon 3
M Exon4

] Exon 2, HLA-DRA
Exon 2, HLA-DRB1
B Exon 3, HLA-DRB1

Slika 6. Kodiranje peptid-vezujuéeg mesta (A i C bez peptida, B i D sa peptidom)
molekula HLA klase |i HLA klase Il

(preuzeto iz: doi: http://dx.doi.org/10.1182/blood-2012-04-347286)

Zbog stalno rastuéeg broja alela, uspostavljen je i termin srednja rezolucija (engl.
intermediate resolution) tipizacije koji narocito ima prakti¢nu primenu prilikom izbora
davaoca za transplantaciju MCH. Rezultat srednje rezolucije sadrZi vise mogucih alela u
definisanoj alelskoj grupi (npr. HLA-A*02:01/02:02/02:05). Takode, rezultati tipizacije
alelskom rezolucijom se mogu prikazivati i kao grupa P i grupa G alela. Aleli koji imaju
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istu nukleotidnu sekvencu u egzonima koji kodiraju peptid vezuju¢e mesto se
svrstavaju u grupe G. Aleli koji imaju identi¢nu polipeptidnu sekvencu u domenima koji
Cine peptid vezujuée mesto svrstavaju se u grupe P (Marsh i sar., 2010; Mack i sar.,
2013; Robinson i sar., 2013). Poznavanje pripadnosti alela odredenoj grupi ima
prakti¢an znacaj prilikom izbora podudarnih parova za transplantaciju MCH. Naime, s
obzirom na to da se razlike dva alela koji pripadaju istoj grupi P ili G nalaze izvan peptid
vezujuéeg mesta, nepodudarnost zbog ovih alela nece imati uticaja na ishod
transplantacije MCH. Tako na primer, poznato je da nepodudarnost alela lokusa
HLA-DRB1 direktno uti¢e na ishod transplantacije MCH (Lee i sar., 2007; Petersdorf,
2008), ali je pokazano da nepodudarnost koja podrazumeva HLA-DRB1*14:01 i
HLA-DRB1*14:54 ne uti¢e na pojavu komplikacija posle transplantacije (Yang i sar.,
2009). Komitet za nomenklaturu Svetske zdravstvene organizacije je 2005. godine
definisao HLA-DRB1*14:54 kao novi alel za koji je retrospektivno pokazano da je tri
puta ucestaliji u populacijama, a od HLA-DRB1*14:01 se razlikuje u samo jednom
nukleotidu (T-C) na poziciji 51 egzona 3. Ova mutacija dovodi do zamene aminokiseline
tirozin - histidinom u B2 domenu molekula DR na mestu 112. Ovaj polimorfizam je
lokalizovan blize celijskoj membrani, tako da nema uticaja na vezivanje peptida ili
interakciju molekula HLA sa receptorom na T ¢elijama. Pasi i saradnici (Pasi i sar., 2011)
su u studiji sa 189 parova koji su imali nepodudarnost HLA-DRB1*14:01/HLA-
DRB1*14:54, pokazali da nije bilo uticaja ove nepodudarnosti na pojavu komplikacija
kod bolesnika posle transplantacije MCH od nesrodnog davaoca. Za alele HLA-B*44:02
i HLA-B*44:27 koji pripadaju grupi HLA-B*44:02P i razlikuju se u sekvenci nukleotida
koji kodiraju a3 domen, dodatno je pokazano u in vitro funkcionalnim testovima da se
ove razlike ne prepoznaju od strane aloreaktivnih CD8" limfocita T, odnosno da se ova

dva alela mogu svrstati u grupu dozvoljenih nepodudarnosti (Bettens i sar., 2013).

1.8 Znacdaj HLA u transplantaciji MCH

Alogena transplantacija mati¢nih ¢elija hematopoeze (MCH) je prihvaéeni oblik
le€enja za brojna hematoloska i onkoloska oboljenja, bolesti imunskog sistema i

metabolizma (Gratwohl i sar., 2012). Nepodudarnosti u lokusima HLA su nezavisni
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znacajni faktor koji utice na incidencu i tezinu komplikacija posle transplantacije i
ukupno prezivljavanje bolesnika. Brojne studije ukazuju na znacaj podudarnosti HLA, a
razlike u zaklju¢cima o znacaju pojedinih lokusa na ishod transplantacije su posledica
raznolikosti klini¢kih studija u pogledu veli¢ine uzorka, etni¢kog porekla ispitanika,
dijagnoza i stadijuma bolesti u ispitivanim grupama, izvora transplantiranih MCH, kao i
uzimanje u obzir razlicitih lokusa i tehnika tipizacije HLA. Savremene preporuke za izbor
parova za transplantaciju (Bray i sar., 2008; Petersdorf, 2008; Spellman i sar., 2012;
Furst i sar., 2013) su zasnovane na rezultatima analize uticaja HLA kod velikog broja
transplantiranih bolesnika (Morishima i sar., 2002; Flomenberg i sar., 2004; Petersdorf

i sar., 2004; Lee i sar., 2007).

1.8.1 HLA u izboru davaoca MCH

Razvojem tehnika tipizacije HLA je omoguéen napredak u pouzdanosti odredivanja
podudarnosti izmedu davaoca i primaoca MCH, ali se usloZnjava postupak
pronalazenja davaoca zbog velikog polimorfizma HLA (Oudshoorn i sar., 2007;

Petersdorf, 2008).

1.8.1.1 Srodni davalac MCH

Najbolji davalac za bolesnika kome je potrebna transplantacija MCH je rodeni
brat/sestra koji je identi¢an u HLA. S obzirom na to da se geni sistema HLA nasleduju
kao haplotip, a da je ekspresija kodominantna, verovatnoca da su rodeni brat/sestra
potpuno podudarni ili potpuno razli¢iti u HLA iznosi 25%, a 50% da su haploidenti¢ni
(Gebel i sar., 2011). Haploidenti¢ne transplantacije od srodnog davaoca su terapijska
opcija kod bolesnika koji nemaju odgovarajuc¢eg podudarnog davaoca ili ukoliko stepen
hitnosti ne omogudava sprovodenje postupka pronalaZzenja odgovarajuéeg nesrodnog
davaoca (Velardi, 2013). Zajednicki haplotip podrazumeva podudarnost ne samo u
glavnim histokompatibilnim lokusima, nego i drugim imunoloski relevantnim lokusima
na zajednickom haplotipu (Ciurea i Champlin, 2013; Fernandez Vina i sar., 2013).
Prilikom izbora haploidenticnog davaoca, mora se uzeti u obzir i specificnost anti-HLA

antitela ukoliko su prisutna kod primaoca (Brand i sar., 2013).
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Prema vazec¢im standardima Evropske federacije za imunogenetiku, verzija 5.7,
(EFI, 2012), podudarnost u HLA kod seroloski identi¢nih srodnika mora biti potvrdena

na osnovu haplotipova roditelja ili molekularnim testovima visoke rezolucije.

1.8.1.2 Nesrodni davalac MCH

S obzirom na to da samo oko 30% bolesnika ima odgovaraju¢eg davaoca unutar
¢lanova porodice, Sira primena alogene transplantacije zavisi od pronalazenja
odgovarajuc¢eg nesrodnog davaoca. Savremeni kriterijumi za izbor nesrodnog davaoca
su zasnovani na definisanju alela testovima visoke rezolucije za lokuse HLA-A, HLA-B i
HLA-C klase | i HLA-DRB1 i HLA-DQB1 klase Il (Bray i sar., 2008; Petersdorf, 2008; EFI,
2012; Lown i Shaw, 2013). Podudarnost u svih pet lokusa (10/10 podudarnost)
smanjuje smrtnost i rizik pojave teSkog oblika bolesti ,kalem protiv domadina” i
udruzZena je sa boljim preZivljavanjem bez bolesti u poredenju sa transplantacijama od
nepodudarnog davaoca. Podudarnost na nivou visoke rezolucije za lokuse HLA-A,
HLA-B, HLA-C i HLA-DRB1 (8/8 podudarnost) je minimalan nivo podudarnosti koji je
udruzen sa boljim prezivljavanjem (Bray i sar., 2008; Dehn i sar., 2008; Spellman i sar.,

2008; Horowitz, 2009).

Kada za odredenog bolesnika nije moguce pronaci potpuno podudarnog davaoca,
jedna nepodudarnost se smatra prihvatljivim rizikom pojave smrtnosti povezane sa
transplantacijom (Spellman i sar., 2012), a za izbor davaoca je vazno poznavanje ishoda
transplantacije u odnosu na nepodudarnost u pojedinim lokusima, kao i razlike znacaja
antigenske i alelske nepodudarnosti. Fernandez-Vina (Fernandez-Vina i sar., 2013)
klasifikuje lokuse HLA u dve grupe u odnosu na znacaj koji imaju na ishod
transplantacije. Lokusi HLA-A, HLA-B, HLA-C i HLA-DRB1 su lokusi sa visokom
ekspresijom antigena na povrsini ¢elija i veoma povezani sa ishodom transplantacije,

dok su HLA-DRB3/4/5, HLA-DQ i HLA-DP lokusi sa niskom ekspresijom alela.

Nepodudarnost alela za lokuse HLA-A, HLA-B i HLA-DRB1 je udruZena sa
nepovoljnim ishodom transplantacije (Morishima i sar., 2002; Flomenberg i sar., 2004;
Petersdorf, 2008; Furst i sar., 2013), odnosno, nepodudarnost na nivou alela, kao i
antigena za ove lokuse, ¢e imati jednak nepovoljni uticaj na pojavu komplikacija posle

transplantacije. Postoje i dokazi o konkretnim aminokiselinskim supstitucijama kod
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nepodudarnih alela koje uti¢u na ishod transplantacije. Tako na primer, pokazano je da
nepodudarnost izmedu davaoca i primaoca u alelima A*02:01 i A*02:06 je moguci
faktor rizika za pojavu tesSkog oblika akutne bolesti ,kalem protiv domacina” i veée
smrtnosti, a da se nepodudarnost A*02:01 i A*02:05 moZe tolerisati (Baxter-Lowe i
sar., 2009). Ispitivanjima u in vitro testovima, pokazano je da isti peptid u Zlebu mesta
vezivanja peptida kod alela B*44:02 i B*44:03 moZe imati razli¢itu orijentaciju, a tu
razliku mogu da prepoznaju T limfociti Sto moze imati klini¢ki znacaj (Kawase i sar.,

2007).

Za lokus HLA-C je potvrdeno da antigenska nepodudarnost ima nepovoljan uticaj na
pojavu komplikacija, ali je i dalje sporan znacaj nepodudarnosti alela HLA-C (Morishima
i sar., 2002; Flomenberg i sar., 2004; Lee i sar., 2007; Woolfrey i sar., 2011; Furst i sar.,
2013). Razlog moze biti i to Sto su molekuli HLA-C ligandi za inhibitorne receptore na
¢elijama NK. Inhibitorni receptori na éelijama NK koji se vezuju za molekule klase | su
KIR (engl. killer immunoglobulin-like receptors - KIR). Odsustvo odredenog liganda HLA
na Celiji dovodi do aktivacije ¢elija NK (Dupont i Hsu, 2004; Moretta i Moretta, 2004;
Ruggeri i sar., 2006). Aleli HLA-C se svrstavaju u odnosu na prisustvo aminokiseline
Asn80 (grupa C1) ili Lys80 (grupa C2). U zavisnosti od alela HLA-C kod primaoca,
potencira se aktivirajuca ili inhibirajuéa aktivnost éelija NK davaoca. Zavisno od toga
moze se postiéi zastitni efekat na pojavu relapsa leukemije i smanjena smrtnost. Visok
rizik za nepovoljan ishod transplantacije ima alelska nepodudarnost izmedu davaoca i
primaoca u grupi C1 i podudarnost u grupi C2 alela za lokus HLA-C (Fischer i sar., 2012;

Venstrom i sar., 2012).

Ranija saznanja (Lee i sar., 2007) da se alelska nepodudarnost u lokusima HLA-B ili
HLA-C bolje tolerise od nepodudarnosti u lokusima HLA-A ili HLA-DRB1, nisu jasno

potvrdena u novijim studijama (Spellman i sar., 2012).

Lokusi HLA sa niskom ekspresijom (HLA-DRB3/4/5, HLA-DQ i HLA-DP ) imaju manju
gensku raznolikost, ali mogu da indukuju aloreaktivnost in vitro (Fernandez-Vina i sar.,
2013). Medutim uticaj izolovane nepodudarnosti ovih lokusa na ishod transplantacije
je zanemarljiv ili je komplikovan da se dokaZe s obzirom na to da postoji i izrazena
neravnoteza udruZivanja alela bliskih lokusa. Do veceg mortaliteta mozZe dovesti

antigenska nepodudarnost u HLA-DQ, kao i udruZenost nepodudarnosti u lokusima sa
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niskom ekspresijom sa ve¢ prisutnom nepodudarnoscu u drugim lokusima (Petersdorf,
2008; Weisdorf i sar., 2008; Furst i sar., 2013). Nepodudarnost u HLA-DPB1 moze da
indukuje aloreaktivni odgovor celija T, Sto dovodi do pojave akutne bolesti ,kalem
protiv domacina“, ali je uocen i koristan efekat smanjenja rizika od relapsa leukemije
(Shaw i sar., 2007). Zbog toga su aleli lokusa HLA-DPB1 svrstani u grupe, prikazane u
radu Zino i saradnika (Zino i sar., 2004), u odnosu na epitope koje prepoznaju
aloreaktivne T-Celije, Sto omogucava razlikovanje dozvoljenih i nedozvoljenih

nepodudarnosti HLA-DPB1 (Zino i sar., 2004; Fleischhauer i sar., 2012).

1.8.1.3 Umbilikalna krv

Upotreba umbilikalne krvi kao alternativnog izvora MCH ima prednost zato §to je
lakSe dostupna, nema rizika za davaoca, manja je verovatnoca transmisivnih bolesti, a
tipizirana jedinica umbilikalne krvi se moZe Cuvati u zamrznutom stanju (Gluckman,
2012). Na ishod transplantacije MCH iz umbilikalne krvi najvide uti¢e broj primenjenih
CD34+ ¢celija, a zbog nezrelosti imunskog sistema davaoca, prihvatljiva je jedna ili dve
nepodudarnosti (Petersdorf, 2008; Gluckman, 2012). Podudarnost se odnosi na lokuse
HLA-A i HLA-B testovima niske rezolucije i HLA-DRB1 testovima visoke rezolucije
(Petersdorf, 2008). Novije preporuke (Spellman i sar., 2012) ukljuéuju i ostale lokuse,
kao i tipizaciju testovima visoke rezolucije uzorka umbilikalne krvi, ali i odredivanje
majcinih HLA (van Rood i Oudshoorn, 2009; Scaradavou, 2012). Naime, tolerancija koja
se sti¢e tokom fetalnog razvoja na nenasledene majcine antigene (engl. non-inherited
maternal antigens - NIMA) doprinosi da je prihvatljiva nepodudarnost koja se odnosi
na NIMA (NIMA podudarnost). Novije studije su pokazale da su transplantacije sa
NIMA podudarnim jedinicama umbilikalne krvi, i pored HLA nepodudarnosti, bile
udruzene sa boljim ukupnim preZivljavanjem bolesnika i manjom pojavom relapsa

bolesti (van Rood i Oudshoorn, 2009; Scaradavou, 2012; Spellman i sar., 2012).

1.8.2 Registar davalaca MCH

Zbog velikog polimorfizma sistema HLA, mala je verovatnoda da dve osobe koje nisu
u srodstvu budu HLA identi¢ne. Za bolesnike koji nemaju odgovarajuéeg davaoca MCH

unutar ¢lanova porodice, pronalaZzenje odgovaraju¢eg nesrodnog davaoca omogucéeno
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je postojanjem registara davalaca MCH. Registri sadrie baze podataka o HLA
tipizacijama prijavljenih dobrovoljnih davalaca MCH. Baze podataka o HLA tipizacijama
iz nacionalnih registara davalaca MCH, kao i banaka umbilikalne krvi, su objedinjene u
jedinstvenu bazu Svetskog registra davalaca kostne srzi (engl. Bone Marrow Donors
Worldwide - BMDW). Svetski registar je formiran 1989. godine, a prema izvestaju za
2012. godinu (BMDW, 2012) u Svetskom registru je bilo 20 226 863 davalaca
prijavljenih u 67 registara iz 49 zemalja i 46 banaka umbilikalne krvi iz 30 zemalja.
Funkcionisanje registara na globalnom nivou je definisano standardima WMDA (engl.
World Marrow Donor Assotiation - WMDA), organizacije koja ima za cilj medunarodnu
saradnju u razmeni visoko kvalitetnih produkata MCH za potrebe klini¢ke
transplantacije Sirom sveta i promovisanje interesa davalaca (Hurley i sar., 2004;

Hurley i sar., 2007; Petersdorf, 2010; Shaw i sar., 2010; WMDA, 2012).

Registar davalaca kostne srzi Srbije (RDKS) je formiran 2005. godine u Institutu za
transfuziju krvi Srbije u saradnji sa Ministarstvom zdravlja Republike Srbije, sa ciljem da
omogudi le¢enje bolesnika kojima je neophodna transplantacija MCH u Srbiji a koji
nemaju odgovarajuceg srodnog davaoca (Andri¢, 2012). Od februara 2012. godine
RDKS ima pristup bazi podataka Svetskog registra, Sto je omogudilo razvoj programa

transplantacije MCH od nesrodnog davaoca u na$oj zemlji.

1.8.2.1 Procena verovatnoce pronalaZenja davaoca u Registru

Za procenu verovatnoée pronalazenja davaoca znacajna je ucestalost pojedinacnih
alela, kao i ucestalost haplotipova u populaciji iz koje potic¢e bolesnik i potencijalni
davaoci. Poznavanje nacionalnih i globalnih ulestalosti haplotipova i neravnoteze
udruzivanja alela HLA omogucavaju da se napravi procena moguénosti pronalazenja
podudarnog nesrodnog davaoca. Na osnovu toga, za bolesnike sa malom
verovatno¢om pronalaZenja davaoca, donosi se odluka o alternativnoj strategiji koja

uklju€uje nepodudarnog davaoca, umbilikalnu krv ili haploidenti¢nu transplantaciju.

Metode za izraCunavanje verovatnoce podudarnosti su zasnovane na populaciono
specificnim ucestalostima haplotipova HLA koje se izracunavaju iz podataka o

fenotipovima uz upotrebu odgovarajucih statistickih algoritama (Muller i sar., 2003;

35



Zorana Andri¢ — doktorska disertacija Uvod

Schmidt i sar., 2009; Eberhard i sar., 2013). Tako na primer, program Haplogic, koji
koristi najvedi registar na svetu - nacionalni registar Amerike, NMDP - izradunava
verovatnoéu pronalazenja davaoca podudarnog u alelima lokusa HLA-A, HLA-B i
HLA-DRB1 na osnovu ucestalosti haplotipova u najvec¢im etni¢kim grupama Amerike
(Maiers i sar., 2007). Najveci evropski registar - centralni registar Nemacke (nem.
Zentrales Knochenmarkspender-Register Deutschland - ZKRD) - koristi program
OptiMatch, koji je zasnovan na kombinovanju srednje rezolucije tipizacije nemackih
davalaca sa dobijenim ucestalostima haplotipova alela tri lokusa, da bi se izracunalo
kolika je verovatnoca s kojom je davalac podudaran u svakom lokusu, kao i ukupna

verovatnoca u odnosu na HLA-A, HLA-B i HLA-DRB1 (Lown i Shaw, 2013).

Za planiranje daljeg lecenja moZe biti korisno i odredivanje da li tipizacija HLA
bolesnika pripada grupi sa visokom verovatnocom (verovatnoéa preko 95%)
pronalazenja 10/10 alelski podudarnog davaoca unutar 6 meseci, grupi niske

verovatnoée (manje od 5%) ili srednje verovatnode (Tiercy i sar., 2007).

Na ishod transplantacije, pored podudarnosti HLA, moZe uticati i non-HLA
polimorfizam i razlike drugih imunoloski relevantnih lokusa na hromozomu 6. Takve
razlike mogu biti mnogo cesée kod bolesnika sa retkim fenotipovima i kada je davalac
druge etni¢ke pripadnosti. Zato bolesnici transplantirani od davaoca iz nacionalnog
registra imaju bolje preZivljavanje od bolesnika koji su dobili MCH od internacionalnog
davaoca (Furst i sar., 2013). Zbog toga je preporuka da se nacionalna strategija razvoja
registra zasniva na nacionalnim davaocima (Schmidt i sar., 2014), sto utice i na brzinu

pronalazenja davaoca, odnosno pravovremenu transplantaciju.

1.9 Dosadasnja saznanja o polimorfizmu HLA u populaciji Srbije

Dosadasnja saznanja o polimorfizmu HLA u populaciji Srbije su bila zasnovana na
rezultatima familijarnih ispitivanja 658 osoba primenom tehnika seroloske tipizacije,
gde je pokazana geneticka varijabilnost i vezane asocijacije gena na osnovu antigena
HLA-A i HLA-B kod stanovnisStva Srbije (Simonovié, 1992). Takode, dostupni su podaci
ucestalosti grupa alela za lokuse HLA-A (N=291), HLA-B (N=291), HLA-C (N=126), HLA-

DRB1 (N=386) dobijenih molekularnim tehnikama niske rezolucije (Andric i sar., 2007).
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Do sada nije bilo podataka o ucestalosti alela i haplotipova alela HLA u populaciji
Srbije. Za potrebe transplantacije pacijenata sa ovih prostora, koris¢ene su dostupne
ucestalosti alela drugih populacija koje ne moraju nuzno da budu identi¢ne nasoj
populaciji. Poznavanje polimorfizma HLA sopstvene populacije bi omogucilo
skradivanje vremena traZenja davaoca i pravovremenu transplantaciju MCH. Takode,
ispitivanje polimorfizma HLA zdrave populacije Srbije je neophodan preduslov da bi se
omogucilo dokazivanje relativnog rizika odredenih alela HLA kod pacijenata u nasoj

zemlji.
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1. Ustanoviti ucestalost alelskih grupa za lokuse HLA-A, HLA-B, HLA-C i HLA-DRB1,
ucestalost ocekivanih haplotipova i ucestalost alela u HLA-A, HLA-B, HLA-C,

HLA-DRB1 i HLA-DQB1 lokusima.
2. Ustanoviti stepen genetske slicnosti sa drugim populacijama.

3. Proceniti optimalni broj davalaca u Registru davalaca kostne srZi Srbije.
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3.1 Ispitanici

Ispitivanje je radeno kod zdravih, nesrodnih osoba koje su se prijavile u Registar
davalaca kostne srzi Srbije u periodu od 2005. do 2011. godine. Prilikom prijavljivanja,
svi potencijalni davaoci su upoznati sa znacajem HLA tipizacije za pronalazenje davaoca
za odredenog bolesnika, potpisali su saglasnost i dali uzorak krvi za HLA tipizaciju.

Uzorci krvi su uzimani u transfuzioloskim sluzbama na celoj teritoriji Srbije.
Ispitanici su podeljeni u odnosu na nivo rezolucije tipizacije.

