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1. UVOD



Od prve uspjesne transplantacije 1959.godine (1) do danas, iako joS s brojnim rizicima
i komplikacijama, transplantacija krvotvornih maticnih stanica (TKMS) postala je standardna
metoda lijeCenja velikog broja malignih i nemalignih bolesti krvotvornog sustava. Metoda
TKMS radi se s osnovnom namjerom da presadak preuzme funkciju hematopoeze u
primatelju kojemu je koStana srz nepopravljivo oStecena (2). Primatelj tako postaje kimera jer
nakon prihvaéanja presatka ima krvotvorne stanice davateljeva podrijetla (3). UspjeSnost
TKMS ovisna je o razli¢itim Klinickim i genetickim cimbenicima, a trenutno jedina
imunoloSka barijera koja se uzima u obzir je glavni sustav tkivne podudarnosti (engl. Human
Leukocyte Antigen, HLA) (4). Transplantacijska imunologija tradicionalno je usmjerena na
steCenu imunost i reakcije limfocita T i B. Medutim, zadnjih dvadesetak godina intenzivnije
se proucava urodena imunost. Uzrok tome je prepoznavanje njene presudne vaznosti u obrani
organizma, ali i veliki napredak u fenotipskoj i funkcionalnoj karakterizaciji razlicitih tipova
stanica koje su dio urodene imunosti. Napredak u razumijevanju razli€itih stanica urodene
imunosti odnosi se na otkrivanje i molekularnu karakterizaciju brojnih povrsinskih receptora
koji imaju kljuénu ulogu u funkciji stanica te identifikaciju gena koji kodiraju te receptore (5).
Najveca paznja usmjerena je na prirodnoubilacke stanice (stanice NK) i njihove receptore.
Stanice NK dugo su smatrane homogenima, no istrazivanja su pokazala njihovu raznolikost
kao i to da na povrsini sadrzZe razliCite kombinacije receptora koji im omogucuju interakciju s
ostalim stanicama u tijelu i odreduju jesu li te stanice zdrave ili inficirane. Pokazalo se da su
stanice NK kontrolirane interreakcijom receptora KIR i liganada HLA vazan faktor u
uspjesnosti TKMS. lako je antitumorska aktivnost stanica NK dugo poznata, tek u kasnim 90-
tim zapocela su istrazivanja utjecaja receptora KIR i njihovih liganada HLA na tijek i ishod
lijecenja TKMS (4). UoCeno je da stanice NK davatelja nakon TKMS smanjuju pojavu
povrata bolesti kao i da uzrokuju snazan ucinak presatka protiv tumora (engl. Graft-versus-
Leukemia, GvL). Poznato je takoder da nepodudarnost receptora KIR i liganada HLA
primatelja i davatelja dovodi do nastanka aloreaktivnih stanica NK koje su upravo te koje
imaju pozitivan uCinak na ¢imbenike ishoda TKMS. NajznaCajnija komplikacija lijeCenja
TKMS i najces¢i uzrok smrtnosti nakon transplantacije je pojava reakcije presatka protiv
primatelja (engl. Graft-versus-Host Disease, GVHD). Prepoznato je da se radi 0 imunoloskoj
reakciji u kojoj imunokompetentni limfociti T koji se nalaze u presatku prepoznaju antigene
tkivne snosljivosti predocnih stanica kao tude i zapoCinju imunolosku reakciju (6). Smatra se
da upravo stanice NK i njihovi receptori KIR znacajno pridonose smanjenju pojave GvHD-a
nakon TKMS. Klinicki dokazi prikazani su kroz brojna istrazivanja, ali s vrlo raznolikim i



nejedinstvenim rezultatima. Iz tog razloga, tocna uloga i mehanizam djelovanja receptora

KIR u TKMS jos uvijek nisu sasvim jasni.

1.1. CILJ | SVRHA RADA

Svrha ovog rada je istraziti raznovrsnost gena KIR u hrvatskoj populaciji te ispitati na
koji nacin se moZze primjeniti u postupcima lijeCenja i poboljSanju ishoda parametara TKMS.
Rad se bazira na hipotezi da medudjelovanje receptora KIR davatelja i odgovarajucih
liganada HLA primatelja ima pozitivan ucinak na tijek i ishod TKMS - prezivljavanje, pojavu
GvHD-a i postizanje punog kimerizma.

Prema naSim saznanjima, nijedno istrazivanje gena KIR u hrvatskoj populaciji do sada
nije provedeno. Stoga je prvi cilj ovoga rada po prvi puta istraziti raznovrsnost, ucestalost i
neravnoteZu udruzivanja gena KIR na reprezentativnom uzorku hrvatske populacije (N=125)
te odrediti raznovrsnost haplotipova i genotipova KIR. Nadalje, dobivene rezultate o genima
KIR u hrvatskoj populaciji usporediti s rezultatima u drugim populacijama i rasama te
utvrditi sli¢nosti, odnosno razlike.

Ova skupina ispitanika Koristit e se dalje kao kontrolna skupina za istraZivanje
raznovrsnosti i uCestalosti gena, haplotipova i genotipova KIR kod bolesnika lijeCenih TKMS
(N=111). Nadalje, skupina od 111 bolesnika podijelit ¢e se u dvije skupine - ispitanici lijeceni
TKMS od srodnog davatelja (N=55) i ispitanici lijeCeni TKMS od nesrodnog davatelja
(N=56) nakon Cega Ce biti provedena analiza utjecaja gena KIR na preZivljavanje, pojavu
GvHD-a i postizanje punog kimerizma nakon TKMS.

Za odredivanje gena KIR Kkoristit ¢e se metoda lanCane reakcije polimerazom
primjenom specificnih pocetnica za odredenu sekvencu DNA (engl. Polymerase Chain
Reaction Sequence Specific Priming, PCR-SSP) i metoda lanCane reakcije polimerazom
primjenom specificnih oligonukleotidnih proba (engl. Polymerase Chain Reaction Sequence
Specific Oligonucleotide Probe, PCR-SSO). Analiza uCinka gena KIR na ishod TKMS
provest ¢e se prema tri postojea modela u literaturi: ,,ligand-ligand nepodudarnost®, , KIR-

ligand nepodudarnost” i ,,haplotip KIR nepodudarnost*.



2. LITERATURNI PREGLED



2.1. BIOLOGIJA STANICA NK

Stanice NK prvi put su otkrivene 1975. godine u eksperimentu na in vitro uzgojenim
leukemijskim stanicama miSa (7). Uklanjanjem populacije limfocita T i B iz eksperimenta,
jo$ uvijek je postojala populacija stanica sposobna za citotoksi¢no ubijanje leukemijskih
stanica bez prethodne senzibilizacije. Ta populacija limfocita postala je poznata kao stanice
NK. Naziv NK vezan je uz njihovo funkcijsko obiljezje, a potjeCe od engleskog naziva
natural killer, Sto oznaCuje prirodnoubilaCku sposobnost stanica, to jest, oznacuje sposobnost
stanica NK da ubiju ciljne stanice u izravnom dodiru, bez prethodne senzibilizacije (2).

Stanice NK su bijele krvne stanice, populacija granularnih limfocita koji primarno
nastaju u koStanoj srzi i dijele zajednicku progenitorsku stanicu s limfocitima T (8). Za
sazrijevanje zahtijevaju mikrookolinu koStane srzi koja je glavni izvor citokina koji
omogucuju diferencijaciju i izvor stromalnih stanica koje sudjeluju u sazrijevanju stanica NK
(9, 10). lako se dugo smatralo da stanice NK nastaju samo u kosStanoj srzi, danas se zna da
tamo zapocCinje njihova inicijalna faza razvoja u CD34+ stanice, a daljnja diferencijacija i
sazrijevanje dogada se u limfnim Cvorovima i tonzilama (11). Nalaze se u svim perifernim
limfnim organima, slezeni, a u krvi €ine oko 5-20% od svih cirkulirajucih limfocita. U znatno
vecem postotku zastupljene su u jetri (50%) te placenti za vrijeme trudnoce gdje imaju
posebnu ulogu. Stanice NK pojavljuju se vrlo rano tijekom ontogeneze i u fetusu se otkrivaju

ve¢ u osmom tjednu gestacije (12).

CD56°""CD16" CD56“™CD16*

IFN-y TNF GM-CSF CD5gdim

ﬂ o ® CD5gbright

CCRS
CCR7
CXCR3 CD94/NKG2
CXCR4

CD94/NKG2
CD25

CX3CR1

c-KIT cD6zL

Slika 1. Podjela humanih stanica NK u dvije osnovne subpopulacije na temelju gustoce
povrsinskog stani¢nog antigena CD56 i CD16. CD56”""™CD16 - sadrze malu koliginu
receptora CD16 i proizvode veliku koli¢inu citokina (IFN-y, TNF, GM-CSF); CD56%™CD16" -
citotoksicne stanice koje liziraju ciljne stanice i sadrze veliku koli¢inu CD16 receptora. To su ujedno i
stanice koje ispoljavaju receptore KIR na svojoj povrsini. (Slika preuzeta iz reference 14)



Stanice NK se fenotipski razlikuju od drugih limfocita prema prisutnosti povrSinskog
stanicnog antigena CD56 (neuralna adhezijska molekula N-CAM), a u odsutnosti povrSinskog
stanicnog antigena CD3 (2, 9, 13). Definirane su dvije razliCite subpopulacije stanica NK na
temelju gustoCe povrSinskog stani¢nog antigena CD56 i CD16 (slika 1). Vecina stanica NK
(90%) su CD56%™ i sadrze veliku koli¢inu receptora CD16 (CD16"), dok je manji dio (10%)
CD56”"" j CD16™ (14). Te dvije subpopulacije stanica NK funkcionalno su razlicite:
CD56™"™ su imunoregulatorne stanice koje proizvode veliku koli¢inu citokina, dok su

CD56™ citotoksi¢ne stanice &ija je osnovna funkcija liziranje ciljnih stanica.
2.1.1. FUNKCIJA STANICA NK

Stanice NK cine prvu crtu obrane protiv virusnih, bakterijskih i parazitskih infekcija, a
ujedno su i vaZna poveznica za aktivaciju steCene imunosti (15). Imaju utjecaj na odbacivanje
ili prihvacanje alogenog tkiva kod TKMS kao i sposobnost liziranja tumorskih stanica bez
prepoznavanja specificnog antigena te se zbog toga ocekuje potencijalno veliki znacaj u

klini¢koj imunoterapiji tumora (9, 16). Funkcija i naCin djelovanja stanica NK su razliciti:

1) Direktna stani¢na citotoksi¢nost
Stanice NK svoju ciljnu stanicu prepoznaju i liziraju u vrlo kratkom vremenu (nekoliko sati),
za razliku od limfocita T kojima za sazrijevanje i razvoj ucinkovitog citotoksi¢nog djelovanja
treba i nekoliko dana. Razlog je taj $to stanice NK u krvi cirkuliraju u stanju djelomi¢ne
aktiviranosti i mogu odmah odgovoriti na infekciju (17). Medudjelovanje receptora na
povrsini stanice NK s proteinima na povrsini ciljne stanice sudjeluje u procesima aktivacije
stanica NK tj. u ,,donoSenju odluke* treba li ubiti ciljnu stanicu (18). U kontaktu stanice NK
sa zdravom ciljnom stanicom prevladavaju inhibicijski signali zbog Cega ne dolazi do procesa
Sirenja stanice NK preko povrSine ciljne stanice i u konacnici ne dolazi do liziranja ciljne
stanice. Ukoliko je ciljna stanica bolesna ili kancerogena, kontaktira s velikim brojem
aktivatora na povrsini stanice NK koja se onda pocinje Siriti preko cijele ciljne stanice i

ny:

neprestano "Cita" aktivacijske i inhibicijske signale s kontaktne povrSine. U sluCaju
dominacije aktivacijskog signala, stanica NK produzuje vrijeme kontakta i u konacnici ubija
ciljnu stanicu. Lizu stanica posreduje topljiv Cimbenik — perforin, koji se luci iz granula
citoplazme stanica NK u prostor izmedu stanica. Perforin nakon oslobadanja stvara

transmembranske pore u membrani napadnute stanice ¢ime je omoguceno ubacivanje sadrZaja



lizosoma u napadnutu stanicu (kaspaze, Cimbenik nekroze tumora alfa (TNF-a), limfotoksin,

granzimi) Sto uzrokuje programiranu stani¢nu smrt (apoptozu).

2) Stanicna citotoksicnost ovisna o protutijelima

Stanice NK imaju vaznu ulogu u stani¢noj citotoksi¢nosti ovisnoj o protutijelima - ADCC
(engl. antibody dependent cell-mediated cytotoxicity) (2). U tom procesu, da bi se ciljne
stanice razorile, moraju se prvo obloZiti specificnim protutijelima. Efektorske stanice preko
svojih receptora za ulomak Fc-protutijela prepoznaju i razaraju ciljne stanice koje su
prethodno oblozene specificnim protutijelima. Stanice NK prepoznaju ulomak Fc-protutijela
pomocu receptora FCYRIII (CD16), nakon Cega se aktivacijski signal prenosi u stanicu NK
gdje se potiCu efektorske funkcije, kao Sto su liza i stvaranje citokina.

3) Sekrecija citokina
Vazna funkcija stanica NK je proizvodnja niza imunoregulatornih citokina kao $to su
interferon-y (IFN-y), razliciti interleukini, ¢cimbenik tumorske nekroze-o (TNF-a), ¢imbenik
poticanja rasta kolonija granulocitnih makrofaga (GM-CSF), transformirajuci ¢imbenik rasta-
B (TGF-B) (9, 19) i drugi. Proizvodnja IFN-y u stanicama NK pokazala se kao klju¢na za
uspjesno uklanjanje i virusnih i bakterijskih infekcija. Citokini imaju vaznu ulogu u aktivaciji

stanica NK jer signaliziraju prisutnost patogena u stanici.

4) Regulatorna funkcija
Osim navedenih efektornih funkcija stanica NK, one imaju i regulatornu funkciju. Stanice NK
interreagiraju s dendritiCkim stanicama (antigen-prezentirajuce stanice) ovisno o potrebi
aktivacije steCene imunosti. Vecinu infekcija urodena imunost uspije sama rijeSiti, bez
potrebe aktiviranja steCene imunosti. U sluCajevima nedostatnosti urodene imunosti,
dendritiCke stanice migriraju s mjesta infekcije u sekundarna limfna tkiva gdje aktiviraju
stanice steCene imunosti - limfocite T i limfocite B. Interakcija stanica NK s dendritickim
stanicama u in vitro uvjetima moze dovesti do nekoliko razliCitih ishoda: aktivacije stanica
NK, aktivacije dendritickih stanica ili ubijanja dendritickih stanica stanicama NK. Ono $to se
vjerojatno dogada u organizmu (in vivo) tijekom svladavanja infekcije, je da stanice NK
ubijaju dendriticke stanice sprjeavajuéi njihovu migraciju i aktivaciju steCene imunosti. U
suprotnom, kada urodena imunost ne uspijeva savladati infekciju, stanice NK poticu
sazrijevanje dendritickih stanica i njihovu migraciju u limfna tkiva u kojima aktiviraju steCenu

imunost (17).



Stanice NK vazni su faktori i u trudnoCi (20). One su prevladavajuci limfociti u decidui
tijekom prvog i drugog tromjesecja. Smatra se da je vaznost u njihovom izluCivanju IFN-y
koji utjeCe na pregradnju krvnih zila i tkiva maternice prilikom implantacije i razvijanja ploda
u trudnocdi.

Podrucje intenzivnih znanstvenih istraZzivanja u zadnje vrijeme je uloga aloreaktivnih stanica
NK u transplantaciji koStane srzi. Ova uloga stanica NK biti ¢e detaljnije obradena u ovom

radu.

2.1.2. RECEPTORI STANICA NK

Karakteristika stanica NK veliki je broj i raznolikost receptora na povrsini stanice
(slika 2). Za razliku od limfocita T i B, stanice NK nemaju specificne klonotipske receptore
za prepoznavanje antigena, ali imaju sposobnost prepoznavanja vlastitih klasi¢nih i
neklasiénih molekula HLA razreda | pomodéu jedinstvenih stani¢nih receptora koji mogu
inhibirati ili aktivirati stanicu NK (2, 17).

I Aktivacijskireceptori I I Inhibicijski receptori I
Receptori Adaptori h KIR-L
NKp46 CD3E, FcRy h LILRBA1
CD16 CD3C, FcRy CD94/NKG2A
h NKpBO CDSQ, FCR’Y m Inh. |_y49 | | Kemotaktiéni receptori I
h NKp44 DAP12 m NKR-P1B CCR2
h NKp80 = m NKR-P1D CCR5
m NKR-P1C FcRy KLRG-1 CCRY
NKG2D DAP10 TIGIT CXCRA
m NKG2D-S DAP12 CEACAM-1 CXCR3
h KIR-S DAP12 LAIR-1 CXCRA
m Act. Ly49 DAP12, DAP10 OXOR6G
CD94/NKG2C DAP12 CX3CR1
CRACC SAP, EAT2
CcD84 SAP, EAT2 S1Es
NTBA SAP
2B4 SAP, EAT2,
E Rl
I Citokinski receptori . \
IL-1R S
IL-2R Adhezijski receptori I
IL-12R
IL-15R CcD2
IL-18R DNAM-1
IL-21R B'l integrin
IENAR B2 integrin

Slika 2. Receptori prirodnoubilackih stanica (stanice NK). (Slika preuzeta iz reference 25)



Stanice NK izrazavaju razliCite kombinacije receptora na svojoj stanicnoj membrani koji se
strukturno mogu podijeliti u dvije glavne skupine (10):

1) Tip 1 - integralni membranski proteini s imunoglobulinskim (Ig) domenama

2) Tip 2 — integralni membranski proteini s lektinskim domenama
Efektorna funkcija svakog receptora odredena je gradom transmembranske regije i
citoplazmatskog repa. Opcenito, inhibicijski receptori u citoplazmatskom repu sadrZe
sekvencu ITIM (engl. immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif) koja smanjuje i
blokira aktivaciju stanica NK. Aktivacijski receptori pak nemaju ITIM sekvencu, vec se veZu
za molekule adaptore koje imaju sekvenciju ITAM (engl. immunoreceptor tyrosine-based
activation motifs) Sto dovodi do aktivacije stanica NK.

2.1.2.1. INTEGRALNI MEMBRANSKI PROTEINI S IMUNOGLOBULINSKIM (IG)
DOMENAMA - IMUNOGLOBULINSKA SUPERPORODICA (1gSF)

Glavni receptori stanica NK u ljudi pripadaju skupini receptora s imunoglobulinskim
domenama, a kodirani su genima smjeStenim na kromosomu 19913.4 unutar sustava
leukocitnih receptora (engl. leukocyte receptor complex, LRC). Od ukupno 45 gena regije
LRC, 30 ih se moze grupirati u nekoliko porodica na temelju genske organizacije, filogenije i
strukture (21). Dvije glavne porodice Cine: receptori prirodnoubilaCkih stanica slicni
imunoglobulinu - KIR (engl. killer cell immunoglobulin-like receptor) i leukocitni receptori
sliéni imunoglobulinu - LILR (engl. leukocyte immunoglobulin like receptor). Ovoj IgSF-
skupini joS pripada porodica leukocitno-vezanih inhibicijskih receptora — LAIR (engl.

leukocyte-associated inhibitory receptor), FcaR i prirodno-citotoksic¢ni receptor NKp46.

2.1.2.2. INTEGRALNI MEMBRANSKI PROTEINI S LEKTINSKIM DOMENAMA

Druga glavna skupina receptora stanica NK kodirana je genima sustava NKC (engl.
natural killer complex) smjeStenog na kromosomu 12p13.1 koji kodiraju integralne
membranske proteine s izvanstanicnim domenama nalik C-tipu lektina (21). Geni sustava
NKC imaju slicnu genomsku strukturu i organizirani su u nekoliko porodica. Kod ljudi,
najznaCajnija je porodica NKG2 (prema novoj nomenklaturi KLR porodica — killer cell
lectine-like receptor (subfamily C and K); www.genenames.org) koju Cine geni
NKG2A/NKG2B, NKG2C, NKG2E/NKG2H, NKG2F i NKG2D. Receptori se na stanici

izraZzavaju kao heterodimeri sastavljeni od molekule CD94 (KLRD1) kovalentno vezane


www.genenames.org

disulfidnom vezom na glikoproteinske lance kodirane genima porodice NKG2 (osim lanca
NKG2D). Receptor CD94/NKG2A ima inhibicijski ucCinak dok ostali receptori imaju
aktivacijski ucinak. Ligandi ovih receptora su molekule HLA-E, neklasicne molekule HLA
razreda | (9). Ovoj skupini receptora pripadaju jos dvije porodice gena: porodica Ly49 u kojoj
je kod ljudi prisutan samo gen KLRA1 (poznat i kao Ly49L) i porodica KLRB u ljudi takoder
s prisutnim samo jednim genom - KLRB1A (ili NKRP1A) (21).

2.1.3. EDUKACIJA STANICA NK

Funkcija stanica NK kontrolirana je inhibicijskim 1 aktivacijskim receptorima na
povrsini stanice koji najve¢im dijelom prepoznaju vlastite molekula HLA razreda I. Za
razliku od limfocita T i B za Ciju aktivaciju je dovoljna jedna veza antigen — receptor,
specificnost stanice NK za ciljnu stanicu odredena je spektrom aktivacijskih i inhibicijskih
receptora izrazenih na povrsini svake stanice NK. To znacCi da aktivacija stanica NK ovisi 0
kombinaciji liganada na ciljnoj stanici i o vrsti prisutnih aktivacijskih i inhibicijskih receptora
na stanici NK specificnih za te ligande (22). Kada stanica NK veze jednom svoj ligand, stvara
aktivacijski ili inhibicijski signal, ovisno o omjeru svojih inhibicijskih 1 aktivacijskih
receptora na povrsini. U normalnom fizioloskom stanju, broj inhibicijskih receptora kao i
njihovih liganada bude uglavnom uvijek veci od omjera aktivacijskih receptora i njihovih
liganada, Cime se sprjeCava uniStavanje vlastitih zdravih stanica. Zbog toga se dugo vremena
smatralo da stanice NK moraju uvijek imati izrazen barem jedan inhibicijski receptor koji
prepoznaje vlastite molekule HLA. Medutim, otkricem stanica NK koje nemaju inhibicijske
receptore (CD56%™ NKG2A'KIR) hipoteza se pokazala netoénom te se zapocelo s
istraZivanjima mehanizama koji omogucavaju stanicama NK ispravno razlikovanje vlastitih
zdravih stanica od transformiranih stanica (23, 24). Postoji nekoliko razliCitih modela
nastanka tolerancije stanica NK na vlastito, ali danas se najvjerojatnijim smatra tzv. ,,arming
and licensing* odnosno ,,disarming and unlicensing” model (slika 3) (22). Kod ,,arming“
modela, interakcija nezrelih stanica NK u kostanoj srzi i molekula HLA razreda | na okolnim
vlastitim zdravim stanicama stvara pozitivan signal za funkcionalno sazrijevanje (,,arming®)
stanica NK i ,,dozvolu® za ubijanje stanica koje nemaju izrazene molekule HLA. Stanice NK
koje nemaju interakciju s molekulama HLA razreda | ostaju inaktivne i ne mogu napasti
ciljne stanice. Kod ,,disarming“ modela, samo one stanice NK koje imaju uravnotezen omjer

aktivacijskih i inhibicijskih receptora prilikom sazrijevanja, zadrZzavaju mogucnost



reaktivnosti, sve ostale su ,,disarmed” i ostaju hiporeaktivne. Nadalje, sa sigurnoScu se zna da
promjena reaktivnosti stanice NK ne mijenja ispoljavanje stanicnih receptora (25).

SirRnming; mosde) Prekursar stanica hH
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Slika 3. Usporedba ,,arming“ i ,,disarming*“ modela edukacije stanica NK. a) ,,arming“
model - interakcija molekule HLA razreda | (ligand) i receptora na prekursorskoj stanici NK stvara
pozitivan signal za sazrijevanje stanice NK. Stanica koja nema interakciju s molekulom HLA razreda |
ostaje hiporeaktivna. b) ,,disarming“ model - stanice NK izrazavaju mnogo aktivacijskih i inhibicijskih
receptora, ali samo one koje imaju uravnoteZzen omjer tih receptora postaju reaktivne. Ostale stanice

kod kojih postoji neravnoteza signala ostaju hiporeaktivne. (Slika preuzeta iz reference 22)



Kod zdravih ljudi, subpopulacija stanica NK CD56“™ NKG2A'KIR™ &ini 20% od
ukupnih stanica NK u perifernoj krvi (26). Studija je pokazala da su ove stanice hiporeaktivne
prema stanicama koje nemaju izrazene molekule HLA razreda | te da su one zapravo razvojno

nezrele stanice.

2.2. RECEPTORI PRIRODNOUBILACKIH STANICA SLICNI
IMUNOGLOBULINU - KIR

Receptori KIR transmembranski su glikoproteini tipa | i pripadaju imunoglobulinskoj
superporodici (IgSF). Originalno pronadeni na stanicama NK, nalaze se i na manjoj
subpopulaciji T stanica (CD4+CD28- citotoksicne T stanice) (27). Receptori KIR u pravilu
funkcioniraju kao membranski stani¢ni receptori, ali neki (KIR2DS4 i KIR2DL4) postoje i u
solubilnoj formi kao posljedica nastanka preranog stop kodona u samom genu (15). Receptor
KIR2DL4 moZe ponekad biti ispoljen na povrSini stanice, ali dominantno postoji u solubilnoj
formi u endosomu unutar stanice. Solubilna forma receptora KIR2DS4 nema
transmembransku i citoplazmatsku regiju i nefunkcionalna je, a kodira je gen KIR2DS4
(KIR2DS4*003) s delecijom 22pb dugog fragmenta u egzonu 5 $to za posljedicu ima pomak u
okviru Citanja (28). Geni KIR na stanicama NK ispoljavaju se nasumicno pa osoba moze
imati klonove stanica NK s razliCitim kombinacijama receptora KIR (slika 4) (23, 29). Svaki
klon stanica NK ispoljava samo dio gena KIR od cjelokupnog broja gena KIR prisutnih u
genomu jedne osobe. lzuzetak je gen KIR2DL4 koji je ispoljen na svim stanicama NK. Jedna
od vaznih karakteristika regije KIR je prisutnost i razliCit broj kopija pojedinacnih gena
unutar genotipa KIR osobe. Za sada nije dokazano da broj kopija gena KIR u genotipu utjece
na edukaciju i zastupljenost receptora KIR na stanicama NK (30).

Stanice NK u svom razvoju najprije ispoljavaju receptore CD94/NKG2A, a
transkripcija i ispoljavanje gena KIR zapocCinje tek u kasnoj fazi razvoja stanica NK (31).
Kada stanice NK tijekom razvoja ustale uzorak ispoljavanja gena KIR, on ostaje
nepromijenjen tijekom stani¢nih dioba. Transkripcija gena KIR kontrolirana je na razini
cijelog lokusa KIR organiziranog pomoc¢u gena okvira Citanja, pri ¢emu se gen KIR2DL4, kao
centralni gen okvira Citanja, prvi prepisuje, a potom slijede ostali geni KIR (32). Kontrola
ispoljavanja gena KIR djelomi¢no je odredena metilacijom DNA. Intergenske regije koje
sadrze promotore su male (~2kb) i visoko homologne. Ispoljeni geni KIR imaju

hipometilirane promotore, dok su promotori utianih gena hipermetilirani (33). Sve stanice
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NK ispoljavaju receptore KIR2DL4, odreden broj njih KIR3DL2, a samo mali dio ispoljava
gene okvira Citanja KIR3DL3. Razlog su varijacije sekvenci promotora koje utjeCu na afinitet
vezanja transkripcijskih faktora. Faktori koji reguliraju ovakav jedinstveni nacin ispoljavanja
gena kod ljudi josS nisu u potpunosti jasni. Smatra se da je tolerancija glavna pokretacka sila,

a molekule HLA razreda I, kao ligandi, glavni faktori edukacije stanica NK.

O
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Davatelj A Davatelj B
Genotip Frekvencija ekspresije Genotip Frekvencija ekspresije
9% NK %% NK
© 2DLI 50 O 2DLI 14
® 2DL3 36 @ 2DL3 80
@ 3DLI 5 @ 3DLI 60
O 3DL2 63 QO 3DL2 53
® 2DLA4 100 @ DS 12
2DS4 0 O 2DS3 26
O 2DS5 34
® 2DL4 100

Slika 4. Klonalno ispoljavanje receptora KIR na stanicama NK. Prikazane su stanice NK
osobe A (A1-A5) i osobe B (B1-B5) s razlicitim uzorcima ispoljenih receptora KIR. Osoba A ima
jednostavan genotip KIR i ispoljene samo inhibicijske receptore. Nasuprot tome, osoba B ima vise
gena i ispoljene inhibicijske i aktivacijske receptore u razliitim kombinacijama. Frekvencija stanica
NK koje imaju izraZzene pojedinacne gene KIR znaCajno varira. Na primjer, gen KIR2DL1 kod osobe
A izrazen je na 50% stanica NK dok je kod osobe B izrazen na samo 14% stanica NK. (Slika preuzeta
iz reference 23)
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2.2.1. STRUKTURA RECEPTORA KIR

Osnovna grada proteina KIR sastoji se od tri regije: izvanstanicne, transmembranske i
citoplazmatske (slika 5). Svaka od njih ima odredene karakteristike bitne za funkciju

receptora.

2.2.1.1. Izvanstanicna regija

Izvanstani¢na regija sastoji se od dvije ili tri imunoglobulinske domene koje postoje u
tri razliCite strukture, DO, D1 i D2, ovisno o tipu receptora KIR. Receptori tipa KIR3D sadrze
sve tri imunoglobulinske domene — DO udaljeno od membrane, D1 u sredini i D2 blize
membrani. Receptori tipa KIR2D postoje u dvije razliite skupine od kojih jedna ima dvije
imunoglobulinske domene: D1 i D2, dok druga skupina ima imunoglobulinske domene: DO i
D2, Sto je posljedica razlike u strukturi gena za ove receptore. Izvanstani¢na regija odgovorna
je za prepoznavanje i vezanje liganada. Kristalna struktura gena KIR2DL1, KIR2DL?2 i
KIR2DL3 pokazala je da su domene D1 i D2 medusobno poloZene u V-obliku te da kut koji
formiraju znacajno varira medu ovim KIR receptorima (66° - 81°) Sto utjeCe na afinitet

receptora za vezanje liganda (34).

2.2.1.2. Transmembranska regija

VeliCine 20-tak aminokiselina, transmembranska regija prvi je faktor odgovoran za
stvaranje aktivacijskog ili inhibicijskog signala u stanici NK. Svi aktivacijski receptori KIR u
0voj regiji sadrze baziCne aminokiseline koje su kriticne za vezanje adaptorskih molekula
DAP12 ili FceRI-y Cije ITAM-sekvence u suradnji s citoplazmatskom domenom tvore
aktivacijski signal. PoloZaj i vrsta bazi¢nih aminokiselina razlikuje se izmedu subgrupa
aktivacijskih receptora KIR i odreduje njihove medusobne specifiCnosti. lako postoje
raznovrsne substitucije transmembranskih aminokiselina kod nekih alela KIR, to su obi¢no
konzervativne substitucije sli¢nih hidrofobnih aminokiselina. U svakom slucaju, bazi¢na
aminokiselina receptora KIR i odgovarajua aminokiselina u pomocnom proteinu se
medusobno komplementiraju i osiguravaju membransku stabilnost i ispoljavanje na povrsini
stanice. Transmembranska regija inhibicijskih receptora sadrzi aminokiseline koje su prilicno
konzervirane, a dokazano je da Cak i najmanja promjena u aminokiselinskim skupinama moze

utjecati na inhibicijsku funkciju receptora (34).
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Legenda: ITAM - engl. immunoreceptor tyrosine-based activation motifs; ITIM - engl. immunoreceptor tyrosine-
based inhibitory motif; KIR - receptori prirodnoubilackih stanica sli¢ni imunoglobulinu (engl. killer cell

immunoglobuline like receptor)

Slika 5. Shematski prikaz strukture proteina KIR i njihove glavne strukturne razlike.
Imunoglobulinske domene prikazane su bijelim, rozim i smedim krugovima. Receptori s
aktivacijskom funkcijom i njihove ITAM-sekvence prikazani su zelenom bojom, dok su inhibicijski

receptori i njihove ITIM-sekvence prikazani ljubi¢astom bojom. (Slika preuzeta iz reference 35)

2.2.1.3. Citoplazmatska regija

Duzina citoplazmatske regije glavni je i odgovorni faktor za vrstu signala koji Ce
receptor stvarati u stanici NK. Receptori KIR s dugom citoplazmatskom regijom stvaraju
inhibicijski signal, dok oni s kratkom citoplazmatskom regijom stvaraju aktivacijski signal.
Duzina citoplazmatske regije inhibicijskih receptora varira, ali uvijek sadrzi jednu ili dvije
ITIM-sekvence koje su neophodne za inhibicijsku funkciju (36). Prilikom vezanja liganda
HLA razreda I, tirozin u ITIM-sekvenci fosforilizira se kinazama familije Src ¢ime se privlace

inhibicijske fosfataze SHP-1 i SHP-2. Vezanje fosfataza koCi signalne puteve koji bi doveli
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do aktivacije stanice NK. U suprotnom slucaju, defosforilizacija tirozina dovodi do stvaranja
aktivacijskog signala. Kod aktivacijskih receptora, citoplazmatska regija zavrSava prije prve
ITIM-sekvence pa receptori s takvom kratkom citoplazmatskom regijom nemaju ITIM-
sekvencu. Oni umjesto toga imaju pozitivno nabijeni lizinski ostatak u transmembranskoj
regiji na koji se vezu adaptorske molekule DAP-12. Molekula DAP-12 fosforilira se na
ITAM-sekvencama i privlaCi tirozin-kinaze koje defosforilizacijom tirozina ostvaruju

aktivacijski signal (2).

VeliCina proteina KIR varira i moze sadrzavati 306-456 aminokiselina (37). Razlika
ovisi prvenstveno o broju prisutnih Ig-domena (dvije ili tri) i duZini citoplazmatske regije
(slika 6). Vodeci peptid ima 21 aminokiselinu osim proteina KIR2DL4 koji je veliCine 23
aminokiseline. Najkraca Ig-domena je DO veli¢ine 96 aminokiselina, D1 je najduZa sa 102
aminokiseline i D2 je duzine 98 aminokiselina. lg-domene veznim dijelom veli€ine 24
aminokiselina (ili 7 aminokiselina kod proteina KIR3DL3) povezane su s 20 aminokiselina
dugom transmembranskom regijom (kod proteina KIR2DL1/2 19 aminokiselina). Najvecu

varijaciju u veli€ini pokazuje citoplazmatska regija s rasponom od 23-96 aminokiselina.

21 102 98 24 20 41
Tip | KIRZDS | H I
{IR20S1-5) -
21 102 98 24 19-20 77-85
Tip | KIR20L | i l
(KIR2DLA-3) -
2123 97 98 24 20 16
Tip Il KIR2D
wrots I e ]
21 95 102 98 24 20 2328
KIR3DS1 - [ | | H
2 95 102 L 7 20 68
KIR3DL3 - [ | | h
21 95 102 98 24 20 85-96
KIR3DL1/2 - | E—M
. Vode¢a D D0 domena D D1 domena E D2 domena D Vezna ; Transmembranska E Citoplazmatska
sekvenca regija regija regija

Slika 6. Strukturne regije proteina KIR i njihove prosjeCne duzine. (Slika preuzeta iz

reference 37, www.ebi.ac.uk/ipd/kir/)
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2.2.2. NAZIVLJIE GENA KIR

Na simpoziju Svjetske zdravstvene organizacije - WHO (engl. World Health
Organization) odrzanom u Kanadi 2002. godine, Povjerenstvo za nazivlje sustava HLA (engl.
Nomenclature Committee for Factors of the HLA System) predloZilo je osnhivanje
Povjerenstva za standardizaciju nazivlja gena KIR (38). Tako je osnovan i za imenovanje
gena KIR postao odgovoran HUGO Genome Nomenclature Committee (HGNC) (www.

genenames.org) koji je definirao i imenovao 17 gena KIR prikazanih u tablici 1.

Nazivlje gena KIR bazira se na strukturi molekula koje kodiraju ti geni (slika 7). Ime
zapocinje akronimom KIR koji oznaCava pripadnost skupini. Iza akronima slijede oznake 2D
ili 3D Sto oznaCava broj Ig-domena u izvanstani¢noj regiji. U nastavku slijedi oznaka L/S/P
koja oznaCava duzinu citoplazmatske regije — L (engl. long) za receptore s dugom
citoplazmatskom domenom; S (engl. short) za receptore s kratkom citoplazmatskom
domenom i P za pseudogene. Zadnja znamenka predstavlja numericku oznaku gena Kkoji
kodira protein te strukture. | geni i proteini tako imaju istu oznaku, s tim da, u skladu sa
standardima genskog nazivlja, ime gena i alela piSe se ukoSenim oblikom pisanja (italic), a

ime proteina normalnim oblikom pisanja.

Murnericka oznaka alela koji se razlikuju

Murnericka oznaka gena koji kodira ;
2 ! U kodirajudim sekvencama proteina

protein ove strukkure

karakteristika citoplazmatske  ——

regiie (L, S F) _ Mumericka oznaka alela kaji imaju

sinonimne razlike u kodirajuéoj sekvend

Broj Ig-domena — . "
o0 i 30 Murneticka oznaka alela kaji se

razlikuiu u nekodirajudim regijama
Akronim —|

KIR2DL1*0030203

Separator

Slika 7. Primjer znaCenja imena gena KIR
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Tablica 1. Nazivlje gena i proteina KIR prema HUGO Genome Nomenclature
Committee (HGNC) (www. genenames.org)

Oznaka Oznaka
gena proteina

WIRZ200 T KIREDL'] Receptnr prirodnoubilagkih stanica sligan imunoglobulinu,
thije domene, dugi citoplazmatski rep, 1
WIRZ20L 2 KIRZ2DL2Z Receptor prirodnoubilackih stanica sliéan irmunaglobulinu,
dije domene, dugi citoplazmatski rep, 2
FIRZ20LS KIRZ2DL3 Receptar priradnoubilackih stanica slican irmunaglobuling,
thije domene, dugi citoplazmatski rep, 3
WIR201 4 KIRZDLS Receptar priradnoubilackih stanica sliéan irunoglobulinu,
thije domene, dugi citoplazmatski rep, 4
KIRZ205A KIRZDLS Receptor prirodnoubilagkih stanica sligan imunoglobulinu,
dije domene, dugi citoplazmatski rep, &2,
WIRZ0 BB KIR20OLE Receptor prirodnoubilackib stanica sligan imunaglabulinu,
|dvije domene, dugi citoplazmatski rep, 6B
KIR20S KIRZDS ‘Receptar priradnoubilackih stanica slican imunoglobulinu,
duije domene, kratki citoplazmatski rep, 1
[rgr = gty -I’{IREDSE | Receptor prirodnouhilackih stanica sli¢an imunoglobulinu,
- dhiije domene, kratki citoplazmatski rep, 2
| KIR2DS5 :_ FIRZ2DS2 'Receptnrprimdnnuhilaﬁkihstanica sliéan imunoglobulinu,
tvije domene, kratkl citoplazmatski rep, 3
KIRZDS | KIRZ2DS4 ' Receptor prirodnoubilackih stanica slican imunoglobulinu,
| dvije domene, kratki citoplazmatski rep, 4
KIR2055 KIRZDSS -Fieu:epturprimdnnuhilaﬁkih stanica slican imunngluﬁulihu,
(dulje domene, kratki citoplazmatski rep, &
KIRZOE Y KIRZDP1 Receptor prirodnoubilackih stanica slican imunoglobulinu,
dvije domene, pseudogen 1
FIRIOLT KIR3DL ' Receptar prirodnoubilackih stanica sliéan imunoglobulinu,
tri dormene, dugi citoplazmatski rep, 1
KIRSOLZ KIR3OLZ Receptar prirodnoubilackih stanica sliéan irunoglobulin,
tri domene, dugi citoplazmatski rep, 2
WIRSOLS KIR3DLS ‘Receptor priradnoubilackih stanica slican imunoglobulinu,
| tri domene, dugi citoplazmatski rep, 3
KIRINS HIR2DSY Receptor priradnoubilackib stanica sliéan imunoglobulinu,
tri dormene, kratki citoplazmatski rep, 1
KIRIDPA | KIR3DP1 'Receptor prirodnoubilatkih stanica slican imunoglobulinu,

tri damene, pseudagen 1
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Aleli se oznaCavaju tako da nakon imena gena slijedi separator (*) za daljnjih sedam
numerickih znamenki koje predstavljaju razlike u sekvencama kodirajuée i nekodirajuce
regije medu alelima (slika 7).

Prijedlog nazivlja haplotipova bazira se na sastavu gena KIR. Ime bi zapocCinjalo
oznakom ‘KH-" nakon cCega bi slijedila troznamenkasta numericka oznaka haplotipa te na
kraju slovo A ili B, Sto bi oznaCavalo osnovni haplotip (primjer: KH-001A ili KH-022B).
Kako bi oznaka haplotipa bila jo$ informativnija, prijedlog je da se u nastavku ispiSe binarni
niz od 17 znamenki (primjer: KH-001A-11100010011011011) koji bi oznaCavao prisutnost
(1) odnosno odsutnost (0) svakog poznatog gena KIR u haplotipu. Redoslijed gena u
haplotipu odgovarao bi redoslijedu gena u genomu.

Prijedlog je da se isti naCin nazivlja primjeni i za genotip KIR. Oznaka genotipa
zapocinjala bi oznakom ‘KG-’ nakon Cega bi slijedio Cetveroznamenkasti broj te binarni niz
od 17 znamenki analogan onom u haplotipu (primjer: KG-0202-1110101101101111. Ovakav

nacin oznacavanja haplotipova i genotipova KIR jo3 nije implementiran u primjenu.

U suradnji s Europskim institutom za bioinformatiku stvorena je KIR baza podataka sa
svim nukleotidnim i proteinskim sekvencama za sve otkrivene alele KIR, Immuno
Polymorphism Database — IPD (37). Do danas, 678 nukleotidnih sekvenci gena KIR koje
kodiraju 343 razlicita proteina KIR pohranjeno je u bazu podataka IPD-KIR (verzija 2.5.0,
listopad 2013.), centralnu bazu za sekvence gena KIR kod ljudi (tablica 2). Baza IPD-KIR
dostupna je na stranici www.ebi.ac.uk/ipd/kir/.

Tablica 2. Broj i karakteristike alela KIR

|Ukupan broj alela KIR 678
Geni 2DL1 2DL2 2DL3 2DL4 2DL5 | 2D®1 2Ds2 2D&3
Aleli | aa | = 44 g I = | =um | = [ &
Proteini | 24 . 12 23 27 18 7 [ 8 . &
Nul aleli Z 0] i | 0 0 0 0 1
Geni 2DS4 2DS5 3DL1 3051 3DL2 3DL3 2DP1 3DP1
Aleli 30 18 a2 16 86 108 28 27
Proteini 13 12 62 i 62 56 0] 0
Nul aleli ] 0 1 1 1 | ] 0 0
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Precizan broj gena KIR dugo nije bio to¢no odreden zbog postojanja pseudogena i
zbog toga Sto neki geni koji su smatrani zasebnima to zapravo nisu bili, ve¢ se radilo o
alelima istog gena. U bazi IPD-KIR unutar ove regije opisuje se 15 gena KIR i 2 pseudogena
KIR. Medutim, najnovije spoznaje pokazuju da postoji 13 gena i dva pseudogena KIR pri
¢emu su geni KIR2DL2 i KIR2DL3 te geni KIR3DL1 i KIR3DS1 (prikazani u tablici 1 i 2 kao
zasebni geni) zapravo aleli gena KIR2DL2L3 odnosno KIR3DL1S1 (39, 40).

2.2.3. STRUKTURA GENA KIR

Receptori KIR kodirani su porodicom gena koja se nalazi na kromosomu 19g13.4,
unutar sustava leukocitnih receptora - LRC (engl. Leukocyte Receptor Cluster) gdje
zauzimaju regiju od 150 kb (slika 8). LRC sustav veliCine je 1 mb i Cini veliki i gusti sustav
imunoloskih gena koji kodiraju molekule s razli¢itim imunoglobulinskim domenama. Ti geni,
osim receptora KIR, ukljucuju receptore LILR, LAIR, Fca-receptor, prirodno citotoksicni
receptor 1 (NCR1) te gene za transmembranske adaptore DAP10 i DAP12 (41).

AP
19p13.3 =1 By HIR3DL3 =150 Kb

19p13.2 | o066 HIRZDL3

19p13.13

10p13.12 |

KIRZDPF1
19p13.11 SIGLEC

15‘)12_,’_' HIR20L1

FeGRT
Topad KIR3DP

19911
19q12 4

LILR

HKIRZDLA
1913, 11 A
19g13.12 | l HIR3OL
19q13.13
LILR
19q13.2 |
19q13.31
19q13.32 |

18g13.33 —

HIRZDS4
19q13.4 .-

T Fraf
19q13.43 [ caciis HIR3DLZ

N 4 .
Fromosom 19 LRC Haplotip A

Slika 8. Mapa sustava leukocitnih receptora LRC i primjer jednog od mogucih

haplotipova KIR. (Slika preuzeta iz reference 37, www.ebi.ac.uk/ipd/kir/)
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Geni KIR variraju u duzini od 4-16 kb i mogu sadrzavati 4-9 egzona. Organizacija
egzon-intron struktura uglavnom prati osnovni raspored: vodeca sekvenca kodirana je s prva
dva egzona, imunoglobulinske domene (DO, D1 i D2) kodirane su egzonima 3-5, vezna regija
I transmembranska regija kodirane su pojedinacno egzonima 6 i 7 i citoplazmatska regija je

kodirana s posljednja dva egzona 8 i 9 (slika 9).