Grupa 1 obuhvata ispitanike kod kojih su testovima niske rezolucije odredene grupe
alela. Kod 1992 ispitanika je retrospektivhom analizom odredena ucestalost alelskih
grupa za lokuse HLA-A, HLA-B i HLA-DRB1 i ucestalost haplotipova HLA-A-B, HLA-A-
DRB1, HLA-B-DRB1 i HLA-A-B-DRB1. U podgrupi od 159 slu¢ajno odabranih ispitanika
(Grupa 1B) su dodatno odredene grupe alela za lokuse HLA-C i HLA-DQ. Kod ove
podgrupe ispitanika odredena je ucestalost alelskih grupa za lokuse HLA-C i HLA-DQB1 i
ucestalost haplotipova HLA-C-B, HLA-DRB1-DQB1 i HLA-A-B-C-DRB1-DQB1.

Grupa 2 je podgrupa koja obuhvata slucajno odabrane uzorke 112 ispitanika uzrasta
od 18 do 35 godina u vreme ispitivanja. U ovoj grupi odredeni su aleli za lokuse HLA-A,
HLA-B, HLA-C, HLA-DRB1 i HLA-DQB1 testovima visoke rezolucije i uradena analiza

ucestalosti alela i haplotipova alela dva, tri i pet lokusa.

3.2 Analizirane populacije

Za ispitivanje stepena genetske sli€nosti sa drugim populacijama, podaci o
ucestalosti alela i haplotipova populacija su dobijeni analizom podataka koji su bili
dostupni na www.allelefrequencies.net u novembru 2012. godine (Middleton i sar.,
2003; Gonzalez-Galarza i sar., 2011). Odabrane su populacije Evrope, kao i populacije
bele rase ispitanika iz Australije i Amerike za koje su bili dostupni podaci o uéestalosti
grupa alela za lokuse HLA-A i HLA-B. Ispitivanje stepena genetske sli¢nosti je radeno u
odnosu na 284222 osoba iz 46 populacija: Albanija (n=160), Argentina Buenos Aires
pop2 (n=1216), Australija Zapad belci (n=891), Austrija (n=200), Azorska ostrva
(n=1050), Bosna i Hercegovina (n=134), Brazil Parana belci (n=2775), Bugarska (n=55),
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Hrvatska (n=100), Republika Ce$ka Romi pop2 (n=46), Republika Ce$ka Kurdi (n=74),
Engleska London Askenazi Jevreji (n=500), Francuska ostrvo Korzika (n=100), Francuska
Grenobl, Nant i Ren (n=6094), Francuska jugoistok (n=130), Nemacka Esen (n=174),
Grcka Krit (n=135), Grcka sever (n=500), Severna Irska (n=1000), Izrael Jevreji pop 2
(n=23000), Italija (n=159311), Makedonija pop 3 (n=172), Makedonja pop 4 (n=216),
Madeira pop 3 (n=538), Maroko pop 2 (n=110), Norveska pop 2 (n=576), Norveska
Sami (n=200), Portugalija Lisabon (n=17420), Portugalija Porto (n=7937), Rumunija
(n=348), Rusija Moskva (n=2650), Rusija severozapad pop3 (n=100), Rusija region
Samara (n=2500), Rusija juzni Ural Baskiri (n=146), Rusija juzni Ural Tatari (n=135),
Spanija Ibica (n=88), Spanija Majorka (n=407), Spanija Jevreji sa Majorke (n=103),
Spanija Minorka (n=94), Spanija Mursija (n=173), Turska pop 2 (n=228), Turska pop 5
(n=142), SAD OPTN belci (n=8525), Vels (n=1798), Vels pop2 (n=39979).

3.3 Uzorci

3.3.1 Uzorci krvi

Uzorci krvi ispitanika su uzimani u transfuzioloSkim sluzbama na celoj teritoriji
Srbije. Uzorci su transportovani u Odeljenje za tipizaciju tkiva Instituta za transfuziju
krvi Srbije na sobnoj temperaturi. Uzorci krvi su uzimani u sterilne epruvete sa
odgovaraju¢im antikoagulansom (Vacutainer EDTA, 4mL, Therumo). Uzorci krvi su do 7

dana od venepunkcije skladidteni na 4 °C, zatim na -80 °C.

3.3.2 Uzorci DNK

Uzorci DNK su dobijani unutar 7 dana od venepunkcije, kao i iz odmrznutih uzoraka
krvi, koriséenjem komercijalnih reagenasa QlAamp™ DNA Blood Mini Kit (Qiagen) i
Maxwell 16 Blood DNA Purification Kit (Promega), u skladu sa uputstvima proizvodaca.
Koncentracije DNK su merene fluorometrijski na aparatu Qubit Fluorometer
(Invitrogen) uz upotrebu komercijalnog kita (Quant-iT™ DNA Assay Kit, Invitrogen) i
spektrofotometrijski na aparatu Anthelie UV-VIS Spectrophotometer (Secomam).

Uzorci DNK su skladiteni do 30 dana na 4°C ili duze na -80°C.
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3.4 Metode

3.4.1 lzolacija DNK

Izolacija metodom QlAamp omogucava dobijanje 4-12 ug DNK iz 200 pL cele krvi, sa
velicinom fragmenata do 50kb (najvise fragmenta je veli¢ine 20-30 kb). QlAamp™ DNA
Blood Mini Kit sadrzi mikrokolonu sa silikathom membranom, proteinazu K i pufere za
liziranje, ispiranje i eluciju. Postupak izolacije je raden prema uputstvu proizvodaca.
Ukratko, u epruvete sa 20 plL proteinaze dodavano je 200 uL uzorka cele krvi i 200 uL
pufera za liziranje. Nakon inkubacije tokom 10 minuta na 56°C, dodavano je 200 pL
96% etanola. Lizat je prebacivan u mikrokolone gde se DNK vezivala za silikatnu
membranu a preostali sadrzaj je uklanjan puferima za ispiranje centrifugiranjem
mikrokolona. Dodavanjem pufera za eluciju u mikrokolonu, DNK je eluirana u 1,5 mL

epruvete.

Izolacija DNK na aparatu Maxwell 16 je automatizovani postupak koji omoguéava
istovremenu izolaciju 16 uzoraka. Iz 400 uL cele krvi dobija se do 15 pug DNK. Maxwell
16 Blood DNA Purification Kit sadrzi nosace sa odgovarajuéim reagensima (odeljak sa
puferom za liziranje, odeljak sa paramagnetnim c¢esticama, odeljci sa puferima za
ispiranje), pufer za eluciju i prenosioce paramagnetnih partikula. U automatizovanom
postupku, aparat upravlja prenosiocem paramagnetnih partikula kroz odeljke kertridza

i na taj nacin omoguéava vezivanje, pranje i eluciju DNK.

3.4.2 HLA tipizacija

HLA tipizacija je radena molekularnim testovima koji su zasnovani na reakciji
lan¢anog umnozavanja DNK (PCR). Odredivanje grupe alela ispitivanog lokusa je
radeno testovima niske/srednje rezolucije. Zatim su testovima visoke rezolucije
odredivani aleli ispitivanog lokusa. Koriséene su dve vrste testova. Prva grupa testova
je koriséena je za odredivanje grupe alela i odnosi se na upotrebu oligonukleotidnih
proba specificnih za sekvencu (PCR-SSO). Druga grupa testova podrazumeva upotrebu
prajmera specifiénih za sekvencu (PCR-SSP) i koriséena je za dokazivanje alela, kao i za
razreSavanje nejasnih-dvosmislenih rezultata (ambiguity) dobijenih tehnikom PCR-SSO.
Tipizacije testovima niske rezolucije su radene od 2005. do 2011., a tipizacije testovima

visoke rezolucije su radene od 2008. do 2012. godine.
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3.4.2.1 HLA tipizacija metodom PCR-S50

HLA tipizacija metodom PCR-SSO je radena upotrebom Dynal RELI"™ SSO HLA Typing
Kit-a (Dynal Invitrogen Corporation) po uputstvu proizvodaca. Za amplifikaciju su
koriséeni biotinilirani prajmeri specifi¢ni za lokus. Nakon PCR-a, amplikoni su hemijski
denaturisani. Hibridizacija jednolan¢anih amplikona sa oligonukleotidnim probama
specificnim za sekvencu je vrSena reverznim blotom u aparatu Dynal Autorely MIl uz
upotrebu reagenasa koji su sastavni deo kita. Za analizu rezultata tipizacije korisc¢en je

softver Dynal PMP istog proizvodaca.

3.4.2.2 HILA tipizacija metodom PCR-SSP

HLA tipizacija metodom PCR-SSP je zasnovana na upotrebi parova oligonukleotidnih
prajmera koji su specificni za odredenu sekvencu alela ili grupe alela. Prajmeri su se
vezivali za ispitivanu DNK u kontrolisanim uslovima PCR-a. UmnoZeni fragmenti DNK
(amplikoni) su razdvajani na osnovu veli¢éine fragmenta u agaroznom gelu. Gel je
sadrzao etidijum bromid koji je omogucavao detekciju razdvojenih fragmenata uz
pomo¢ UV svetlosti. Interpretacija rezultata bila je bazirana na prisustvu ili odsustvu,
kao i na veli¢ini specificnog produkta PCR reakcije. U svaku PCR reakciju bila je
uklju¢ena i pozitivna kontrola. Pozitivhu kontrolu su €inili parovi prajmera specifi¢ni za

konzervirani gen humanog hormona rasta, koji je prisutan u svakoj humanoj DNK.

U ovoj doktorskoj disertaciji kori$¢eni su komercijalni kitovi (Olerup SSP™) za nisku i
visoku rezoluciju tipizacije (Olerup i Zetterquist, 1992). Kit sadrzi liofilizovane prajmere
specifitne za sekvencu alela HLA i gen humanog hormona rasta, PCR Master Mix i
informacione tabele specificne za lot. Liofilizovani prajmeri su razliveni u 0,2 mL
udubljenja PCR ploca. Svaki bunarci¢ sadrzi poznatu mesavinu specifi¢nih prajmera i
prajmere kontrole. U bunarciée je dodavano po 10 uL mesavine koja je pravljena u
zavisnosti od broja bunarci¢a (Q) u PCR plo¢i prema tabeli 2. Q je bio od 5 do 92,

zavisno od lota ispitivane grupe alela.
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Tabela 2. Pravljenje me$avine za SSP Olerup SSP™

Sastojak Koli¢ina

DNK (preporucena Cistoca je A260/A280 ratio 1,6-2,0, a Qx2 pL

optimalna koncentracija DNK je 15-50 ng/uL)

PCR Master Mix Qx3 pL

Taq polimeraza 5 u/ uL (Qiagen) Qx0. 08 uL
Destilovana voda Qx5 pL- koli¢ina Taq
Ukupna zapremina mesavine Qx10 uL

Umnozavanje DNK (amplifikacija) je vrSena u programabilnom termobloku

GeneAmplifier 9700 (Applied Biosystems) prema protokolu proizvodaca (Tabela 3):

Tabela 3. Uslovi PCR za SSP Olerup SSP™

Temperatura | Vreme Broj ciklusa
94°C 2 min. 1 ciklus
94°C 10 sek. .

65°C 60 sek. 10 ciklusa
94°C 10 sek.

61°C 50 sek. 20 ciklusa
72°C 30 sek.

Analiza PCR produkata je vrSena elektroforezom na 2% agaroznom gelu u 0,5x TBE
puferu uz dodatak etidijum bromida ili Gel Red-a, tokom 15-20 minuta na 8-10 V/cm.
Fotografije gela su pravljene na UV transiluminatoru (UV Transilluminator, PhotoDoc-It
Imaging System). Analiza prisustva specifi¢nih i kontrolnih reakcija je radena u odnosu
na DNK sa fragmentima poznate veli¢ine (DNA Size Marker, Olerup SSP, 50-1000 bp),

koja je dodavana za svaku elektroforezu.

Za analizu dobijenih rezultata koris¢ene su informacione tabele specificne za lot

(Olerup SSP™), kao i softver Helmberg-Score istog proizvodaca.
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3.5 Statisticka obrada podataka

Ucestalost alela i grupa alela dobijena je direktnim brojanjem. Ocena ucestalosti
pojedinacnih haplotipova dobijena je kroz postupak maksimizacije ocekivanja (EM),
odnosno maksimizacijom ocene verodostojnosti (MLE) mogucih kombinacija alela za
date lokuse. Za dobijanje ucestalosti alela i haplotipova koriséen je program ARLEQUIN,
verzija 3. 11. (Excoffier i sar., 2005). Standardne devijacije ucestalosti su ocenjene
bootstrap procedurom u 1000 iterativnih koraka, a ostali parametri programa su

podeseni na svoje podrazumevajuée vrednosti.

Odrzivost pretpostavke o Hardy—Weinbergovoj ravnotezi HLA lokusa u svakoj od
ispitivanih  grupa je testirana primenom modifikovanog algoritma skrivenog
Markovljevog lanca (Guo i Thompson, 1992) sa pristupom od 100 000 koraka i 10 000

dememorizacionih koraka na nacin implementiran u softverskom paketu ARLEQUIN.

Vrednosti D (neravnoteza udruzivanja, LD) raunate su za svaki par lokusa A i B po

formuli:

D=x1; —p1qs

gde su p; i qq ucestalosti alela A; i alela B;, dok je x;; dobijena ucestalost

A4Bj; haplotipa.

Vrednosti D’ (relativna neravnoteza udruzivanja) dobijene su po formuli:

DI

Dmax

min(p;q1,p2q2) kadajeD <0

uz Drmax = {min(PMz,poh) kada je D >0

pri ¢emu su p, i g, uCestalosti alela A,i B,.
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Vrednost 0 za D’ ukazuje da su ispitivani lokusi nezavisni jedan od drugog, dok

vrednost 1 pokazuje kompletnu zavisnost ispitivanih lokusa.

Populacija nasih ispitanika je poredena sa drugim populacijama tako $to su prvo sve
populacije grupisane na osnovu ucestalosti grupa alela lokusa HLA-A i HLA-B pomocu
hijerarhijske klasterizacije (Wardov metod) uz koris¢enje Nei-ove distance (Nei, 1972)
kao mere udaljenosti medu populacijama (DA). Za ra¢unanje D, D’, Nei-ovih distanci i
klasterizaciju koris¢en je softverski paket R, verzija 3. 0. 1. (R Core Team, 2013). Zatim
je konstruisan dendrogram pomocu rutina implementiranih u R paket ade4 (Dray i

Dufour, 2007).

Verovatnoda da svaki naredni slucajni bolesnik nade odgovarajuéeg davaoca, u

funkciji veli¢ine registra n, je racunata po formuli:

cm)=%fi [1-A-f)" (1)

pri ¢emu je f; uCestalost i-tog fenotipa, i svi fenotipovi sa pozitivnom ucestalos¢u su

uzeti u obzir.

Povecanje ove verovatnode sa svakim novim davaocem unetim u registar dobija se

prvim izvodom formule (1), to jest:

c’(n)=—=Xifi-m(1-£)-A-f" (2)
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Rezultati

4.1 Demografski podaci ispitanika

Broj ispitanika u odnosu na pol i uzrast je prikazan u tabeli 4. Osobe muskog pola

¢ine 62,9% ispitanika, a 54,07% (1077/1992) ispitanika je bilo mlade od 36 godina.

Tabela 4. Broj ispitanika u odnosu na uzrast i pol

Uzrast Muski pol Zenski pol Ukupno

N % N % N %
18 - 25 godina 150 7,53% 127 6,37% 277 13,91%
26 - 35 godina 504 25,30% 296 14,86% 800 40,16%
36 - 45 godina 389 19,53% 201 10,09% 590 29,61%
46 - 55 godina 188 9,44% 112 5,62% 300 15,06%
>55 godina 12 0,60% 1 0,50% 13 0,65%
Nepoznato 10 0,51% 2 0,10% 12 0,60%
Ukupno 1253 62,90% 739 37,10% 1992 100%

U tabeli 5 je prikazan broj davalaca u odnosu na mesto rodenja i mesto stanovanja.

U Srbiji je rodeno 86,14% (1716/1992) ispitanika, a 98,89% (1970/1992) Zivi na teritoriji

Srbije. Najvedi broj ispitanika je iz Beogradskog regiona (41,52%), zatim iz Regiona

Sumadije i Zapadne Srbije (29,27%) i Regiona Vojvodine (19,28%).

Tabela 5. Raspodela ispitanika prema mestu rodenja i mestu stanovanja

Mesto rodenja

Mesto stanovanja

Regioni Srbija N % N %
Beogradski region 540 27,11% 827 41,52%
Region Vojvodina 360 18,07% 384 19,28%
Region Sumadije i Zapadne Srbije 602 30,22% 583 29,27%
Region Istocne i Juzne Srbije 190 9,54% 167 8,38%
Region Kosova i Metohije 34 1,71% 9 0,45%
Drugo

Bosna i Hercegovina 90 4,52% 13 0,65%
Crna Gora 29 1,46% 7 0,35%
Hrvatska 83 4,17% 1 0,05%
Makedonija 12 0,60% 1 0,05%
Slovenija 8 0,40% 0 0,00%
Drugo inostranstvo 22 1,10% 0 0,00%
Nepoznato 22 1,10% 0 0,00%
Ukupno 1992 100,00% 1992  100,00%

88,3% ispitanika se izjasnilo da su po nacionalnoj pripadnosti Srbi (tabela 6).
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Tabela 6. Broj ispitanika u odnosu na nacionalnu pripadnost

Nacionalna pripadnost N %

Srbi 1759 88,30%
Madari 58 2,91%
Crnogorci 18 0,90%
Hrvati 15 0,75%
Jugosloveni 8 0,40%
Slovaci 8 0,40%
Makedonci 6 0,30%
Muslimani 5 0,25%
Slovenci 5 0,25%
Bugari 3 0,15%
Ukrajinci 3 0,15%
Bosnjaci 2 0,10%
Nemci 2 0,10%
Arapi 2 0,10%
Bunjevci 1 0,05%
Cesi 1 0,05%
Poljaci 1 0,05%
Rumuni 1 0,05%
Rusi 1 0,05%
Sirijci 1 0,05%
Turci 1 0,05%
Nepoznato 91 4,57%
Ukupno 1992 100,00%

4.2 Analiza grupa alela HLA

Grupe alela su odredene testovima niske rezolucije. Kod 1992 ispitanika su

odredene grupe alela za lokuse HLA-A,HLA-B i HLA-DRB1 (Grupa 1A). U podgrupi od

159 ispitanika (Grupa 1B) su dodatno odredene grupe alela za lokuse HLA-C i HLA-DQ.

4.2.1 Hardy-Weinbergova ravnoteza za ispitivanu grupu 1

Analizom HWE je pokazano da su odabrane grupe ispitanika u ravnotezi za sve

ispitivane lokuse. Ocekivane i dobijene vrednosti ucestalosti gena za svaki lokus se nisu

statisticki znacajno razlikovale (p >0,05).
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U tabeli 7 je prikazan HWE za ispitivanu grupu sa 1992 ispitanika (Grupa 1A). Za
lokus HLA-A, dobijena heterozigotnost je 85,59% a ocekivana 85,37% (p=0,89). Za lokus
HLA-B, dobijena je 92,36% a ocekivana heterozigotnost je 92,48% (p=0,13). Za lokus
HLA-DRB1 dobijena heterozigotnost je 89,76% a ocekivana je 89,27% (p=0,37).

Tabela 7. Hardy—Weinbergova ravnoteza za Grupu 1A (N=1992)

Lokus Dobijena heterozigotnost Ocekivana heterozigotnost p s.d.

HLA-A 0,8559 0,8538 0,8952 0,0006
HLA-B 0,9237 0,9248 0,1282 0,0006
HLA-DRB1 0,8976 0,8927 0,3695 0,0008

U tabeli 8 je prikazan HWE za ispitivanu grupu sa 159 ispitanika (Grupa 1B). Za lokus
HLA-A, dobijena heterozigotnost je 79,24% a ocekivana 83,49% (p= 0,75). Za lokus
HLA-B, dobijena je 93,08% a ocekivana heterozigotnost je bila 92,08% (p= 0,36). Za
lokus HLA-C dobijena heterozigotnost iznosi 89,94% a ocekivana je 87,44% (p=0,62).
Za lokus HLA-DRB1 dobijena heterozigotnost je 91,19% a ocekivana 89,27% (p =0,82).
Za lokus HLA-DQB1 dobijena heterozigotnost je 71,07% a ocekivana 73,19% (p=0,96)

Tabela 8. Hardy—Weinbergova ravnoteza za Grupu 1B (N=159)

Lokus Dobijena heterozigotnost Ocekivana heterozigotnost p s.d.

HLA-A 0,7925 0,8350 0,7550 0,0008
HLA-B 0,9308 0,9208 0,3655 0,0005
HLA-C 0,8994 0,8744 0,6251 0,0009
HLA-DRB1 0,9120 0,8927 0,8176 0,0009
HLA-DQB1 0,7107 0,7319 0,9629 0,0006
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4.2.2 Ucestalost grupa alela HLA

Ucestalost alelskih grupa i fenotipova za lokus HLA-A je prikazana u tabeli 9.
Dokazano je prisustvo 16 grupa alela, od ¢ega 13 ima ucestalost ve¢u od 0,01. Najé¢esca
alelska grupa za lokus HLA-A je HLA-A*02 (29,5%), zatim slede HLA-A*01 (14,2%),
HLA-A*03 (11,3%), HLA-A*24 (11,1%), HLA-A*11 (6,1%) i HLA-A*26 (6,0%). Polovina
ispitanika ima HLA-A*02, a 15,7% njih su homozigoti. Grupe alela koje nisu pronadene

u ispitivanoj populaciji su A*34, A*36, A*43, A*74 i A*80.

Tabela 9. Ucestalost grupa alela lokusa HLA-A (N=1992)

Grupa alela n Ucestalost grupe alela s.d. Broj homozigota Ucdestalost fenotipa
A*01 568 0,1426 0,0053 45 26,25%
A*02 1174 0,2947 0,0070 159 50,95%
A*03 451 0,1132 0,0050 30 21,13%
A*11 244 0,0612 0,0038 8 11,85%
A*23 89 0,0223 0,0023 1 4,42%
A*24 442 0,1109 0,0047 20 21,18%
A*25 105 0,0264 0,0025 0 5,27%
A*26 240 0,0602 0,0037 8 11,65%
A*29 29 0,0073 0,0013 0 1,46%
A*30 84 0,0211 0,0023 1 4,17%
A*31 77 0,0193 0,0022 2 3,76%
A*32 190 0,0477 0,0034 6 9,24%
A*33 101 0,0254 0,0024 3 4,92%
A*66 15 0,0038 0,0010 0 0,75%
A*68 168 0,0422 0,0032 4 8,23%
A*69 7 0,0018 0,0007 0 0,35%

U tabeli 10 su prikazane grupe alela lokusa HLA-B. Dokazano je prisustvo 28 grupa
alela, s tim Sto 21 grupa alela ima ucestalost ve¢u od 0,01. Najées¢e su HLA-B*35
(13,1%) i HLA-B*51 (12,8%). U ispitivanoj grupi 47,9% osoba ima jednu od ove dve
alelske grupe u lokusu HLA-B. Sledec¢e po ucestalosti su HLA-B*18 (9,9%), HLA-B*44
(9,2%), HLA-B*08 (8,6%), HLA-B*38 (5,6%), HLA-B*27 (4,99%), HLA-B*07 (4,97%).
Grupe alela lokusa B koje nisu prisutne u ispitivanoj grupi su B*42, B*59, B*67, B*73,
B*78, B*81, B*82 i B*83.
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Tabela 10. Ucestalost grupa alela lokusa HLA-B (N=1992)

Grupa alela n  Ucestalost grupe alela s.d. Broj homozigota Ucestalost fenotipa
B*07 195 0,0497 0,0035 9 9,34%
B*08 344 0,0863 0,0047 16 16,47%
B*13 131 0,0329 0,0028 1 6,53%
B*14 126 0,0316 0,0026 3 6,17%
B*15 144 0,0366 0,0030 0 7,23%
B*18 386 0,0989 0,0047 20 18,37%
B*27 199 0,0500 0,0035 2 9,89%
B*35 516 0,1313 0,0053 25 24,65%
B*37 53 0,0133 0,0018 0 2,66%
B*38 221 0,0562 0,0036 8 10,69%
B*39 124 0,0314 0,0029 4 6,02%
B*40 143 0,0361 0,0029 3 7,03%
B*41 53 0,0133 0,0018 1 2,61%
B*44 360 0,0916 0,0047 17 17,22%
B*45 4 0,0010 0,0005 0 0,20%
B*46 1 0,0003 0,0003 0 0,05%
B*47 19 0,0050 0,0011 1 0,90%
B*48 4 0,0010 0,0005 0 0,20%
B*49 117 0,0294 0,0027 0 5,87%
B*50 45 0,0113 0,0017 0 2,25%
B*51 503 0,1285 0,0052 40 23,24%
B*52 46 0,0118 0,0017 2 2,21%
B*53 9 0,0023 0,0007 0 0,45%
B*54 1 0,0003 0,0003 0 0,05%
B*55 45 0,0113 0,0017 0 2,26%
B*56 45 0,0113 0,0017 0 2,26%
B*57 75 0,0188 0,0022 0 3,76%
B*58 34 0,0085 0,0015 0 1,71%

U tabeli 11 su prikazane ucestalosti grupa alela lokusa HLA-C. Dokazano je 14 grupa

alela. Sve, osim HLA-C*16 i HLA-C*18, imaju ucestalost veéu od 0,01. Najulestalija

grupa alela je HLA-C*07 (24,8%). Sledece alelske grupe po ucestalosti su HLA-C*04,

HLA-C*12 (13,5% obe) i HLA-C*06 (10,1%). 44% ispitanika ima HLA-C*07.
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Tabela 11. Ucestalost grupa alela lokusa HLA-C (N=159)

Grupa alela n Ucestalost grupe alela s.d. Broj homozigota Ucestalost fenotipa
c*01 22 0,0692 0,0139 1 13,21%
C*02 22 0,0692 0,0138 1 13,21%
C*03 19 0,0597 0,0132 0 11,95%
C*04 43 0,1352 0,0191 1 26,41%
C*05 11 0,0346 0,0101 0 6,92%
C*06 32 0,1006 0,0164 2 18,87%
Cc*07 79 0,2484 0,0248 9 44,02%
C*08 13 0,0409 0,0113 0 8,18%
C*12 43 0,1352 0,0197 2 25,79%
C*14 12 0,0377 0,0108 0 7,55%
C*15 15 0,0472 0,0114 0 9,43%
C*16 1 0,0031 0,0032 0 0,63%
C*17 5 0,0157 0,0070 0 3,14%
C*18 1 0,0031 0,0031 0 0,63%

Dokazano je prisustvo svih grupa alela za lokus HLA-DRB1 (tabela 12). Sve alelske
grupe, osim DRB1*09 imaju ucestalost vecu od 0,01. Naj¢es¢e grupe alela su
HLA-DRB1*11 (16,9%) i HLA-DRB1*13 (13,2%), zatim HLA-DRB1*03 i HLA-DRB1*16 sa
istom ucestaloséu (10,9%). Slede HLA-DRB1*01 (10,3%), HLA-DRB1*15 (9,8%) i
HLA-DRB1*04 (8,98%).

Tabela 12. Ucestalost grupa alela lokusa HLA-DRB1 (N=1992)

Grupa alela n  Ucestalost grupe alela s.d. Broj homozigota  Ucestalost fenotipa
DRB1*01 410 0,1029 0,0050 24 19,38%
DRB1*03 433 0,1087 0,0049 15 20,98%
DRB1*04 358 0,0899 0,0044 19 17,02%
DRB1*07 284 0,0713 0,0043 8 13,85%
DRB1*08 123 0,0309 0,0027 0 6,17%
DRB1*09 15 0,0038 0,0009 0 0,75%
DRB1*10 44 0,0110 0,0016 0 2,21%
DRB1*11 673 0,1689 0,0061 56 30,97%
DRB1*12 76 0,0191 0,0021 0 3,81%
DRB1*13 527 0,1323 0,0055 32 24,85%
DRB1*14 216 0,0542 0,0037 2 10,74%
DRB1*15 392 0,0984 0,0048 21 18,62%
DRB1*16 433 0,1087 0,0052 27 20,38%
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U tabeli 13 je prikazana ucestalost grupa alela za lokus HLA-DQB1. Sve grupe alela
lokusa HLA-DQB1 imaju ucestalost veéu od 1%. Najcesé¢i su HLA-DQB1*03 i
HLA-DQB1*05 (33,3% i 33,0%) sa istom fenotipskom ucestalo$¢u (54,7%). Zatim slede
HLA-DQB1*02 (16,9%), HLA-DQB1*06 (14,5%) i HLA-DQB1*04 (2,2%).

Tabela 13. Ucestalost grupa alela lokusa HLA-DQB1 (N=159)

Grupa alela n  Ucestalost grupe alela s.d. Broj homozigota  Ucestalost fenotipa
DQB1*02 54 0,1698 0,0207 6 30,19%
DQB1*03 106 0,3333 0,0262 19 54,71%
DQB1*04 7 0,0220 0,0081 0 4,40%
DQB1*05 105 0,3302 0,0262 18 54,71%
DQB1*06 46 0,1447 0,0199 3 27,04%
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4.2.3 Ucestalost haplotipova grupa alela HLA

Maksimizacijom ocene verodostojnosti (MLE) mogucih kombinacija grupa alela
lokusa HLA-A i lokusa HLA-B, dobijeno je 360 haplotipova HLA-A-B. Ucestalost vecu od
1% ima 26 haplotipova, koji su prikazani u tabeli 14. Od toga, za 38,5% (10/26)
haplotipova je dobijena vrednost D’ veca od 0,05. Najées¢i haplotipovi HLA-A-B su
A*01-B*08 (6,7%) i A*02-B*51 (6,2%).

Tabela 14. Haplotipovi grupa alela lokusa HLA-A i HLA-B sa ucestalo$¢u veéom od 1%
(N=1992)

Haplotip Ucestalost haplotipa s.d. D’

A*01-B*08 0,0673 0,0039 0,4223
A*02-B*51 0,0624 0,0043 0,0956
A*02-B*44 0,0386 0,0034 0,0434
A*02-B*18 0,0330 0,0032 0,0144
A*11-B*35 0,0255 0,0027 0,1418
A*02-B*27 0,0248 0,0027 0,0359
A*02-B*35 0,0248 0,0029 -0,0227
A*26-B*38 0,0235 0,0025 0,3532
A*03-B*35 0,0230 0,0027 0,0701
A*33-B*14 0,0182 0,0022 0,5653
A*03-B*07 0,0173 0,0022 0,1087
A*24-B*35 0,0172 0,0024 0,0228
A*24-B*44 0,0160 0,0023 0,0576
A*24-B*51 0,0148 0,0024 0,0050
A*02-B*15 0,0146 0,0021 0,0134
A*03-B*18 0,0139 0,0022 0,0264
A*03-B*51 0,0136 0,0024 -0,0012
A*02-B*40 0,0134 0,0022 0,0098
A*24-B*18 0,0134 0,0022 0,0245
A*01-B*35 0,0132 0,0020 -0,0074
A*25-B*18 0,0130 0,0019 0,1076
A*02-B*38 0,0117 0,0021 -0,0073
A*02-B*39 0,0114 0,0020 0,0074
A*02-B*07 0,0111 0,0019 -0,0053
A*32-B*35 0,0110 0,0018 0,0375
A*23-B*44 0,0101 0,0017 0,0896
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Dobijen je 191 mogudi haplotip koga formiraju grupe alela lokusa HLA-A i HLA-DRB1.
Ucestalost vecu od 1% ima 26 haplotipova HLA-A-DRB1, a od toga 34,6% (9/26)
haplotipova ima D’ veci od 0,05 (tabela 15). Haplotip koji ima najvecu ucestalost je
A*01-DRB1*03 (6,2%), zatim sledi A*02-DRB1*11 (4,96%) i A*02-DRB1*16 (4,93%).

Tabela 15. Haplotipovi grupa alela lokusa HLA-A-DRB1 sa ucestalo$éu vecom od 1%
(N=1992)

Haplotip Ucestalost haplotipa s.d. D’

A*01-DRB1*03 0,0626 0,0040 0,3707
A*02-DRB1*11 0,0496 0,0043 -0,0003
A*02-DRB1*16 0,0493 0,0039 0,0658
A*02-DRB1*13 0,0353 0,0035 -0,0060
A*24-DRB1*11 0,0338 0,0034 0,1005
A*02-DRB1*04 0,0313 0,0033 0,0181
A*02-DRB1*01 0,0261 0,0031 -0,0066
A*02-DRB1*15 0,0235 0,0030 -0,0086
A*02-DRB1*07 0,0221 0,0029 0,0040
A*03-DRB1*11 0,0209 0,0029 0,0117
A*02-DRB1*14 0,0197 0,0027 0,0134
A*24-DRB1*13 0,0186 0,0025 0,0330
A*03-DRB1*01 0,0183 0,0024 0,0651
A*03-DRB1*15 0,0181 0,0025 0,0687
A*01-DRB1*13 0,0169 0,0026 -0,0026
A*26-DRB1*13 0,0167 0,0024 0,0704
A*03-DRB1*13 0,0156 0,0025 0,0050
A*02-DRB1*08 0,0149 0,0022 0,0202
A*33-DRB1*01 0,0145 0,0020 0,1181
A*01-DRB1*11 0,0141 0,0023 -0,0140
A*11-DRB1*01 0,0136 0,0020 0,0759
A*03-DRB1*16 0,0127 0,0022 0,0037
A*11-DRB1*11 0,0124 0,0022 0,0127
A*02-DRB1*03 0,0111 0,0022 -0,0333
A*24-DRB1*15 0,0106 0,0020 -0,0003
A*26-DRB1*04 0,0104 0,0018 0,0586
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Dobijeno je 298 mogudéih haplotipova koje formiraju grupe alela lokusa HLA-B i
HLA-DRB1. U tabeli 16 je prikazano 29 haplotipova HLA-B-DRB1 koji imaju ucestalost
vecu od 1%. Od toga 62,1% (18/29) haplotipova ima vrednost D’ vec¢u od 0,05. Jedini
haplotip iz ove grupe koji imaju ucestalost vecu od 5% je B*08-DRB1*03 (7,2%).

Tabela 16. Haplotipovi grupa alela lokusa HLA-B-DRB1 sa ucestalos¢u vecom od 1%
(N=1992)

Haplotip Ucestalost haplotipa s.d. D’

B*08-DRB1*03 0,0723 0,0042 0,6336
B*18-DRB1*11 0,0445 0,0035 0,1823
B*51-DRB1*11 0,0284 0,0030 0,0456
B*35-DRB1*11 0,0262 0,0030 0,0271
B*07-DRB1*15 0,0259 0,0026 0,2246
B*35-DRB1*01 0,0226 0,0026 0,0770
B*38-DRB1*13 0,0223 0,0024 0,1191
B*35-DRB1*14 0,0219 0,0025 0,1188
B*13-DRB1*07 0,0215 0,0024 0,2785
B*51-DRB1*04 0,0204 0,0026 0,0753
B*18-DRB1*15 0,0200 0,0025 0,1147
B*44-DRB1*16 0,0199 0,0024 0,1008
B*14-DRB1*01 0,0184 0,0023 0,1524
B*51-DRB1*13 0,0172 0,0024 0,0015
B*51-DRB1*16 0,0168 0,0024 0,0251
B*44-DRB1*07 0,0160 0,0022 0,1112
B*35-DRB1*13 0,0151 0,0023 -0,0030
B*27-DRB1*01 0,0143 0,0021 0,0939
B*44-DRB1*11 0,0124 0,0022 -0,0040
B*27-DRB1*16 0,0120 0,0019 0,0638
B*35-DRB1*16 0,0120 0,0020 -0,0030
B*18-DRB1*16 0,0113 0,0020 0,0059
B*15-DRB1*13 0,0113 0,0018 0,0504
B*39-DRB1*16 0,0112 0,0018 0,0742
B*35-DRB1*04 0,0111 0,0021 -0,0009
B*44-DRB1*13 0,0108 0,0020 -0,0016
B*51-DRB1*08 0,0105 0,0017 0,0522
B*44-DRB1*04 0,0105 0,0019 0,0266
B*38-DRB1*04 0,0103 0,0018 0,0620
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Dobijeno je ukupno 155 mogudih haplotipova koje formiraju grupe alela lokusa
HLA-B i HLA-C. U tabeli 17 je prikazano 28 haplotipova HLA-B-C koji imaju ucestalost
vecu od 1%. Od toga 89,3% (25/28) haplotipova imaju vrednost D’ veéu od 0,05.
Najucestaliji haplotipovi su B¥*35-C*04 (11. 0%), B*08-C*07 (9,4%) i B*18-C*07 (7. 5%).

Tabela 17. Haplotipovi grupa alela lokusa HLA-B-C sa ucestalo$éu vecom od 1% (N=159)

Haplotip Ucestalost haplotipa s.d. D’

B*35-C*04 0,1101 0,0172 0,7864
B*08-C*07 0,0943 0,0166 0,3151
B*18-C*07 0,0754 0,0156 0,2006
B*14-C*08 0,0409 0,0109 1,0000
B*38-C*12 0,0409 0,0113 0,2726
B*51-C*15 0,0408 0,0113 0,2468
B*51-C*14 0,0377 0,0106 0,2319
B*57-C*06 0,0377 0,0111 0,3484
B*18-C*12 0,0376 0,0105 0,1713
B*13-C*06 0,0346 0,0104 0,3202
B*07-C*07 0,0345 0,0102 0,1024
B*51-C*01 0,0344 0,0104 0,1815
B*27-C*02 0,0283 0,0094 0,3798
B*44-C*07 0,0252 0,0090 0,0312
B*27-C*01 0,0189 0,0080 0,2367
B*35-C*12 0,0189 0,0074 0,0122
B*40-C*02 0,0189 0,0078 0,2491
B*44-C*05 0,0189 0,0078 0,2344
B*52-C*12 0,0189 0,0079 0,1230
B*41-C*17 0,0157 0,0071 1,0000
B*44-C*04 0,0157 0,0072 0,0474
B*50-C*06 0,0157 0,0070 0,1428
B*55-C*03 0,0157 0,0070 0,2514
B*15-C*03 0,0155 0,0072 0,2352
B*18-C*05 0,0126 0,0067 0,0652
B*39-C*12 0,0126 0,0062 0,0815
B*40-C*03 0,0126 0,0062 0,1849
B*56-C*01 0,0126 0,0060 0,1714

Dobijeno je 56 mogucih haplotipova grupa alela za lokuse HLA-DRB1 i HLA-DQB1.
Ucestalost ve¢u od 1% ima 13 haplotipova, od ¢ega 76,9% (10/13) haplotipova ima
vrednost D’ vecu od 0,05 (tabela 18). Najc¢es¢i HLA-DRB1-DQB1 haplotip je DRB1*11-
DQB1*03 (16,98%), zatim slede DRB1*01-DQB1*05 i DRB1*03-DQB1*02 (12,9% oba),
DRB1*16-DQB1*05 (12,3%), DRB1*04-DQB1*03 (8,8%), DRB1*13-DQB1*06 (8,5%),

DRB1*14-DQB1*05 (6,3%) i DRB1*15-DQB1*06 (5,97%).
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Tabela 18. Haplotipovi grupa alela lokusa HLA-DRB1-DQB1 sa ucestalosé¢u ve¢om od 1%

(N=159)

Haplotip Ucestalost haplotipa s.d. D’
DRB1*11-DQB1*03 0,1698 0,0208 0,4091
DRB1*01-DQB1*05 0,1289 0,0185 0,3003
DRB1*03-DQB1*02 0,1289 0,0195 0,7236
DRB1*16-DQB1*05 0,1226 0,0186 0,2836
DRB1*04-DQB1*03 0,0881 0,0157 0,1875
DRB1*13-DQB1*06 0,0849 0,0158 0,5439
DRB1*14-DQB1*05 0,0629 0,0135 0,1361
DRB1*15-DQB1*06 0,0597 0,0133 0,3694
DRB1*07-DQB1*02 0,0409 0,0110 0,1815
DRB1*07-DQB1*03 0,0314 0,0102 0,0237
DRB1*08-DQB1*03 0,0157 0,0068 0,0162
DRB1*08-DQB1*04 0,0157 0,0069 0,4887
DRB1*12-DQB1*03 0,0126 0,0065 0,0255

Dobijeno je 2463 mogudih haplotipova koje formiraju grupe alela lokusa HLA-A,

HLA-B i HLA-DRB1. U tabeli 19 je prikazano 9 haplotipova koji imaju ucestalost vecu od

1%. Najces¢i haplotip je A*01-B*08-DRB1*03 (5,91%). Zatim slede A*02-B*18-

DRB1*11 (1,91%), A*33-B*14-DRB1*01 (1,45%) i A*02-B*51-DRB1*11 (1,42%).

Tabela 19. Haplotipovi grupa alela lokusa HLA-A-B-DRB1 sa ucestalos¢u ve¢om od 1%

(N=1992).

Haplotip Ucestalost haplotipa s.d.
A*01-B*08-DRB1*03 0,0591 0,0038
A*02-B*18-DRB1*11 0,0191 0,0026
A*33-B*14-DRB1*01 0,0145 0,0019
A*02-B*51-DRB1*11 0,0142 0,0024
A*02-B*44-DRB1*16 0,0135 0,0021
A*26-B*38-DRB1*13 0,0113 0,0018
A*02-B*51-DRB1*16 0,0107 0,0020
A*03-B*07-DRB1*15 0,0106 0,0018
A*24-B*18-DRB1*11 0,0104 0,0019
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Na osnovu ucestalosti grupa alela za lokuse HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-DRB1 i
HLA-DQB1, dobijeno je 2965 mogucih haplotipova pet lokusa. U tabeli 20 prikazano je
10 haplotipova koji imaju ucestalost vecu od 1%. Najceséi haplotip pet lokusa je A*01-
B*08-C*07-DRB1*03-DQB1*02 (6,6%). Zatim slede A*02-B*18-C*07-DRB1*11-
DQB1*03 (2,5%), A*33-B*14-C*08-DRB1*01-DQB1*05 (2,2%), A*02-B*35-C*04-
DRB1*16-DQB1*05 (2,2%) i A*02-B*51-C*14-DRB1*16-DQB1*05 (1,9%).

Tabela 20. Haplotipovi grupa alela lokusa HLA-A-B-C-DRB1-DQB1 sa ucestalo$éu ve¢om
od 1% (N=159).

Haplotip Ucestalost haplotipa s.d.

A*01-B*08-C*07-DRB1*03-DQB1*02 0,0660 0,0141
A*02-B*18-C*07-DRB1*11-DQB1*03 0,0252 0,0106
A*33-B*14-C*08-DRB1*01-DQB1*05 0,0220 0,0082
A*02-B*35-C*04-DRB1*16-DQB1*05 0,0220 0,0091
A*02-B*51-C*14-DRB1*16-DQB1*05 0,0189 0,0082
A*02-B*44-C*07-DRB1*16-DQB1*05 0,0157 0,0077
A*24-B*18-C*12-DRB1*11-DQB1*03 0,0157 0,0076
A*02-B*13-C*06-DRB1*07-DQB1*02 0,0145 0,0073
A*02-B*57-C*06-DRB1*07-DQB1*03 0,0138 0,0079
A*02-B*18-C*12-DRB1*16-DQB1*05 0,0126 0,0067

4.3 Analiza alela HLA

Aleli su odredeni testovima visoke rezolucije za lokuse HLA-A, HLA-B, HLA-C,

HLA-DRB1 i HLA-DQB1 u grupi od 112 ispitanika (Grupa 2).

4.3.1 Hardy-Weinbergova ravnoteza za ispitivanu grupu 2

U tabeli 21 je prikazan HWE za ispitivanu grupu 2 (N=112). Odabrana grupe
ispitanika su u ravnotezi za sve testirane lokuse, ocekivane i dobijene vrednosti
ucestalosti gena za svaki lokus se nisu statisti¢ki znacajno razlikovale (p >0,05). Za lokus
HLA-A, dobijena heterozigotnost je 85,71% a ocekivana 88,34% (p= 0,49). Za lokus
HLA-B, dobijena je 95,54% a ocekivana heterozigotnost je 94,64% (p= 0,091). Za
lokus HLA-C dobijena heterozigotnost je 95,54% a ocekivana 90,97% (p =0,67). Za lokus
HLA-DRB1 dobijena heterozigotnost je 94,64% a ocekivana 93,95% (p =0. 98). Za lokus
HLA-DQB1 dobijena heterozigotnost je 89,23% a ocekivana 90,27% (p =0,62).
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Tabela 21. Hardy—Weinbergova ravnoteZa za Grupu 2 (N=112)

Lokus Dobijena heterozigotnost Ocekivana heterozigotnost p s.d.
HLA-A 0,8571 0,8834 0,4946 0,0006
HLA-B 0,9554 0,9464 0,0908 0,0002
HLA-C 0,9554 0,9097 0,6746 0,0007
HLA-DRB1 0,9464 0,9395 0,9806 0,0002
HLA-DQB1 0,8929 0,9027 0,6249 0,0008

4.3.2 Ucestalost alela HLA

Dokazana su 24 alela lokusa HLA-A (tabela 22), 16 (66,7%) ima ucestalost >1%.

Najéedéi aleli su A*02:01 (27,23%) i A*01:01 (12,05%). Zatim slede A*11:01 (8,93%),

A*03:01 (8,48%) i A*24:02 (8,04%). Aleli A*01:01, A*03:01 i HLA-A*11:01 su jedini aleli

dokazani u okviru svoje alelske grupe. Ostali dokazani aleli imaju uéestalost manju od

5%. Alelska grupa sa najveéim brojem dokazanih alela lokusa HLA-A u ispitanoj

populaciji je HLA-A*02 (A*02:01, A*02:02, A*02:05, A*02:17, A*02:25).