Egzen1 Egzonl Egzon3 Egzon 4 Egzon 5 Egzon6é EgzenT Egzon8 Egzon9
34 36 282 300 294 51 1021105 53 177
Tip | KIRZDL
34 36 282 300 294 51 105 53 42
Tip | KIRZDS
(KIR2DS15)
34140 36 285 294 51 105 53 270
Tip Il KIRZD
34 36 285 300 294 51 105 53 1771210
34 36 285 300 294 51 105 51 8
e I i i
34 36 285 300 294 105 53 126
= e
34 0136 285 300 294
34 36 282 299 294 51 105 53 177
Vodeéasekvenca DO domena D1 domena D2 domena Yezna Transmembranska Citoplazmatska

regija  ragija reglja

Slika 9. Organizacija gena KIR. Geni KIR koji imaju sli¢nu strukturnu organizaciju prikazani su
kao grupa, dok su oni s odredenim posebnostima prikazani zasebno. Kodirajuée regije egzona
prikazane su kao plavi kvadrati, a njihova veliina u pb prikazana je brojevima iznad kvadrata.
Pseudoegzon 3 i deletirani egzon 2 prikazani su crvenom bojom. (Slika preuzeta iz reference 37,
www.ebi.ac.uk/ipd/kir/)

Geni KIR medusobno su identi¢ni 80-90%, dok se aleli jednog gena KIR medusobno
razlikuju najvise 2% (43). Na osnovu strukturnih obiljezja podijeljeni su u tri skupine: KIR2D
tipa I, KIR2D tipa Il i KIR3D geni.
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2.2.3.1. Geni KIR2D tipa |

Geni KIR2D tipa | kodiraju proteine s dvije izvanstanicne imunoglobulinske domene,
D1 i D2. Sadrze osam egzona i pseudoegzon 3. Pseudoegzon 3 u ovoj skupini je inaktiviran
Sto je posljedica nukleotidne supstitucije na mjestu izrezivanja intron 2-egzon 3 gdje postoji
karakteristiCna delecija tri bazna para. Ovoj grupi pripadaju geni KIR2DL1-3, geni KIR2DS1-
5 te pseudogen KIR2DP1. Geni KIR2DL1-3 razlikuju se od gena KIR2DS1-5 po duZini
kodirajue regije egzona 9 koja kodira citoplazmatski rep. Takoder, geni KIR2DL1 i
KIR2DL2 dijele zajedniCku deleciju u egzonu 7 Sto ih razlikuje od svih ostalih gena KIR, a
rezultat je kraca sekvenca egzona 7. Pseudogen KIR2DP1 razlikuje se od gena KIR2DL1-3 po
kracoj sekvenci egzona 4 zbog delecije jednog baznog para $to za posljedicu ima prijevremeni
STOP kodon.

2.2.3.2. Geni KIR2D tipa Il

Geni KIR2D tipa Il kodiraju proteine s dvije izvanstani¢ne imunoglobulinske domene,
DO i D2. Ovoj grupi pripadaju geni KIR2DL4 i KIR2DL5. Karakteristika ove grupe je
kompletna delecija regije koja odgovara egzonu 4. Nadalje, za razliku od gena KIR2D tipa |
koji imaju netranslatirani pseudoegzon 3, geni KIR2D tipa Il imaju translatirani egzon 3.
Unutar ove skupine, gen KIR2DL4 se razlikuje od gena KIR2DL5, kao i od ostalih gena KIR
po duZzini svojeg egzona 1. Kod gena KIR2DL4, egzon 1 je 6 nukleotida duZi i ima
inicijacijski kodon potpuno razlicit od ostalih gena KIR.

2.2.3.3. Geni KIR3D

Geni KIR3D kodiraju proteine s tri izvanstani¢ne imunoglobulinske domene, DO, D1 i
D2. Ovoj skupini pripadaju geni KIR3DL1-3, KIR3DS1 i pseudogen KIR3DP1. Geni imaju
devet egzona, a medusobno se razlikuju u duzini regije egzona 9 koja kodira citoplazmatski
rep. Gen KIR3DL2, od svih gena KIR, ima najduzu nukleotidnu sekvencu od 16256 pb. Gen
KIR3DS1 razlikuje se od gena KIR3DL1 i KIR3DL2 po kracoj sekvenci egzona 8, a gen
KIR3DL3 razlikuje se od svih ostalih gena KIR po kompletnoj deleciji egzona 6. Najveca
strukturna razlika u odnosu na sve gene KIR postoji kod pseudogena KIR3DP1 koji uopée
nema egzone 6-9, a ponekad ni egzon 2.
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2.2.4. HAPLOTIPOVI KIR

Geni KIR usko su vezani i nasljeduju se kao haplotip. Zbog diploidnosti kod ljudi,
obicno postoje dvije kopije autosomalnih gena, po jedan na svakom homolognom
kromosomu. Ipak, u slucaju gena KIR to pravilo ne vrijedi; broj i tip gena KIR razlikuju se
izmedu dva kromosoma (44). Geni KIR organizirani su na kromosomu u dva osnovna
haplotipa koji pokazuju izrazitu raznolikost u broju i vrsti prisutnih gena KIR, a nazvani su
haplotip A i haplotip B (slika 10) (37, 41). Cetiri gena KIR (KIR2DL4, KIR3DL2, KIR3DL3 i
KIR3DP1) prisutna su u svakom haplotipu i nazivaju se geni okvira Citanja, dok je prisutnost
preostalih gena KIR razliCita, ovisno o haplotipu. Svi geni KIR organizirani su na kromosomu
po principu glava-rep i medusobno su razdvojeni odsjeCkom DNA od 2,4 kb. lzuzetak Cini
odsjeCak DNA od 14 kb koji razdvaja gene KIR3DP1 i KIR2DL4. Ovaj odsjeCak zapravo
dijeli haplotip na centromerni i telomerni dio (44). Centromerni dio haplotipa omeden je
genom KIR3DL3 na 5' kraju i genom KIR3DP1 na 3’ kraju, dok je telomerni dio omeden
genima KIR2DL4 na 5 kraju i KIR3DL2 na 3" kraju. Geni KIR2DL2 i KIR2DL3 segregiraju
kao dva alela jednog lokusa (KIR2DL2L3) u centromernom dijelu haplotipa. Slicno, KIR3DL1
i KIR3DS1 ponaSaju se kao aleli jednog lokusa (KIR3DL1S1) u telomernom dijelu haplotipa.
Gotovo svi haplotipovi sadrZe ova dva lokusa pa teoretski svatko u svom KIR genomu ima
KIR2DL2 ili KIR2DL3 odnosno KIR3DL1 ili KIR3DS1 gen. Geni KIR2DL1-3 i KIR2DS2
specificni su za centromerni dio haplotipa, dok su geni KIR3DL1, KIR3DS1, KIR2DS1 i
KIR2DS4 specificni za telomerni dio haplotipa. Tri gena, KIR2DL5, KIR2DS3 i KIR2DS5

mogu se naci i u centromernom i u telomernom dijelu haplotipa.

Haplotip A
.30L3 .2DL3; | 20P1 1 2DL1 | 3DRA 204 [~3DLY, | 2084 - 3DL2

Haplotip B
.3DL3 [~ 2082 -~ 2DL2 |20L5B)~ 2DS3 - 20P1 i 2DL1 1 8DPY -~ 2DL4 | 3DS1 -2DLEA~ 2085 ~ 2081 - 3DL2

CENTROMERNI DIO TELOMERNI DIO

Slika 10. Shematski prikaz dva osnovna haplotipa KIR — haplotip A i haplotip B

Haplotip A je nepromijenjiv haplotip i sastoji se od 9 gena KIR: KIR3DL3-2DL3-
2DP1-2DL1-3DP1-2DL4-3DL1-2DS4-3DL2. Kodira predominantno inhibicijske receptore
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KIR, a jedini gen za aktivacijski receptor je KIR2DS4. Haplotip B znaCajno varira u sastavu
gena i odreden je prisutno3¢u razlicitih kombinacija gena KIR2DS1, KIR2DS2, KIR2DS3,
KIR2DS5, KIR2DL2, KIR2DL5 i KIR3DS1 koji nisu dio haplotipa A. Time haplotip B kodira
znaCajno vise aktivacijskih receptora KIR u odnosu na haplotip A. S obzirom na izrazitu
raznovrsnost gena KIR i reciprocne rekombinacije unutar kompleksa KIR, unutar populacija
postoji veliki broj razliCitih genotipova. Svaka osoba moZe se na osnovu prisutnih gena KIR
svrstati u jednu od tri grupe genotipova KIR: genotip AA - homozigot za haplotip A, genotip
BB - homozigot za haplotip B i genotip AB - heterozigot s haplotipom A i haplotipom B (45).
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Slika 11. Shematski prikaz najucestalijih haplotipova KIR. Na slici je prikazano 11
haplotipova prisutnih kod 94.0% bijele populacije. Haplotipovi su prikazani prema sastavnim
motivima centromerne i telomerne regije (Cen:Tel). Boja kvadrati¢a oznaCava prisutnost odredenog
gena KIR, a redoslijed gena u haplotipu odreden je metodom sekvenciranja. Geni KIR2DS3 i
KIR2DS5 (KIR2DS3S5) mogu biti prisutni i u centromernoj (C) i u telomernoj regiji (T). Geni
KIR2DS1 i KIR2DS4 prikazani su zajedno zbog jednostavnosti. (Slika preuzeta iz reference 47)
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ReciproCna rekombinacija izmedu gena KIR3DP1 i KIR2DL4 kombinira i mijeSa
centromerne (c) i telomerne (t) motive gena KIR haplotipa A (tA i cA) i haplotipa B (tB i cB)
stvarajuci razlicite kombinacije gena u haplotipovima. Do danas je prijavljeno 37 definiranih
haplotipova KIR na razini alela odredenih metodom sekvenciranja (46), odnosno 71 haplotip
odreden segregacijskom analizom obitelji (47). UocCeno je da su na razini gena svi haplotipovi
kombinacija 10 centromernih i 10 telomernih motiva gena KIR (44). Najucestaliji haplotipovi
KIR u populacijama prikazani su na slici 11, gdje se moZe vidjeti da su svi kombinacija tri
centromerna (CAOL, cB01 i cB02) i dva telomerna (tA01 i tBO1) motiva gena KIR.

Nasljedivanje maj¢inog i ofevog KIR haplotipa dodatno stvara razliite kombinacije
gena i genotipova KIR medu ljudima (slika 12). Do danas (01.05.2014.) je u populacijskim
studijama medu 16988 ispitanika iz 143 populacije pronadeno 492 razlicitih genotipova KIR

na osnovi prisutnosti/odsutnosti pojedinog gena KIR (42; wwwe.allelefrequencies.net).

2.2.5. LIGANDI RECEPTORA KIR

Za razumjevanje uloge receptora KIR, potrebno je znati s kojim molekulama stupaju u
interakciju. Do danas svi poznati ligandi receptora KIR su molekule HLA razreda | lokusa
HLA-A, HLA-B, HLA-C i HLA-G (slika 13). Ligandi za sve receptore KIR jo$ uvijek nisu

poznati.

2.2.5.1. HLA-C

Molekule HLA-C su najdominantniji ligandi za veci broj receptora KIR. Sve molekule
HLA-C u lancu al sadrze aminokiselinu valin (V) na poziciji 76, dok je pozicija 80 dimorfna
I moze sadrzavati asparagin (N) ili lizin (K). Na osnovu vrste aminokiseline na poziciji 80,
molekule lokusa HLA-C podijeljene su u dvije skupine liganada za receptore KIR: skupina
C1 i skupina C2. Gotovo polovica gena HLA-C (C*02/04/05/06/12:42/15/16:02/17) ima lizin
na poziciji 80 (K80, konvencionalno nazvan C2 epitop) i pripada skupini C2, dok ostali
(C*01/03/07/08/12/13/14/15:07/16:01) imaju asparagin (N80, konvencionalno nazvan C1
epitop) i pripadaju skupini C1 (44). Pozicija 44 u D1 domeni receptora KIR raspoznaje
navedene epitope molekula HLA-C i odgovorna je za jaCinu interakcije receptor-ligand (48).
Molekule HLA-C skupine C2 prirodni su ligandi za receptor KIR2DL1. Receptori KIR2DL2 i
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ACac ADac ACad ADad
BCac BDac BCad BDad
AChbc ADbc AChd ADbd
BCbc BDbc BCbd BDbd
c)
Heplotipovi IVI.oche kombinacije inhibicijski KIR-HLA Aktivacijski lKIR
Broj Tip Broj Tip
ABab (otac) 3 3DL1-Bwd4; 2DL2/3-C1; 3DL2-A3 6 2DS1; 2DS2; 2DS3; 2DS4; 2DS5; 3DS1
CDed (majka) 3 2DL3-C1; 2DL1-C2; 3DL2-AM1 3 2DS1; 2D84; 3DS1
ACac 2 2DL3-C1; 3DL2-A3 1 2054
BCac 2 2DL2/3-C1; 3DL2-A3 8 2DS1; 2DS2; 2083; 2DS4; 2DS5; IDST
AChc 2 3DL1-Bw4; 2DL3-C1 1 2DS4
BChe 2 3DL1-Bw4; 2DL2/3-C1 6 2DS1; 2DS2; 2D83; 2DS4; 2DS5; 3DS1
ACac 2 2DL3-C1; 3DL2-A3 1 2DS4
BDac 2 2DL2/3-C1; 3DL2-A3 5 2D81; 2D82; 2DS3; 2DS5; 3DS1
ADbc 2 3DL1-Bwd; 2DL3-C1 3 2DS1; 2Ds4; 301
BDbc 2 3DL1-Bw4; 20L3-C1 5 2D81; 2DS2; 2083; 2DSS; 3DS1
ACad 3 2DL3-C1; 2DL1-C2; 3DL2-A3M1 1 2DS4
BCad 3 20L2/3-C1; 2DL1-C2; 3DL2-A3/11 6 2DS1; 2DS2; 2DS3; 2DS4; 2DS5; 3DS1
AChd 4 3DL1-Bw4; 2DL3-C1; 2DL1-C2; 3DL2-A11 1 2Ds4
BChd 4 3DL1-Bwd4; 2DL2/3-C1; 2DL1-C2; 3DL2-A11 6 2D81; 2DS2; 2DS3; 2DS4; 2DS5; 3D31
ADad 3 2DL3-C1; 2DL1-C2; 3DL2-A3/1 3 2DS1; 2DS4; 3DsH1
BDad 3 2DL2/3-C1; 2DL1-C2; 3DL2-A3M11 5 2D81; 2DS2; 2DS3; 2DS5; 3DS1
ADbd 4 3DL1-Bw4; 2DL3-C1; 2DL1-C2; 3DL2-AN 3 2D81; 2D54; 3DS1
BDbd 3 2DL2/3-C1; 2DL1-C2; 3DL2-A11 5 2DS1; 2DS2; 2D83; 2DSS; 3DS1

Slika 12. Primjer mogucih kombinacija roditeljskog nasljedivanja haplotipova KIR i

gena HLA. a) varijacije haplotipova KIR (oznaceni A,B,C,D) i HLA (oznaceni a,b,c,d) kod roditelja;

b) Cetiri moguée kombinacije gameta oba roditelja i 16 mogucih kombinacija haplotipova KIR i HLA

kod potomaka; ¢) nasumicno spajanje gameta stvara potomke s jednom od 16 moguéih kombinacija

majcinog i ocevog haplotipa KIR i HLA Sto stvara raznolikost u broju i tipu KIR-HLA interakcija

(inhibicija ili aktivacija). (Slika preuzeta iz reference 44)
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KIR2DL3 vezu molekule HLA-C skupine C1, iako ostvaruju vezu i s nekim molekulama iz
skupine C2 (C*05:01 i C*02:02). Takoder, molekule HLA-B46 i B73 koje obje imaju valin
(V) na poziciji 76 i asparagin (N) na poziciji 80, moguci su ligandi za receptor KIR2DL2 i
KIR2DL3. Receptor KIR2DL3 slabije i specificnije veze ligande HLA-C u odnosu na
KIR2DL2, §to ovisi 0 raznovrsnosti aminokiselina na poziciji 16 u domeni D1 i poziciji 148 u
domeni D2 receptora KIR (49). Inhibicijski signal stvoren interakcijom KIR2DL2/3-C1
slabiji je od inhibicijskog signala kompleksa KIR2DL1-C2.

Aktivacijski receptor KIR2DS1 koji je gradom Ig-domena slian inhibicijskom
receptoru KIR2DL1, takoder veze molekule skupine C2, ali sa znatno manjim afinitetom.
Aktivacijski receptor KIR2DS2 je takoder gradom Ig-domena nalik inhibicijskom receptoru
KIR2DL2, ali nema afinitet za vezanje molekula skupine C1 (50).

Receptor KIR2DS4 najstariji je i najzastupljeniji aktivacijski receptor i ima specifican
afinitet samo za odredene molekule HLA-C skupine C1 (HLA-C*01:02, C*14:02 i C*16:01)
i C2 (HLA-C*02:02, C*04:01 i C*05:01) (51).

2.2.5.2. HLA-Bw4

Skupina molekula HLA-A i HLA-B koje nose epitop Bw4 ligandi su za receptor
KIR3DL1. Specificnost molekula koje imaju epitop Bw4 razlikuje se od molekula s epitopom
Bw6 zbog sastava aminokiselina na pozicijama 77-83 u lancu al. Epitop Bw6 nalazi se samo
na molekulama HLA-B dok se epitop Bw4 nalazi na 40% molekula HLA-B i na nekim
molekulama HLA-A (HLA-A23, A24, A25 i A32). Molekule s epitopom Bw6 na poziciji 80
imaju aminokiselinu asparagin (N) i ne veZu se na KIR3DL1 dok molekule s epitopom Bw4
na poziciji 80 imaju izoleucin (1) ili treonin (T) i veZu receptor KIR3DL1 (52). Aminokiselina
na poziciji 83, arginin, esencijalna je za vezanje receptora KIR3DL1 (33). lzuzetak je produkt
alela KIR3DL1*004 Ciji se protein ne ispoljava na povrsini stanica pa predstavlja nevezujuci
receptor KIR3DL1 (53). Molekule HLA-A25 i HLA-B13 Cine izuzetak medu ligandima
HLA-Bw4 jer, iako imaju epitop Bw4, ne vezu se s receptorom KIR3DL1 (31, 54).

Ligandi za aktivacijski receptor KIR3DS1, iako dijeli 95% strukturne sli¢nosti s
receptorom KIR3DL1, jo$ nisu sa sigurno$¢u utvrdeni. Zadnje genetske i funkcionalne studije
pokazuju da su molekule HLA-Bw4 s izoleucinom na poziciji 80 potencijalni ligandi za ovaj
receptor, medutim direktna interakcija receptora KIR3DS1 i HLA-Bw4 jo$ nije dokazana
(55).
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2.2.5.3. HLA-A

Molekule HLA-A3 i A1l ligandi su za receptor KIR3DL2, pri Cemu je veza izrazito
osjetljiva i ovisi o jacini interakcije receptora s aminokiselinama na poziciji 7 i 8 u ligandu
(56). U in vitro studijama dokazano je da su ove molekule ligandi za KIR3DL2 samo u
sluCaju kada imaju vezane peptide Epstein-Barr virusa (57). Iz tog razloga postoje
kontroverze treba li molekule HLA-A3 i All smatrati ligandima za receptore KIR u
klinickom pogledu kod TKMS.

Za receptor KIR2DS4 dokazano je da takoder veze neke molekule HLA-A, tocnije HLA-
A*11:01i A*11:02 (51).

2.2.5.4. HLA-G

Receptor KIR2DL4 kao ligande prepoznaje neklasicne molekule HLA razreda I,
HLA-G. Ove interakcije izrazito su vazne za vrijeme trudnoce gdje receptor KIR2DL4 vezZe
molekule HLA-G na stanicama trofoblasta ¢ime se poti€e vaskularizacija decidue i razvoj
placente koja ¢e opskrbiti fetus sa svim potrebnim nutrijentima i kisikom (58). Receptor
KIR2DL4 neobican je i potpuno razliCit receptor u odnosu na sve ostale receptore KIR u
pogledu strukture, izrazavanja, pozicije u stanici i naCina signaliziranja. lako ima dugi
citoplazmatski rep tipi€an za inhibicijske receptore KIR, KIR2DL4 ima aktivacijski u¢inak na
stanicu NK i to u sekrecijskom smjeru, a ne citotoksi¢nom (59). Produkt gena KIR2DL4 ne

izraZzava se na povrsini stanice ve¢ ostaje u solubilnom obliku u endosomu unutar stanice.

Ligandi specifi¢ni za receptore KIR2DS2, KIR2DS3, KIR2DS5 i KIR2DLS5 jos uvijek

su nepoznati.
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HLA-C skupina C2: C*02/04/05/06/12:42/15/16:02117

HLA-C skupine C1: C*01/03/07/08/12/13/14/15:07/16.01
HLA-C skupine C2: C*02/04/05/06/12:42/15/16:02/17

HLA-Bw4 (HLA-B osim B*13 i HLA-A™23, *24, *32 osim A*25)
HLA-A03/A11; (HLA-B®27)

HLA-G

Nepoznat

Nepoznat

HLA-C skupina C2: C*02/04/05/06/12:42/15/16:02/17
Nepoznat

Nepoznat

Skupina C1: HLA-C*01:02/14:02/16:01; skupina C2: HLA-
C*02:02/04:01/05:01; HLA-A*11:01/11:02

Nepoznat

Nepoznat

Slika 13. Receptori KIR i njihovi ligandi. (Slika preuzeta iz reference 44)
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2.3. ULOGA GENA KIR U TRANSPLANTACIJI

Geni KIR kao vazni regulatori prirodene imunosti imaju znacajan doprinos uspjehu
TKMS. Raznovrsnost haplotipova s obzirom na sastav gena KIR kao i znaCajna raznovrsnost
alela potaknuo je brojna istraZivanja o utjecaju gena KIR na ishod TKMS. Poznavajuci
mehanizam kako interakcija molekula KIR i HLA odreduju funkciju stanica NK, istrazivanja
su se usmjerila na kombinaciju genotipa KIR/HLA u davatelju i primatelju i moguci utjecaj
na ishod transplantacije. ,, The International Histocompatibility Working Group (IHWG) in
Hematopoietic Cell Transplantation” 2002. godine postavila je smjernice za istrazivanje uloge
gena KIR i interakcija KIR/HLA na ishod transplantacije (60). Za valjanu studiju potrebno je
odredivanje gena HLA-A, -B i -C primatelja i davatelja visokom rezolucijom na Cetiri
znamenke (npr. HLA-A*11:01; B*07:02; C*01:02) te odredivanje genotipa KIR davatelja na
razini gena ili alela. Genotipizacija mora ukljucivati tipizaciju svih poznatih aktivacijskih
(KIR2DS1-5, KIR3DS1) i inhibicijskih (KIR2DL1-3, KIR2DL5, KIR3DL1) gena KIR kao i
gene okvira Citanja (KIR3DL2, KIR3DL3 i KIR2DL4). Odredivanje pseudogena nije
obvezatno.