Tabela 22. Ucestalost alela lokusa HLA-A (N=112)

. Alel n Ucestalost alela s.d. Broj homozigota
A*01:01 27 0,1205 0,0218 4
A*02:01 61 0,2723 0,0301 6
A*02:02 3 0,0134 0,0075 0
A*02:05 4 0,0179 0,0085 0
A*02:17 1 0,0045 0,0045 0
A*02:25 1 0,0045 0,0046 0
A*03:01 19 0,0848 0,0185 1
A*11:.01 20 0,0893 0,0191 3
A*23:01 5 0,0223 0,0102 0
A*24:02 18 0,0804 0,0181 1
A*24.:03 1 0,0045 0,0044 0
A*25:01 9 0,0402 0,0131 0
A*¥26:01 7 0,0313 0,0113 0
A*29:01 1 0,0045 0,0045 0
A*29:02 1 0,0045 0,0047 0
A*30:01 5 0,0223 0,0099 0
A*30:02 3 0,0134 0,0076 0
A*30:04 2 0,0089 0,0061 0
A*31:01 5 0,0223 0,0096 0
A*32:01 11 0,0491 0,0149 1
A*33:01 6 0,0268 0,0107 0
A*33:03 2 0,0089 0,0059 0
A*66:01 2 0,0089 0,0062 0
A*68:01 10 0,0446 0,0135 0
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U tabeli 23 prikazani su dobijeni aleli za lokus HLA-B. Dokazano je 35 alela, od kojih
23 (65,7%) ima ucestalost >1%. Najces¢i alel lokusa HLA-B je B*51:01 (12,95%) i to je
jedini dokazani alel u alelskoj grupi HLA-B*51. Prema ucestalosti, slede aleli B*¥18:01
(8,93%), B*35:01 (8,48%), B*08:01 (8,04%) i B*35:03 (6,25%), s tim Sto je alel B*08:01

takode jedini dokazani alel u svojoj alelskoj grupi.

Tabela 23. Ucestalost alela lokusa HLA-B (N=112)

Alel n Ucestalost alela s.d. Broj homozigota
B*07:02 9 0,0402 0,0135 0
B*07:05 1 0,0045 0,0045 0
B*08:01 18 0,0804 0,0181 1
B*13:02 8 0,0357 0,0120 0
B*14:01 2 0,0089 0,0065 0
B*14:02 9 0,0402 0,0127 0
B*15:01 5 0,0223 0,0098 0
B*15:17 2 0,0089 0,0063 0
B*18:01 20 0,0893 0,0192 0
B*18:03 2 0,0089 0,0064 0
B*27:02 2 0,0089 0,0065 0
B*27:05 8 0,0357 0,0124 0
B*27:09 1 0,0045 0,0045 0
B*35:01 19 0,0848 0,0189 0
B*35:03 14 0,0625 0,0158 1
B*37:01 3 0,0134 0,0075 0
B*38:01 10 0,0446 0,0130 0
B*39:01 4 0,0179 0,0090 0
B*39:06 1 0,0045 0,0045 0
B*40:01 3 0,0134 0,0077 0
B*40:02 3 0,0134 0,0075 0
B*41:02 3 0,0134 0,0075 0
B*44:02 11 0,0491 0,0148 0
B*44:03 5 0,0223 0,0100 0
B*44:05 1 0,0045 0,0043 0
B*47:01 1 0,0045 0,0046 0
B*49:01 2 0,0089 0,0062 0
B*50:01 5 0,0223 0,0098 0
B*51:01 29 0,1295 0,0225 2
B*52:01 5 0,0223 0,0101 1
B*55:01 5 0,0223 0,0096 0
B*56:01 4 0,0179 0,0087 0
B*57:01 7 0,0313 0,0114 0
B*57:02 1 0,0045 0,0044 0
B*58:01 1 0,0045 0,0046 0
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Za lokus HLA-C, dokazano je 20 alela (tabela 24). Od toga 16 (80%) alela ima
ucestalost ve¢u od 1%. Najces¢i aleli su C*04:01 i C*07:01 (15,18%), s tim Sto je HLA-
C*04:01 jedini dokazani alel iz alelske grupe HLA-C*04. Ucestalost vecu od 5% imaju i
C*12:03 (12,50%) i C*06:02 (10,71%), zatim C*01:02 (8,04%) i C*02:02 (6,25%). Najvedi
broj dokazanih alela je za alelsku grupu HLA-C*07 (C*07:01, C*07:02, C*07:04,
C*07:06).

Tabela 24. Ucestalost alela lokusa HLA-C (N=112)

Alel n  Ucestalost alela s.d. Broj homozigota
C*01:02 18 0,0804 0,0180 0
C*02:02 14 0,0625 0,0157 0
C*03:02 1 0,0045 0,0043 0
C*03:03 11 0,0491 0,0139 0
C*03:04 3 0,0134 0,0078 0
C*04:01 34 0,1518 0,0240 0
C*05:01 9 0,0402 0,0130 0
C*06:02 24 0,1071 0,0203 1
Cc*07:01 34 0,1518 0,0237 2
C*07:02 7 0,0313 0,0118 0
C*07:04 5 0,0223 0,0098 0
C*07:06 1 0,0045 0,0045 0
C*08:02 11 0,0491 0,0143 0
C*12:02 5 0,0223 0,0094 1
C*12:03 28 0,1250 0,0219 1
C*14:02 6 0,0268 0,0107 0
C*15:02 8 0,0357 0,0129 0
C*15:04 1 0,0045 0,0045 0
C*17:03 3 0,0134 0,0077 0
C*18:02 1 0,0045 0,0045 0
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U tabeli 25 prikazani su dobijeni aleli lokusa HLA-DRB1. Dobijeno je 26 alela, 18
(69,2%) sa ucestaloS¢u vecom od 1%. Najucestaliji aleli su DRB1*03:01 (11,16%) i
DRB1*16:01 (10,71%) i oni su jedini dokazani aleli u odgovaraju¢im alelskim grupama.
Slede DRB1*01:01 (8,93%), DRB1*13:02 i DRB1*07:01 (7,14% oba), DRB1*11:01
(6,70%), DRB1*15:01 (5,80%), DRB1*11:04 i DRB1*14:54 (5,36% oba). Za 8 od 14
alelskih grupa lokusa HLA-DRB1 je dokazano vise od jednog alela. Najveci broj alela je
dokazan za alelsku grupu DRB1*04 (DRB1*04:01, DRB1*04:02, DRB1*04:03,
DRB1*04:04, DRB1*04:05 i DRB1*04:06), a za alelske grupe HLA-DRB1*11 i
HLA-DRB*13 dokazana su po 3 alela (DRB1*11:01, DRB1*11:03 i DRB1*11:04;
DRB1*13:01, DRB1*13:02 i DRB1*13:03)

Tabela 25. Ulestalost alela lokusa HLA-DRB1 (N=112)

Alel n Ucestalost alela s.d. Broj homozigota
DRB1*01:01 20 0,0893 0,0192 0
DRB1*01:02 9 0,0402 0,0133 0
DRB1*03:01 25 0,1116 0,0210 2
DRB1*04:01 9 0,0402 0,0135 0
DRB1*04:02 6 0,0268 0,0112 0
DRB1*04:03 4 0,0179 0,0091 0
DRB1*04:04 2 0,0089 0,0064 0
DRB1*04:05 1 0,0045 0,0044 0
DRB1*04:06 1 0,0045 0,0044 0
DRB1*07:01 16 0,0714 0,0170 0
DRB1*08:01 6 0,0268 0,0112 0
DRB1*08:03 1 0,0045 0,0045 0
DRB1*09:01 2 0,0089 0,0064 0
DRB1*10:01 1 0,0045 0,0044 0
DRB1*11:01 15 0,0670 0,0164 0
DRB1*11:03 2 0,0089 0,0062 0
DRB1*11:04 12 0,0536 0,0154 1
DRB1*12:01 4 0,0179 0,0086 0
DRB1*13:01 10 0,0446 0,0137 0
DRB1*13:02 16 0,0714 0,0175 1
DRB1*13:03 2 0,0089 0,0061 0
DRB1*14:01 7 0,0313 0,0117 0
DRB1*14:54 12 0,0536 0,0145 0
DRB1*15:01 13 0,0580 0,0158 0
DRB1*15:02 4 0,0179 0,0087 1
DRB1*16:01 24 0,1071 0,0202 1

65



Zorana Andri¢ — doktorska disertacija Rezultati

Medu 16 alela koji su dokazani za lokus HLA-DQB1 (tabela 26), 13 (81,5%) ima
uCestalost vecu od 1%. Najucestaliji aleli su DQB1*03:01 (16,52%), DQB1*05:01
(13,39%), DQB1*05:02 (12,05%) i DQB1*02:01 (11,16%). Zatim slede DQB1*03:02
(9,82%), DQB1*05:03 (8,48%) i DQB1*06:04 (6,70%). Sve alelske grupe, osim DQB*04,

imaju vise od jednog alela.

Tabela 26. Ucestalost alela lokusa HLA-DQB1 (N=112)

Alel n Ucestalost alela s.d. Broj homozigota
DQB1*02:01 25 0,1116 0,0210 2
DQB1*02:02 10 0,0446 0,0138 0
DQB1*03:01 37 0,1652 0,0247 3
DQB1*03:02 22 0,0982 0,0204 3
DQB1*03:03 8 0,0357 0,0122 0
DQB1*03:04 1 0,0045 0,0046 0
DQB1*04:02 5 0,0223 0,0101 0
DQB1*05:01 30 0,1339 0,0233 1
DQB1*05:02 27 0,1205 0,0222 1
DQB1*05:03 19 0,0848 0,0186 0
DQB1*05:04 1 0,0045 0,0048 0
DQB1*06:01 4 0,0179 0,0089 1
DQB1*06:02 8 0,0357 0,0123 0
DQB1*06:03 11 0,0491 0,0142 0
DQB1*06:04 15 0,0670 0,0163 1
DQB1*06:09 1 0,0045 0,0044 0
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4.3.3 Ucestalost haplotipova alela HLA

Maksimizacijom ocene verodostojnosti (MLE) moguéih kombinacija alela lokusa
HLA-A i lokusa HLA-B, dobijen je 201 haplotip HLA-A-B. Ucestalost veéu od 1% ima 24
haplotipa, koji su prikazani u tabeli 27. Od toga, D’ veéi od 0,05 ima 75% (18/24)
haplotipova. Najceséi haplotipovi su HLA-A*02:01-B*51:01 (8,7%) i HLA-A*01:01-
B*08:01 (5,3%).

Tabela 27. Haplotipovi HLA-A-B sa ucestalos¢u >1%

Haplotip Ucestalost haplotipa s.d. D’

A*02:01-B*51:01 0,0866 0,0201 0,2164
A*01:01-B*08:01 0,0531 0,0152 0,3918
A*02:01-B*44:02 0,0349 0,0127 0,0832
A*11:01-B*35:01 0,0310 0,0122 0,2869
A*33:01-B*14:02 0,0268 0,0102 0,6575
A*02:01-B*27:05 0,0223 0,0109 0,0480
A*26:01-B*38:01 0,0223 0,0100 0,4839
A*30:01-B*13:02 0,0223 0,0100 0,6164
A*02:01-B*35:03 0,0201 0,0110 0,0120
A*24:02-B*51:01 0,0198 0,0109 0,0789
A*01:01-B*57:01 0,0179 0,0097 0,1207
A*25:01-B*18:01 0,0179 0,0098 0,1665
A*68:01-B*35:03 0,0179 0,0095 0,2523
A*02:01-B*18:01 0,0148 0,0109 -0,0144
A*01:01-B*35:01 0,0134 0,0085 0,0287
A*02:01-B*07:02 0,0134 0,0090 0,0094
A*02:01-B*40:01 0,0134 0,0082 0,0363
A*02:05-B*50:01 0,0134 0,0079 0,5927
A*03:01-B*35:01 0,0134 0,0087 0,0798
A*03:01-B*38:01 0,0134 0,0084 0,1185
A*23:01-B*44:03 0,0134 0,0079 0,5909
A*24:02-B*07:02 0,0134 0,0085 0,1318
A*30:02-B*18:01 0,0134 0,0081 0,1385
A*32:01-B*35:01 0,0134 0,0085 0,1144
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Dobijeno je 186 mogucih haplotipova lokusa HLA-B i HLA-C. U tabeli 28 je prikazano
29 haplotipova HLA-B-C koji imaju ucestalost vecu od 1%. Svih 29 haplotipova ima D’
veéi od 0,05. Najces¢i haplotipovi su HLA-B*08:01-C*07:01 i HLA-B*35:01-C*04:01
(8,04% oba), zatim HLA-B*18:01-C*07:01 (5,4%).

Tabela 28. Haplotipovi HLA-B-C sa ucestaloséu >1% (N=159)

Haplotip Ucestalost haplotipa s.d. D’

B*08:01-C*07:01 0,0804 0,0182 0,4883
B*35:01-C*04:01 0,0804 0,0175 0,4858
B*18:01-C*07:01 0,0536 0,0152 0,2895
B*38:01-C*12:03 0,0446 0,0143 0,3271
B*35:03-C*04:01 0,0446 0,0135 0,2471
B*14:02-C*08:02 0,0402 0,0127 0,8106
B*51:01-C*01:02 0,0402 0,0132 0,2501
B*13:02-C*06:02 0,0357 0,0126 0,3086
B*07:02-C*07:02 0,0313 0,0119 0,7706
B*57:01-C*06:02 0,0313 0,0115 0,2688
B*44:02-C*05:01 0,0268 0,0109 0,5264
B*51:01-C*14:02 0,0268 0,0107 0,1851
B*51:01-C*15:02 0,0268 0,0109 0,1775
B*55:01-C*03:03 0,0223 0,0100 0,4421
B*50:01-C*06:02 0,0223 0,0097 0,1903
B*18:01-C*12:03 0,0223 0,0104 0,0980
B*52:01-C*12:02 0,0223 0,0101 1,0000
B*15:01-C*03:03 0,0179 0,0091 0,3491
B*44:02-C*07:04 0,0179 0,0091 0,3491
B*27:05-C*02:02 0,0179 0,0089 0,2593
B*56:01-C*01:02 0,0179 0,0087 0,2081
B*27:05-C*01:02 0,0179 0,0090 0,1934
B*39:01-C*12:03 0,0179 0,0088 0,1273
B*44:03-C*04:01 0,0179 0,0092 0,0975
B*35:03-C*12:03 0,0179 0,0091 0,0857
B*40:02-C*02:02 0,0134 0,0077 0,2036
B*18:01-C*05:01 0,0134 0,0077 0,1144
B*37:01-C*06:02 0,0134 0,0079 0,1131
B*41:02-C*17:03 0,0134 0,0074 1,0000
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Rezultati

Dobijeno je 156 mogucih haplotipova koje Cine lokusi HLA-A i HLA-C. U tabeli 29 je

prikazano 29 haplotipova koji imaju ucestalost ve¢u od 1%. D’ veéi od 0,05 ima 62,1%

(18/29). Najéedéi haplotipovi su HLA-A*02:01-C*04:01 (6,96%) i HLA-A*01:01-C*07:01

(5,96%).

Tabela 29. Haplotipovi HLA-A-C sa ucestalos¢u >1%

Haplotip Ucestalost haplotipa s.d. D’

A*02:01-C*04:01 0,0696 0,0181 0,1222
A*01:01-C*07:01 0,0596 0,0172 0,3091
A*02:01-C*02:02 0,0438 0,0142 0,1049
A*02:01-C*01:02 0,0331 0,0133 0,0448
A*11:01-C*04:01 0,0279 0,0125 0,1040
A*26:01-C*12:03 0,0268 0,0111 0,1889
A*33:01-C*08:02 0,0268 0,0113 0,5330
A*03:01-C*04:01 0,0261 0,0119 0,0952
A*03:01-C*12:03 0,0251 0,0120 0,1264
A*30:01-C*06:02 0,0223 0,0105 0,1903
A*68:01-C*04:01 0,0223 0,0110 0,1072
A*01:01-C*01:02 0,0222 0,0110 0,1128
A*02:01-C*07:01 0,0214 0,0123 -0,0324
A*02:01-C*14:02 0,0192 0,0100 0,0451
A*02:05-C*06:02 0,0179 0,0092 0,1515
A*11:01-C*15:02 0,0171 0,0094 0,1619
A*25:01-C*07:01 0,0163 0,0094 0,0702
A*24.02-C*07.01 0,0159 0,0103 0,0268
A*02:01-C*03:03 0,0159 0,0098 0,0099
A*24.02-C*03:03 0,0153 0,0092 0,1488
A*25:01-C*12:03 0,0149 0,0087 0,0825
A*01:01-C*06:02 0,0147 0,0094 0,0167
A*24:02-C*12:03 0,0146 0,0093 0,0398
A*32:01-C*12:03 0,0142 0,0091 0,0682
A*02:01-C*07:04 0,0134 0,0083 0,0275
A*02:01-C*06:02 0,0134 0,0104 -0,0243
A*30:02-C*05:01 0,0134 0,0078 0,3243
A*11:01-C*07:01 0,0129 0,0090 -0,0008
A*02:01-C*12:03 0,0115 0,0098 -0,0354
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Rezultati

Dobijeno je 197 haplotipova lokusa HLA-A i HLA-DRB1, a sa ucestalo$¢u veéom od

1% ima 27 haplotipova (tabela 30). D’ veéi od 0,05 ima 81,5% (22/27). Najucestaliji

haplotip je HLA-A*02:01-DRB1*16:01 (6,3%).

Tabela 30. Haplotipovi HLA-A-DRB1 sa ucestalo$¢u >1%

Haplotip Ucestalost haplotipa s.d. D’

A*02:01-DRB1*16:01 0,0629 0,0183 0,1386
A*01:01-DRB1*03:01 0,0480 0,0156 0,3223
A*02:01-DRB1*01:01 0,0386 0,0148 0,0574
A*02:01-DRB1*07:01 0,0298 0,0133 0,0410
A*02:01-DRB1*13:01 0,0268 0,0122 0,0562
A*33:01-DRB1*01:02 0,0223 0,0099 0,5433
A*24:02-DRB1*14:54 0,0223 0,0103 0,2369
A*02:01-DRB1*15:01 0,0216 0,0113 0,0228
A*03:01-DRB1*01:01 0,0186 0,0107 0,1349
A*01:01-DRB1*13:02 0,0183 0,0099 0,0870
A*02:01-DRB1*08:01 0,0179 0,0101 0,0399
A*02:01-DRB1*14:54 0,0179 0,0101 0,0127
A*03:01-DRB1*13:02 0,0174 0,0097 0,1436
A*24:02-DRB1*11:04 0,0163 0,0094 0,1582
A*11:01-DRB1*01:01 0,0143 0,0095 0,0775
A*25:01-DRB1*01:01 0,0134 0,0084 0,1144
A*30:02-DRB1*03:01 0,0134 0,0077 0,1081
A*01:01-DRB1*07:01 0,0134 0,0083 0,0427
A*30:01-DRB1*07:01 0,0134 0,0082 0,1690
A*32:01-DRB1*12:01 0,0134 0,0080 0,2595
A*24:02-DRB1*14:01 0,0134 0,0082 0,1398
A*11:01-DRB1*14:54 0,0134 0,0084 0,1019
A*11:01-DRB1*15:01 0,0134 0,0090 0,0976
A*68:01-DRB1*16:01 0,0134 0,0084 0,0841
A*26:01-DRB1*13:02 0,0127 0,0082 0,1515
A*03:01-DRB1*04:01 0,0127 0,0086 0,1136
A*11:01-DRB1*11:04 0,0105 0,0081 0,0671
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Rezultati

Dobijeno je 243 mogudih haplotipova lokusa HLA-B i lokusa HLA-DRB1. Od toga 21

haplotip ima ucestalost vecu od 0,01% (tabela 31). D’ veci od 0,05 ima 90,5% (19/21).

Najucestaliji haplotip je HLA-B*08:01-DRB1*03:01 (6,5%).

Tabela 31. Haplotipovi HLA-B-DRB1 sa ucestalo$éu >1%

Haplotip Ucestalost haplotipa s.d. D’

B*08:01-DRB1*03:01 0,0646 0,0169 0,5423
B*51:01-DRB1*16:01 0,0353 0,0142 0,1853
B*14:02-DRB1*01:02 0,0313 0,0115 0,7685
B*18:01-DRB1*11:04 0,0268 0,0110 0,2604
B*51:01-DRB1*15:01 0,0268 0,0111 0,1580
B*44:02-DRB1*16:01 0,0253 0,0108 0,1964
B*13:02-DRB1*07:01 0,0223 0,0102 0,2870
B*57:01-DRB1*07:01 0,0223 0,0101 0,2903
B*27:05-DRB1*01:01 0,0218 0,0099 0,2165
B*18:01-DRB1*03:01 0,0198 0,0098 0,0971
B*35:03-DRB1*04:01 0,0179 0,0094 0,2558
B*35:01-DRB1*13:01 0,0179 0,0096 0,1736
B*39:01-DRB1*16. 01 0,0179 0,0091 0,1515
B*07:02-DRB1*11:01 0,0174 0,0090 0,2284
B*51:01-DRB1*01:01 0,0134 0,0095 0,0156
B*35:01-DRB1*03:01 0,0134 0,0085 0,0384
B*44:03-DRB1*07:01 0,0134 0,0079 0,1690
B*38:01-DRB1*13:01 0,0134 0,0083 0,2673
B*35:03-DRB1*13:02 0,0134 0,0086 0,1333
B*18:01-DRB1*14:01 0,0134 0,0080 0,1226
B*52:01-DRB1*15:02 0,0134 0,0076 0,5927
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Dobijeno je 190 mogucdih haplotipova lokusa HLA-C i lokusa HLA-DRB1, a 25 ima
ucestalost veéu od 1% (tabela 32). D’ veéi od 0,05 ima 84% (21/25) haplotipova.
Najulestaliji haplotipovi su HLA-C*07:01-DRB1*03:01 (7,1%) i HLA-C*06:02-
DRB1*07:01 (5,4%).

Tabela 32. Haplotipovi HLA-C-DRB1 sa ucestalo$¢u >1%

Haplotip Ucestalost haplotipa s.d. D’

C*07:01-DRB1*03:01 0,0706 0,0177 0,3983
C*06:02-DRB1*07:01 0,0536 0,0152 0,4615
C*04:01-DRB1*13:02 0,0313 0,0127 0,1448
C*08:02-DRB1*01:02 0,0313 0,0120 0,6211
C*07:01-DRB1*11:04 0,0311 0,0120 0,1602
C*12:03-DRB1*16:01 0,0288 0,0122 0,1382
C*02:02-DRB1*16:01 0,0268 0,0115 0,2000
C*04:01-DRB1*04:01 0,0268 0,0115 0,1420
C*12:03-DRB1*15:01 0,0267 0,0116 0,1649
C*12:03-DRB1*13:01 0,0223 0,0106 0,1402
C*04:01-DRB1*16:01 0,0197 0,0109 0,0252
C*07:01-DRB1*14:01 0,0179 0,0098 0,0892
C*01:02-DRB1*11:01 0,0179 0,0098 0,1664
C*15:02-DRB1*11:01 0,0179 0,0093 0,2395
C*04:01-DRB1*07:01 0,0179 0,0094 0,0498
C*04:01-DRB1*03:01 0,0179 0,0095 0,0068
C*01:02-DRB1*01:01 0,0179 0,0099 0,1301
C*02:02-DRB1*01:01 0,0179 0,0100 0,1467
C*04:01-DRB1*01:01 0,0179 0,0105 0,0311
C*05:01-DRB1*03:01 0,0138 0,0080 0,0874
C*07:04-DRB1*16:01 0,0134 0,0084 0,1050
C*12:02-DRB1*15:02 0,0134 0,0079 0,5927
C*12:03-DRB1*14:54 0,0134 0,0091 0,0566
C*03:03-DRB1*01:01 0,0134 0,0085 0,1061
C*12:03-DRB1*04:02 0,0114 0,0077 0,0658
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Dobijeno je 156 mogucih haplotipova koje Cine lokusi HLA-A i HLA-DQB1, od Cega 31
haplotip ima ucestalost ve¢u od 1% (tabela 33). D’ veci od 0,05 ima 64,5% (20/31)
haplotipova. Najulestaliji su HLA-A*02:01-DQB1*05:02 (6,1%) i HLA-A*02:01-
DQB1*05:01 (5,4%).