Analiza rezultata razliCitih do danas objavljenih studija o utjecaju KIR/HLA
(ne)podudarnosti izmedu primatelja i davatelja na ishod TKMS vrlo je raznolika, od jako
pozitivnog uCinka do nikakvog ili Cak negativnog uCinka (tablicni pregled rezultata iz
literature prikazan je u Prilogu 1). Razlog je vjerojatno nejedinstven nacin odredivanja KIR
(ne)podudarnosti, stupanj bolesti i razli€iti transplantacijski protokoli medu centrima. Najveci
pozitivan ucinak i dosljedni rezultati dobiveni su u sluCaju dijagnoze akutne mijeloicne

leukemije (AML) i u slu€ajevima haploidenticne TKMS.

2.3.1. ALOREAKTIVNE STANICE NK

Glavne odrednice aloreaktivnosti stanica NK su interakcije inhibicijskih receptora
(KIR i CD94/NKG2A) s molekulama HLA. Ovisno o raznovrsnosti gena HLA i KIR, osobe
se medusobno razlikuju po broju funkcionalnih parova inhibicijski KIR/HLA kojih moze biti
od 1-4 (KIR2DL1-C2, KIR2DL2/3-C1, KIR3DL1-Bw4 i KIR3DL2-A3/A11). Kod osoba sa
samo jednim funkcionalnim parom KIR/HLA, veéi dio stanica NK ima izraZzene
CD94/NKG2A receptore Ciji su ligandi molekule HLA-E. Nakon TKMS, takve stanice NK

davatelja ¢e u istom omjeru biti inhibirane molekulama HLA-E primatelja (61). To znaCi da
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ja€ina aloreaktivnosti stanica NK ovisi isklju¢ivo o receptorima KIR i da Ce stanice NK
postati aloreaktivne protiv svake alogene stanice koja nema odgovarajué¢i HLA ligand za
inhibicijski receptor KIR. U alogenicnoj TKMS, davateljeve stanice NK koje postanu
aloreaktivne u primatelju, utjeCu na ishod transplantacije direktnim antitumorskim ucinkom,
ublazavanjem nastanka GvHD-a te smanjenjem pojave odbacivanja presatka i boljim
prezivljenjem (slika 14) (62, 63).

Proliferativni
potencijal
Citoliticka
aktivnost
Bez GvHD-a

(1118

primatelja

Nema povrata bolesti
(leukemijskog relapsa)

Ubijanje

Nema odbacivanja
transplantata

Legenda: DC-dendritiCke stanice; GvHD-reakcija presatka protiv primatelja; KIR-receptori prirodnoubilackih

stanica sli¢ni imunoglobulinu; KMS-krvotvorne maticne stanice; NK-prirodnoubilacke stanice.

Slika 14. Nastanak aloreaktivnih stanica NK i njihova uloga u transplantaciji

krvotvornih maticnih stanica. (Slika preuzeta iz reference 63)

Osnovno pitanje bilo je kako to da aloreaktivne stanice NK imaju tako pozitivan
ucinak i zasto ne izazivaju reakciju GvHD. Eksperimenti na miSevima dokazali su da stanice
NK dominantno napadaju samo stanice krvotvornog sustava domacina, ali ne i ostala tkiva
kao Sto to Cine limfociti T (64). Stanice NK ne mogu napasti normalne mirujuce stanice i iz
tog razloga ne sudjeluju direktno u nastanku GvHD-a. Takoder, stanice NK eliminiraju
limfocite T 1 granulocite primatelja Cime doprinose smanjenju intenziteta GvHD-a i bolje
prihvacanje transplantata. Ujedno imaju i sposobnost ubijanja dendritiCkih stanica koje su
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inicijatori GvHD-a uzrokovanog limfocitima T. Ipak, u nekim slucajevima, stanice NK mogu
indirektno pridonijeti pojacanju intenziteta GvHD-a sekrecijom inflamatornih citokina,
poznatom kao ,,citokinska oluja* (65). Ono sto je najvazniji ucinak aloreaktivnih stanica NK u
primatelju je snazan antitumorski uCinak (GvL efekt). Stanice NK eliminiraju tumorske
stanice prvenstveno direktnom citotoksicnom aktivnoséu, a mogu potpomoci i sekrecijom
imunosupresivnih citokina (65). Nadalje, sekrecijom faktora rasta potiCu razvoj mati¢nih
stanica davatelja i brze obnavljanje krvotvornog sustava, a ujedno i regeneraciju ostalog
oStecenog tkiva. Boljem prezZivljenju doprinosi i snazna antivirusna funkcija stanica NK,

narocCito u kontroli infekcija citomegalovirusom (CMV) i respiratornih virusnih infekcija (66).

2.3.2. MODELI NASTANKA ALOREAKTIVNIH STANICA NK

Stanice NK su prva populacija limfocita koja se javlja obnavljanjem krvotvornog
sustava primatelja nakon TKMS. Prve zrele stanice NK nastale iz transplantiranih maticnih
stanica davatelja javljaju se 4-6 tjedana nakon TKMS i regeneriraju davateljev sastav
receptora KIR. Nakon Sest mjeseci sastav receptora KIR primatelja u potpunosti je isti kao i
kod davatelja. Aloreaktivne stanice NK mogu se otkriti veC 6.-7. tjedan nakon TKMS, a mogu
biti prisutne i godinu dana nakon TKMS-a, u nekim slucajevima i nakon 5 godina (64). lako
se prisutnost aloreaktivnih stanica NK moze predvidjeti analizom gena KIR davatelja i gena
HLA razreda | primatelja i davatelja, stvaran broj aloreaktivnih stanica moze se odrediti
fluorocitometrijskim metodama (31). Vecina studija o utjecaju aloreaktivnosti stanica NK na
ishod TKMS temelji se na prisutnosti gena KIR i liganada HLA. Medutim, samo mali broj
studija je i fenotipski (receptori prisutni na povrsini stanice NK) dokazao aloreaktivne stanice
NK. Naime, postojanje gena KIR ne znaci da ¢e i odgovarajuci receptor KIR biti ispoljen na
povrsSini stanice (67). Usporedba gena KIR odredenih genotipizacijom i receptora KIR
odredenih fenotipizacijom (protoCna citometrija), pokazuje razliku od ¢ak 25%.

Kretanjem od hipoteze da za nastanak aloreaktivnih stanica NK mora postojati
receptor KIR-ligand HLA nepodudarnost, postoje tri modela nastanka aloreaktivnih stanica
NK.

2.3.2.1. MODEL ,,LIGAND-LIGAND NEPODUDARNOST”

Ovaj model (engl. ,,KIR ligand mismatch”) bazira se na usporedbi samo gena HLA

primatelja i davatelja (usporedba ligand-ligand) bez potrebe odredivanja gena KIR (68).
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Analizom genotipa HLA davatelja i primatelja, moze se predvidjeti stupanj aloreaktivnosti

stanica NK. Potrebno je da barem neki od liganada HLA davatelja (grupa C1, grupa C2,

HLA-Bw4 ili HLA-A3/A11) ne postoji u primatelju ili obrnuto (slika 15). Uz pretpostavku da

svaka osoba ima izrazene inhibicijske receptore KIR za vlastite ligande HLA, zbog

nepodudarnosti u ligandima HLA davatelja i primatelja, zakljuCuje se da ¢e nakon TKMS

neka populacija stanica NK davatelja postati aloreaktivna u primatelju. Na stranicama

www.ebi.ac.uk/ipd/kir/ dostupan je alat ,,Ligand Calculator* pomocu kojeg se odreduje

(ne)postojanje nepodudarnosti liganada primatelja i liganada davatelja i smjer djelovanja

aloreaktivnih stanica NK.
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Slika 15. Shematski prikaz nastanka aloreaktivnih stanica NK modelom ,,ligand-ligand

nepodudarnost®. (Slika preuzeta iz reference 68)
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2.3.2.2. MODEL ,,KIR-LIGAND NEPODUDARNOST”

Drugi pristup predvidanja nastanka aloreaktivnih stanica NK je usporedba genotipa

KIR davatelja i genotipa HLA primatelja (receptor-ligand) (68). U ovom modelu (engl.

»missing KIR ligand*) pretpostavka je da je za nastanak aloreaktivnih stanica NK dovoljan

jedan inhibicijski receptor KIR davatelja koji nema odgovarajuéi ligand HLA u primatelju

(slika 16). Receptori KIR davatelja odreduju se KIR genotipizacijom.
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Slika 16. Shematski prikaz nastanka aloreaktivnih stanica NK modelom ,,KIR-ligand

nepodudarnost”. (Slika preuzeta iz reference 68)
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Model ,,KIR-ligand nepodudarnost” bolji je prognosticki model jer u sluCaju HLA
podudarnih parova primatelj — davatelj, prema modelu ,ligand-ligand nepodudarnost®
zaklju€ak bi bio da neCe nastati aloreaktivne stanice NK. Medutim, uzme li se u obzir
nezavisna segregacija gena HLA i gena KIR, primatelj i davatelj podudarni u genima HLA
nisu uvijek podudarni u genima KIR te stoga imaju razlicCite receptore KIR o kojima ovisi

aloreaktivnost stanica NK.

2.3.2.3. MODEL ,,HAPLOTIP KIR NEPODUDARNOST*

Posljednji i vjerojatno najbolji model nastanka aloreaktivnih stanica NK (engl. ,,KIR
haplotype mismatch*) temelji se na kombinaciji haplotipova A i B davatelja i primatelja i
broja aktivacijskih receptora KIR u haplotipu. Pretpostavka je da stanice NK koje imaju samo
inhibicijske receptore KIR nisu sposobne postici antitumorski ucinak u odnosu na stanice NK
koje imaju i aktivacijske receptore KIR (69). Sto je broj aktivacijskih receptora vedi, jaci je

antitumorski ucinak (slika 17).

Leukemija

Broj gena KIR u haplotipu B ! L M5 Tel e W, Aktivacijski

receptor / ligand receptor / ligand

Slika 17. Shematski prikaz nastanka i djelovanja aloreaktivnih stanica NK modelom

,»haplotip KIR nepodudarnost®. (Slika preuzeta iz reference 69)
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Prema studiji Cooley i suradnika, bolesnici s AML-om koji su primili transplantat od
davatelja genotipa KIR Bx imali su znatno bolje prezivljenje i smanjen povrat bolesti (70).

Zbog snazne neravnoteze udruzivanja (engl. linkage disequilibrium, LD) gena KIR u
haplotipu, jako je teSko razluciti da li neki KIR haplotip B-specificni gen KIR zasebno ima
posebni utjecaj na ishod TKMS. Na temelju navedene studije (70), razvijen je jednostavan
program naziva ,,Donor KIR B-content group calculator koji se koristi za izbor najboljeg
davatelja na temelju sastava gena KIR u haplotipu B, u onim slu¢ajevima kada postoji vise

HLA podudarnih davatelja. Program je dostupan na stranicama www.ebi.ac.uk/ipd/Kir/.

2.3.3. GENI KIR U TRANSPLANTACIJI SOLIDNIH ORGANA

U transplantaciji solidnih organa, odbacivanje presatka jos je uvijek jedan od najvecih
uzroka smrtnosti bolesnika nakon transplantacije. Smatra se da aloreaktivnost stanica NK
primatelja sudjeluje u imunoloskoj reakciji protiv presatka, a toCan mehanizam je jo$ uvijek
kontroverzan. Stanice NK mogu reagirati protiv presatka na dva nacina: 1) ako presadak ne
sadrzi iste molekule HLA kao primatelj, receptori KIR stanica NK primatelja neCe prepoznati
odgovarajuce ligande, aktivirat ¢e stanicu NK koja Ce lizirati stanice presatka; 2) upalni
procesi uzrokovani samim operativnim postupkom transplantacije induciraju izrazavanje
molekula stresa na stanicama presatka koje prepoznaju aktivacijski receptori KIR i aktiviraju
stanicu NK za napad (71). S druge pak strane, stanice NK mogu inducirati i toleranciju na
presadak sposobnoS¢u eliminiranja dendritiCnih stanica i time limitiraju¢i T-stani¢nu

aloreaktivnost.

2.3.3.1. GENI KIR I TRANSPLANTACIJA BUBREGA

Jos uvijek nije u potpunosti jasno imaju li aloreaktivne stanice NK utjecaja na ishod
transplantacije bubrega, a nekoliko istrazivanja dalo je razliCite rezultate. Jedan od prvih
radova pokazao je da je povecana citotoksicnost stanica NK nakon transplantacije bubrega
povezana s veCim brojem aktivacijskih receptora KIR u primatelja (72), dok druga
istrazivanja pokazuju da je veci broj inhibicijskih receptora KIR kod primatelja povezan s
zaStitnom ulogom protiv akutnog odbacivanja presatka (73). U studiji Nowak-a i suradnika,
prisutnost aktivacijskog receptora KIR2DS5 u primatelja povezana je sa zastitom presatka od

odbacivanja (74). Pozitivan utjecaj KIR-ligand podudarnosti i 25% manja smrtnost u 10-
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godiSnjem prezivljenju bubrega dokazana je studijom van Bergen-a i suradnika (75). Prema
njihovom istrazivanju, postojanje jedne ili visSe KIR-ligand nepodudarnosti smanjuje
prezivljenje presatka u jednakom omjeru kao i HLA-A ili HLA-B nepodudarnost primatelja i
davatelja. Tako u sluCaju da postoji vise HLA identiCnih davatelja bubrega, trebalo bi odabrati
onog s najmanje KIR-ligand nepodudarnosti. Ipak, jedna od najvecih studija Tran-a i
suradnika na uzorku od 2757 transplantiranih bolesnika nije potvrdila niti jedan od rezultata
prethodno navedenih studija (76). U dodatnoj analizi 608 primatelja bubrega, rezultati su
ponovno bili negativni (77). Istrazivanje nije dokazalo postojanje utjecaja KIR-ligand
nepodudarnosti na uspjeh transplantacije bubrega i ova grupa autora ne podrzava primjenu

receptora KIR u odabiru davatelja bubrega.

2.3.3.2. GENI KIR I TRANSPLANTACIJA JETRE

S obzirom da je akutno odbacivanje jetre nakon transplantacije joS uvijek veliki
Klinicki problem, istraZzivanja su se usmijerila i na moguci pozitivni utjecaj gena KIR.
Istrazivanje Hanvesakul-a i suradnika o utjecaju receptora KIR i liganada HLA-C skupine C1
i C2 davatelja na akutno odbacivanje jetre pokazalo je statistiCki znaCajan utjecaj liganada
skupine C2 u smislu manjeg odbacivanja presatka i boljeg preZivljavanja (78). Istrazivanje
Fosby-a i suradnika bilo je usmjereno na genotip KIR primatelja, ali nije pokazalo nikakav
znaCajniji utjecaj na odbacivanje jetre (79). Zna se da su geni KIR, reguliraju¢i aktivnost
stanica NK, ukljuceni u antivirusnu imunoloSku reakciju u jetri. Rad Askar-a i suradnika
usmjerio se na istrazivanje utjecaja raznovrsnosti gena KIR na ucCinkovitost antivirusne
terapiju (peginterferon i ribavirin, Peg/RBV) kod HCV pozitivnih primatelja gdje su rezultati
pokazali da odsutnost gena KIR2DS2 i/ili KIR2DL2 znaCajno smanjuje uspjeSnost terapije
(80).
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2.4. POVEZANOST GENA KIR S BOLESTIMA

Izuzetna genska, fenotipska i funkcionalna raznolikost receptora KIR koja na
razli€itim razinama utjeCe na funkciju stanica NK moZe biti jedan od ¢imbenika za razvoj
bolesti (81). Brojna genetska istrazivanja povezuju kombinacije receptora KIR i molekula
HLA s pojavom odredene bolesti, navodeci patogene kao glavnu pokretacku snagu evolucije
gena KIR (82). Na stranicama www.allelefrequencies.net osnovana je baza naziva ,,KIR and
Diseases Database (KDDB)“ koja pohranjuje sve objavljene podatke o povezanosti gena,
alela, genotipova i/ili haplotipova KIR s razli¢itim bolestima (83).

2.4.1. GENI KIR I AUTOIMUNE BOLESTI

Zbog povezanosti autoimunih bolesti s genima sustava HLA, kompleksi koje receptori
KIR tvore s molekulama HLA dodatno pojacavaju ucinak na samu bolest (84). Stanice NK su
sinovija, gusSteraCa i mozak (85). Povezanost stanica NK s pojavom autoimunih bolesti
usmjerena je na aktivacijske receptore KIR i haplotip B. Na primjer, dokazana je povezanost
psorijaze vulgaris s prisutnoS¢u molekula KIR2DS1 i HLA-C*06 (86). U slucaju ulceroznog
kolitisa, kombinacija KIR2DL3 i skupine HLA-C1 ima zastitnu ulogu, dok prisutnost
receptora KIR2DL2/2DS2 povecéava rizik bolesti (87). Takoder, KIR2DL2 u haplotipu B
povezan je s nekoliko autoimunih bolesti, izmedu ostalog, s dijabetesom tipa I i psorijaticnim
artritisom (83). RazliCiti oblici uveitisa povezani su s prisutnoSc¢u veceg broja aktivacijskih

receptora KIR u odnosu na parove inhibicijski receptor KIR-ligand HLA (44).

2.4.2. GENI KIR I INFEKCIJE

Brojne su studije koje prouCavaju razliCite vrste virusa i infekcija te pokuSavaju
utvrditi povezanost s odredenim receptorima KIR i njihovim interakcijama s odgovarajuéim
ligandima (83). SprjeCavanje izrazavanja molekula HLA na povrsini stanice mehanizam je
bijega virusa od citotoksicnih stanica T. Medutim, takve stanice bez molekula HLA na
povrsini postaju meta stanica NK jer viSe ne sadrZe ligande za inhibicijske receptore KIR i ne
mogu potaknuti inhibicijski signal. Istrazivanja povezanosti receptora KIR i virusa HIV-a
pokazala su pozitivan ucinak receptora KIR3DL1 i KIR3DS1 u smanjenju progresije bolesti,

manjem nakupljanju virusa i pojacanoj zastiti od infekcije oportunistiCkim uzroCnicima
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osoba zarazenih virusom (91). Kombinacija inhibicijskog receptora KIR3DL1 s molekulom
HLA-B*57 ima snaZan zaStitan uc€inak. lako nije sa sigurno$¢u utvrden ligand za aktivacijski
receptor KIR3DS1, istrazivanja pokazuju izrazeniji zastitni uCinak kada je receptor KIR3DS1
u kombinaciji s molekulama HLA-Bw4 koje na poziciji 80 imaju aminokiselinu izoleucin (1).
Zastitna uloga receptora KIR2DL3 i liganada skupine HLA-C1 dokazana je kod osoba
zarazenih virusom hepatitisa C (HCV) s akutnom infekcijom, dok je kod kroni¢nog oblika
infekcije HCV-om znaCajan utjecaj receptora KIR2DL2 (92). U slu¢aju CMV-a, infekcije

nakon transplantacije znatno su smanjene $to je viSe aktivacijskih receptora KIR prisutno.

2.5. KIR | TRUDNOCA

Stanice NK imaju vaznu ulogu u formiranju placente i odrZzavanju trudnoce, a €ine 50-
90% svih leukocita u decidui dok limfocita T i B gotovo i nema (93). Smatra se da su
poremecaji u trudnoCi poput preeklampsije, pobacaja ili zastoja u rastu fetusa povezani s
interakcijom receptora KIR i molekula HLA-C (94). IstraZzivanje Hiby-a i suradnika pokazalo
je povecan rizik za preeklampsiju kod majki koje su homozigoti za KIR haplotip A, a rizik je
jo§ povecan ukoliko fetus sadrzi molekule HLA-C skupine C2 naslijedene od oca, a sama
majka ih nema (95). Dodatnim istrazivanjem potvrdili su da KIR haplotip B majke djeluje
zaStitno, naroCito ako sadrzi receptor KIR2DS1 (96). Najnovije istrazivanje Hiby-a i
suradnika odnosi se na povezanost gena KIR majke s porodajnom teZzinom djeteta (97). U
radu navode da majke kod kojih prevladavaju inhibicijski geni KIR rode djecu s malom
porodajnom tezinom dok majke koje imaju veci broj aktivacijskih gena KIR rode djecu s
velikom porodajnom teZzinom. IstraZivanje Witt-a i suradnika usmjereno je na raznovrsnost
gena KIR i utjecaj na spontane pobacaje, pri cemu su dokazali da sastav gena KIR majke
nema utjecaja na pobacaj (20). Rad Faridi-a i suradnika o povezanosti gena KIR i spontanih
pobaCaja ukazao je na 4 puta veéi rizik ukoliko je majka genotipa BB, odnosno zastitni
ucinak inhibicijskog receptora KIR2DL1 (123). U najnovijem istrazivanju Wang-a i
suradnika dokazali su povezanost spontanih pobacaja sa smanjenim brojem stanica NK i
receptora KIR za ligande HLA-C (KIR2DL1/2DS1 i KIR2DL2/3) u decidui tijekom prvog
tromjesjeCja (124). Rezultate smatraju dovoljno znacajnima te bi se geni KIR mogli Koristiti

kao dijagnosticka metoda u patogenezi bolesti.
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2.6. EVOLUCIJA GENA KIR MEBU VRSTAMA

Usporedba gena KIR kod razliCitih vrsta sisavaca pokazala je da nemaju svi
raznolikost karakteristicnu za gene KIR kod ljudi (slika 18) (125). Na primjer, kod psa i
macke lokus KIR je potpuno deletiran, dok kod miSa neki geni KIR nisu uopce unutar LRC
regije ve¢ na kromosomu X. Do danas, raznolika obitelj gena KIR pronadena je samo u
primata i goveda. RazilaZzenje obitelji gena KIR primata i goveda dogodila se prije 135
milijuna godina. Smatra se da je izvorni gen KIR duplikacijom stvorio dva gena: KIR3DL i
KIR3DX. Iz gena KIR3DL razvila se u primata loza KIR, dok je iz gena KIR3DX nastala
loza KIR kod goveda.

Lokus KIR

Ljudi
Cimpanze SH Y]
Orangutani [ |
Giboni -B{ ] [WH ]
Rezus majmuni —.—D—@

560

|

Buljooki majmuni ~{i} (v -
Lemuri - (V] -
Svinja B ] [+
Tuljan . | L] -
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Slika 18. Shematski prikaz lokusa KIR medu razliitim vrstama. Prikazani su
reprezentativni haplotipovi KIR za svaku vrstu. Geni su oznaCeni bojama: sivo-geni okvira Citanja;
crveno-geni za inhibicijske receptore KIR; zeleno-geni za aktivacijske receptore KIR; ljubi¢asto- geni

LILR; Zuto-geni za Fc receptor; bijelo(W)-pseudogeni. (Slika preuzeta iz reference 82)
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Cimpanze, kao vrsta najslicnija ljudima, imaju 14 gena KIR pri ¢emu su samo
KIR3DL3, KIR2DL4, KIR2DLS5 i KIR2DS4 ortolozi (homologni geni koji dijele istu funkciju
u razlicitim organizmima) (126). Ostalih 10 gena smjeSteno je samo u centromernoj regiji,
dok je telomerna regija gotovo prazna.

IstraZivanja ostalih skupina primata dokazala su postojanje neortolognih gena KIR kod

gorila (82), orangutana (127), rezus majmuna (128), Bonobo ¢impanza (129) i babuna (130).