Tabela 33. Haplotipovi HLA-A-DQB1 sa ucestalo$cu >1%

Haplotip Ucestalost haplotipa s.d. D’

A*02:01-DQB1*05:02 0,0611 0,0175 0,1181
A*02:01-DQB1*05:01 0,0536 0,0182 0,0726
A*01:01-DQB1*02:01 0,0491 0,0155 0,3330
A*24:02-DQB1*05:03 0,0313 0,0124 0,3132
A*02:01-DQB1*06:03 0,0291 0,0126 0,0608
A*24:02-DQB1*03:01 0,0289 0,0126 0,1026
A*02:01-DQB1*03:01 0,0286 0,0145 -0,0269
A*02:01-DQB1*05:03 0,0276 0,0124 0,0181
A*32:01-DQB1*03:01 0,0259 0,0115 0,1133
A*11:01-DQB1*03:01 0,0242 0,0123 0,0630
A*03:01-DQB1*05:01 0,0241 0,0120 0,1040
A*01:01-DQB1*03:01 0,0218 0,0116 0,0133
A*11:01-DQB1*05:03 0,0215 0,0107 0,1703
A*02:01-DQB1*03:03 0,0183 0,0102 0,0326
A*02:01-DQB1*03:02 0,0171 0,0122 -0,0147
A*01:01-DQB1*03:03 0,0160 0,0092 0,1005
A*33:01-DQB1*05:01 0,0160 0,0090 0,0950
A*32:01-DQB1*05:02 0,0136 0,0089 0,0673
A*30:02-DQB1*02:01 0,0134 0,0078 0,1081
A*30:01-DQB1*02:02 0,0134 0,0080 0,2840
A*03:01-DQB1*05:02 0,0134 0,0090 0,0287
A*68:01-DQB1*05:02 0,0134 0,0086 0,0696
A*11:01-DQB1*06:02 0,0134 0,0082 0,1185
A*01:01-DQB1*06:04 0,0134 0,0087 0,0473
A*26:01-DQB1*06:04 0,0134 0,0082 0,1742
A*03:01-DQB1*06:04 0,0134 0,0088 0,0975
A*68:01-DQB1*06:04 0,0134 0,0083 0,1626
A*03:01-DQB1*03:02 0,0116 0,0088 0,0365
A*01:01-DQB1*03:02 0,0108 0,0084 -0,0013
A*25:01-DQB1*05:02 0,0101 0,0080 0,0453
A*02:01-DQB1*04:02 0,0101 0,0076 0,0150
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Rezultati

Dobijeno je 198 mogucih haplotipova lokusa HLA-B i HLA-DQB1. Ucestalost veéu od

1% ima 31 haplotip (tabela 34). D’ veéi od 0,05 ima 83,9% (26/31) haplotipova.

Najuéestaliji je HLA-B*08:01-DQB1*02:01 (6,6%).

Tabela 34. Haplotipovi HLA-B-DQB1 sa ucestalo$éu >1%

Haplotip Ucestalost haplotipa s.d. D’

B*08:01-DQB1*02:01 0,0665 0,0163 0,5610
B*51:01-DQB1*05:02 0,0402 0,0150 0,2158
B*14:02-DQB1*05:01 0,0313 0,0123 0,2012
B*18:01-DQB1*03:01 0,0287 0,0127 0,0929
B*51:01-DQB1*03:01 0,0248 0,0126 0,0241
B*35:01-DQB1*03:02 0,0223 0,0110 0,1557
B*57:01-DQB1*03:03 0,0223 0,0099 0,6129
B*18:01-DQB1*05:03 0,0223 0,0109 0,1805
B*13:02-DQB1*02:02 0,0218 0,0098 0,4690
B*27:05-DQB1*05:01 0,0216 0,0104 0,1299
B*07:02-DQB1*03:01 0,0212 0,0104 0,0920
B*18:01-DQB1*02:01 0,0183 0,0099 0,0818
B*51:01-DQB1*05:01 0,0179 0,0104 0,0044
B*38:01-DQB1*05:02 0,0179 0,0096 0,1083
B*39:01-DQB1*05:02 0,0179 0,0090 0,1327
B*35:01-DQB1*05:03 0,0179 0,0099 0,1374
B*35:03-DQB1*05:03 0,0179 0,0098 0,1579
B*44:02-DQB1*05:02 0,0170 0,0097 0,0964
B*51:01-DQB1*06:02 0,0153 0,0089 0,0858
B*35:01-DQB1*02:01 0,0134 0,0085 0,0384
B*44:03-DQB1*02:02 0,0134 0,0077 0,2840
B*41:02-DQB1*03:01 0,0134 0,0084 0,0686
B*44:02-DQB1*03:01 0,0134 0,0089 0,0336
B*51:01-DQB1*03:03 0,0134 0,0083 0,0702
B*15:01-DQB1*05:01 0,0134 0,0082 0,0795
B*52:01-DQB1*06:01 0,0134 0,0075 0,5927
B*35:01-DQB1*06:03 0,0134 0,0082 0,1144
B*38:01-DQB1*06:03 0,0134 0,0083 0,2387
B*35:03-DQB1*06:04 0,0130 0,0084 0,1412
B*18:01-DQB1*03:02 0,0130 0,0091 0,0470
B*35:03-DQB1*03:02 0,0125 0,0086 0,0692
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Rezultati

Dobijen je 151 moguci haplotip koga Cine lokusi HLA-C i HLA-DQB1. Od toga 36

haplotipova ima ucestalost ve¢u od 1% (tabela 35). D’ veéi od 0,05 ima 77,8% (28/36)

haplotipova. Najcesci haplotip je HLA-C*07:01-DQB1*02:01 (7%).

Tabela 35. Haplotipovi HLA-C-DQB1 sa ucestalo$¢u >1%

Haplotip Ucestalost haplotipa s.d. D’

C*07:01-DQB1*02:01 0,0701 0,0175 0,3944
C*12:03-DQB1*05:02 0,0440 0,0153 0,2632
C*04:01-DQB1*03:02 0,0352 0,0139 0,1480
C*07:01-DQB1*03:01 0,0326 0,0125 0,0534
C*06:02-DQB1*02:02 0,0313 0,0122 0,2586
C*04:01-DQB1*06:04 0,0313 0,0127 0,1489
C*08:02-DQB1*05:01 0,0269 0,0117 0,1596
C*02:02-DQB1*05:02 0,0268 0,0112 0,1704
C*07:01-DQB1*05:03 0,0268 0,0116 0,1001
C*01:02-DQB1*05:01 0,0249 0,0118 0,1148
C*12:03-DQB1*03:02 0,0229 0,0109 0,0940
C*01:02-DQB1*03:01 0,0223 0,0114 0,0596
C*12.03-DQB1*05:03 0,0223 0,0108 0,1024
C*06:02-DQB1*03:03 0,0205 0,0102 0,1616
C*06:02-DQB1*03. 01 0,0184 0,0105 0,0050
C*04:01-DQB1*02:01 0,0179 0,0096 0,0068
C*07:02-DQB1*03:01 0,0179 0,0093 0,0793
C*02:02-DQB1*05:01 0,0179 0,0097 0,0756
C*04:01-DQB1*05:01 0,0179 0,0105 -0,0034
C*03:03-DQB1*03:01 0,0172 0,0097 0,0578
C*05:01-DQB1*03:01 0,0166 0,0092 0,0626
C*05:01-DQB1*02:01 0,0147 0,0090 0,0953
C*03:03-DQB1*05:01 0,0141 0,0093 0,0587
C*17:03-DQB1*03:01 0,0134 0,0076 0,0686
C*02:02-DQB1*03:01 0,0134 0,0090 0,0198
C*06:02-DQB1*03:02 0,0134 0,0089 0,0297
C*07:01-DQB1*03:02 0,0134 0,0090 -0,0020
C*14:02-DQB1*05:02 0,0134 0,0080 0,0866
C*07:04-DQB1*05:02 0,0134 0,0078 0,0908
C*03:03-DQB1*05:03 0,0134 0,0084 0,1144
C*04:01-DQB1*05:03 0,0134 0,0093 0,0037
C*12:02-DQB1*06:01 0,0134 0,0076 0,5927
C*01:02-DQB1*06:02 0,0134 0,0081 0,1358
C*12:03-DQB1*06:03 0,0134 0,0087 0,0610
C*04:01-DQB1*06:03 0,0134 0,0092 0,0411
C*07:02-DQB1*05:01 0,0133 0,0081 0,0701
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Od 154 dobijena haplotipa koja Cine lokusi HLA-DRB1 i HLA-DQB1, ucestalost vecu
od 1% ima 21 haplotip i svi imaju D’ veéi od 0,05 (tabela 36). Najces¢i su
HLA-DRB1*03:01-DQB1*02:01 (11,2%), HLA-DRB1*16:01-DQB1*05:02 (10,2%) i
HLA-DRB1*01:01-DQB1*05:01 (8,5%), zatim HLA-DRB1*13:02-DQB1*06:04
i HLA-DRB1*11:01-DQB1*03:01 (6,70% svaki) i HLA-DRB1*11:04-DQB1*03:01 (5,4%).

Tabela 36. Haplotipovi HLA-DRB1-DQB1 sa ucestalo$éu >1%

Haplotip Ucestalost haplotipa s.d. D’
DRB1*03:01-DQB1*02:01 0,1116 0,0206 1,0000
DRB1*16:01-DQB1*05:02 0,1027 0,0203 0,8341
DRB1*01:01-DQB1*05:01 0,0848 0,0187 0,5974
DRB1*13:02-DQB1*06:04 0,0670 0,0160 0,9330
DRB1*11:01-DQB1*03:01 0,0670 0,0162 0,3627
DRB1*11:04-DQB1*03:01 0,0536 0,0156 0,2861
DRB1*14:54-DQB1*05:03 0,0491 0,0150 0,5551
DRB1*07:01-DQB1*02:02 0,0446 0,0136 0,6075
DRB1*13:01-DQB1*06:03 0,0446 0,0135 0,9048
DRB1*01:02-DQB1*05:01 0,0402 0,0134 0,2707
DRB1*15:01-DQB1*06:02 0,0357 0,0120 0,6011
DRB1*04:01-DQB1*03:02 0,0357 0,0126 0,3370
DRB1*14:01-DQB1*05:03 0,0313 0,0116 0,3480
DRB1*07:01-DQB1*03:03 0,0268 0,0109 0,3519
DRB1*04:02-DQB1*03:02 0,0268 0,0107 0,2527
DRB1*15:01-DQB1*05:02 0,0179 0,0092 0,0957
DRB1*12:01-DQB1*03:01 0,0179 0,0089 0,0919
DRB1*15:02-DQB1*06:01 0,0179 0,0091 1,0000
DRB1*08:01-DQB1*04:02 0,0134 0,0078 0,4886
DRB1*04:03-DQB1*03:02 0,0134 0,0078 0,1207
DRB1*08:01-DQB1*03:02 0,0134 0,0075 0,1126
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Rezultati

Dobijeno je 573 pretpostavljenih haplotipova koje cine aleli lokusi klase | HLA.

Ucestalost vec¢u od 1% ima 25 haplotipova HLA-A-B-C (tabela 37). Najces¢i haplotip je

A*01:01-B*08:01-C*07:01 (5,4%).

Tabela 37. Haplotipovi HLA-A-B-C sa ucestalo$¢u >1%

Haplotip Ucestalost haplotipa s.d.

A*01:01-B*08:01-C*07:01 0,0536 0,01525
A*11:01-B*35:01-C*04:01 0,0268 0,01219
A*02:01-B*51:01-C*01:02 0,0268 0,01141
A*33:01-B*14:02-C*08:02 0,0268 0,01059
A*02:01-B*18:01-C*07:01 0,0255 0,01203
A*26:01-B*38:01-C*12:03 0,0223 0,01010
A*30:01-B*13:02-C*06:02 0,0223 0,00998
A*02:01-B*27:05-C*02:02 0,0179 0,00917
A*02:01-B*44:02-C*07:04 0,0179 0,00926
A*02:01-B*51:01-C*14:02 0,0179 0,00949
A*25:01-B*18:01-C*12:03 0,0179 0,00905
A*68:01-B*35:03-C*04:01 0,0179 0,00953
A*01:01-B*35:01-C*04:01 0,0134 0,00874
A*01:01-B*57:01-C*06:02 0,0134 0,00845
A*11:01-B*51:01-C*15:02 0,0134 0,00806
A*02:01-B*35:01-C*04:01 0,0134 0,00974
A*02:01-B*35:03-C*12:03 0,0134 0,00839
A*02:01-B*44:02-C*05:01 0,0134 0,00805
A*02:01-B*51:01-C*04:01 0,0134 0,00830
A*02:01-B*57:01-C*06:02 0,0134 0,00868
A*02:05-B*50:01-C*06:02 0,0134 0,00781
A*30:02-B*18:01-C*05:01 0,0134 0,00778
A*03:01-B*35:01-C*04:01 0,0134 0,00872
A*03:01-B*38:01-C*12:03 0,0134 0,00842
A*32:01-B*35:01-C*04:01 0,0134 0,00876
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Dobijeno je 664 mogudih haplotipova alela lokusa HLA-A,HLA-B i HLA-DRB1. U tabeli
38 je prikazano 9 haplotipova HLA-A-B-DRB1 koji imaju ucestalost vecu od 1%. Najcesdi
haplotip je A*01:01-B*08:01-DRB1*03:01 (4,5%).

Tabela 38. Haplotipovi HLA-A-B-DRB1 sa ucestaloséu >1%

Haplotip Ucestalost haplotipa s.d.

A*01:01-B*08:01-DRB1*03:01 0,0446 0,01435
A*02:01-B*44:02-DRB1*16:01 0,0223 0,01083
A*02:01-B*51:01-DRB1*16:01 0,0223 0,01160
A*33:01-B*14:02-DRB1*01:02 0,0223 0,01004
A*02:01-B*51:01-DRB1*13:01 0,0179 0,00996
A*01:01-B*57:01-DRB1*07:01 0,0134 0,00855
A*02:01-B*51:01-DRB1*01:01 0,0134 0,00924
A*30:01-B*13:02-DRB1*07:01 0,0134 0,00832
A*30:02-B*18:01-DRB1*03:01 0,0134 0,00830

U tabeli 39 su prikazani haplotipovi svih pet lokusa sa dobijenom ucestalos¢u veéom
od 1%, od 2897 dobijenih. Najucestaliji haplotip je A*01:01-B*08:01-C*07:01-
DRB1*03:01-DQB1*02:01 (4,4%), sledi A*33:01-B*14:02-C*08:02-DRB1*01:02-
DQB1*05:01 sa 2,2%.

Tabela 39. Haplotipovi pet lokusa sa ucestalos¢u >1%

Haplotip Ucestalost haplotipa s. d.

A*01:01-B*08:01-C*07:01-DRB1*03:01-DQB1*02:01 0,0441 0,0151
A*33:01-B*14:02-C*08:02-DRB1*01:02-DQB1*05:01 0,0223 0,0103
A*01:01-B*57:01-C*06:02-DRB1*07:01-DQB1*03:03 0,0134 0,0087
A*11:01-B*51:01-C*04:01-DRB1*13:01-DQB1*06:03 0,0134 0,0083
A*02:01-B*51:01-C*14:02-DRB1*16:01-DQB1*05:02 0,0134 0,0085
A*30:01-B*13:02-C*06:02-DRB1*07:01-DQB1*02:02 0,0134 0,0085
A*30:02-B*18:01-C*05:01-DRB1*03:01-DQB1*02:01 0,0134 0,0082
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4.4 Genetska slicnost sa drugim populacijama

Poredenje nasih ispitanika sa drugim populacijama je radeno na osnovu ucestalosti
grupa alela za lokuse HLA-A i HLA-B. Na grafikonu 1 je prikazana genetska udaljenost
drugih populacija u odnosu na populaciju ispitanika Grupe 1 (N=1992). Najmanja
udaljenost od populacije ispitanika je dobijena za populaciju Rumunije (DA=0,0138), a

najveca za populaciju Laponaca (DA=0,3627).
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Grafikon 1. Nei-ova distanca populacija.
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Na grafikonu 2 je prikazano grupisanje populacija u dobijenom dendrogramu.
Populacija ispitanika je grupisana sa populacijama Rumunije i Italije, a zatim u grupi sa
populacijama Albanije, Makedonije, BiH i Hrvatske. Zajedno sa populacijama Bugarske,
Grcke i Turske, ispitivana grupa je deo veceg klastera koji obuhvata i populaciju Rusije.
Populacije Zapadne Evrope i populacije drugih belaca su dalje grupisani u odnosu na

populacije Jugoistocne Evrope.
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Grafikon 2. Dendrogram zasnovan na ucestalostima grupa alela za lokuse HLA-A i
HLA-B.
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4.5 Procena optimalnog broja davalaca u Registru davalaca kostne
srzi Srbije

Grafikon 3 prikazuje verovatnoc¢u pronalaZzenja davaoca podudarnog u HLA-A, HLA-B
i HLA-DRB1 za svakog novog bolesnika na osnovu dobijenih uéestalosti grupa alela i
haplotipova lokusa HLA-A, HLA-B i HLA-DRB1 u ispitivanoj grupi 1 (N=1992).
Verovatnoda da se pronade davalac za nasumi¢nog narednog pacijenta iznosi 10,08%.
Da bi se ova verovatnodéa povecala za 1% potrebno je dodati jo§ 298 osoba, tako da
ukoliko Registar ima 2290 davalaca, verovatnoca da se pronade HLA-A-B-DRB1
podudaran davalac za narednog random pacijenta je 11,08%. Ukoliko bi broj davalaca
u Registru bio jedan milion, verovatnoc¢a pronalazenja HLA-A-B-DRB1 podudarnog

davaoca bi bila 91,95%.
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Grafikon 3. Verovatnoca pronalazenja HLA-A-B-DRB1 podudarnog davaoca u odnosu
na broj davalaca u Registru.
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Analize polimorfizma HLA i neravnoteZe udruzivanja alela, kao i razlike ucestalosti
alela i haplotipova HLA medu populacijama, imaju primenu prilikom izbora davaoca za
transplantaciju mati¢nih éelija hematopoeze, solidnih organa i znacaj u ispitivanju
udruzenosti HLA sa etiopatogenezom nekih bolesti. Rezultati ovog rada predstavljaju
prvi put prikazane ucestalosti alela i ucestalosti haplotipova za lokuse HLA-A, HLA-B,
HLA-C, HLA-DRB1 i HLA-DQB1 u populaciji Srbije. Takode, na osnovu dobijenog
polimorfizma HLA, ustanovljen je stepen genetske slicnosti sa drugim populacijama i
dobijena je procena optimalnog broja davalaca u Registru davalaca kostne srzZi Srbije.
Ustanovljeni polimorfizam HLA je osnov za dalja ispitivanja znacaja alela HLA kod

razli¢itih grupa bolesnika u nasoj populaciji.

Ispitivanje je radeno kod zdravih osoba koje su se prijavile u Registar davalaca
kostne srzi Srbije (RDKS). RDKS je formiran tokom 2005. godine sa ciljiem da omoguci
le¢enje bolesnika kojima je neophodna transplantacia MCH a koji nemaju
odgovarajuc¢eg srodnog davaoca (Andri¢, 2012). U RDKS moZe da se prijavi svaka
zdrava osoba uzrasta od 18 do 50 godina, prijavljivanje i davanje MCH je dobrovoljno,
anonimno i ne placa se. Prijavljivanje u RDKS se obavlja u svim sluzbama za transfuziju
krvi u Srbiji i podrazumeva popunjavanje prijave sa formularom saglasnosti za RDKS i
davanje uzorka krvi za HLA tipizaciju. S obzirom na proceduru prijavljivanja u RDKS,
ispitanici u ovom radu su zdrave nesrodne osobe iz razli¢itih delova Srbije. Analizom
demografskih karakteristika pokazano je da odabrana grupa ispitanika reprezentuje
populaciju Srbije s obzirom na to da je 86,14% ispitanika rodeno u Srbiji, a 98,89% Zivi
na teritoriji Srbije. Takode, 88,3% ispitanika se izjasnilo da su po nacionalnoj
pripadnosti Srbi, a dobijena raspodela po nacionalnoj pripadnosti u ispitivanoj grupi u
skladu je sa poslednjim popisom stanovnistva iz 2011. godine (Republi¢ki zavod za

statistiku, 2012).

Retrospektivne analize podataka HLA tipizacija davalaca u registrima davalaca MCH
se najcescée koriste kao izvor podataka o polimorfizmu HLA za odredenu populaciju
(Solberg i sar., 2008; Gonzalez-Galarza i sar., 2011; Sanchez-Mazas i sar., 2012; Maiers i
sar., 2013), s obzirom na veliki broj ispitanika. Naime, nije jasno utvrdena velicina

uzorka koja bi bila dovoljna za procenu znacdajnosti pojavljivanja alela. Preporuceni
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najmanji broj ispitanika je 100 (Sanchez-Mazas i Nunes, 2006), a Sanchez-Mazas i
saradnici (Sanchez-Mazas i sar., 2012) su dali preporuku da se ucestalost HLA od 1%
moze smatrati znacajnom ukoliko populacija ima viSe od 200 ispitanika. Medutim,
autori sugerisu da ispitivani uzorak treba da bude $to je moguée veéi nezavisno od
odredenog broja ispitanika. Ucestalosti haplotipova u ovakvim studijama se dobijaju
statistickim metodama procene verodostojnosti pojavljivanja haplotipova (engl.
maximum-likehood estimation) na osnovu ucestalosti dobijenih alela u ispitivanoj
populaciji (Sanchez-Mazas i Nunes, 2006). S obzirom na to da se za sve prijavljene
davaoce u RDKS, testovima niske i srednje rezolucije, odreduju grupe alela za lokuse
HLA-A, HLA-B i HLA-DRB1 (Andri¢, 2012), u ovom istraZzivanju je kod 1992 ispitanika
retrospektivnom analizom odredena ucestalost dobijenih alelskih grupa za lokuse
HLA-A, HLA-B i HLA-DRB1, kao i uéestalost haplotipova HLA-A-B, HLA-A-DRB1, HLA-B-
DRB1 i HLA-A-B-DRB1.