2.7. POPULACIJSKA BIOLOGIJA GENA KIR

Populacijska istrazivanja znacajna su za otkrivanje porijekla i razilazenja gena KIR
(125). Do danas, ucCestalost gena KIR odredena je u vise od 200 populacija
(wwwe.allelefrequencies.net). Mehanizmi stvaranja raznolikosti genotipova i haplotipova KIR
su asimetricna rekombinacija izmedu homolognih intergenskih regija koja stvara duplikacije i
delecije gena kao i reciprofna rekombinacija izmedu centomerne i telomerne regije haplotipa
KIR (izmedu gena KIR3DP1 i KIR2DL4) (82). Navedeni mehanizmi stvaranja novih gena i
gubitak starih razlog su izrazito brze evolucije obitelji gena KIR.

Podjela gena KIR u dva osnovna KIR haplotipa (haplotip A i haplotip B) na osnovu
njihovih gradivnih elemenata centromerne i telomerne regije karakteristicna je samo kod

ljudi. Kombinacije KIR haplotipova A i B prisutne su u svim ispitivanim populacijama.
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3.1. ISPITANICI

Plan istrazivanja odobren je od strane EtiCkih povjerenstava Klinickog bolnickog
centra Zagreb, Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu te Prirodoslovno-matematickog
fakulteta SveuciliSta u Zagrebu.

3.1.1. ZDRAVI ISPITANICI

Za provodenje populacijskog dijela istraZzivanja raznovrsnosti i odredivanja ucestalosti
gena, genotipova i haplotipova KIR u hrvatskoj populaciji, analizirani su uzorci 125 zdravih,
nesrodnih ispitanika. Svi ispitanici su stanovnici grada Zagreba, ali porijeklom iz svih regija
Hrvatske te time predstavljaju reprezentativan uzorak. Veli€ina uzorka odredena je temeljem
poznate raznovrsnosti gena KIR te temeljem broja ispitanika koji se koristio u istrazivanjima
raznovrsnosti gena KIR u drugim populacijama (88, 89, 90). VeliCina uzorka takoder je
dodatno odredena upotrebom statistickog kalkulatora: Statistics calculators (verzija 3.0) - A
priori sample size calculator for Student t-test (131). Minimalna veli¢ina uzorka od 102
ispitanika potrebna je za shagu testa 0,80, veli€inu ucinka 0,50 (Cohenov d) i razinu

statistiCke znacCajnosti p < 0,05.

3.1.2. PAROVI PRIMATELJ-DAVATELJ U TRANSPLANTACIJI KRVOTVORNIH
MATICNIH STANICA

Za ispitivanje podudarnosti gena/genotipova KIR primatelja i davatelja, meduodnosa
receptora KIR davatelja i HLA liganda primatelja te povezanosti gena KIR s krajnjim
pokazateljima ishoda TKMS (prezivljavanje, pojava GvHD-a i postizanje punog kimerizma),
provedeno je ispitivanje na uzorku od 111 parova ispitanika koji su bili lijeCeni TKMS i
njihovih davatelja. U 55 parova primatelj i davatelj bili su srodne osobe, dok je u preostalih
56 sluCajeva davatelj bio dobrovoljni nesrodni davatelj iz hrvatskog Registra dobrovoljnih
davatelja krvotvornih maticnih stanica (RDDKMS) ili Svjetskog registra (engl. Bone Marrow
Donors Worldwide, BMDW). U istraZivanje su ukljuceni bolesnici koji su se lije€ili u Klinici
za hematologiju i Klinici za pedijatriju Klinickog bolnickog centra Zagreb u periodu 2009.-
2011.9., uz period pracenja pokazatelja ishoda TKMS najmanje 2 godine. Svi ispitanici bili su

podvrgnuti postupku kondicioniranja prije TKMS. Dio ispitanika je bio podvrgnut
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kondicioniranju smanjenog intenziteta, poznatog i kao nemijeloablativno kondicioniranje.
Bolesnici su primali dnevnu dozu 30 mg/m2 fludarabina 4-6 dana, 3,2 mg/kg 1V busulfana
kroz 2-3 dana i 5 mg/kg antitimocitnog globulina (ATG) ukupno kroz 2 dana (132). Drugi dio
ispitanika bio je podvrgnut mijeloablativnom kondicioniranju primanjem kombinacije
busulfana, ciklofosfamida i ATG-a (133). Bolesnici su primali dnevnu dozu 4x0,8 mg/kg
Busilvexa 4 dana, 60 mg/kg ciklofosfamida kroz 2 dana i 1,5 mg/kg anti-timocitnog globulina
(ATG) ukupno kroz 11 sati. Prevencija GvHD-a provedena je primjenom ciklosporina A
(CSA) u slucaju srodne TKMS, a kod nesrodne TKMS primjenom CSA u kombinaciji s
mikofenolat mofetilom (MMF) (134). Bolesnici su primili transplantat krvotvornih maticnih
stanica iz koStane srzi ili krvotvornih maticnih stanica iz periferne krvi davatelja,
mobiliziranih granulocitnim faktorom rasta stimulacije kolonija (GCFS). Svim parovima
primatelj-davatelj odredeni su aleli HLA-A, -B, -C, -DRB1 i -DQBL1 visokom rezolucijom
prema standardima Europske federacije za imunogenetiku (EFI). Takoder, svim bolesnicima u
ispitivanoj skupini pracen je stupanj kimerizma s poc¢etkom uzimanja prvog uzorka u prosjeku
30 dana nakon TKMS.

3.2. MATERIJAL

Materijal potreban za ovaj rad je krv ispitanika s antikoagulansom EDTA iz koje se
izolirala DNA za odredivanje gena KIR. Skupina zdravih ispitanika dala je krv dobrovoljno
za potrebe znanstvenih istraZivanja. Krvni uzorci parova ispitanika primatelj-davatelj
sakupljani su prilikom obrade (tipizacije HLA) u Klinickoj jedinici za tipizaciju tkiva i
kimerizam Klinickog bolniCkog centra Zagreb. Svakom primatelju i davatelju u sklopu
trazenja bilo srodnog davatelja unutar obitelji, bilo nesrodnog davatelja u RDDKMS ili
Svjetskom Registru uzet je uzorak periferne krvi radi odredivanja alela HLA. 1z tog uzorka

izdvojeno je 2ml krvi u svrhu odredivanja gena KIR.

3.3. METODE

3.3.1. IZOLACIJA DNA

Iz 2 ml uzorka periferne krvi ispitanika izolirana je DNA pomocu komercijalnog seta

za izolaciju DNA (Nucleospin, Macherey Nagel, Duren, Njemacka). Metoda se temelji na
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uporabi kolumni sa silikathom membranom koja specificno veze molekule DNA (slika 19).
Stanice se liziraju inkubacijom uzorka krvi s puferom za lizu i proteinazom K. Dodavanjem
etanola lizatu, DNA se veZe za silikatnu membranu u odgovarajuéoj NucleoSpin® Blood
kolumni. Vezanje DNA je reverzibilno i specificno za nukleinske kiseline. Naredna dva
ispiranja DNA s puferima za ispiranje uklanjaju necistoce. Cista DNA se na kraju eluira s

membrane eluacijskim puferom.

lIzolacija DNK metodom NHucleoSpin Blood

’ liziranje
g vezanje

ispiranje

eluiranje

jo- o] cang

0
I

Slika 19 . Shematski prikaz postupka izolacije DNA metodom Nucleospin.

3.3.2. ODREDIVANJE GENA KIR

Za odredivanje gena KIR koriStene su dvije metode: metoda lanCane reakcije
polimerazom primjenom specifi¢nih pocCetnica za odredenu sekvencu DNA (engl. Polymerase
Chain Reaction Sequence Specific Priming, PCR-SSP) i metoda lanCane reakcije
polimerazom primjenom specificnih oligonukleotidnih proba (engl. Polymerase Chain
Reaction Sequence Specific Oligonucleotide Probe, PCR-SSO).
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3.3.2.1. METODA PCR-SSP

Za odredivanje gena KIR metodom PCR-SSP Koristeni su komercijalni
OlerupSSP™KIR  Genotyping testovi (Qiagen Vertriebs GmbH, Vienna, Austria).

Specifi¢nosti i veli¢ine PCR produkata prikazane su u tablici 3.

Tablica 3. Specifi¢nosti i veliCine produkata PCR koriStenih u odredivanju gena KIR
testom OlerupSSP™KIR Genotyping

Kombi- Velicina Yelitina kontrolne
nacja  |SPECicNOgPCR * pop oo oy | GeNiKIR UmnoZeni aleli KIR
poietnica  Produkta (ph)
1 145 300 2DL1 001-025
2 | 130 1070 | 20L2 0010101-010
3 = 1070 5013 0010404-017
4 200 1070 | 20L4 00101-022
: o ' o | 2DL5A. | 0010101-00105,0050101-005010104, 0120101202, 014015
_ | 2DL58 0020101-004, 00601-011, 0130101303, 016
6 1650 430 2DL5A | 0010101-00105,0050101-005010104, 0120101202, 014-015
7 1850 515 20L58 0020101-004, 00601-011, 0130101203, 016
8 100 1070 | 25 | D01-008
9 205 1070 | 2Ds2 0010101-008
10 130 1070 | 2Ds3 00101-005
1| 215 1070 | 2034 0010101-00104, 0110101102, 014, 015
= = e e 3?3932;%0104. 0040101-0040102, 0060101-0060702, 007-
13 110 1070 2DS5 001-011
14 o o = gg;uag;%%%gggnafcﬂ?g 0050101009, 01501044, 051054,
15 200 1070 3pL2 0010101-062
16 115 1070 3013 00101-036, 041-055
17 130 1070 | 3051 010-014, 045-0490, 050, 055, 058
12 | 165 1070 | 2DF 00101-010
19 | 125 1070 3D 001-010
20 235 1070 3DP 0030101-0030402, 004-010
21 145 1070 2051 001
2 | 95 1070 | 2051 0020101-008
23 210 1070 ELE 00401-00403, 019, 021, 036, 037, 030, 056, 072
24 - e | = Hegativna kontrola

Legenda: ph-patova baza
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3.3.2.1.1. Umnazanje gena KIR metodom PCR-SSP

Svaki OlerupSSP™KIR Genotyping test sastoji se od 23+1 reakcije (reakcija 24 je
negativna kontrola). PreporucCena koncentracija DNA za ovaj test je 30 ng/pl. Umnazanje
DNA radilo se prema protokolu proizvodaca testova. Ukupni volumen reakcije PCR iznosio
je 10 ul (4,9 ul H20, 0,1 ul polimeraze Taq koncentracije 5 U/ul (Applied Biosystems), 3 ul
reakcijskog pufera i 2 ul uzorka DNA). Uvijeti reakcije PCR prikazani su u tablici 4.

Tablica 4. Uvjeti reakcije PCR za umnaZanje gena KIR testom OlerupSSP™KIR
Genotyping

Twjet realkcnje PCR

1 gdeo _ 2 ‘}— 1 cilclus

Sg4eC - 10"
10 ciklusa
es3°C - 60"

(]

Q4eC - 10"

= alec - 50" 20 cilkclusa
F20C - 30"

o
A4 — oo

3.3.2.1.2. Elektroforeza produkata PCR

Provjera umnoZenih produkata PCR radena je elektroforezom na 1,5% agaroznom
gelu obojenom etidij bromidom koriste¢i 1XTBE pufer. Dokumentacija gela radena je pomocu
UV G:BOX Syngene kamere s tamnom komorom.

3.3.2.1.3 Interpretacija rezultata

Analiza reakcija (umnozZenih vrpci PCR) na fotografiranom gelu (slika 20) radi se

pomodu tablice za interpretaciju koja se dobije uz test za odredivanje gena KIR (tablica 5).
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Tablica 5. Tablica za interpretaciju reakcija na gelu i odredivanje gena KIR testom
OlerupSSP™KIR Genotyping

Broj reakeije
Aleli KIR

1.2 3 4

5| B|T| 8

g .18 11 12

1314 15 16

17 18 19 20

2122 23 24

20L1*001-025
20L2*0010101-010

2DL3 00101 M-017

2DL4 00101022
2DL5AT0010101-00105,
0050101-005010104, 01201-
01202, 014-M15
2DL5E"0020101-004, 00601-
011, 01301-01303, 016

20517001
2051*0020101-008
2052=0010101-008
205300101005
2054*0010101-00104, 01101-
01102, 014, 015
2054*0030101-0030104,
0040101-0040102, 0060101-
0060102, 007-010, 012, 013
20554001011

10
1

12

13

21
22

30L1*0010101-003, 0050101-
009, 01501-018, 020, 022-035,
038, 040-044, 051-054, 057,
059-068, 073
3DL1*00401-00403, 018, 021,
036, 037, 039, 056,072
3DLZ*0010101-062
JDE3*00101055

14

14

15
16

MNegativna kontrola

]
(¥ ]

3D517010-014, 045-0490, 050,
055, 058

17

20P1*00101010

18

JDP1*001-002
JDP1*00301M-0030402
3DP17004, 005-010

19
19 2
19

[ =]

==l

Velicina specificnog
PCR produkta

145
150
200

155
1650
1650

100

205

130
215
200

135
200
115

110

130
165
2
235

145

95
210

Bruj realicije

w520 100

e
]

5 6|78

12

13 14 15 16

18 19 20

2122 23 24

Prema veli€ini specifi¢nih produkata PCR, reakcija na gelu oznacava se kao pozitivna (PCR

produkt prisutan) ili negativha (PCR produkt odsutan). Pozitivna reakcija na gelu (oznaCena

znakom + na slici 19) mora sadrZavati internu kontrolnu vrpcu i vrpcu specificnog PCR
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produkta. Prema tablici i specifiCnosti reakcija koje su odredene kao pozitivne odreduje se
genotip KIR ispitanika.

L, Vrpce specifiénih
PCR produkata
R I LR
+ i+ + + O+
9
n® e, =
SRR LR RSRC N | ~ M, PCR vrpce

interne kontrole

> Pozitivne reakcije

marker kontrole
duzine migracije
na gelu

Slika 20. Fotografija agaroznog gela s rezultatima reakcija umnazanja gena KIR testom
OlerupSSP™KIR Genotyping. Prikazane su PCR reakcije 4 razlicita ispitanika (a, b, c, d).
Pozitivne reakcije oznaCene su znakom plus (+). Reakcije koje imaju samo PCR vrpce interne
kontrole smatrane su negativnima. Marker kontrole duzine migracije na gelu nalazi se uz
svaki test kako bi se olakSalo odredivanje duzine specificnog PCR produkta prilikom
interpretacije rezultata.
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3.3.2.2. METODA PCR-SSO

Druga metoda koriStena za odredivanje gena KIR je metoda PCR-SSO uz koristenje

testova Gen-Probe Lifecodes KIR typing kit (Gen-Probe Inc, Stamford, USA) i Luminex

aparata (Luminex corporation, Austin, Tx, USA). Metoda se temelji na hibridizaciji biotinom

oznacenih produkata amplifikacije na specifi¢ne oligonukleotidne probe (SSO) koje su vezane

na povrsini mikrosfera (slika 21).

A ugicazl ugica 26
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Ocitavanje fluorescencije u Luminex aparatu (6)

Ciljni edsjecak

ONA

UmnaZanje

Denaturacija

Hibridizacija

Obiljezavanje

Slika 21. Shematski prikaz metode PCR-SSO koriStenjem Luminex aparata. A) prikaz

mikrosfera (kuglica); B) prikaz postupaka metode PCR-SSO po koracima; C) prikaz ocitavanja u

Luminex aparatu
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3.3.2.2.1. Umnazanje gena KIR metodom PCR-SSO

Preporucena koncentracija DNA za navedeni test je 50 ng/ul. Umnazanje DNA izvodi
se prema protokolu proizvodaca testova, a produkt umnazanja su dvostruke i jednostruke
molekule DNA koje nakon denaturacije sudjeluju u hibridizacijskoj reakciji. Ukupni volumen
jedne reakcije PCR iznosi 20 ul (11,8 ul H,0, 0,2 ul polimeraze Tag koncentracije 5 U/ul
(Applied Biosystems), 6 ul reakcijskog pufera i 2 ul uzorka DNA). Uvijeti reakcije PCR

prikazani su u tablici 6.

Tablica 6. Uvjeti reakcije PCR za umnaZanje gena KIR testom Gen-Probe Lifecodes KIR
typing kit

Usjeti reakeije PCR

1 o500 -2 } 1 ciklus

Q4eC - 30"

[

sge( _ g 40 ciklusa

720C - 30"

F2eC - 15 1 ciklas

Lid

A9~ oo

3.3.2.2.2. Hibridizacija umnoZene DNA metodom PCR-SSO

U postupku hibridizacije, specificno umnoZzeni slijedovi DNA inkubiraju se s 20
mikrosfera koje imaju pojedinacno jedinstvenu fluorescenciju i na povrsini vezane specificne
KIR SSO probe. Ukupni volumen jedne hibridizacijske reakcije iznosi 20 ul (5 ul PCR
produkta i 15 pl otopine mikrosfera). Proces hibridizacije odvija se 20 minuta na 56°C.
Odmah po zavrSetku, hibridizacijskoj reakciji dodaje se 170 ul pripremljene otopine

fluorescentne boje za obiljeZzavanje (170 ul pufera za razrjedenje i 0.85 ul streptavidina, SA-
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PE (R-fikoeritrin)). Streptavidin se veze na biotinilizirane dijelove DNA produkta PCR koji

su nakon hibridizacije specificno vezani s probama na odredenim mikrosferama. Detekcija

vezanosti produkta PCR na probe oCitava se dalje u Luminex aparatu.

3.3.2.2.3. Ocitavanje rezultata u Luminex aparatu i analiza podataka

Luminex aparat detektirajuci fluorescenciju pomocu dva lasera u mogucnosti je

razlikovati kombinaciju proba s pozitivnim signalom na osnovu njihove vezanosti s

mikrosferama te kvantificirati i relativnu kolicnu amplifikata koji je hibridiziran sa svakom

pojedinom mikrosferom. Vrijednosti oCitavanja, adrese proba i mikrosfera prema kojoj

program odreduje prisutnost ili odsutnost odredenog gena KIR prikazane su u tablici 7.

Tablica 7. Radni list oCitavanja rezultata hibridizacije programom Quicktype for
lifecodes radene testom Gen-Probe Lifecodes KIR typing kit (LOT: 03119E).

NAJVECA | NAJMANJA
PROBA | NEGATIVNA | POZITIVNA LOKUS
VRIJEDNOST | VRIJEDNOST
100 290 3DP1
111 0.090 0.110 2DS2
112 0.260 0.315 2DS3
114 0.180 0.220 2DS5
115 0.104 0.127 2DP1
126 0.100 0.120 3DS1
12 0.090 0.110 3DL1
131 0.286 0.349 2DS1
143 0.281 0344 2DL1
145 0.180 0.220 2DS4*cijeli egzon 4
151 0.273 333 2DL2*001-3/5
175 0.270 0.330 2DS4*cijeli egzon 3
190 0.090 0.110 3DS1*049N
200 383 3DL3
224 0.187 0.228 3DL2
233 0.526 0.398 2DL4
234 0.180 0.220 2DS4*deletiran egzon 3
235 0.080 0.100 2DL3
249 0.270 0330 2DL5
271 0.135 0.165 2DL2*004
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Analiza pozitivnih i negativnih rezultata hibridizacije i odredivanje genotipa KIR
svakog pojedinog ispitanika provodi se analitickim programom Quicktype for lifecodes
(verzija 3.3). Probe s adresama 100 i 200 su unutarnje pozitivne kontrole (geni KIR3DP1 i
KIR3DL3 koji su uvijek prisutni u genotipu) i njihove vrijednosti ne smiju biti negativne da
bi program ucinio analizu. IzraCunavanjem vrijednosti oCitane fluorescencije za svaku od 20
mikrosfera, prisutnost gena KIR oznaava se kao ,pozitivna“ mikrosfera, odnosno
»hegativna® mikrosfera ako gen nije prisutan. Graficki prikaz analize rezultata hibridizacije

oCitanih u Luminex-u prikazan je na slici 22.

or Lifecodes 3.3 - [Main

|aHie Sample -8 x |
samplelnfo | Reports | Comments/Reviewer Info KIRT\rp'ng Messaging 4] sample 2594038 >
2DL1,20L3,2004,2005,20P1,2051 205"l fll -~ o e ] e fecet | Mlele Comparison | Probe 100 : 1526 Probe 200: 233

Wh st .'-: Bkl
KIR Typing Ex.5,2055,30L1,30L2,30L3,30P1, 3051 111 nz 114 115 m m 131 | 143 | 145 151 175 m 224 23 34 25 249 zn
| viW I % E %
KIR Typing 512 342 423 % | 1% 49 124 108 408 m

A Batch: 20130603 KIR MX-1 J Probe: 100 - Adjusted Value B Dakch: 20190600 KIR M-1 { Probe; 200 - Adiusted Yahue
g [i%:113 % 0816
* 06R > eR
3 T
é‘ 0408 @ oam
€ 0 E -
Q00
Al Bl (a5 I 13 § El Fl a4l Hi I i Kl [§] ML Ni a0
Location Al Bl CL DI EL FL & WXL N KL W MLON

C Batch: 20130603 KIR M-1 ] Probe: 151 - Adjusted Value D Batch: 20130603 KIR ML { Probe: 131 - Adsted Value
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ém ;:om
2 o 3
LX)
HD.‘JI gﬂ.ﬂ@
: :
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o B0 N o EEEm - EE=E
ALBLOCLODLOEL FL G WLODM KU MM Al BLocl b EOF oA HME A Hd UMM
Locatian Location

Slika 22. Primjer grafickog izgleda analize rezultata hibridizacije oCitanih aparatom

Luminex. Probe 100 (A) i 200 (B) su unutarnja kontrola i pozitivne su kod svih 14 ispitivanih
uzoraka. Reakcije na svim ostalim mikrosferama razlikuju se za svaki pojedini uzorak. Navedeni su
primjeri za mikrosfere 151 (C) i 131 (D). Mikrosfera 151 na uzorku Al je negativna, dok je
mikrosfera 131 pozitivna.
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3.3.3. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Analiza podataka populacijskog dijela istrazivanja provedena je deskriptivnom
statistikom. UocCene ucestalosti (CF;) gena KIR u ispitivanom uzorku odredene su direktnim
brojanjem na principu prisutnosti odnosno odsutnosti gena. OCekivana ucestalost (GF;) gena
KIR u populaciji odredena je prema Bernstein formuli koja se temelji na Hardy-Weinberg
ravnotezi (135):

GF=1-v(1-CF) GF; = oCekivana ucestalost gena
CF; = uocena ucestalost gena

Vrijednosti neravnoteze udruzivanja gena KIR izraCunate su upotrebom Cramerove V
statistike (koristeCi program MASSKIRAnalyzer) bazirane na kontingencijskoj tablici
prisutnosti /odsutnosti gena (136),

Alel / lokus 1
Alel [ lokus Prisutan Odsutan
Prizutan 5 b
Odsutan C d

a prema formuli:

Wan* = (ad-he) [ \/ ({a+b)(c+d) (a+c)(b+d))

StatistiCka znaCajnost vrijednosti LD-a odredena je x2 testom s Yates-ovom
korekcijom. Razina statistiCke znacajnosti bila je: P< 0,05.
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Haplotipovi KIR A i B odredeni su dedukcijskom metodom na principu
prisutnosti/odsutnosti gena KIR. Haplotip A odreden je prema sadrZaju uvijek istih gena:
KIR3DL3-KIR2DL3-KIR2DL1-KIR2DP1-KIR3DP1-KIR2DL4-KIR3DL1-KIR2DS4-
KIR3DL2. Ako su bili prisutni neki od preostalih gena: KIR2DL2, KIR2DL5, KIR3DS1,
KIR2DS1, KIR2DS2, KIR2DS3, KIR2DS5, haplotip je odreden kao B.

Na temelju definiranog haplotipa, odredeni su genotipovi KIR: AA, AB i BB.
Ispitanici koji imaju samo gene haplotipa A smatraju se homozigotima za taj haplotip i
odreden im je genotip AA. Ukoliko ispitanik u genotipu nema prisutan neki od gena:
KIR2DL1, KIR2DL3, KIR3DL1 i KIR2DS4, smatra se homozigotom za haplotip B, odnosno
ima genotip BB. Ispitanici koji imaju svih 9 gena haplotipa A i neke od gena specificnih za
haplotip B smatraju se heterozigotima i odreden im je genotip AB. Genotipovi su odredeni i
numerirani prema prijavljenim genotipovima iz populacijskih istrazivanja u AFND bazi
podataka (42).

Ucestalost haplotipa A (pA) i haplotipa B (qB) odredena je prema formuli:

InAA +nARB InBE + nAR
pA=—-—"7—— oQB=———
2N 2N

pri Cemu je nAA, nAB i nBB broj ispitanika s AA, AB i BB genotipom, a N je ukupan broj
ispitanika (110).

Usporedbe ucestalosti gena KIR hrvatske populacije s 35 drugih populacija ucinjena je
Nei-ovom metodom koriste¢i Mega 4 program, verzija 4.0 (137). Populacije su odabrane na
nacin da budu zastupljeni svi kontinenti (Europa, Azija, Afrika, Amerika i Australija), a
prema dostupnosti objavljenih istrazivackih radova ili prema podacima u AFND bazi. Na
temelju opazZenih ucestalosti gena KIR u svakoj od odabranih populacija kreirana je

dvodimenzionalna klaster mapa pomocu programa MASSKIRAnalyzer.
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Povezanost gena za receptore KIR i gena za poznate liganade HLA odredena je
testom: Pearsonov koeficijent korelacije (http://www.socscistatistics.com). Vrijednost
korelacije R = 1 znaCi potpunu pozitivnu korelaciju, R = 0 znaci da nema korelacije dok
vrijednost korelacije R = -1 znaCi potpuno negativhu korelaciju. Pearson-ova statisticka

znaCajnost korelacije je P< 0,05.

Usporedba ucestalosti gena KIR izmedu dvije ispitivane skupine (kontrolna skupina —
bolesnici, bolesnici-davatelji) radena je x2 testom s Yates-ovom korekcijom (GraphPad
software, QuickCalcs; www.graphpad.com). Prihvaéena razina statistiCke zna€ajnosti je P<
0,05.

Analiza utjecaja gena KIR na ishod TKMS radena je na nekoliko razina. Prvo je
skupina od 111 bolesnika podijeljena u dvije skupine prema vrsti TKMS (srodna (N=55) i
nesrodna (N=56). Za svaku skupinu analizirani su razliCiti pokazatelji korelacije: broj gena
KIR primatelja i davatelja; podudarnost gena, genotipa i haplotipa KIR primatelja i davatelja;

podudarnost receptora KIR i liganada HLA izmedu primatelja i davatelja.

Nakon toga slijedila je analiza utjecaja receptora KIR i njihovih liganada na ishod
TKMS (prezivljavanje, pojava GvHD-a, vrijeme postizanja punog kimerizma). Analiza je
radena za svaki par primatelj davatelj u dva smjera: presadak protiv primatelja (engl. graft
versus host, GvH) i primatelj protiv presatka (engl. host versus graft, HvG). Aloreaktivnost
stanica NK predvidena je na temelju odnosa receptora KIR i liganada HLA primatelja i

davatelja.

Analiza je provedena pomocu 3 razli€ita, neovisna modela:
1) model ,,ligand-ligand nepodudarnost* (engl. ,,KIR ligand mismatch*)

2) model ,,KIR-ligand nepodudarnost* (engl. ,,missing KIR ligand*)

3) model ,, haplotip KIR nepodudarnost” (engl. ,,KIR haplotype mismatch*)

Za model ,,ligand-ligand nepodudarnost®, postojanje liganada HLA (molekule HLA-C
grupe C1i C2, HLA-Bw4 i HLA-A3/A11) u davatelju, a koji nisu prisutni u primatelju znaci
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aloreaktivnost u smjeru GvH, odnosno postojanje liganada HLA u primatelju koje davatelj

nema znaci aloreaktivnost u smjeru HvG.

U slucaju modela ,,KIR-ligand nepodudarnost®, prisutnost inhibicijskih receptora KIR
(KIR2DL1, KIR2DL2, KIR2DL3, KIR3DL1 i KIR3DL2) u davatelju i odsutnost
odgovarajuceg liganda (HLA-C skupina C2, HLA-C skupina C1, HLA-Bw4 i HLA-A3/A11)
u primatelju znaci aloreaktivnost u smjeru GvH. Obrnuto, prisutnost receptora KIR u
primatelju za koji ne postoji odgovarajuci ligand HLA u davatelju znaci aloreaktivnost u
smjeru HvG. Aloreaktivnost je prikazana kroz broj postojecih parova iKIR/HLA (moguci broj
parova 1-4) u svakom ispitaniku. Sto je broj prisutnih parova iKIR/HLA manji, smatra se da
je aloreaktivnost stanica NK veca.

Za model ,, haplotip KIR nepodudarnost®, aloraeaktivnost stanica NK odredena je
usporedbom genotipova KIR (AA, AB ili BB) primatelja i davatelja, te prema broju
aktivacijskih gena KIR. Svaki par primatelj-davatelj svrstan je prema genotipu u jednu od 4
moguce kombinacije: AA/AA, AA/Bx, Bx/AA i Bx/BX.

Analiza utjecaja gena KIR na prezZivljavanje bolesnika, pojavu GvHD-a i vrijeme
potrebno za postizanje punog kimerizma nakon TKMS provedena je uporabom Kaplan-
Meierove analize koja ukljuCuje izraCun omjera rizika (engl.hazard ratio, HR) uz interval
pouzdanosti (engl. confidence interval, Cl) 95% i statistiCku znaCajnost (P) log-rank testom
(MedCalc, verzija 13.1.0.0.)

PreZivljavanje je mjereno od dana TKMS do dana smrti ili zadnjeg dana pracenja
bolesnika.

Granica do koje se GvHD Kklasificira kao akutni oblik je unutar 100 dana od dana
TKMS, a nakon toga smatra se kroni¢nim.

Postizanje punog kimerizma je vrijeme od dana TKMS do trenutka kada je u analizi

krvi primatelja zabiljeZzeno postojanje samo stanica davatelja.
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4. REZULTATI



4.1. RAZNOVRSNOST 1| UCESTALOST GENA, HAPLOTIPOVA |
GENOTIPOVA KIR U HRVATSKOJ POPULACIJI

4.1.1. UCESTALOST GENA KIR U HRVATSKOJ POPULACIJI
Analiza ucCestalosti gena KIR provedena je na uzorku hrvatske populacije (N=125).

Broj ispitanika kod kojih je dokazana prisutnost pojedinog gena KIR (= broj prisutnih gena) te

uCestalost prikazana je u tablici 8.

Tablica 8. UCestalost gena KIR u hrvatskoj populaciji (N=125)

Geni KIR Broj prisutnih | UCestalost | UocCena ut“;estalost Ocekivana t_Jc“:estanst
gena % (Cfi) (Gfi)
2DL4 125 100 1 1
3DL2 125 100 1 1
3DL3 125 100 1 1
3DL1 120 96,0 0,960 0,800
2DL1 119 95,2 0,952 0,790
2DL3 119 95,2 0,952 0,790
2DL2 68 54,4 0,544 0,330
2DL5A/B 61 48,8 0,488 0,290
''''' s4 | 121 | 98 | o098 |  o0s2
2DS2 68 54,4 0,544 0,330
3DS1 41 32,8 0,328 0,180
2DS1 41 32,8 0,328 0,180
2DS3 41 32,8 0,328 0,180
2DS5 28 22,4 0,224 0,120
''''' soPL | 125 | w100 | 1 | 1
2DP1 120 96,0 0,960 0,800
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Ukupno 16 gena KIR pronadeno je u ispitivanom uzorku. Geni okvira Citanja
(KIR2DL4, KIR3DL2, KIR3DL3 i KIR3DP1) prisutni su kod svih ispitanika te je njihova
uCestalost 100%. U skupini gena za inhibicijske receptore KIR, najucCestaliji je gen KIR3DL1
(96,0%), a slijede ga geni KIR2DL1 (95,2%) i KIR2DL3 (95,2%). Geni KIR2DL2 i KIR2DL5
prisutni su kod znatno manjeg broja ispitanika i imaju ucestalost od 54,4% odnosno 48,8%.
Najucestaliji gen za aktivacijske receptore KIR je gen KIR2DS4 (96,8%), slijedi KIR2DS2
(54,4%), zatim geni KIR2DS1, KIR2DS3 i KIR3DS1 (32,8%) dok je najmanje zastupljen gen
KIR2DS5 (22,4%). Pseudogen KIR2DP1 ima ucestalost od 96,0%.

S obzirom da raznovrsnost gena KIR3DL1 i KIR2DS4 obuhvaca alele koji se
ispoljavaju na stanicama, ali i alele koji se ne ispoljavaju na povrsini stanice, izraCunata je
ucCestalost tih alela u skupini ispitanika s obzirom da koriStena metoda odredivanja gena KIR
omogucuje njihovo razlikovanje. Aleli gena KIR3DL1 koji se ispoljavaju na stanicama
(KIR3DL1*eks = 3DL1*001-002, *005-009, *015-044, *056, *057 ) prisutni su kod 66,4%
ispitanika, dok je alel KIR3DL1*004 koji se nikad ne ispoljava na povrsini stanice prisutan
kod 33,6% ispitanika. Gen KIR2DS4 moZe imati alele potpune DNA sekvence (KIR2DS4*f
(engl. full) = 2DS4*001-002) kao i alele s deletiranim sekvencama (KIR2DS4*d (engl.
deletion) = 2DS4*003-009) koje ne ispoljavaju receptor KIR na povrsini stanice. Aleli gena
KIR2DS4*f imaju ucestalost od 42,4% u odnosu na 83,2% ucestalosti deletiranog gena
KIR2DS4*d. S obzirom na prisutnost odredenih alela gena KIR2DS4, ispitanici se mogu
podijeliti u 4 podskupine: 1) ispitanici koji imaju samo KIR2DS4*f grupu alela (13,6%); 2)
ispitanici samo s KIR2DS4*d grupom alela (56,8%); 3) ispitanici s obje grupe alela (26,4%);
4) ispitanici bez gena KIR2DS4 (3,2%).

4.1.2. UCESTALOST HAPLOTIPOVA | GENOTIPOVA KIR U HRVATSKOJ

POPULACIJI

Za svakog ispitanika odredeni su haplotipovi KIR prema prisutnosti/odsutnosti
odgovarajucih kombinacija gena KIR. Ucestalost haplotipa A u hrvatskoj populaciji iznosi
62,0% (pA = 0,620), dok je ucCestalost haplotipa B 38,0% (9B = 0,380).

Na temelju prisutnih haplotipova, u ispitivanom uzorku hrvatske populacije odredeno
je ukupno 23 razlicitih genotipova KIR. Ucestalost genotipa skupine AA iznosi 33,6%,
skupine genotipova AB 56,8% dok je ucestalost skupine genotipova BB svega 9,6%.

Ucestalost vecu od 1% ima ukupno 10 genotipova pronadenih kod 89,6% ispitanika.
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Preostalih 13 genotipova pojavljuju se samo jednom (<1%). Raznolikost genotipova KIR u
hrvatskoj populaciji, identifikacijski broj genotipova (prema AFND bazi, 42) te njihove
ucestalosti prikazane su u tablici 9.

Najucestaliji genotip (33,6%) sadrzi gene KIR2DL1, KIR2DL3, KIR2DL4, KIR2DS4,
KIR3DL1, KIR3DL2, KIR3DL3, KIR2DP1, KIR3DP1 sto odgovara genotipu AAL. To je
ujedno i jedini genotip skupine AA u ispitivanom uzorku.

Genotipovi skupine AB sadrze 10-16 gena KIR, dok genotipovi skupine BB sadrze 8-
15 gena KIR. Medu genotipovima skupine AB u slijedu po ucestalosti su genotipovi AB5
(14,4%), AB4 (12,8%), AB2 (8,0%), AB7 (6,4%). Genotip koji sadrzi svih 16 gena KIR,
ABG6, ima ucCestalost od 4,8% kao i genotip AB3. Genotip AB8 prisutan je kod samo dva
ispitanika (1,6%) dok je od preostalih 5 genotipova ove skupine svaki prisutan kod samo
jednog ispitanika (0,8%).

Medu genotipovima skupine BB, genotipovi BB71 i BB72 prisutni su kod dva
ispitanika svaki (1,6%), dok je preostalih 8 genotipova iz te skupine pronadeno kod po jednog
ispitanika.

Svi genotipovi definirani u ovoj kontrolnoj skupini su ve¢ pronadeni u drugim

ispitivanim populacijama i prijavljeni u AFND bazu podataka.

57



Tablica 9. UCestalost genotipova KIR u hrvatskoj populaciji (N=125)

KIR
3DL

KIR
2DL

KIR
2DL

KIR
2DS

KIR
2DL

KIR
2DL

KIR
3DS

KIR
2DS

KIR
2DS
5

KIR
2DL
4

KIR
3DL
2

KIR
3DL
3

KIR | KIR Genoti Broj Ucestalost
2[1)P 3[1)P grupa /plD* ispi':anika %

AATL A2 S
AB/2 10 8,0
AB/3 6 4,8
AB/4 16 12,8
AB/5 18 14,4
AB/6 6 48
AB/7 8 6,4
AB/8 2 1,6
AB/13 1 0,8

AB/ 14 1 0,8

AB /15 1 0,8

AB /35 1 0,8
ABr3e |1l 08..
BB /68 1 0,8

BB /70 1 0,8
BB/71 2 1,6

BB /72 2 1,6

BB/ 74 1 0,8

BB/ 76 1 0,8

BB /87 1 0,8

BB /159 1 0,8

BB /240 1 0,8

BB /391 1 0,8

Legenda: redoslijed gena KIR u tablici u skladu je s redoslijedom u AFND bazi podataka. Definiranim genotipovima dodijeljeni su odgovaraju¢i AFND identifikacijski brojevi
(ID%). - Geni za inhibicijske receptore KIR - Geni za aktivacijske receptore KIR |:| Pseudogeni KIR |:| Gen KIR nije prisutan
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4.1.3. NERAVNOTEZA UDRUZIVANJA GENA KIR

Za 12 gena KIR, LD je izraCunat odredivanjem prisutnosti ili odsutnosti parova gena
KIR. Vrijednosti LD-a za gene okvira Citanja (KIR2DL4, KIR3DL2, KIR3DL3 i KIR3DP1)
nisu izraCunate s obzirom da su prisutni u svim genotipovima i nalaze se u uravnoteZzenom
odnosu sa svim ostalim genima KIR. Dobivene vrijednosti LD-a i statisticka znaCajnost
povezanosti gena KIR prikazane su u tablici 10. Vecina gena KIR ne nalazi se u LD-u ili je
on tek slabo pozitivan. Iz tablice 10 je vidljivo da 14 parova gena KIR ima pozitivan i

statisticki znaCajan LD.
Vrlo snazno udruzivanje prisutno je izmedu 4 para gena KIR (LD:0,8907-1) :
KIR2DS2 : KIR2DL2 KIR2DS1 : KIR3DS1

KIRZ2DP1 : KIR2DL1 KIR2DS4 : KIR3DL1

Slabiji, ali ipak znacajan pozitivan LD postoji kod preostalih 10 parova (LD : 0,5577-0,7684):

KIR2DSS : KIR2DS1 KIR2DS1 : KIR2DL5
KIR2DS5 : KIR3DS1 KIR2DL3 : KIR2DL1
KIR2DP1 : KIR2DL3 KIR2DSS : KIR2DS2
KIR2DS3 : KIR2DL5 KIR2DSS : KIR2DL2
KIR3DS1 : KIR2DL5 KIR2DSS : KIR2DL5

Takoder je uoCen snazan negativan, statistiCki znacajan LD izmedu nekoliko parova gena KIR
(LD: -0,2597 do -0,2970):

KIR3DS1 : KIR3DL1 KIR3DS1: KIR2DS4

KIR2DS1 : KIR3DL1 KIR2DS1 : KIR2DS4

KIR2DS5: KIR3DL1

Kada se usporede izraCunate vrijednosti udruZivanja gena KIR s pozicijama u
centromernoj i telomernoj regiji haplotipa, moze se zakljuciti da je LD snazan izmedu gena
KIR centromerne regije (KIR3DL3, KIR2DS2, KIR2DL3, KIR2DL2, KIR2DL5B, KIR2DS3 i
KIR2DL1) kao i izmedu gena KIR telomerne regije (KIR2DL4, KIR3DL1, KIR3DS1,
KIR2DL5A, KIR2DS5, KIR2DS1, KIR2DS4 i KIR3DL2), dok je LD izmedu gena centromerne
i gena telomerne regije vrlo slab. Zapravo mozemo govoriti 0 snaznom LD izmedu gena KIR

koji pripadaju haplotipu A, odnosno gena KIR koji pripadaju haplotipu B.
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Tablica 10. Analiza neravnoteze udruzivanja (LD) gena KIR u hrvatskoj populaciji (N=125)

Geni
KIR 3DL1 2DL1 2DL3 2DS4 2DL2 2DL5 3DS1 2DS1 2DS?2 2DS3 2DS5 2DL4 3DL2 3DL3 2DP1 3DP1

3DL1 #

2DL1 0,14474 #
NS

2DL3  0,14474 [0I649720 +#

NS <0,001

oDs4 089076 0,17147 017147 #
<0,001 NS NS

2DL2 0,18906 0,20799 0,20799 0,16841 #
NS NS NS NS

2DbL5 -0,2117 0,06793 0,08248 0,18857 0,47212 #
NS NS NS NS <0,001

3DS1 0,29703 0,00519 0,00519 0,26458 0,18648 -#
<0,005 NS NS <0025 NS <0,001

2DS1 0,29164 0,08117 0,00129 0,25977 0,16671 _#

<0,01 NS NS <0,025 NS <0,001 <0,001

2DS2 0,18906 0,20799 0,20799 0,16841 0,47212 0,18648 0,16671 #
NS NS NS NS <0,001 <0,001 NS NS

2DS3 0,12162 0,15561 0,00519 -0,0693

NS NS NS NS <0,001 <0,001 <001 <005  <0,001

2DS5 0,28153 0,05799 0,05799 -0,2289  0,07241 007241 0,04258 #
<001 NS NS NS NS <0,001 <0001 <0001 NS NS

2DP1  0,16629 _ 0,19452 0,18906 0,03438 0,03397 0,03024 0,18906 0,14144 008542 NA NA NA #
NS <0,001  <0,001 NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS

Legenda: boje oznaCavaju snagu LD-a : crvena — vrlo snazan,; narancasta — srednje snazan; siva — slab; bijela — nisu u LD-u; NS — nije statisticki zna¢ajno
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4.1.4. USPOREDBA UCESTALOSTI GENA KIR S UCESTALOSTIMA U DRUGIM
POPULACIJAMA. GENETSKA UDALJENOST

Usporedba ucestalosti gena KIR u hrvatskoj populaciji s ucestalostima u 35 drugih
populacija prikazane su na slici 23. Dvodimenzionalna klaster mapa, bazirana na opazenim
uCestalostima gena KIR unutar navedenih populacija, u prvoj dimenziji (os X) jasno dijeli
gene KIR u dva klastera. Geni desnog klastera pripadaju haplotipu A, dok geni lijevog
Klastera pripadaju haplotipu B. Ovakva podjela odgovara prethodno navedenim snhaznim
vrijednostima LD-a gena KIR unutar centromerne odnosno telomerne regije haplotipova, a
vrlo slabog LD-a izmedu ove dvije regije. 1z mape je takoder vidljivo da svi geni Klastera
haplotipa A imaju znaCajno vecu uCestalost u populacijama u odnosu na gene klastera
haplotipa B.

U drugoj dimenziji (os y) populacije su podijeljene u 3 velika klastera na temelju medusobnih
sliCnosti/razlika u vrijednostima ucestalosti gena KIR. Zanimljivo je da se dva od tri klastera
odnose na samo dvije populacije : jedan klaster Cine Australijski Aboridini (98), a drugi
Amazonski Amerindijanci (99). Razlog odskakanja ove dvije populacije je manja uCestalost
gena haplotipa A, a znaCajno visoka ucestalost gena haplotipa B (KIR2DS1, KIR2DS2,
KIR2DS3, KIR2DS5 i KIR3DS1) koja je uglavhom veca od 80% dok je u vecCini drugih
populacija taj raspon izmedu 35-55%. Treci klaster je podijeljen na jedan manji i jedan veci
Klaster, a razlika je takoder u omjeru ucestalosti gena KIR haplotipa B. Manji klaster Cine
populacije Japana (102) i Kine (103, 118) gdje je ucCestalost navedenih gena za aktivacijske
receptore KIR u rasponu od samo 10-20%. VeCi klaster Cine ostale populacije, podijeljene
opet u dva manja klastera gdje su razlike u uCestalostima gena za aktivacijske i inhibicijske

receptore KIR znatno manje.

Ucestalost gena KIR odredena za hrvatsku populaciju ne odstupa od vrijednosti ucestalosti
gena KIR u susjednim populacijama. Genetska udaljenost populacije Hrvatske na temelju
uCestalosti gena KIR najmanja je s populacijama Srbije (42), Irana (105) i Turske (106) te s
populacijama Makedonije (89) i NjemacCke (104). ZnaCajne razlike postoje u usporedbi sa

udaljenim populacijama.
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Legenda: na temelju ucestalosti, geni KIR su grupirani u hijerarhijske klastere na osi x, a populacije
na osi y su grupirane na temelju sli¢nih vrijednosti uCestalosti gena KIR. Raznolikost u uestalostima
gena KIR prikazana je skalom boja 0-1 koja odgovara vrijednostima ucestalosti gena KIR u danoj
populaciji. Bijelo su geni koji za danu populaciju nisu odredeni. Uz ime svake populaciju je broj koji

oznacava redni broj istraZzivackog rada u popisu literature ove doktorske disertacije.