Savremeni kriterijumi za izbor davaoca MCH su zasnovani na definisanju alela
testovima visoke rezolucije za lokuse HLA-A, HLA-B i HLA-C klase | i HLA-DRB1 i
HLA-DQB1 klase Il (Bray i sar., 2008; Petersdorf, 2008; EFI, 2012; Lown i Shaw, 2013). U
zavisnosti od raspolozivih tehnika, testovima niske rezolucije se prvo odreduju grupe
alela za svaki lokus, a zatim se testovima visoke rezolucije definiSu pojedinacni aleli.
Poznato je da je nepodudarnost alela izmedu davaoca i primaoca za lokuse HLA-A,
HLA-B i HLA-DRB1 udruZena sa nepovoljnim ishodom transplantacije MCH (Morishima i
sar., 2002; Flomenberg i sar., 2004; Petersdorf, 2008; Furst i sar., 2013). Takode, za
lokus HLA-C je potvrdeno da antigenska nepodudarnost ima nepovoljan uticaj na
pojavu komplikacija (Morishima i sar., 2002; Flomenberg i sar., 2004; Lee i sar., 2007;
Woolfrey i sar., 2011; Furst i sar., 2013), a antigenska nepodudarnost u HLA-DQ moze
dovesti do veceg mortaliteta nakon transplantacije MCH (Petersdorf, 2008; Weisdorf i
sar., 2008; Furst i sar., 2013). Zbog toga je bilo opravdano kod davalaca iz RDKS uraditi
dodatno odredivanje grupa alela za lokuse HLA-C i HLA-DQ, kao i HLA tipizaciju
testovima visoke rezolucije za svih pet lokusa. U podgrupi od 159 sluc¢ajno odabranih
ispitanika su dodatno definisane grupe alela za lokuse HLA-C i HLA-DQ, a potom je
odredena ucestalost grupa alela za ove lokuse, kao i ucestalost haplotipova HLA-C-B,

HLA-DRB1-DQB1 i HLA-A-B-C-DRB1-DQB1. Dodatno, kod 112 ispitanika kojima su
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prethodno definisane grupe alela, uradena je tipizacija HLA testovima visoke rezolucije,
a potom je odredena ucestalost alela za svih pet lokusa, kao i ucestalost haplotipova

dva, tri i pet lokusa.

Neophodan preduslov da bi se podaci o ucestalosti HLA mogli koristiti za poredenje
sa drugim populacijama je procena da li je ispitivana populacija u Hardy—Weinbergovoj
ravnoteZi za ispitivane lokuse (Gourraud i sar., 2005; Sanchez-Mazas i sar., 2012).
Testiranjem odrzivosti pretpostavke o Hardy—Weinbergovoj ravnotezi HLA lokusa u
svakoj od ispitivanih grupa je pokazano da su odabrane grupe ispitanika u ravnotezi za
sve ispitivane lokuse HLA, s obzirom na to da se ocekivane i dobijene vrednosti

ucestalosti gena za svaki lokus nisu statisticki znacajno razlikovale (p >0,05).

Jedna od osnovnih karakteristika sistema HLA je visok stepen polimorfizma
(Bodmer, 2000; Tiercy, 2002), odnosno postojanje dva ili viSe alela jednog gena u
populaciji sa ucestalo$¢u ve¢om od 1%. U nasoj grupi ispitanika dokazano je 58 grupa
alela za lokuse klase |'i 18 grupa alela za lokuse klase Il HLA. Od toga, ucestalost vecu

od 1% ima 46 grupa alela klase |i 17 grupa alela klase 1l HLA.

U grupi od 1992 ispitanika, dokazano je prisustvo 16 grupa alela HLA-A (od ¢ega 13
ima ucestalost vecu od 1%), 28 grupa alela HLA-B (21 grupa alela ima ucestalost vecu
od 1%) i 13 grupa alela HLA-DRB1 (12 grupa alela ima ucestalost vecu od 1%). Ranijim
ispitivanjem geneticke varijabilnosti HLA-A i HLA-B kod stanovnisStva Srbije primenom
seroloskih tehnika (Simonovi¢, 1992) dokazano je 8 antigena HLA-A i 20 antigena
HLA-B kod 658 osoba. Tipizacija seroloSkim tehnikama je ograni¢ena raspoloZivim
specifi¢nostima antitela, ali je u obe studije ispitivanja polimorfizma u populaciji Srbije
potvrdeno da su najucestaliji HLA-A2 (28,49%) odnosno HLA-A*02 (29,5%) za lokus
HLA-A, kao i HLA-B35 (13,07%) odnosno HLA-B*35 (13,1%), HLA-B5 (15,35%) odnosno
HLA-B*51 (12,8%) i HLA-B18 (9,58%) odnosno HLA-B*18 (9,89%) za lokus HLA-B. Nesto
veca ucestalost HLA-B5 u odnosu na HLA-B*51 je ocekivana s obzirom na to da antigen
HLA-B5 ima dva podtipa koja su kodirana grupama alela HLA-B*51 i HLA-B*52 (koji je
prisutan u 1,18%) i koji se nisu mogli razlikovati seroloskim testovima(Marsh i sar.,
2010). Manji broj ispitanika prethodne studije nije uticao na dobijene ucestalosti
najcescih grupa alela, ali je vedi broj ispitanika u ovoj studiji dao bolji uvid u raspodelu

uCestalosti ostalih grupa alela lokusa HLA-A i HLA-B, kao i moguénost dokazivanja
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ucestalosti seroloskih podtipova. Dalje studije na ve¢em broju ispitanika bi trebalo da
pokaZu ucestalost pojavljivanja do sada neotkrivenih grupa alela u populaciji Srbije.
Grupe alela koje nisu dokazane ovim ispitivanjem su A*34, A*36, A*43, A*74, A*80 za

lokus HLA-A i B*42, B*59, B*67, B*73, B*78, B*81, B*82, i B*83 za lokus HLA-B.

Analiza rezultata dobijenih za grupe alela lokusa HLA-A, HLA-B i HLA-C je pokazala
da 10 grupa alela klase | HLA ima ucestalost vecu od 10%: A*02 (29,5%), C*07 (24,8%),
A*01 (14,2%), C*04 i C*12 (po 13,5%), B*35 (13,1%) i B*51 (12,8%), A*03 (11,3%),
A*24 (11,1%) i C*06 (10,1%). Polovina ispitanika ima HLA-A*02 (fenotipska ucestalost
50,95%), a A*02 je dominantna grupa alela lokusa HLA-A u svim evropskim
populacijama (Middleton i sar., 2003; Gonzalez-Galarza i sar., 2011). HLA-A*01 je druga
po ucestalosti grupa alela lokusa HLA-A (14,2%) u ispitivanoj populaciji, slicno kao i u
populaciji Hrvatske i nekim populacijama Centralne i Zapadne Evrope, ali za razliku od
drugih susednih populacija i populacija jugoisto¢ne Evrope u kojima je druga po
ucestalosti grupa alela A*24 ili A*03 (lvanova i sar., 2001; Sulcebe i sar., 2009;
Alcoceba i sar.,, 2011; Gonzalez-Galarza i sar.,, 2011). HLA-B*35 i HLA-B*51 su
najucestalije grupe alela i u populacijama Italije (Rendine i sar., 1998) i populacijama
Istocne Evrope, osim populacija Hrvatske i Rumunije gde su najucestaliji B*35 i B*18,
kao i BiH gde su najucestaliji B*44 i B*51 (Arnaiz-Villena i sar., 2001; Arnaiz-Villena i
sar., 2001; Ivanova i sar., 2001; Arnaiz-Villena i sar., 2009; Sulcebe i sar., 2009;
Gonzalez-Galarza i sar., 2011). U nasoj grupi ispitanika sledece po ucestalosti grupe
alela za lokus HLA-B su B*18, B*44 i B*08. HLA-B*44 sa HLA-B*07 su najucestalije
grupe alela lokusa HLA-B u populacijama Zapadne Evrope, kao i u populaciji Rusije
(Crespi i sar., 2002; Harbo i sar., 2010; Gonzalez-Galarza i sar., 2011). Najucestalije
grupe alela za lokus HLA-C su, pored HLA-C*07 (24,8%), HLA-C*04, HLA-C*12 (sa po
13,5% ) i HLA-C*06 (10,1%). Ovim rezultatima je potvrden zakljucak prvog ispitivanja
polimorfizma lokusa C u nasoj populaciji o najucestalijim grupama alela lokusa HLA-C
(Andri¢ i sar., 2008) i u skladu je sa rezultatima Buhlera i saradnika (Buhler i sar., 2006)

u studiji o polimorfizmu lokusa HLA-C u 39 evropskih populacija.

Analiza rezultata dobijenih za grupe alela klase Il HLA je pokazala da sve grupe alela
koje su dokazane za lokuse HLA-DRB1 i HLA-DQB1, osim DRB1*09, imaju ucestalost
vecu od 1%. Najuclestalije grupe alela za lokus HLA-DRB1 su DRB1*11 (16,9%) i
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DRB1*13 (13,2%), slede DRB1*03 i DRB1*16 (po 10,9% ). HLA-DRB1*11 je takode
najucestalija grupa alela u populacijama Balkana i populacijama susednih zemalja, dok
je DRB1*13 druga po ucestalosti grupa alela u populaciji Austrije, Italije i Grcke
(Rendine i sar., 1998; Arnaiz-Villena i sar., 2001; Gonzalez-Galarza i sar., 2011).

Najucestalije grupe alela za lokus HLA-DQB1 su DQB1*03 (33,3%) i DQB1*05 (33%).

Za sistem HLA je karakteristiCha neravnoteZa udruzivanja alela (engl. linkage
disequilibrium) tj. pojava da se odredeni aleli dva lokusa pojavljuju zajedno u istom
haplotipu mnogo ¢esce ili rede nego Sto bi se ocekivalo s obzirom na ucestalost tih
alela u populaciji (Bodmer, 2000; Gourraud i sar., 2005; Sanchez-Mazas i Nunes, 2006).
Neravnoteza udruzivanja alela razliCitih lokusa ukazuje na mogucu evolutivnu
povezanost alela HLA (Fernandez Vina i sar., 2012), a poznavanje udruzenosti alela HLA
u haplotipu dva i viSe lokusa ima prakti¢an znacaj prilikom pronalazenja davaoca za
transplantaciju MCH. U ispitivanoj grupi, medu haplotipovima dva lokusa koji imaju
ucestalost veéu od 1%, znacajno udruzivanje grupa alela (D’ = 0,05) je dobijeno za
38,5% (10/26) haplotipova HLA-A-B, 34,6% (9/26) haplotipova HLA-A-DRB1, 62,1%
(18/29) haplotipova HLA-B-DRB1, 89,3% (25/28) haplotipova HLA-B-C i 76,9% (10/13)
haplotipova HLA-DRB1-DQB1. S obzirom na to da se davaoci u RDKS tipiziraju za lokuse
HLA-A, HLA-B i HLA-DRB1, za procenu koji ¢e davalac biti podudaran sa bolesnikom i za
lokuse HLA-B i HLA-C znacajno je poznavanje ucestalosti i neravnoteze udruzivanja
alela za haplotipove HLA-B-C i haplotipove HLA-DRB1-DQB1. U ispitanoj populaciji
dobijeno je da najucestaliji haplotipovi grupe alela koji ¢ine lokusi HLA-B i HLA-C su
B*35-C*04 (11,0%, D’= 0,7864), B*08-C*07 (9,4%, D’= 0,3151) i B*18-C*07
(7,5%, D’=0,2006). Najces¢i haplotipovi HLA-DRB1-DQB1 su DRB1*11-DQB1*03
(17%, D’=0,4091), DRB1*03-DQB1*02 (12,9%, D’=0,7236), DRB1*01-DQB1*05
(12,9%, D’=0,3003) i DRB1*16-DQB1*05 (12,3%, D’=0,2836).

Analizom haplotipova lokusa HLA-A, HLA-B i HLA-DRB1 u populaciji sa 1992
ispitanika dobijeno je da je najceséi haplotip u populaciji Srbije A*01-B*08-DRB1*03
(5,9%). To je ujedno i dominantan haplotip u evropskim populacijama, tako da drugi
autori navode ovaj haplotip kao karakteristi¢an haplotip bele rase (Arnaiz-Villena i sar.,
2001; Ruiz i sar., 2005; Leffell i sar., 2007; Gonzalez-Galarza i sar., 2011; Bortolotto i
sar., 2012). Drugi po ucestalosti haplotip tri lokusa u nasoj populaciji je A*02-B*18-
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DRB1*11 (1,9%). Ovaj haplotip je najc¢es¢i u nekim mediteranskim populacijama
(Arnaiz-Villena i sar., 2001; Sulcebe i sar., 2009; Gonzalez-Galarza i sar., 2011). Treci po
ucestalosti haplotip tri lokusa je A*33-B*14-DRB1*01, koji ima ucestalost u populaciji
Srbije 1,5%. Ovaj haplotip ima sli¢nu ucestalost i u populacijama Portugalije (1%-2,2%) i
populacijama Spanije (1, 1-2,6%) (Crespi i sar., 2002; Gonzalez-Galarza i sar., 2011).
Medutim, Muller i saradnici (Muller i sar., 2003) su na velikom broju uzoraka dobili da
u populaciji Nemacke haplotip A*33-B*14-DRB1*01 ima deset puta manju ucestalost
(0,1%) u odnosu na nasu populaciju, a Kollman i saradnici (Kollman i sar., 2007) su
takode pokazali manju ucestalost ovog haplotipa u populaciji americkih belaca (0,5%).
Prema raspoloZivim podacima za ucestalost haplotipova grupa alela tri lokusa
(Gonzalez-Galarza i sar., 2011), ovaj haplotip nisu prikazali autori u drugim
populacijama belaca, ali je A*33-B*14-DRB1*0102 prisutan medu 10 najéescih
haplotipova kod Latino Amerikanaca (Kollman i sar., 2007). Simonovi¢ i saradnici su
pokazali da haplotip A33-B14, koji je dokazan seroloSkim testovima u populaciji Srbije,

ima visoko pozitivnu vrednost D’ (Simonovic i sar., 1993).

U ovom radu su prvi put dobijeni haplotipovi i njihove ucestalosti koji se odnose na
sve lokuse relevantne za izbor davaoca MCH u populaciji Srbije. Uzimajuéi u obzir
ucestalosti svih pet grupa alela, kao i neravnotezu udruzivanja grupa alela (D’) za
lokuse HLA-DRB1 i HLA-DQB1, i HLA-B i HLA-C, oCekivano je dobijeno da je najucestaliji
haplotip pet lokusa u nasoj populaciji A*01-B*08-C*07-DRB1*03-DQB1*02 (6,6%).
HLA-B*08 ima samo jednu dokazanu kombinaciju u haplotipu dva lokusa i to je
HLA-B*08-C*07 (haplotipska ucestalost 9,43%, D’=0,3151) tj. nije dobijeno da se grupa
alela HLA-B*08 udruzuje sa nekom drugom grupom alela lokusa HLA-C u nasoj grupi
ispitanika. Takode, dobijeno je da se grupa alela HLA-DRB1*03 javlja samo sa grupom
alela DQB1*02 (haplotipska ucestalost DRB1*03-DQB1*02 je 12,9%, D’= 0,7236). Drugi
po ucestalosti haplotip pet lokusa je A*02-B*18-C*07-DRB1*11-DQB1*03 (2,5%). HLA-
B*18 se najc¢esc¢e udruzuje sa HLA-C*07 (haplotipska ucestalost 7,5%, D’ =0,2006), ali
se pojavljuje i u haplotipu sa B*18-C*05 (1,26%, D’=0,0652), B*18-C*12 (3,76%
D’= 0,1713) i B*18-C*01 (0,3%). DRB1*11-DQB1*03 (16,98%, D’=0,7236) je najcesci
haplotip dva lokusa i to je jedina kombinacija u kojoj se pojavljuje grupa alela DRB1*11.

Sledec¢a dva haplotipa pet lokusa (ucestalost oba haplotipa po 2,2%) su A*33-B*14-
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C*08-DRB1*01-DQB1*05 i A*02-B*35-C*04-DRB1*16-DQB1*05. Inace, B*14-C*08
(haplotipska ucestalost 4,1%, D’=1), kao i B*41-C*17 (haplotipska ucestalost 1,6%,
D’=1) su jedini haplotipovi dva lokusa za koje je dobijeno da se obe grupe alela
pojavljuju samo u tom haplotipu. S obzirom na to da se haplotip A*01-B*08-C*07-
DRB1*03-DQB1*02 javlja sa velikom ucestaloséu u populacijama severne, centralne i
istocne Evrope, Crespi i saradnici (Crespi i sar., 2002) navode da se ovaj haplotip moze
smatrati pan-evropskim haplotipom, dok je haplotip A*33-B*14-C*08-DRB1*01-
DQB1*05 karakteristiCan za mediteranske populacije. Haplotipovi grupe alela pet
lokusa kod populacija susednih zemalja su dostupni za albansku i hrvatsku populaciju.
Tako, Sulcebe i saradnici (Sulcebe i sar., 2009) su na uzorku od 160 ispitanika dobili da
su u albanskoj populaciji najucestaliji haplotipovi grupe alela pet lokusa A*02-B*18-
C*07-DRB1*11-DQB1*03 (4,3%), A*01-B*08-C*07-DRB1*03-DQB1*02 (3,1%) i A*24-
B*35-C*04-DRB1*11-DQB1*03 (3%). Grubic¢ i saradnici (Grubic i sar., 2000) su na 105
ispitanika hrvatske populacije naveli da je najucestaliji haplotip A1-B8-DRB1*0301-
DQA1*0501-DQB1*02 (4,3%), zatim A3-B7-DRB1*1501-DQA1*0102-DQB1*0602
(2,4%) i A24-B44-DRB1*0701-DQA1*0201-DQB1*02 (1,7%).

Ispitivanja haplotipova dva i tri lokusa za grupe alela HLA-A, HLA-B i HLA-DRB1 su
radene na uzorku od 1992 ispitanika, a ispitivanja haplotipova dva, tri i pet lokusa koji
uklju€uju i grupe alela HLA-C i HLA-DQB1 su radena na uzorku sa manjim brojem
ispitanika (N=159). Medutim, zbog dokazane udruZenosti alela lokusa HLA-B i HLA-C,
kao i HLA-DRB1 i HLA-DQB1, poznavanje neravnoteZe udruzZivanja omogudéava da se
predvide haplotipovi ukoliko su poznate tipizacije za HLA-A, HLA-B i HLA-DRB1, a oko
80% davalaca u Svetkom registru (Foeken i sar., 2010) je tipizirano za ova tri lokusa. U
skladu sa standardima (EFI, 2012), svi davaoci u RKDS su tipizirani za lokuse HLA-A,
HLA-B i HLA-DRB1 testovima niske rezolucije. Zbog toga, poznavanje ucestalosti i
neravnoteZe udruzivanja haplotipova HLA-B-C i haplotipova HLA-DRB1 i DQB1 u nasoj
populaciji, kao i u ostalim populacijama, omogucava skracivanje vremena trazenja

davaoca za odredenog bolesnika.

Razvojem tehnika tipizacije HLA je omoguéen napredak u pouzdanosti odredivanja
podudarnosti izmedu davaoca i primaoca MCH (Oudshoorn i sar., 2007; Petersdorf,
2008). Izbor odgovarajuceg davaoca je zasnovan na tehnikama tipizacije koje moraju
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da omoguce odredivanje alela koji kodiraju istu proteinsku sekvencu peptid vezujuéeg
mesta molekula HLA. U ovom radu koriséena je metoda PCR-SSP visoke rezolucije
tipizacije koja omogucava definisanje egzona 2 i egzona 3 u lokusima regiona klase |,
odnosno egzona 2 u lokusima regiona klase Il HLA za svaku grupu alela. Za odredivanje
alela u okviru jedne grupe alela bilo je potrebno od 5 do 92 PCR reakcije, odnosno u
proseku 300-450 PCR reakcija za odredivanje alela na svih pet lokusa kod jednog
ispitanika. U slucajno odabranom uzorku od 112 ispitanika, kojima je prethodno
odredena grupa alela svih pet lokusa, definisani su egzon 2 i egzon 3 za lokuse HLA-A,
HLA-B i HLA-C, kao i egzon 2 za lokuse HLA-DRB1 i HLA-DQB1 testovima visoke
rezolucije. U ispitanoj grupi dokazano je prisustvo 121 alela HLA, a svi dokazani aleli su
u kategoriji opstih i dobro dokumentovanih alela po CWD Kklasifikaciji (Mack i sar.,
2013). Od toga 66,7% (16/24) alela lokusa HLA-A, 65,7% (23/35) alela lokusa HLA-B,
16/20 (80%) alela lokusa HLA-C, 69,2% (18/26) alela lokusa HLA-DRB1 i 81,5% (13/16)
alela lokusa HLA-DQB1 ima ucestalost ve¢u od 1%. NajviSe alela je dobijeno za lokus
HLA-B (35 alela), a najmanje za HLA-DQB1 (16 alela). | drugi autori dokazuju najveci
broj alela za lokus HLA-B (Dunne i sar., 2008; Nowak i sar., 2008; Schmidt i sar., 2009;
Matevosyan i sar., 2011; Schmidt i sar., 2011; Rendine i sar., 2012), $to je oCekivano s
obzirom na ukupni broj dokazanih alela po lokusu (Robinson i sar., 2013). Na
polimorfizam HLA u ispitivanoj grupi ukazuju i podaci da aleli sa uéestalo$¢u ve¢om od
1% Cine 95,09% (213/224) dokazanih alela lokusa HLA-A, 92,41% (207/224) alela lokusa
HLA-B, 98,2% (220/224) alela lokusa HLA-C, 94,64% (212/224) alela lokusa HLA-DRB1 i
98,66% (221/224) alela lokusa HLA-DQB1. Odnosno samo 4,2% (47/1120) svih
dokazanih alela se pojavljuju sa ucestaloS¢u manjom od 1%. Prema preporukama
Sanchez-Mazas i saradnika radne grupe HLA-NET (Sanchez-Mazas i sar., 2012), na
uzorku od 100 ispitanika znacajnu ucestalost imaju aleli sa ucestaloséu veéom od
1,96%, a na uzorku od 200 ispitanika aleli sa ucestalos¢u ve¢om od 1%. U grupi od 112
ispitanika koji su bili ukljueni u ovo istrazivanje, 78 alela se pojavljuje 4 i viSe puta

(uCestalost veca od 1,64%) i moze se smatrati da imaju znacajnu ucestalost.

Najvecu heterogenost u ispitivanoj grupi ima grupa alela HLA-DRB1*04 sa 6
dokazanih alela (DRB1*04:01, DRB1*04:02, DRB1*04:03, DRB1*04:04, DRB1*04:05 i
DRB1*04:06), zatim slede alelske grupe sa 5 dokazanih alela HLA-A*02 (A*02:01,
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A*02:02, A*02:05, A*02:17, A*02:25) i HLA-DQB1*06 (DQB1*06:01, DQB1*06:02,
DQB1*06:03, DQB1*06:04, DQB1*06:09). Cetiri dokazana alela imaju alelske grupe
HLA-C*07 (C*07:01, C*07:02, C*07:04, C*07:06), HLA-DQB1*03 (DQB1*03:01,
DQB1*03:02, DQB1*03:03, DQB1*03:04) i HLA-DQB1*05 (DQB1*05:01, DQB1*05:02,
DQB1*05:03, DQB1*05:04), a tri dokazana alela imaju grupe alela HLA-A*30 (A*30:01,
A*30:02, A*30:04), HLA-B*27 (B*27:02, B*27:05, B*27:09), HLA-B*44 (B*44:02,
B*44:03, B*44:05), HLA-C*03 (C*03:02, C*03:03, C*03:04), HLA-DRB1*11
(DRB1*11:01, DRB1*11:03, DRB1*11:04) i HLA-DRB*13 (DRB1*13:01, DRB1*13:02,
DRB1*13:03). Ostale grupe alela imaju ograni¢en polimorfizam (jedan ili dva alela

unutar grupe alela).

Praktican znacaj, prilikom izbora parova za transplantaciju, ima ¢injenica da neke
grupe alela imaju dominantan alel tj. alel sa velikom ucestalo$¢u pojavljivanja, dok u
nekim grupama alela viSe alela imaju slicnu ucestalost. Tako na primer, jedini aleli
dokazani u grupama alela lokusa HLA-A sa visokom ucestalo$¢u (5% i vise) su A*01:01
(12,05%), A*03:01 (8,48%) i A*11:01 (8,93%). Najces¢i alel lokusa HLA-B je B*51:01
(12,95%) i to je ujedno i jedini dokazani alel u alelskoj grupi HLA-B*51, kao i B*08:01
(8,04%) za grupu alela HLA-B*08. Za lokus HLA-C, jedini dokazani aleli u svojim alelskim
grupama su C*01:02 (8,04%), C*02:02 (6,25%), C*04:01 (15,18%) i C*06:02 (10,71%).
Najucestaliji aleli za lokus HLA-DRB1 su DRB1*03:01 (11,16%) i DRB1*16:01 (10,71%) i
oni su jedini dokazani aleli u alelskim grupama. Samo jedan alel je dokazan i za alelsku
grupu HLA-DRB1*07 (DRB1*07:01, 7,14%). S druge strane, sve grupe alela lokusa
HLA-DQB1 sa ucestalos¢u vecom od 5% imaju viSe od jednog alela. U alelskim grupama
u kojima je dokazano vise alela, slededi aleli su dominantni (sa ucestalo$¢u ve¢om od
5%): A*02:01 (27,23%), A*24:02 (8,04%), B*08:01 (8,04%), C*07:01 (15,18%), C*12:03
(12,50%), DRB1*01:01 (8,93%), DRB1*15:01 (5,80%). U nekim grupama alela dokazano
je vise alela sa ucestalo$¢u vecom od 5%: B*35:01 (8,48%) i B*35:03 (6,25%),
DRB1*11:01 (6,70%) i DRB1*11:04 (5,36%), DQB1*03:01 (16,52%) i DQB1*03:02
(9,82%), kao i DQB1*05:01 (13,39%), DQB1*05:02 (12,05%) i DQB1*05:03 (8,48%).

Najces¢i alel lokusa HLA-A je HLA-A*02:01 (27,23%), koji je ujedno najéesci alel i u
drugim evropskim populacijama (lvanova i sar., 2002; Schmidt i sar., 2009; Mack i sar.,
2011; Schmidt i sar., 2011; Rendine i sar., 2012; Pingel i sar., 2013). U ispitivanoj grupi
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nase populacije dobijeno je da je najceséi alel lokusa HLA-B, HLA-B*51:01 (12,95%) koji
se kao najucestaliji pojavljuje i u populacijama BiH, Grcke, Hrvatske, Portugalije i
Turske (Pingel i sar., 2013). Najucestaliji aleli lokusa HLA-C u nasoj populaciji, C*04:01 i
C*07:01 (15,18%), su zastupljeni i u drugim evropskim populacijama (Schmidt i sar.,
2009; Schmidt i sar., 2011; Rendine i sar., 2012; Pingel i sar., 2013). Za lokus HLA-DRB1
najucestaliji aleli su DRB1*03:01 (11,16%) i DRB1*16:01 (10,71%). Pingel i saradnici
(Pingel i sar., 2013) su prikazali na velikom broju uzoraka dobijenih od ispitanika
poreklom iz 17 zemalja, koji su prijavljeni u nemacki registar davalaca MCH, da je
HLA-DRB1*03:01 prisutan medu tri najucestalija alela lokusa HLA-DRB1 u populacijama
Austrije, BiH, Spanije, Engleske, Hrvatske, Holandije, Poljske, Portugalije, Rumunije,
Rusije, Amerike, ali ne i u populacijama Francuske, Italije, Grcke, Turske, Kine.
Medutim, HLA-DRB1*16:01 je prisutan medu prva tri samo u populaciji Grcke, a
dokazan je kao najucestaliji zajedno sa HLA-DRB1*11:04 u populaciji Bugarske (lvanova
i sar., 2002) i Makedonije (Petlichkovski i sar., 2004). U naSoj populaciji,
HLA-DRB1*04:01 (4,02%) ima najvecu ucestalost u odnosu na druge alele koji su
dokazani unutar grupe alela HLA-DRB1*04, slede¢i po ucestalosti su DRB1*04:02
(2,68%) i HLA-DRB*04:03 (1,79%). Sli¢na distribucija dobijena je i u populaciji Hrvatske
(Grubic i sar., 2012), dok su u vedini drugih evropskih populacija naj¢esc¢i aleli
HLA-DRB1*04:01 i DRB1*04:04 (lvanova i sar., 2002; Nowak i sar., 2008; Eberhard i
sar., 2010; Gonzalez-Galarza i sar., 2011; Schmidt i sar., 2011; Rendine i sar., 2012).

Merenjem neravnoteZe udruZivanja alela za haplotipove koje Cine dva lokusa, u
ispitivanoj grupi dobijena je statisticki znacajna neravnoteza udruZivanja alela (nivo
znacajnosti p=0,05) lokusa HLA-B i HLA-C (p = 0,00031) i lokusa HLA-DRB1 i HLA-DQB1
(p = 0,00000). Ostali parovi lokusa HLA nemaju statisti¢ki znacajnu neravnotezu
udruzivanja alela (p>0,05): HLA-A-B p=1,00000, HLA-A-C p=0,99990, HLA-A-DRB1
p=1,00000, HLA-B-DRB1 p=1,00000, HLA-C-DRB1 p=0,95911, HLA-A-DQB1 p=0,99982,
HLA-B-DQB1 p=0,98638, C-DQB1 p=0,34656. Svih 29 dobijenih haplotipova HLA-B-C i
svi HLA-DRB1-DQB1 haplotipovi (ukupno 21) sa ucestaloséu ve¢om od 1%, kao i 75%
(18/24) haplotipova HLA-A-B, 62,1% (18/29) haplotipova HLA-A-C, 81,5% (22/27)
haplotipova HLA-A-DRB1, 90,5% (19/21) haplotipova HLA-B-DRB1, 84% (21/25)
haplotipova HLA-C-DRB1, 64,5% (20/31) haplotipova HLA-A-DQB1, 83,9% (26/31)
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haplotipova HLA-B-DQB1 i 77,8% (28/36) haplotipova HLA-C-DQB1 imaju i D’ = 0,05.
Aleli za koje je dobijeno da se uvek udruzuju u haplotip (D’=1) su HLA-DRB1*03:01-
DQB1*02:01 (broj pojavljivanja je N=25, ucestalost haplotipa je 11,16%), HLA-B*52:01-
C*12:02 (N=5, 2,23%), HLA-DRB1*15:02-DQB1*06:01 (N=4, 1,79%), HLA-B*41:02-
C*17:03 (N=3, 1,34%), kao i HLA-A*30:04-B*14:01 (N=2, 0,89%). Haplotipovi koji imaju
D’=1 a pojavljuju se samo jednom su HLA-A*02:17-B*39:06, HLA-A*29:01-B*07:05,
HLA-A*29:01-DRB1*10:01, HLA-B*57:02-C*18:02, HLA-B*58:01-C*03:02, HLA-B*07:05-
DRB1*10:01.

Najceséi haplotip alela klase | HLA je HLA-A*01:01-B*08:01-C*07:01 (5,4%), a
dobijeno je 9 haplotipova alela lokusa HLA-A, HLA-B i HLA-DRB1 koji imaju uéestalost
vecu od 1%. Najceséi je haplotip HLA-A*01:01-B*08:01-DRB1*03:01 koji se pojavljuje
10 puta, dok se haplotipovi HLA-A*02:01-B*44:02-DRB1*16:01, HLA-A*02:01-B*51:01-
DRB1*16:01 i HLA-A*33:01-B*14:02-DRB1*01:02 pojavljuju po 5 puta u ispitivanoj
grupi.

Dobijeno je 2897 mogudih haplotipova alela svih pet ispitivanih lokusa u nasoj grupi
ispitanika. Sedam haplotipova alela HLA-A-B-C-DRB1-DQB1 ima ucestalost vecu od 1%,
s tim $to je kumulativna ucestalost 13,34%. Slicna kumulativna ucestalost najces¢ih
haplotipova svih pet lokusa je dobijena kod 338 ispitanika u populaciji Italije,
8 haplotipova ima ucestalost veéu od 1% sa kumulativnom ucestalo$¢u od 13,92%
(Rendine i sar., 2012). Kod 200 ispitanika u populaciji Poljske (Nowak i sar., 2008)
10 haplotipova ima ucestalost ve¢u od 1% sa kumulativnom ucestalos¢u od 17,64%.
Manja heterogenost je dobijena za populaciju Finske, gde u grupi od 504 ispitanika
14 haplotipova ima ucestalost ve¢u od 1% sa kumulativnom ucestalos¢u od 31,12%

(Haimila i sar., 2013).

Najucestaliji haplotip svih pet lokusa u nasoj populaciji je A*01:01-B*08:01-C*07:01-
DRB1*03:01-DQB1*02:01 (4,4%), koji je prisutan kao najucestaliji haplotip i u drugim
evropskim populacijama (Gonzalez-Galarza i sar., 2011; Pingel i sar., 2013). Drugi po
ucestalosti haplotip svih pet lokusa je A*33:01-B*14:02-C*08:02-DRB1*01:02-
DQB1*05:01 sa 2,2%. Pingel i saradnici (Pingel i sar., 2013) su na osnovu porekla
roditelja ispitanika iz nemackog registra prikazali da je haplotip A*33:01-B*14:02-

C*08:02-DRB1*01:02 medu prvih deset haplotipova u populacijama Spanije (u¢estalost
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haplotipa 1,13%), Grcke (0,74%), Italije (0,93%), Portugalije (0,84%) i Turske (0,79%) a
nije dokazan u prvih deset haplotipova u populacijama Austrije, Francuske, Nemacke,
Velike Britanije, Holandije, Poljske, BiH, Hrvatske, Rumunije, Kazahstana, Rusije,
Amerike i Kine. Odsustvo ovog haplotipa se uocava i u radovima drugih autora za
populacije Hrvatske sa 105 ispitanika (Grubic i sar., 2000), Bugarske sa 55 ispitanika
(Ilvanova i sar., 2002), Poljske sa 200 ispitanika (Nowak i sar., 2008), Nemacke sa 20653
ispitanika (Schmidt i sar., 2011), Francuske sa 356 ispitanika (Pedron i sar., 2005),
Finske sa 504 ispitanika (Haimila i sar., 2013) i Irske sa 250 ispitanika (Dunne i sar.,
2008). Rendine i saradnici (Rendine i sar., 2012) su pokazali da je medu 338 ispitanika,
A*33:01-B*14:02-C*08:02-DRB1*01:02-DQB1*05:01 drugi po ucestalosti haplotip u
populaciji Italije, sa ucestalo$¢u 2,2%. Maires i saradnici (Maiers i sar., 2007) su
rangirali haplotipove kod Americke populacije poreklom sa razli¢itih kontinenata.
Haplotip A*33:01-B*14:02-DRB1*01:02 se kao peti po ucestalosti pojavljuje kod Latino
Amerikanaca (Hispano Amerikanaca), dok kod populacija afri¢kih, evropskih i azijskih
Amerikanaca ovaj haplotip nije medu prvih deset (kod africkih nije dokazan, kod
evropskih na 15., a kod azijskih na 1036. mestu po ucestalosti). Klitz i saradnici (Klitz i
sar., 2009) su dobili da ucestalost haplotipa A*33:01-B*14:02-C*08:02-DRB1*01:02 u
populaciji 553 ispitanika meksickih Amerikanaca iznosi 1,09%, a u prikazanim
ucestalostima u populaciji 564 africkih Amerikanaca u radu Tua i saradnika (Tu i sar.,
2007) nije dobijen ovaj haplotip medu haplotipovima koji imaju ucestalost >0,26%.
Medutim, A*33:01-B*14:02-DRB1*01:02 je najucestaliji haplotip u populaciji Jermenije
(uCestalost 3%) kako su dokazali Matevosyan i saradnici (Matevosyan i sar., 2011) u
grupi od 100 osoba iz njihovog registra. Ayed i saradnici (Ayed i sar., 2004) su na
uzorku 100 osoba iz Tunisa dokazali da je haplotip HLA-A*33:01-B*14:02-C*08:02-
DRB1*01:02-DQA1*01:01-DQB1*05:01 medu prvih pet sa ucestalos¢u 4%. Najveca
uCestalost haplotipa A*33:01-B*14:02-DRB1*01:02 (4,3%) je dobijena u populaciji
46 ispitanika severne Portugalije (Spinola i sar., 2002; Gonzalez-Galarza i sar., 2011).
U ranijim radovima haplotip A*33:01-B*14:02-DRB1*01:02 je naveden kao
mediteranski (Spinola i sar., 2002; Ayed i sar., 2004; Andri¢ i sar., 2008). Uzimajudi u
obzir dokazanu povezanost alela lokusa HLA-B i HLA-C, kao i alela lokusa HLA-DRB1 i

HLA-DQB1, zatim dokazanu ucestalost ovog haplotipa u nasoj grupi ispitanika i
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analiziranu distribuciju haplotipova u drugim populacijama, moZe se smatrati da je
proSireni haplotip A*33:01-B*14:02-C*08:02-DRB1*01:02-DQB1*05:01 karakteristican
za mediteransku grupu populacija. Sve navedene populacije, ukljuéujuéi i nasu grupu
ispitanika, koje imaju haplotip A*33:01-B*14:02-DRB1*01:02 oznacen kao
mediteranski, imaju i pan-evropski haplotip A*01:01-B*08:01-C*07:01-DRB1*03:01-
DQB1*02:01 kao najucestaliji, osim populacija Jermenije i Tunisa u kojima nije

dokazano prisustvo ovog haplotipa.

S obzirom na to da na ucestalost alela i haplotipova utice broj ispitanika (Sanchez-
Mazas i sar., 2012), uporedili smo dobijene rezultate haplotipova u nasim grupama
ispitanika. U svim grupama je kao najucestaliji dobijen haplotip A*01-B*08-DRB1*03 i
to u grupi od 1992 ispitanika dobijen je A*01-B*08-DRB1*03 sa ucestalos¢u 5,91%, u
grupi od 159 ispitanika dobijen je proSireni haplotip A*01-B*08-C*07-DRB1*03-
DQB1*02 sa ucestalo$¢u 6,6%, a u grupi od 112 ispitanika dobijen je A*01:01-B*08:01-
C*07:01-DRB1*03:01-DQB1*02:01 sa 4,4%. Kao drugi najucestaliji haplotip u nasoj
populaciji u grupi ispitanika kojoj su radeni testovi niske rezolucije dobijen je A*02-
B*18-DRB1*11 i to u grupi od 1992 ispitanika sa ucestaloS¢u 1,91%, a u grupi od
159 ispitanika dobijen je prosireni haplotip A*02-B*18-C*07-DRB1*11-DQB1*03 sa
ucestalos¢u 2,5%. Haplotip A*02:01-B*18:01-C*07:01-DRB1*11:04-DQB1*03:01 ima
ucestalost 0,89% u grupi 112 ispitanika. Tre¢i po ucestalosti haplotip u grupi 1992
ispitanika je A*33-B*14-DRB1*01 (1,45%), a grupi od 159 ispitanika prosireni haplotip
A*33-B*14-C*08-DRB1*01-DQB1*05 sa ucestaloS¢u 2,2%. A*33:01-B*14:02-C*08:02-
DRB1*01:02-DQB1*05:01 sa 2,2% je drugi haplotip alela u grupi 112 ispitanika.

Dobijeni podaci o ucestalosti alela i haplotipova se koriste za odredivanje stepena
genetske slicnosti poredenjem sa drugim populacijama (Schipper i D’Amaro, 2000;
Solberg i sar., 2008). Middleton i saradnici (Middleton i sar., 2003; Gonzalez-Galarza i
sar., 2011) objedinjuju publikovane podatke o ucestalosti alela i haplotipova, kao i
podatke o poreklu ispitivane populacija, broju ispitanika, tehnikama tipizacije. Ova
baza je dostupna na www.allelefrequencies.net i osnovni je izvor informacija
geografske distribucije alela i haplotipova i za poredenje sopstvene sa drugim
populacijama (Solberg i sar., 2008; Gonzalez-Galarza i sar., 2011; Sanchez-Mazas i sar.,
2012). Sadrzi podatke o polimorfizmu HLA za 924 populacije razli¢itog etni¢kog i
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geografskog porekla sa ukupno oko 4,5 miliona ispitanika. Od toga je 194 populacija sa
10-50 ispitanika, 264 sa 51-100 ispitanika, 319 sa 101-500, 41 sa 501-1000 ispitanika,
75 sa 1000-5000 i 36 populacija sa preko 5000 ispitanika
(http://www.allelefrequencies.net, februar 2014). Ispitivanje stepena genetske
slicnosti naSe grupe ispitanika sa drugim populacijama je radeno u odnosu na 284222
osoba iz 46 populacija na osnovu dostupne ucestalosti grupa alela za lokuse HLA-A i
HLA-B (Middleton i sar., 2003; Gonzalez-Galarza i sar., 2011). Filogenetsku analizu na
osnovu ovako dostupnih podataka su radili i drugi autori (Dunne i sar., 2008; Arrieta-
Bolanos i sar., 2011; Rendine i sar., 2012). Odabrane su populacije Evrope, kao i
populacije bele rase ispitanika iz Australije i Amerike. Na osnovu vrednosti genetske
distance, populacija nasih ispitanika ima najvedi stepen genetske sli¢nosti sa susednim
populacijama, kao i populacijama koje Zive na podruéju centralnog Balkana. Na
dobijenom dendrogramu je pokazano da je populacija Srbije, sa populacijama
Rumunije i Italije, deo grupe kojoj jos pripadaju i populacije Albanije, Makedonije, BiH i
Hrvatske. Zajedno sa populacijama Bugarske, Gréke i Turske, ispitivana grupa je deo
vecéeg klastera koji obuhvata i populaciju Rusije. Populacije Zapadne Evrope i
populacije drugih belaca su dalje grupisani u odnosu na populacije Jugoistocne Evrope.
Sli¢na pozicija populacije Srbije je prikazana i na dendrogramima autora koji su koristili
dostupne podatke o ucestalosti HLA-A i HLA-B za populaciju Srbije na uzorku od 291
ispitanika (Andric i sar., 2007; Sulcebe i sar., 2009; Arrieta-Bolanos i sar., 2011). Na
genetsku sli¢nost i sa mediteranskim i sa zapadnoevropskim populacijama ukazuje i
prisustvo panevropskog (A*01:01-B*08:01-C*07:01-DRB1*03:01-DQB1*02:01) i
mediteranskog (A*33:01-B*14:02-C*08:02-DRB1*01:02-DQB1*05:01) haplotipa alela

kao dva najucestalija haplotipa u nasoj populaciji.

Najveci stepen genetske slinosti na osnovu ucestalosti grupa alela za lokuse HLA-A i
HLA-B je dobijen sa populacijama Rumunije (DAx100= 1,384838) i Italije (DAx100
=2,199858). Sli¢nost sa populacijom Italije se uocava i u analizi ucestalosti haplotipova
alela. Rendine i saradnici (Rendine i sar., 2012) su prikazali najces¢e haplotipove pet
lokusa u grupi od 338 ispitanika. Medu 8 haplotipova koji imaju ucestalost vecu od 1%
su 4 haplotipa koja su dokazana i u nasoj populaciji medu 7 haplotipova sa ucestaloséu

vecom od 1%: A*01:01-B*08:01-C*07:01-DRB1*03:01-DQB1*02:01 (4,66% u
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italijanskoj populaciji u odnosu na 4,41% u nasoj grupi ispitanika), A*33:01-B*14:02-
C*08:02-DRB1*01:02-DQB1*05:01 (1,78% u odnosu na 2,23%), A*30:01-B*13:02-
C*06:02-DRB1*07:01-DQB1*02:02 (1,60% u odnosu na 1,34%) i A*30:02-B*18:01-
C*05:01-DRB1*03:01-DQB1*02:01 (1,04% u odnosu na 1,34%). Medutim, Pingel i
saradnici (Pingel i sar., 2013) su pokazali da u grupi 1234 ispitanika poreklom iz
Rumunije, osim panevropskog haplotipa A*01:01-B*08:01-C*07:01-DRB1*03:01-
DQB1*02:01 (5,75% u odnosu na 4,41%), nema drugih istih haplotipova sa ucestaloséu

vecom od 1% kao u nasoj grupi ispitanika.

Poznavanje ucestalosti alela i haplotipova u odredenoj populaciji ima prakti¢an
znacaj za strategiju planiranja registra davalaca MCH, kao i za pristup u traZenju
davaoca MCH za odredenog bolesnika. Procena optimalnog broja davalaca u RDKS je
radena u odnosu na grupu ispitanika sa najve¢im brojem haplotipova (n=3984) i u ovoj
ispitivanoj grupi je dobijeno 2463 mogucih haplotipova grupe alela HLA-A-B-DRB1.
Verovatnoda pronalazenja davaoca podudarnog u HLA-A-B-DRB1 je 25% ukoliko se u
Registru nalazi 10 000 davalaca. Sa 100 000 tipiziranih davalaca, verovatnoéa je 65%, a
sa milion davalaca verovatnoda je 92%. Slicna aproksimacija procene verovatnode
pronalazenja davaoca moze se ocekivati i u odnosu na svih pet lokusa s obzirom na to
da je dokazano znacajno udruZivanje grupa alela (D’ > 0,05) kod 89,3% haplotipova
HLA-B-C i 76,9% haplotipova HLA-DRB1-DQB1 koji imaju ucestalost veéu od 1%.
Takode, u grupi od 112 ispitanika je dobijeno da svi haplotipovi alela HLA-B-C i svi
haplotipovi alela HLA-DRB1-DQB1 sa ucestaloséu vecom od 1% imaju i statisticki

znacajno udruZivanje alela ovih lokusa.