Slika 23. Usporedba ucestalosti gena KIR u hrvatskoj populaciji s ucestalostima u

drugim populacijama. Dvodimenzionalna klaster mapa
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4.1.4. KORELACIJA PRISUTNOSTI GENA ZA AKTIVACIJSKE | INHIBICIJSKE
RECEPTORE KIR | PRISUTNOSTI PRIPADAJUCIH LIGANADA HLA

Svi ispitanici zdrave kontrolne skupine tipizirani su za alele lokusa HLA-A, -B i —C na
temelju Cega je izraCunata ucCestalost liganada HLA. Na temelju odredenih alela HLA-C i
njihovoj epitopskoj pripadnosti grupi C1 ili C2, svaki ispitanik je definiran kao C1/C2
heterozigot ili homozigot C1/C1 odnosno C2/C2. Ucestalost alela grupe C1 u ispitivanoj
skupini je 59,0%, dok je ucestalost alela grupe C2 41,0%. Vecina ispitanika su heterozigoti,
C1/C2 (52,0%), dok ostali pripadaju skupini C1/C1 (33,6%) ili C2/C2 (14,4%). UcCestalost
alela skupine HLA-Bw4 u ispitivanoj skupini iznosi 51,2%. UcCestalost alela HLA-A3 iznosi
11,2%, a alela HLA-A11 5,2%.

Korelacija prisutnosti gena za receptore KIR i prisutnosti njihovih poznatih liganada
HLA prikazana je u tablici 11. Geni za receptore KIR s najvecim brojem prisutnih liganada
su KIR2DL3 (C1+C2(C*02:02; C*05:01), 87,2%) i KIR2DL1 (C2, 64,8%). Oni ujedno imaju
i jedini statisticki znacajnu pozitivnu korelaciju KIR/HLA (R=0,26, P=0,006, P=0,019).
Pozitivna korelacija (R=0,31) postoji i za gen KIR3DL2 i pripadajuce ligande HLA-A3/A11.
Uoceno je da KIR3DL2, koji kao gen okvira Citanja ima ucCestalost od 100% u populaciji, u
kombinaciji je s HLA-A3/A11 u samo 31,2% sluCajeva. Ostali parovi KIR/HLA u tablici su u
negativnoj korelaciji koja je najizrazenija kod para KIR2DS1/C2 (R= -0,37). Gledajuci
ukupnu korelaciju ispitivanih parova KIR/HLA (R= -0,13), moZe se zakljuCiti da je
povezanost gena KIR i gena HLA vrlo slaba.

S obzirom na inhibicijske receptore KIR (iKIR) i njihove poznate ligande HLA, broj
takvih parova iKIR/HLA kod svake osobe moZze biti u rasponu od jedan do Cetiri. Najveci broj
ispitanika sadrzi tri para iKIR/HLA (44,8%), dok najmanji broj ispitanika ima samo jedan par
iKIR/HLA (4,8%). Broj i vrsta kombinacija inhibicijskih receptora KIR i liganada HLA u

ispitivanoj skupini navedeni su u tablici 12.

63



Tablica 11. Korelacija prisutnosti gena KIR i uCestalosti gena njihovih poznatih liganada HLA za funkcionalno dokazane parove

KIR/HLA.
o
KIR/ | KIR3DL2 | KIR3DLI*eks | +Kc';|;(2c?*|6§;oz- c1 +KC|2R fé’;i:oz. KIR2DL1 | KIR2DS1 Kliili)ls;4 f
HLA | A*03/A*11 Bw4 cr0501) Cr0801) C2 C2 C1 (C*01, *14, *16);
C2 (C*02, *04, *05)
++ | 39(31,2%) | 65 (52,0%) 62 (49,6%) 109 (87,2%) 81 (64,8%) | 25 (20,0%) 33 (26,4%)
+/- | 86(68,8%) | 18 (14,4%) 5 (4,0%) 10 (8,0%) 38 (30,4%) | 16 (12,8%) 20 (16,0%)
I+ 0 (0%) 35 (28,0%) 54 (43,2%) 5 (4,0%) 2(1,6%) | 58 (46,4%) 45 (36,0%)
- 0 (0%) 7 (5,6%) 4 (3,2%) 1 (0,8%) 4(32%) | 26(20,8%) 27 (21,6%)
R 0,31 - 0,03 -0,15 0,26 0,26 - 0,37 - 0,27
P 0,054 0,818 0,2406 0,006 0,019 0,068 0,1418

Legenda: U tablici je prikazan broj parova KIR/HLA za svaku od Cetiri navedene kombinacije (+/+, +/-, -/+ i -/-) te njihov postotak. Na temelju prisutnosti

gena KIR i gena HLA provedena je analiza korelacije (R) za svaki par KIR/HLA i statistiCka znaCajnost (P) povezanosti gena KIR i gena HLA. R = Pearson-

ov koeficijent korelacije; P = Pearson-ova statisticka znaCajnost korelacije
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Tablica 12. Broj i kombinacije inhibicijskih receptora KIR i liganada HLA u ispitanika

reprezentativne skupine hrvatske populacije (N=125)

Broj parova

Kombinacije: receptor KIR/ligand HLA

Broj

iIKIR/HLA ispitanika/(%bo)
2DL1+C2 6
L 2DL3+C1 (4,8%)
2DL2/3+C1
2DL1+C2  3DL1+Bw4
2DL2/3+C1 3DL1+Bw4
2DL1+C2  2DL2/3+C1
2DL3+C1 3DL1+Bw4
) 2DL2/3+C1  3DL2+A3/11 o1
(40,8%)
2DL2+C1  3DL1+Bw4
2DL1+C2  2DL3+C1
2DL3+C1  3DL2+A3/11
2DL2+C1  3DL2+A3/11
2DL1+C2  3DL2+A3/11
2DL1+C2  2DL2/3+C1  3DL1+Bw4
2DL1+C2  2DL3+C1 3DL1+Bw4
2DL3+C1  3DL1+Bw4  3DL2+A3/11
3 2DL1+C2 3DL1+Bw4 3DL2+A3/11 (445,2%)
2DL1+C2  2DL3+C1 3DL2+A3/11
2DL2/3+C1 3DL1+Bw4 3DL2+A3/11
2DL1+C2  2DL2+C1 3DL2+A3/11
2DL1+C2  2DL3+C2*  3DL1+Bw4
2DL1+C2  2DL3+C1 3DL1+Bw4  3DL2+A3/11
4 2DL1+C2 2DL2/3+C1 3DL1+Bw4 3DL2+A3/11 12
2DL1+C2  2DL3+C2* 3DL1+Bw4  3DL2+A3/11 (9,91%)
2DL1+C2  2DL2/3+C2* 3DL1+Bw4  3DL2+A3/11

Legenda: iKIR — inhibicijski KIR; C2* - HLA-C*02:02 i C*05:01
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4.2. RAZNOVRSNOST | UCESTALOST GENA, HAPLOTIPOVA |
GENOTIPOVA KIR U BOLESNIKA LIJECENIH TRANSPLANTACIJOM
KRVOTVORNIH MATICNIH STANICA

4.2.1. UCESTALOST GENA KIR U BOLESNIKA LIJECENIH SRODNOM |
NESRODNOM TRANSPLANTACIJOM KRVOTVORNIH MATICNIH STANICA.
USPOREDBA S UCESTALOSTIMA GENA KIR KONTROLNE SKUPINE

Analiza ucestalosti gena KIR (tablica 13) provedena je na uzorku od 111 bolesnika

oboljelih od malignih bolesti krvotvornog sustava koji su lijeCeni TKMS-om.

Tablica 13. Ucestalost gena KIR u bolesnika lijeCenih transplantacijom krvotvornih

maticnih stanica od srodnog ili nesrodnog davatelja (N=111)

Geni KIR Broj prisutnih | UcCestalost | Opazena u_(“:estalost VO(“:ekivana _
gena % (Cfi) ucestalost (Gfi)
2DL4 111 100 1 1
3DL2 111 100 1 1
3DL3 111 100 1 1
2DL1 107 96,4 0,964 0,810
2DL3 103 92,8 0,928 0,730
3DL1 102 91,8 0,918 0,720
2DL2 69 62,1 0,621 0,390
2DL5A/B 59 53,1 0,531 0,320
""" s4 | 104 | 97 | o097 | o070 |
2DS2 65 58,5 0,585 0,360
3DS1 48 43,2 0,432 0,250
2DS1 47 42,3 0,423 0,240
2DS5 35 31,5 0,315 0,170
2DS3 32 28,8 0,288 0,160
""" soP1t | i1 | w00 | 1 | 1 |
2DP1 107 96,4 0,964 0,810
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Kao i u kontrolnoj skupini, u ispitivanoj skupini bolesnika pronadeno je ukupno 16
gena KIR, a geni okvira Citanja prisutni su kod svih ispitanika. Najucestaliji inhibicijski gen je
KIR2DL1 (96,4%), a aktivacijski KIR2DS4 (93,7%). Aleli gena KIR2DS4*f imaju uCestalost
od 74,8%, a ucestalost deletiranog gena KIR2DS4*d iznosi 81,1%. S obzirom na prisutnost
odredenih alela gena KIR2DS4, ispitivana skupina bolesnika takoder je podijeljena u 4
podskupine: 1) ispitanici koji imaju samo KIR2DS4*f grupu alela (12,6%); 2) ispitanici samo
s KIR2DS4*d grupom alela (18,9%); 3) ispitanici s obje grupe alela (62,2%); 4) ispitanici bez
gena KIR2DS4 (7,2%). Aleli gena KIR3DL1 koji se ispoljavaju na stanicama (KIR3DL1*eks
=3DL1*001-002, *005-009, *015-044, *056, *057) prisutni su kod 67,6% bolesnika, dok je alel
KIR3DL1*004 koji se nikad ne izrazava na povrsini stanice prisutan kod 32,4% bolesnika.

Usporedba ucestalosti gena KIR u ispitivanoj skupini bolesnika s kontrolnom
skupinom (slika 24) daje pribliZno iste vrijednosti ucestalosti za vecinu gena KIR. Nesto veca
uCestalost aktivacijskih gena KIR2DS1, KIR2DS5 i KIR3DS1 postoji u skupini bolesnika, ali
razlika u odnosu na kontrolnu skupinu nije statistiCki znaCajna (P=0,1399; P=0,1404;
P=0,1078). Jedina statistiCki znaCajna razlika (P<0,0001) postoji za gen KIR2DS4*f koji je u
znatno vecem postotku (74,8%) prisutan u ispitivanoj skupini bolesnika u odnosu na
kontrolnu skupinu (42,4%).
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Slika 24. Graficki prikaz usporedbe ucestalosti gena KIR u bolesnika lijeCenih srodnom
I nesrodnom transplantacijom krvotvornih maticnih stanica s ucestalostima u

kontrolnoj skupini



4.2.2. UCESTALOST LIGANADA HLA - USPOREDBA S KONTROLNOM
SKUPINOM

Svim bolesnicima iz ispitivane skupine izraCunata je ucCestalost liganada HLA na
temelju tipizacijom odredenih alela HLA-A, -B i —C. Analiza ucestalosti liganada HLA u
skupini bolesnika ne pokazuje statistiCki znaCajnu razliku u odnosu na kontrolnu skupinu.
Usporedba ucestalosti liganada HLA u skupini bolesnika s kontrolnom skupinom kao i omjer
homozigota C1/C1 i C2/C2 odnosno heterozigota C1/C2 prikazana je u tablici 14.

Tablica 14. Usporedba ucestalosti liganada HLA u skupini bolesnika s kontrolnom

skupinom
UCestalost u skupini Ucestalost u kontrolnoj Statisticka
KIR ligandi bolesnika (N=111) skupini (N=125) znatajnost
(%) (%) (P)
HLA-A3 7,6 11,2 0,186
HLA-A1l 9,0 5,2 0,131
HLA-Bw4 43,3 51,2 0,093
HLA-C grupa C1 55,0 59,0 0,129
HLA-C grupa C2 45,0 41,0 0,890
Cl/C1 32,4 33,6 0,891
Cl/C2 45,1 52,0 0,299
C2/C2 22,5 14,4 0,131
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4.2.3. UCESTALOST HAPLOTIPOVA | GENOTIPOVA KIR U BOLESNIKA
LIJECENIH SRODNOM | NESRODNOM TRANSPLANTACIJOM KRVOTVORNIH
MATICNIH STANICA. USPOREDBA S UCESTALOSTIMA HAPLOTIPOVA |
GENOTIPOVA KIR KONTROLNE SKUPINE

Prema prisutnosti/odsutnosti gena KIR u ispitivanoj skupini bolesnika, izraCunata
uCestalost haplotipa A iznosi 54,1% (pA = 0,541), dok je ucestalost haplotipa B 45,9% (9B =
0,459). Ne postoji statistiCki znacajna razlika ucestalosti haplotipova KIR izmedu kontrolne
skupine i skupine bolesnika.

U ispitivanom uzorku bolesnika odredeno je ukupno 25 razliCitih genotipova KIR.
Ucestalost genotipova skupine AA iznosi 24,3%, genotipova skupine AB 58,5% dok je
ucCestalost genotipova skupine BB 17,2%. Za nijednu skupinu genotipova ne postoji statisticki
znaCajna razlika izmedu kontrolne skupine i skupine bolesnika.

Ucestalost ve¢u od 1% ima 16 genotipova pronadenih kod 91,9% ispitanika. Preostalih
9 genotipova pojavljuju se samo jednom (<1%). Jedan od genotipova skupine BB pronaden u
ispitivanom uzorku je novootkriveni genotip koji do sada nije prijavljen u AFND bazu
podataka. Nakon prijave dodijeljen mu je identifikacijski broj BB/546.

Raznolikost genotipova KIR kod bolesnika lijeCenin  TKMS-om, Kklasifikacija
genotipova u grupe s identifikacijskim brojem (prema AFND bazi, 42) te njihove ucCestalosti
prikazane su u tablici 15. U odnosu na kontrolnu skupinu, 8 razlicitih genotipova (2 AB i 6
BB) odredenih u kontrolnoj skupini nije pronadeno u skupini bolesnika, dok je 10 genotipova
(1 AA, 2 AB i 7 BB) odredeno u skupini bolesnika, ali ne i u kontrolnoj skupini.
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Tablica 15. Ucestalost genotipova KIR u bolesnika lijeCenih transplantacijom krvotvornih maticnih stanica (N=111)

KIR | KIR | KIR | KIR
3DL | 2DL | 2DL | 2DS
1 1 3 4

KIR
2DL

KIR
2DL
5

KIR
3DS
1

KIR
2DS
1

KIR
2DS

KIR
2DS

KIR
2DS
5

KIR | KIR | KIR | KIR
2DL | 3DL | 3DL
4 2 3 1

2DP 3K[|)E Genotip _ I_3roj_ Ucestalost
1 grupa/ ID* | ispitanika %
AA/1l 27 24,3
T W S LT S 09 e
AB/2 7 6,3
AB/3 11 9,9
AB/4 17 15,3
AB/5 9 8,1
AB/6 6 54
AB/7 6 54
AB/8 2 1,8
AB/ 13 2 1,8
AB/ 14 1 0,9
AB/ 15 2 1,8
AB /18 1 0,9
AB /31 1 0,9
AB /68 2 1,8
e ABIE9 12 ] LE oo
BB /70 2 1,8
BB/71 2 1,8
BB/ 72 3 2,7
BB /73 2 1,8
BB /90 1 0,9
BB /167 1 0,9
BB /188 1 0,9
BB /392 1 0,9
BB/546" |1 0,9

Legenda: redoslijed gena KIR u tablici u skladu je s redoslijedom u AFND bazi podataka. Definiranim genotipovima dodijeljeni su odgovaraju¢i AFND identifikacijski brojevi
(ID*). - Geni za inhibicijske receptore KIR - Geni za aktivacijske receptore KIR |:| Pseudogeni KIR |:| Gen KIR nije prisutan. * Novi genotip.
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4.3. ANALIZA ULOGE GENA KIR U SRODNOJ

NESRODNOJ
TRANSPLANTACIJI KRVOTVORNIH MATICNIH STANICA

Opce i klinicke karakteristike bolesnika lijeCenih TKMS od srodnog ili nesrodnog

davatelja prikazane su u tablici 16. Kako bi se ispitao utjecaj podudarnosti gena/genotipova

KIR primatelja i davatelja kao i kombinacije receptor KIR/ligand HLA na parametre ishoda

TKMS, provedena je analiza gena KIR i liganada HLA bolesnika i njihovih davatelja.

Tablica 16. Klinicke i opée karakteristike skupine ispitanika lijeCenih srodnom ili

nesrodnom transplantacijom krvotvornih maticnih stanica i njihovih davatelja.

Karakteristike ispitivane skupine bolesnika Srodna TKMS Nesrodna TKMS
Broj bolesnika 55 56

Dob bolesnika: godine, medijan (raspon) 27 (1-61) 40 (1-61)
Dob davatelja: godine, medijan (raspon) 30 (1-69) 31,5 (1-52)
Spol - bolesnik/davatelj: broj (%)

217 7 (12,7) 11 (19,6)
ZIM 13 (23,6) 12 (21,5)
M/Z 15 (27,3) 15 (26,8)
M/M 20 (36,4) 18 (32,1)
Dijagnoza: broj (%0)

Akutna mijeloicna leukemija (AML) 17 (30,9) 24 (42,8)
Kroni¢na mijeloi¢na leukemija (CML) 3 (549 3 (54)
Mijelodisplasti¢ni sindrom (MDS) 4 (7,3) 3 (54)
Akutna limfaticna leukemija (ALL) 17 (30,9) 11 (19,6)
Kroni¢na limfati¢na leukemija (CLL) 1 (1,8 3 (54)
Non-Hodgkin limfom (NHL) 4 (7,3) 5 (8,9
Hodgkinov limfom (HL) 5 (91 2 (3,6
Ostalo 4 (7,3) 5 (8,9
Protokol kondicioniranja: broj (%)

Mijeloablativno 40 (72,7) 28 (50)
Nemijeloablativno 15 (27,3) 28 (50)
Izvor krvotvornih mati¢nih stanica: broj (%)

KoStana srz 28 (51,0) 13 (23,2)
Periferna krv 27 (49,0 43 (76,8)
Podudarnost gena HLA: broj (%)

HLA 10/10 55 (100) 38 (67,8)
HLA 9/10 0 (0) 17 (30,4)
HLA 8/10 0 (0) 1 (1,8)
Vrijeme pracenja: dani, medijan (raspon) 735 (60-1490) 260 (30-1305)
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43.1. ANALIZA ULOGE GENA KIR U SRODNOJ TRANSPLANTACIJI
KRVOTVORNIH MATICNIH STANICA

Od ukupno 55 bolesnika lijecenih srodnom TKMS, 36 (65,5%) ih je bilo zZivih na kraju
perioda pracenja, a 19 (34,5%) je preminulo (9 relaps; 10 posttransplantacijske komplikacije).
U ispitivanoj skupini, GVHD se razvio kod 26 (47,3%) bolesnika od ¢ega je 21 bolesnik imao
akutni GVHD, a 5 bolesnika kroni¢ni GvHD. Puni kimerizam postignut je kod 44 bolesnika
dok kod 11 bolesnika nije nikad postignut. Prosjek postizanja punog kimerizma bio je 33
dana. Na osnovu gena KIR odredenih u genotipu svakog ispitanika, pretpostavljeno je i
postojanje odgovarajucih receptora KIR na povrsini stanica NK koji ostvaruju interakciju s
pripadajuc¢im ligandima. U analizu o utjecaju receptora KIR na ishod TKMS uzeti su u obzir
oni za koje su sa sigurno3¢u dokazani ligandi HLA: KIR2DL1 + molekule HLA-C skupine
C2; KIR2DL2 / KIR2DL3 + molekule HLA-C skupine C1 i C*02:02, C*05:01 iz skupine C2;
KIR3DL1 + HLA-Bw4 i KIR3DL2 + HLA-A3/A11.

4.3.1.1. Usporedba ucestalosti gena, haplotipova i genotipova KIR bolesnika lijeCenih

srodnom transplantacijom krvotvornih mati¢nih stanica i njihovih davatelja

Usporedba ucestalosti gena KIR bolesnika lijeCenih srodnom TKMS i njihovih
davatelja (slika 25) nije pokazala statistiCki znaCajnu razliku za nijedan gen KIR.
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Slika 25. Graficki prikaz usporedbe ucestalosti gena KIR u bolesnika lijeCenih srodnom

transplantacijom krvotvornih mati¢nih stanica i njihovih davatelja (N=55)
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Ucestalost haplotipa A kod bolesnika iznosi 49,0% dok je ucestalost haplotipa B
51,0%. Kod davatelja, ucestalost haplotipa A (56,3%) veca je od ucCestalosti haplotipa B
(43,6%). Razlika izmedu ucestalosti haplotipa A i haplotipa B bolesnika i davatelja ne
pokazuje statistiCki znaCajnu razliku.

U skupini bolesnika lijeCenih srodnom TKMS, 28 (51,0%) parova ima isti genotip
KIR dok se preostalih 27 (49,0%) parova razlikuje u genotipu KIR. Usporedba ucestalosti
genotipova bolesnika i davatelja pokazuje vecu razliku za genotipove skupine AA (16,3%
naspram 32,7%, P=0,0752), manju za genotipove skupine AB (65,4% naspram 47,2%,
P=0,0831) i gotovo nikakvu za genotipove skupine BB (18,3% naspram 20,0%, P=1,000). Od
ukupno 26 razliCitih genotipova pronadenih kod bolesnika i njihovih davatelja (slika 26), 6
genotipova (3 AB i 3 BB) postoji samo kod bolesnika, dok je kod davatelja jedinstveno
takoder 6 genotipova (2 AB i 4 BB).
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Slika 26. GrafiCki prikaz usporedbe genotipova KIR u bolesnika lijeCenih srodnom
transplantacijom krvotvornih mati¢nih stanica (TKMS) i njihovih davatelja (N=55)

4.3.1.2. Analiza utjecaja KIR liganada HLA na preZivljavanje, pojavu GvHD-a i vrijeme

postizanja punog kimerizma. Model ,,ligand-ligand nepodudarnost”

Analiziran je utjecaj Cetiri osnovne skupine liganada HLA (molekule HLA-C skupine
C1, molekule HLA-C skupine C2, HLA-Bw4 i HLA-A3/A11). Ispitivana skupina bolesnika
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grupirana je prema prisutnosti/odsutnosti poznatih skupina liganada HLA za inhibicijske
receptore KIR. Prisutnost ili odsutnost svake od Cetiri skupine liganada HLA zasebno nije
pokazala statistiCki znaCajan utjecaj na prezivljavanje bolesnika (slika 27). Ligandi HLA-
A3/A11 ne pokazuju gotovo nikakvu razliku u prezivljavanju kada su prisutni odnosno kada
nisu. Za ligande HLA-Bw4 postoji razlika i bolje prezivljavanje bolesnika koji su HLA-Bw4
pozitivni (medijan: 1110 dana; HR=1,95, CI:0,6227-6,1349) u odnosu na HLA-Bw4
negativne bolesnike (medijan: 863 dana; HR=0,51, CI: 0,1630 — 1,6059, P=0,164). Takoder,
loSije preZivljavanje je uoceno kod prisustva liganada skupine C1 u slucaju kada je bolesnik
bio homozigot C1C1 (medijan: 735 dana; HR=0,51, CI. 0,1972-1,3602) u odnosu na
bolesnike koji su imali i ligande skupine C2 (medijan: 1134 dana; HR=1,93, CI: 0,7352-
5,0712, P=0,143).
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Legenda: A) Utjecaj liganada HLA-A3/A1l (receptor KIR3DL2); B) Utjecaj liganada HLA-Bw4
(receptor KIR3DL1); C) Utjecaj liganada HLA-C skupine C1 i C2 (receptori KIR2DL1, KIR2DL2 i
KIR2DL3) u odnosu da li primatelj ima skupinu C2 ili nema.