Muller i saradnici (Muller i sar., 2003) su dobili da verovatnoc¢a da se pronade
HLA-A-B-DR fenotipski podudaran davalac iznosi oko 66% ako u Registru ima 150 000
davalaca, ali da je potrebno 10 000 novih davalaca da bi se ta verovatnoda povecala za
1%. Takode, uzimajuci u obzir ucestalosti u njihovoj populaciji, 100 000 novih davalaca
u Registru sa milion davalaca povecava verovatnocu sa 85% na 86%. Autori zakljucuju
da se sa poveéanjem broja davalaca u Registru povecava i verovatnoca pronalazenja
podudarnog davaoca, ali da nije moguce dostiéi verovatnoéu 100%. Razlog tome je
ekstremni polimorfizam HLA, kao i ponavljanje istih haplotipova. Odnosno, efikasnija
strategija povecdanja broja davalaca treba da bude usmerena i na populacije davalaca
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sa retkim haplotipovima, Sto navode i drugi autori (Schmidt i sar., 2009). Beaty i
saradnici (Beatty i sar., 2000) su prikazali verovatnoéu pronalaZenja davaoca kod
populacija razli¢itih rasa u odnosu na kriterijume tada vazecih standarda i tipizacija
zasnovanih na seroloskim tehnikama. Dobili su da je za svakog bolesnika bilo koje rase
moguce pronaci 4/6 HLA-A, -B, -DR podudarnog davaoca u Registru sa 10 000 davalaca.
Sonnenberg i saradnici (Sonnenberg i sar., 1989) su procenjivali verovatnocu
pronalaZzenja davaoca razlic¢ite podudarnosti koristeéi postojece tabele ucestalosti
seroloskim testovima definisanih haplotipova dva i tri lokusa na globalnom nivou.
IzraCunali su da je 43% verovatnoca da se pronade HLA-A-B fenotipski identi¢ni davalac
u Registru koji ima 3 miliona davalaca, a 60% je verovatnoéa da se pronade parcijalno
podudaran davalac u Registru sa 100 000 davalaca. Schmidt i saradnici (Schmidt i sar.,
2009) su na osnovu izracunatih mogudih haplotipova alela kod 8862 davalaca
nemackog registra uradili procenu pronalaZenja davaoca razliCitog stepena
podudarnosti u odnosu na bolesnika. Za pronalazenje davaoca podudarnog u alelima
lokusa HLA-A, HLA-B, HLA-C i HLA-DRB1 dobili su da je verovatnoca 67,8% u Registru sa

milion davalaca, a 85,9% u registru sa 7 miliona davalaca.

Za transplantaciju MCH na raspolaganju su i jedinice umbilikalne krvi iz nacionalnih
banaka, koje su takode dostupne u bazi podataka Svetskog registra (Foeken i sar.,
2010; Welte i sar., 2010). Zbog toga, dobijeni podaci o ucestalosti haplotipova u nasoj
populaciji, mogu doprineti i u proceni potrebnog broja jedinica umbilikalne krvi za
nacionalnu banku umbilikalne krvi, Sto navode i drugi autori (Querol i sar., 2009;
Haimila i sar., 2013). Tako na primer, Querol i saradnici (Querol i sar., 2009) su
procenili da je 50 000 jedinica umbilikalne krvi optimalno za nacionalnu banku u Velikoj
Britaniji da bi se za 80% bolesnika pronasla najmanje jedna 5/6 podudarna jedinica
umbilikalne krvi, odnosno za 98% bolesnika 4/6 podudarna jedinica umbilikalne krvi.
Haimila i saradnici (Haimila i sar., 2013) su izracunali da je oko 1700 jedinica
umbilikalne krvi potrebno da bi se obezbedilo pronalazenje 5/6 HLA podudarnog
davaoca za 80% bolesnika u Finskoj. S obzirom na to da je prema vazeéim standardima
(Petersdorf, 2008) za izbor jedinice umbilikalne krvi dovoljna podudarnost 5/6 i 4/6,
s tim Sto podudarnost za lokus HLA-DRB1 mora biti na nivou alela, dobijeni podaci o

ucestalosti haplotipova HLA-A-B-DRB1 i ucestalosti alela za lokus HLA-DRB1 u se mogu
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koristiti za ekonomski racionalno planiranje broja jedinica umbilikalne krvi u

nacionalnoj banci.

Veli¢ina Registra nije jedini parametar koji ¢e ukazivati na efikasnost pronalazenja
odgovarajuceg davaoca (Lown i Shaw, 2013). Savremene strategije razvoja Registara su
usmerene na regrutovanje mladih davalaca muskog pola (Schmidt i sar., 2009), kao i na
aktivnosti koje omogucavaju ukljucivanje manjinskih populacija sa ciljem da se poveca

raznolikost dostupnih haplotipova (Muller i sar., 2003; Schmidt i sar., 2009).

Prema izvestaju za 2012. godinu (BMDW, 2012), u bazi podataka Svetskog registra
sa 20226863 davalaca je bilo 1506491 razli¢itih fenotipova, od toga 47% fenotipova se
pojavljuju samo jednom. Takode, tokom 2012. godine, jedan od 15 novo prijavljenih
davalaca je bio sa novim HLA-A-B-DR fenotipom. Postoje velike razlike izmedu zemalja
u prijavljivanju novih fenotipova u bazu podataka BMDW. Najvise novih fenotipova u
2012. godini je bilo iz Juzne Afrike i Kine (sa po vise od 10% novih fenotipova), a
najmanje iz Irske, Litvanije i Norveske (po oko 2%). Medu 1838 prijavljenih davalaca iz
Srbije, nije bilo fenotipova HLA-A-B-DR koji vec nisu bili prisutni u bazi podataka BMDR.
To ima prakti¢an znacaj, jer za pacijente iz zemalja u kojima nema novih fenotipova
postoji vec¢a verovatnoca da se pronade podudaran davalac. Medutim, treba uzeti u
obzir da su savremeni kriterijumi za izbor nesrodnog davaoca zasnovani na definisanju
alela testovima visoke rezolucije za lokuse HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-DRB1 i HLA-
DQB1, a da je podudarnost u svih pet lokusa (10/10 podudarnost) udruzena sa manjom
incidencom i tezinom komplikacija posle transplantacije i ukupnim prezivljavanjem

bolesnika.

Danasnje strategije regrutovanja novih davalaca su usmerene na manjinske
populacije da bi se dobila veéa haplotipska raznovrsnost. U grupi ispitanika iz RDKS nije
dokazana statisticki znacajna razlika ucestalosti grupa alela izmedu ispitanika razlicitih
regiona Srbije (Andric i sar., 2014), s tim S$to manjinske populacije ¢ine 11,7%
(233/1992) ispitanika. Od toga 2,91% (58/1992) ispitanika se izjasnilo da su Madari, a

manje od 1% Cine populacije drugih nacionalnih pripadnosti.

Za skradivanje vremena trazenja davaoca znacajan je i nivo rezolucije tipizacije

davalaca, a na to utiCu i ekonomske moguénosti Registara. Tipizacija svih lokusa
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relevantnih za ishod transplantacije, kao i informativnost na nivou alela se pokazala
kao efikasan pristup u strategiji tipiziranja u Registrima sa velikim brojem davalaca
(Tu i sar., 2013). Takode, glavni Registar Engleske (The Anthony Nolan Trust) je 2011.
godine ciljano regrutovao 10 000 davalaca muskog pola kojima je uradena tipizacija
visoke rezolucije za svih pet lokusa (Lown i Shaw, 2013). U naSoj studiji je kod 112
ispitanika, kojima su prethodno definisane grupe alela, uradena tipizacija HLA
testovima visoke rezolucije za svih pet lokusa. Jedini kriterijum za izbor ove grupe
ispitanika je bio da su starosti do 35 godina u vreme ispitivanja. U ispitivanoj grupi
osobe muskog pola ¢ine 62,9% ispitanika, a 54,07% (1077/1992) ispitanika je bilo
mlade od 36 godina. Prema standardima WMDA (WMDA, 2012), zdrava osoba
prijavljena u Registar moze davati MCH do uzrasta od 60 godina. Tipizacija najmladih
potencijalnih davalaca koji su se prijavili u RDKS predstavlja osnov za unapredenje
efikasnosti RDKS, Sto ¢e omoguditi pronalazenje odgovarajuceg davaoca za sve veci

broj bolesnika u nasoj populaciji.

Furst i saradnici (Furst i sar., 2013) su retrospektivnom analizom kod 2646 nemackih
bolesnika pokazali da na ishod transplantacije negativno utice i nepostojanje davaoca u
nacionalnom registru, odnosno da bolesnici transplantirani od davaoca iz nacionalnog
registra imaju bolje preZivljavanje od bolesnika koji su dobili MCH od internacionalnog
davaoca. Na to utiCe brzina pronalaZzenja davaoca, odnosno pravovremena
transplantacija. Takode, autori navode da razlike drugih imunoloski relevantnih lokusa
na hromozomu 6, kao i non-HLA polimorfizam, koji mogu uticati na ishod
transplantacije, mogu biti mnogo ¢es¢i kod bolesnika sa retkim fenotipovima i ukoliko

je davalac drugacijeg etnickog porekla nego bolesnik.

Dobijeni procenjeni broj davalaca i dobijene ucestalosti alela, kao i ranije prikazane
ucestalosti haplotipova u razli¢itim regionima Srbije (Andric i sar., 2014) doprinose

donosenju strategije u planiranju aktivnosti prijavljivanja novih davalaca u RDKS.
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1. Na osnovu ucestalosti grupa alela za lokuse HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-DRB1 i
HLA-DQB1 u populaciji Srbije, ustanovljeno je da 46 od 58 grupa alela
(79,3%) HLA klase | i 17 od 18 grupa alela (94,4%) HLA klase Il ima ucestalost

vecu od 1%.

2. Grupe alela koje imaju ucestalost vecu od 10% su A*02, A*01, A*03 i A*24;
B*35 i B*51; C*07, C*04, C*12 i C*06; DRB1*11, DRB1*13, DRB1*03,
DRB1*16 i DRB1*01; DQB1*03, DQB1*05, DQB1*02 i DQB1*06.

3. Znacajno udruzivanje grupa alela (D’ 2 0,05) dva lokusa medu haplotipovima
koji imaju ucestalost vecu od 1% je dobijeno za 38,5% haplotipova HLA-A-B,
34,6% haplotipova HLA-A-DRB1, 62,1% haplotipova HLA-B-DRB1, 89,3%
haplotipova HLA-B-C i 76,9% haplotipova HLA-DRB1-DQB1.

4. Najceséi haplotipovi grupa alela koje Cine lokusi HLA-A, HLA-B i HLA-DRB1 su
A*01-B*08-DRB1*03, A*02-B*18-DRB1*11 i A*33-B*14-DRB1*01.

5. Najucestaliji haplotipovi grupe alela svih pet lokusa su A*01-B*08-C*07-
DRB1*03-DQB1*02, A*02-B*18-C*07-DRB1*11-DQB1*03, A*33-B*14-C*08-
DRB1*01-DQB1*05 i A*02-B*35-C*04-DRB1*16-DQB1*05.

6. Aleli klase | HLA koji imaju ucestalost ve¢u od 5% u populaciji Srbije su
A*02:01, A*01:01, A*11:01, A*03:01 i A*24:02 za lokus HLA-A; B*51:01,
B*18:01, B*35:01, B*08:01 i B*35:03 za lokus HLA-B; C*04:01, C*07:01,
C*12:03, C*06:02, C*01:02 i C*02:02 za lokus HLA-C. Aleli klase Il HLA koji
imaju ucestalost ve¢u od 5% su DRB1*03:01, DRB1*16:01, DRB1*01:01,
DRB1*13:02, DRB1*07:01, DRB1*11:01, DRB1*15:01, DRB1*11:04 i
DRB1*14:54 za lokus HLA-DRB1; DQB1*03:01, DQB1*05:01, DQB1*05:02,
DQB1*02:01, DQB1*03:02, DQB1*05:03 i DQB1*06:04 za lokus HLA-DQB1.

7. Najvedi polimorfizam je dokazan za grupu alela HLA-DRB1*04 (DRB1*04:01,
DRB1*04:02, DRB1*04:03, DRB1*04:04, DRB1*04:05 i DRB1*04:06), zatim
HLA-A*02 (A*02:01, A*02:02, A*02:05, A*02:17, A*02:25) i HLA-DQB1*06
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10.

11.

12

(DQB1*06:01, DOB1*06:02, DQB1*06:03, DQB1*06:04, DQB1*06:09), HLA-
C*07 (C*07:01, C*07:02, C*07:04, C*07:06), HLA-DQB1*03 (DQB1*03:01,
DQB1*03:02, DQOB1*03:03, DQB1*03:04) i HLA-DQB1*05 (DQB1*05:01,
DQB1*05:02, DQB1*05:03, DQB1*05:04), HLA-A*30 (A*30:01, A*30:02,
A*30:04), HLA-B*27 (B*27:02, B*27:05, B*27:09), HLA-B*44 (B*44:02,
B*44:03, B*44:05), HLA-C*03 (C*03:02, C*03:03, C*03:04), HLA-DRB1*11
(DRB1*11:01, DRB1*11:03, DRB1*11:04) i HLA-DRB*13 (DRB1*13:01,
DRB1*13:02, DRB1*13:03).

Aleli sa ucestalo$¢u ve¢om od 5% koji su ujedno i jedini dokazani aleli u
pripadajuéoj grupi alela su A*01:01, A*03:01, A*11:01, B*51:01, B*08:01,
C*01:02, (C*02:02, C*04:01, C*06:02, DRB1*03:01, DRB1*16:01 i
HLA-DRB1*07:01, dok sve grupe alela lokusa HLA-DQB1 sa ucestaloScu

vecom od 5% imaju viSe od jednog alela.

Haplotipovi sa ucestaloS¢u ve¢om od 1% koji imaju najvecu neravnotezu
udruzivanja alela (D’=1) su HLA-DRB1*03:01-DQB1*02:01, HLA-B*52:01-
C*12:02, HLA-DRB1*15:02-DQB1*06:01 i HLA-B*41:02-C*17:03.

Najucestaliji haplotipovi pet lokusa u populaciji Srbije su A*01:01-B*08:01-
C*07:01-DRB1*03:01-DQB1*02:01, koji je prisutan kao najucestaliji haplotip
i u drugim evropskim populacijama i A*33:01-B*14:02-C*08:02-DRB1*01:02-

DQB1*05:01 koji je karakteristican za mediteransku grupu populacija.

Populacija Srbije ima najveéi stepen genetske slicnosti sa susednim
populacijama, kao i populacijama koje Zive na podruéju centralnog Balkana,
a potvrdena je veca genetska distanca u odnosu na populacije Zapadne

Evrope.

.Verovatnoéa pronalaZzenja nacionalnog davaoca podudarnog u

HLA-A-B-DRB1 je 65% ukoliko bi Registar davalaca kostne srzi Srbije imao
100 000 tipiziranih davalaca, a 90% ukoliko bi u Registru davalaca kostne srzi

Srbije bilo milion davalaca.
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http://www.allelefrequencies.net/pop6001c.asp?pop_id=2730
Bosnia and Herzegovina:
http://www.allelefrequencies.net/pop6001c.asp?pop_id=2758
Brazil Parana Caucasian:
http://www.allelefrequencies.net/pop6001c.asp?pop_id=1926
Bulgaria:
http://www.allelefrequencies.net/pop6001c.asp?pop_id=1314
Croatia pop 2:
http://www.allelefrequencies.net/pop6001c.asp?pop_id=2199
Czech Republic Gypsy pop 2:
http://www.allelefrequencies.net/pop6001c.asp?pop_id=2753
Czech Republic Kurd:
http://www.allelefrequencies.net/pop6001c.asp?pop_id=2754
England London Ashkenazi Jews:
http://www.allelefrequencies.net/pop6001c.asp?pop_id=2172
France Corsica Island:
http://www.allelefrequencies.net/pop6001c.asp?pop_id=2175
France Grenoble, Nantes and Rennes:
http://www.allelefrequencies.net/pop6001c.asp?pop_id=2429)
France Southeast:
http://www.allelefrequencies.net/pop6001c.asp?pop_id=1517
Germany Essen:
http://www.allelefrequencies.net/pop6001c.asp?pop_id=1387
Greece Crete :
http://www.allelefrequencies.net/pop6001c.asp?pop_id=1614
Greece North:
http://www.allelefrequencies.net/pop6001c.asp?pop_id=1565
Ireland Northern:
http://www.allelefrequencies.net/pop6001c.asp?pop_id=1243
Israel Jews pop 2:
http://www.allelefrequencies.net/pop6001c.asp?pop_id=1970
Italy:
http://www.allelefrequencies.net/pop6001c.asp?pop_id=1245
Macedonia pop 3 :
http://www.allelefrequencies.net/pop6001c.asp?pop_id=1603
Macedonia pop 4 :
http://www.allelefrequencies.net/pop6001c.asp?pop_id=1735
Madeira pop 3:
http://www.allelefrequencies.net/pop6001c.asp?pop_id=2731
Morocco pop 2:
http://www.allelefrequencies.net/pop6001c.asp?pop_id=2849
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Norway pop 2:
http://www.allelefrequencies.net/pop6001c.asp?pop_id=2750
Norway Sami:
http://www.allelefrequencies.net/pop6001c.asp?pop_id=2749
Portugal Lisbon:
http://www.allelefrequencies.net/pop6001c.asp?pop_id=2722
Portugal Porto:
http://www.allelefrequencies.net/pop6001c.asp?pop_id=2724
Romania:
http://www.allelefrequencies.net/pop6001c.asp?pop_id=1544
Russia Moscow:
http://www.allelefrequencies.net/pop6001c.asp?pop_id=2841
Russia Northwest pop 3:
http://www.allelefrequencies.net/pop6001c.asp?pop_id=2860
Russia Samara Region:
http://www.allelefrequencies.net/pop6001c.asp?pop_id=2667
Russia South Ural Bashkir:
http://www.allelefrequencies.net/pop6001c.asp?pop_id=2845
Russia South Ural Tatar:
http://www.allelefrequencies.net/pop6001c.asp?pop_id=2846
Spain lbiza:
http://www.allelefrequencies.net/pop6001c.asp?pop_id=1317
Spain Majorca:
http://www.allelefrequencies.net/pop6001c.asp?pop_id=1315
Spain Majorcans Jews:
http://www.allelefrequencies.net/pop6001c.asp?pop_id=1318
Spain Minorca:
http://www.allelefrequencies.net/pop6001c.asp?pop_id=1316
Spain Murcia:
http://www.allelefrequencies.net/pop6001c.asp?pop_id=1327
Turkey pop 2:
http://www.allelefrequencies.net/pop6001c.asp?pop_id=1611
Turkey pop 5:
http://www.allelefrequencies.net/pop6001c.asp?pop_id=1650
USA OPTN Caucasian:
http://www.allelefrequencies.net/pop6001c.asp?pop_id=2389
Wales:
http://www.allelefrequencies.net/pop6001c.asp?pop_id=1571
Wales pop 2:
http://www.allelefrequencies.net/pop6001c.asp?pop_id=2847
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Spisak skradenica

APC
BMDW
CDC

CwD

D’
DA
DNK
HLA
HWE
KIR

LD

MHC
MLE
NIMA
PCR
RDKS
SBT
SSO
SSP

WMDA

Antigen prezentujuce Celije

Svetski registar davalaca kostne srizi
Mikrolimfocitotoksi¢ni test

Lista opstih i dobro dokumentovanih alela
Vrednost neravnoteZe udruzivanja alela
Relativna vrednost neravnoteZe udruZivanja alela
Genetska distanca

Dezoksiribonukleinska kiselina

Humani leukocitni antigeni
Hardy—Weinbergova ravnoteza

Receptori na ¢elijama ubicama

Neravnoteza udruzivanja

Matic¢ne ¢elije hematopoeze

Kompleks glavnih gena tkivne podudarnosti
Procena verodostojnosti pojavljivanja haplotipova
Nenasledeni majcini antigeni

Reakcija lan¢anog umnozavanja DNK

Registar davalaca kostne srzi Srbije
Sekvenciranje nukleotida

Oligonukleotidne probe specificne za sekvencu
Prajmeri specifi¢ni za sekvencu
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celini, 6 poglavlja u udZbenicima i monografijama i u oko 50 saZetaka Stampanih u
domacim i medunarodnim ¢asopisima.



Prilog 1.

Izjava o autorstvu

Potpisana Zorana Andric

broj upisa

1zjavljujem
da je doktorska disertacija pod naslovom

Odredivanje polimorfizma lokusa humanih leukocitnih antigena u populaciji
potencijalnih davalaca maticnih celija hematopoeze u Srbiji

e rezultat sopstvenog istrazivackog rada,

¢ da predloZena disertacija u celini ni u delovima nije bila predloZena za dobijanje bilo
koje diplome prema studijskim programima drugih visoko$kolskih ustanova,

e dasu rezultati korektno navedeni i

e danisam krsila autorska prava i koristio intelektualnu svojinu drugih lica.

Potpis doktoranta
A )

U Beogradu, 28.11. 2014. godine (\ P4
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Prilog 2.

Izjava o istovetnosti Stampane i
elektronske verzije doktorskog rada

Ime i prezime Zorana Andric

Broj upisa

Studijski program

Naslov rada Odredivanje polimorfizma lokusa humanih leukocitnih antigena u
populaciji potencijalnih davalaca maticnih celija hematopoeze u Srbiji

Mentor  Prof. dr Dusan Popadic

Potpisani Dr Zorana Andric

izjavljujem da je Stampana verzija mog doktorskog rada istovetna elektronskoj verziji koju sam
predao/la za objavljivanje na portalu Digitalnog repozitorijuma Univerziteta u Beogradu.

Dozvoljavam da se objave moji licni podaci vezani za dobijanje akademskog zvanja doktora
nauka, kao $to su ime i prezime, godina i mesto rodenja i datum odbrane rada.

Ovi licni podaci mogu se objaviti na mreznim stranicama digitalne biblioteke, u elektronskom
katalogu i u publikacijama Univerziteta u Beogradu.

Potpis doktoranda

U Beogradu, 28.11. 2014. godine / )
U\ oON—8
y




Prilog 3.

Izjava o koriS¢enju

Ovlascujem Univerzitetsku biblioteku ,Svetozar Markovi¢” da u Digitalni repozitorijum
Univerziteta u Beogradu unese moju doktorsku disertaciju pod naslovom:

Odredivanje polimorfizma lokusa humanih leukocitnih antigena u populaciji
potencijalnih davalaca maticnih celija hematopoeze u Srbiji

koja je moje autorsko delo.

Disertaciju sa svim prilozima predala sam u elektronskom formatu pogodnom za trajno
arhiviranje.

Moju doktorsku disertaciju pohranjenu u Digitalni repozitorijum Univerziteta u Beogradu mogu
da koriste svi koji poStuju odredbe sadrzane u odabranom tipu licence Kreativne zajednice
(Creative Commons) za koju sam se odludila.

1. Autorstvo
2. Autorstvo - nekomercijalno
@Autorstvo —nekomercijalno — bez prerade
4. Autorstvo — nekomercijalno — deliti pod istim uslovima
5. Autorstvo — bez prerade

6. Autorstvo — deliti pod istim uslovima

Potpis doktoranda

U Beogradu, 28.11. 2014. godine
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