Slika 27. Prezivljavanje bolesnika nakon lijeCenja srodnom transplantacijom

krvotvornih mati¢nih stanica (N=55) s obzirom na skupinu liganada HLA
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Rezultati analize utjecaja liganada HLA na pojavu GvHD-a pokazuju da ovi Cimbenici
nisu statisticki znaCajno povezani (slika 28). Utjecaj liganada HLA-A3/A1l pokazuje
najvecu razliku i smanjenu pojavu GvHD-a kod bolesnika koji su negativni za ovaj ligand
(HR=1,7; CI. 0,5858-5,1130; P=0,224). Utjecaj liganada HLA-Bw4 je slabiji, postoji
smanjena vjerojatnost pojave GvHD-a u bolesnika koji su pozitivni za ligand HLA-Bw4
(HR=1,3; CI:0,5225 - 3,3699; P=0,807). Neznatan ucinak na pojavu GvHD-a imaju ligandi
skupine C1 i C2. Ono $to se moze vidjeti je neznatno veca pojava GvHD-a u sluCaju
primatelja homozigota C1C1 u odnosu na primatelje koji su C2Cx (HR=0,7; CI:0,2905 -
1,5641; P=0,316).
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Legenda: A) Utjecaj liganada HLA-A3/A11 (receptor KIR3DL2); B) Utjecaj liganada HLA-Bw4
(receptor KIR3DL1); C) Utjecaj liganada HLA-C skupine C1 i C2 (receptori KIR2DL1, KIR2DL?2 i
KIR2DL3) u odnosu da li primatelj ima skupinu C2 ili nema.

Slika 28. Utjecaj liganada HLA na pojavu GvHD-a kod bolesnika nakon lijeCenja

srodnom transplantacijom krvotvornih maticnih stanica (N=55)
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Analiza utjecaja liganada HLA na vrijeme postizanja punog kimerizma pokazala je da
nijedan od ispitivanih parametara nema statisticki znacajan ucinak (slika 29). Ipak, odredena
razlika i bolje postizanje punog kimerizma postoji kod bolesnika koji su HLA-A3/All
negativni (HR=1,5; CI:0,7428 - 3,0764; P=0,288) te bolesnika koji su HLA-Bw4 pozitivni
(HR=1,6; CI:0,8082 - 3,1069; P=0,209). U slucaju liganada skupine C1 i C2 postoji tek
neznatna razlika i bolji ishod u slu¢aju homozigota C1C1 (HR=1,5; CI:0,6393 - 3,4421,
P=0,519).
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Legenda: A) Utjecaj liganada HLA-A3/A11 (receptor KIR3DL2); B) Utjecaj liganada HLA-Bw4
(receptor KIR3DL1); C) Utjecaj liganada HLA-C skupine C1 i C2 (receptori KIR2DL1, KIR2DL2 i
KIR2DL3) u odnosu da li primatelj ima skupinu C2 ili nema.

Slika 29. Utjecaj liganada HLA na vrijeme postizanja punog kimerizma kod bolesnika

nakon lijeCenja srodnom transplantacijom krvotvornih maticnih stanica (N=55)
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S obzirom da su u srodnoj TKMS svi parovi bolesnik-davatelj identicni u genima
HLA, ucestalosti liganada HLA za receptore KIR iste su kod bolesnika i kod davatelja. Tako
je ucestalost gena HLA-C grupe C1 57,3%, grupe C2 42,7%, broj heterozigota C1C2 49,0%
te homozigota C1C1 32,7% i C2C2 18,2%. Od 55 parova bolesnika-davatelj, 10 parova
(18,1%) je imalo ligand HLA-A3/A11 dok je ligand HLA-Bw4 bio prisutan kod 42 (76,4%)
para. Iz tog razloga, prema modelu ,ligand-ligand nepodudarnost, s obzirom da ne postoji
razlika u ligandima HLA izmedu bolesnika i davatelja, proizlazi zakljucak da c¢e nakon
TKMS svi pretpostavljeni inhibicijski receptori KIR davatelja imati svoje ligande u bolesniku

i neCe nastati aloreaktivne stanice s potencijalno pozitivnim u¢inkom na ishod TKMS.

4.3.1.3. Analiza utjecaja parova receptor KIR/ligand HLA na prezivljavanje, pojavu
GvHD-a i vrijeme postizanja punog kimerizma. Model ,,KIR-ligand nepodudarnost*

Prema modelu ,,KIR-ligand nepodudarnost” (usporedba receptor KIR-ligand HLA), za
svaki par primatelj-davatelj odreden je broj i vrsta postoje¢ih kombinacija inhibicijskih
receptora KIR (iKIR) i njihovih poznatih liganada HLA (KIR2DL1/C2; KIR2DL2/C1 ili
KIR2DL3/Cl; KIR3DL1/HLA-Bw4 i KIR3DL2/HLA-A3/A11l). Najveéi moguéi broj
postojeCih parova iKIR/HLA je Cetiri, a najmanji jedan. S obzirom da se, bez obzira na
potpunu podudarnost gena HLA, 49,0% primatelja i davatelja razlikuje u genima KIR, broj
parova iKIR/ligand HLA odreden je u dva smjera: smjer presadak protiv primatelja, GvH
smjer (IKIR davatelja/ligand HLA primatelja) i smjer primatelj protiv presatka, HvG smjer
(IKIR primatelja/ligand HLA davatelja). Razlika u broju parova iKIR/ligand HLA izmedu ova
dva smjera bila je prisutha kod samo 5 parova primatelj-davatelj i to kao posljedica
nepostojanja receptora KIR za ligand HLA, a ne samog nepostojanja liganda. U GvH smjeru,
utvrdeno je da kod Cak 53 (96,4%) primatelja nedostaje barem jedan od Cetiri moguca liganda
HLA za receptor KIR davatelja. NajveCi broj parova primatelj-davatelj sadrzi po tri
iKIR/ligand HLA para (27/55, 49,0%). Ucestalost mogucih parova iKIR davatelja/ligand

HLA primatelja te postoje¢e kombinacije u ispitivanoj skupini prikazane su na slici 30.
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Slika 30. Broj parova iKIR davatelja/ligand HLA primatelja (A) te njihove postojece
kombinacije (1A-4A) u skupini ispitanika lijeCenih srodnom transplantacijom

krvotvornih maticnih stanica i njihovih davatelja (N=55)

Analiza utjecaja parova IKIR/HLA na pokazatelje ishoda TKMS radena je na nacin
da su parovi primatelj-davatelj koji su imali sva 4 para iKIR/HLA ili 3 para pri ¢emu je
nedostajala kombinacija KIR3DL2/HLA-A3/A1l smatrani iKIR/HLA podudarnima
(IKIR/HLA m) dok su parovi primatelj-davatelj s 1, 2 ili 3 para medu kojima je nedostajala
bilo koja kombinacija osim KIR3DL2/HLA-A3/A1l smatrani iKIR/HLA nepodudarnima
(IKIR/HLA mm).

Analiza prezivljavanja prema broju prisutnih parova iKIR/ligand HLA izmedu
primatelja i davatelja pokazala je statisticki znaCajnu razliku (slika 31). U GvH smjeru (slika
31A), rezultati pokazuju statistiCki znaCajno bolje preZivljavanje kada su primatelj i davatelj
iKIR/HLA podudarni u odnosu na parove koji su iKIR/HLA nepodudrani (HR=3,3;
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Cl:1,3148 - 7,9816; P=0,026). | kod HvG smjera (slika 31B) prezivljavanje je bolje kod
iIKIR/HLA podudarnih parova primatelj-davatelj nego kod parova koji su iKIR/HLA
nepodudrani (HR=3,9; C1:1,5918 - 9,8129; P=0,017).
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Legenda: A) Utjecaj parova iKIR/ligand HLA u GvH smjeru; B) Utjecaj parova iKIR/ligand HLA u

HvG smjeru; C) Utjecaj postojecih parova iKIR/ligand HLA u GvH smjeru, a ovisno o vrsti liganda
koji nedostaje.

Slika 31. Prezivljavanje bolesnika nakon lijeCenja srodnom transplantacijom
krvotvornih mati¢nih stanica (N=55) s obzirom na podudarnost receptor KIR/ligand
HLA primatelja i davatelja

Takoder, nedostajanje odredene kombinacije receptora KIR i liganda HLA (slika 31C)
pokazuje statisticki znaCajnu razliku u prezivljavanju medu ispitanicima (P=0,047). U
najvecem broju sluCajeva (24 para) nedostaje ligand HLA-A3/A11 te ligandi HLA-C skupine
C2 (17 para). U najmanje slucajeva nedostaju ligandi HLA-C skupine C1 (4 para), dok ligandi
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HLA-Bw4 nedostaju kod 8 parova ispitanika. Kod 2 para ispitanika prisutni su svi ligandi.
Najbolje prezivljavanje (100%) imaju primatelji kod kojih su prisutni svi ligandi ili nedostaje
samo skupina C1 dok je najlosije prezivljavanje uoceno kod bolesnika kod kojih je nedostajao
ligand HLA-Bw4 za receptor KIR3DL1 davatelja. U odnosu na HLA-Bw4 ligande, bolje
preZivljavanje postoji u slu¢aju kada nema liganada HLA-C skupine C2 (HR=2,0; CI.0,3846-
10,4704; P=0,067) te liganda HLA-A3/A11 (HR=3,9; CI:0,8042-19,2613; P=0,0014).

Povezanost pojave GvHD-a s brojem postojecih parova iKIR/ligand HLA (slika 32) ne
pokazuje statisticki znaCajnu razliku. U GvH smjeru je vidljiva mala razlika i veca pojava
GvHD-a kod iKIR/HLA nepodudranih parova primatelj-davatelj u odnosu na iKIR/HLA
podudrane parove (HR=1,3; CI:0,5624-2,6537; P=0,612) dok je u HvG smjeru ta razlika

neprimjetna.
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Legenda: A) Utjecaj parova iKIR/ligand HLA u GvH smjeru; B) Utjecaj parova iKIR/ligand HLA u
HvG smjeru.

Slika 32. Pojava GvHD-a kod bolesnika nakon lijeCenja srodnom transplantacijom
krvotvornih mati¢nih stanica (N=55) s obzirom na podudarnost receptor KIR/ligand
HLA primatelja i davatelja

Analiza utjecaja parova iKIR/HLA na vrijeme postizanja punog kimerizma pokazala
je da nema nikakvog ucinka (slika 33).
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Legenda: A) Utjecaj parova iKIR/ligand HLA u GvH smjeru; B) Utjecaj parova iKIR/ligand HLA u

HvG smjeru.

Slika 33. Postizanje punog kimerizma kod bolesnika nakon lijeCenja srodnom
transplantacijom krvotvornih mati¢nih stanica (N=55) s obzirom na podudarnost

receptor KIR/ligand HLA primatelja i davatelja

4.3.1.4. Analiza utjecaja genotipa KIR na preZivljavanje, pojavu GvHD-a i vrijeme

postizanja punog kimerizma. Model ,,haplotip KIR nepodudarnost®.

Analiza povezanosti genotipa KIR s prezivljavanjem bolesnika nakon srodne TKMS
nije pokazala statistiCki znacCajan ucCinak (slika 34). Prema dobivenim rezultatima,
preZivljavanje je bolje za primatelje genotipa AA (HR=1,7; CI.0,5198-5,7343; P=0,457) u
odnosu na primatelje koji su genotipa Bx, dok genotip AA ili Bx davatelja ne Cini razliku.
Takoder, nijedna od ispitivanih kombinacija genotipa KIR primatelj-davatelj nije pokazala

ststisticki znaCajan utjecaj na prezivljavanje.
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Legenda: A) Utjecaj genotipa KIR primatelja; B) Utjecaj genotipa KIR davatelja; C) Utjecaj

kombinacije genotipa KIR primatelj-davatelj.

Slika 34. Prezivljavanje bolesnika nakon lijeCenja srodnom transplantacijom

krvotvornih mati¢nih stanica (N=55) s obzirom na genotip KIR

Genotip KIR pokazao je statistiCki znaCajan utjecaj na pojavu GvHD-a (slika 35).
Uocena je statistiCki znaCajna razlika i veca pojava GvHD-a kod bolesnika koji su genotipa
AA u odnosu na bolesnike koji su genotipa Bx (HR=2,6; CI:0,8091-8,3097; P=0,023).
Genotip KIR davatelja nema statisticki znaCajan ucinak, a neznatno manja pojava GvHD-a
postoji u sluCaju kada je davatelj genotipa AA u odnosu na davatelje genotipa Bx (HR=1,5;
Cl:0,6420-3,2682; P=0,339). Utjecaj kombinacije genotipova KIR primatelja i davatelja na
granici je statistiCcke znaCajnosti. Najveéi postotak GvHD-a javio se kod parova primatelj-
davatelj AA/Bx (HR=4,1; CI:0,2573-65,2964), dok je najmanja pojavnost u slucaju
kombinacije Bx/AA (HR=0,2; CI:0,0153-3,8866; P=0,151).
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Legenda: A) Utjecaj genotipa KIR primatelja; B) Utjecaj genotipa KIR davatelja; C) Utjecaj
kombinacije genotipa KIR primatelj-davatelj.

Slika 35. Pojava GvHD-a kod bolesnika nakon lijeCenja srodnom transplantacijom

krvotvornih mati¢nih stanica (N=55) s obzirom na genotip KIR

Utjecaj genotipa KIR na vrijeme postizanja punog kimerizma nije pokazao statisticki
znaCajan ucinak (slika 36). Krivulje pokazuju bolje postizanje punog kimerizma kod
primatelja genotipa AA u odnosu na primatelje genotipa Bx (HR=1,6; CI.0,6444-3,8954;
P=0,213). Kod davatelja je obrnuta situacija — loSije postizanje punog kimerizma u slucaju
genotipa AA davatelja u odnosu na davatelje genotipa Bx (HR=1,4; CI.0,7526-2,6099;
P=0,286). Ovakav rezultat odrazava se na utjecaj kombinacija genotipova KIR primatelja i
davatelja gdje najloSije vrijeme postizanja punog kimerizma postoji u slu¢aju kombinacije
primatelj genotip Bx/davatelj genotip AA (HR=2,6; CI.0,5122-12,4856; P=0,012) u odnosu
na najbolje vrijeme kod kombinacije primatelj genotip AA/ davatelj genotip Bx.
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Legenda: A) Utjecaj genotipa KIR primatelja; B) Utjecaj genotipa KIR davatelja; C) Utjecaj
kombinacije genotipa KIR primatelj-davatelj.

Slika 36. Postizanje punog kimerizma kod bolesnika nakon lijeCenja srodnom

transplantacijom krvotvornih maticnih stanica (N=55) s obzirom na genotip KIR

4.3.1.5. Analiza utjecaja aktivacijskih gena KIR na prezZivljavanje, pojavu GvHD-a i

vrijeme postizanja punog kimerizma.

Analiza utjecaja aktivacijskih gena KIR (aKIR) radena je na nacin da se gledao utjecaj
prisutnosti pojedinog gena u odnosu na utjecaj kada su geni odsutni. Analiza u slucaju gena
KIR2DS4 radena je na naCin da su ispitanici koji su imali samo alele KIR2DS4*f ili
kombinaciju KIR2DS4*f/KIR2DS4*d smatrani KIR2DS4 pozitivnima dok su ispitanici koji su
imali samo alele KIR2DS4*d ili nisu imali uope gen KIR2DS4 smatrani KIR2DS4
negativnima.

Analiziran je utjecaj pojedinacnih aktivacijskih gena KIR primatelja (HvG smjer) na

prezivljavanje bolesnika (slika 37). Jedina statistiCki znaCajna razlika u prezivljavanju postoji
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u slucaju gena KIR2DS5 (slika 37E). Prisutnost gena KIR2DS5 u primatelju znaci losije
prezivljavanje (HR=2,5; CI.0,9373-6,5575; P=0,039) u odnosu na situaciju kada gen nije
prisutan. Nijedan drugi gen nije pokazao statisticki znacajnu razliku.

Ipak, iz krivulja je vidljivo da i za gen KIR2DS4 postoji uocljiva razlika (slika 37D).
Bolesnici koji su KIR2DS4 negativni imaju znatno bolje preZivljavanje u odnosu na bolesnike
koji su KIR2DS4 pozitivni (HR=3,5; CI:1,3095-9,4509; P=0,071). Geni KIR2DS1, KIR2DS2 i
KIR3DS1 (slika 37A, B i F) nemaju utjecaj na preZivljavanje, iako postoji lagani trend boljeg
prezivljavanja bolesnika kod kojih geni nisu prisutni u odnosu na loSije preZivljavanje
bolesnika kod kojih su prisutni. UoCeno je takoder da je gen KIR2DS3 (slika 37C) jedini gen
koji ima pozitivan uCinak na prezZivljavanje kada je prisutan u primatelju nego kada nije
prisutan (HR=1,5; CI:0,5661-4,1140; P=0,448).

Analiziran je takoder i utjecaj pojedinaCnih aktivacijskih gena KIR davatelja na
prezivljavanje primatelja (GvH smjer) (slika 38). Jedina statisticki znaCajna razlika u
prezivljavanju postoji u sluCaju gena KIR2DS4 (slika 38D). Bolesnici Ciji su davatelji
KIR2DS4 negativni imaju znatno bolje preZivljavanje u odnosu na bolesnike Ciji su davatelji
KIR2DS4 pozitivni (HR=7,9; Cl:2,9870-21,0360; P=0,016).

Za ostale aktivacijske gene KIR nije uoCena znacCajnija razlika izmedu
prisutnosti/odsutnosti i utjecaja na prezivljavanje. Kod gena KIR3DS1 (slika 38F) uoceno je
loSije prezivljavanja u sluCaju kada gen nije prisutan u davatelju u odnosu na bolje
prezivljavanje kada je gen prisutan (HR=1,9; CI:0,7771-4,8399; P=0,194), Sto je situacija

suprotna od one kod HvG smijera.
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Legenda: A) KIR2DS1; B) KIR2DS2; C) KIR2DS3; D) KIR2DS4; E) KIR2DS5; F) KIR3DS1

Slika 37. Prezivljavanje bolesnika nakon lijeCenja srodnom transplantacijom krvotvornih maticnih stanica (N=55) u odnosu na
aktivacijske gene KIR primatelja — HvG smjer
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Slika 38. Prezivljavanje bolesnika nakon lijeCenja srodnom transplantacijom krvotvornih maticnih stanica (N=55) u odnosu na

aktivacijske gene KIR davatelja — GvH smjer
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Analizirana ucCestalost pojave GvHD-a ovisno o aktivacijskim genima KIR primatelja
(slika 39) i aktivacijskim genima KIR davatelja (slika 40), nije pokazala statistiCki znaCajne
razlike, ali je uoCeno da prisutnost nekih gena pospjesuje pojavu GvHD-a, odnosno prisutnost
drugih je smanjuje.

U HvG smijeru razlika postoji samo kod gena KIR2DS5 (slika 39E) pri ¢emu je pojava
GvHD-a manja kod KIR2DS5 pozitivnih bolesnika u odnosu na KIR2DS5 negativne bolesnike
(HR=1,8; C1.0,8344-4,0017; P=0,158).

U GvH smijeru vidljiva je smanjena pojava GvHD-a kod bolesnika u prisutnosti gena
KIR2DS2 kod davatelja (slika 40B), a povecana kada gen KIR2DS2 nije prisutan (HR=1,6;
Cl:0,7466-3,4934; P=0,214).

Rezultati analize utjecaja pojedinacnih aktivacijskin gena KIR primatelja i

aktivacijskih gena KIR davatelja na vrijeme postizanja punog kimerizma nisu pokazali

nikakav ucinak.
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Legenda: A) KIR2DS1; B) KIR2DS2; C) KIR2DS3; D) KIR2DS4; E) KIR2DS5; F) KIR3DS1

Slika 39. Pojava GvHD-a kod bolesnika nakon lijeCenja srodnom transplantacijom krvotvornih mati¢nih stanica (N=55) u odnosu na

aktivacijske gene KIR primatelja — HvG smjer
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Legenda: A) KIR2DS1; B) KIR2DS2; C) KIR2DS3; D) KIR2DS4; E) KIR2DS5; F) KIR3DS1

Slika 40. Pojava GvHD-a kod bolesnika nakon lijeenja srodnom transplantacijom krvotvornih mati¢nih stanica (N=55) u odnosu na

aktivacijske gene KIR davatelja — GvH smjer
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4.3.2. ANALIZA ULOGE GENA KIR U NESRODNOJ TRANSPLANTACIJI
KRVOTVORNIH MATICNIH STANICA

Od ukupno 56 bolesnika lijeCenih nesrodnom TKMS, 22 (39,3%) ih je bilo Zivih na
kraju perioda pracenja, a 34 (60,7%) je preminulo (15 relaps; 21 posttransplantacijske
komplikacije). U ispitivanoj skupini, GVHD se razvio kod 26 (46,4%) bolesnika od Cega je 20
bolesnika imalo akutni GvHD, a 6 bolesnika kroni¢ni GvHD. Puni kimerizam postignut je
kod 50 bolesnika dok kod 6 bolesnika nije nikad postignut. Prosjek postizanja punog

kimerizma je 30 dana. Parametri Ciji utjecaj na ishod TKMS je analiziran isti su kao i u
skupini bolesnika lijecenih srodnom TKMS.

4.3.2.1. Usporedba ucestalosti gena, haplotipova i genotipova KIR bolesnika lijeCenih

nesrodnom transplantacijom krvotvornih mati¢nih stanica i njihovih davatelja

Usporedba ucestalosti gena KIR bolesnika lijeCenih nesrodnom TKMS i njihovih

davatelja (slika 41) nije pokazala statistiCki znaCajnu razliku za nijedan analizirani gen KIR.

1525

Uéestalost (%)

B Bolesnici - nesrodna TEMS @ Davatelji - nesradna TEMS

Slika 41. Graficki prikaz usporedbe ucestalosti gena KIR u bolesnika lijeCenih

nesrodnom transplantacijom krvotvornih maticnih stanica i njihovih davatelja (N=56)
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Ucestalost haplotipa A kod bolesnika iznosi 60,0% dok je ucestalost haplotipa B
40,0% Sto je podjednako ucestalostima haplotipa A (58,1%) i haplotipa B (41,9%) kod
davatelja.

U skupini bolesnika lijeCenih nesrodnom TKMS 9 (16,1%) parova ima isti genotip
KIR dok se 47 (83,9%) parova medusobno razlikuje u genotipu KIR. Usporedba ucestalosti
genotipova bolesnika i davatelja ne pokazuje znaCajniju razliku za nijednu skupinu
genotipova.

UcCestalost genotipova skupine AA kod bolesnika iznosi 33,9%, a kod davatelja
28,5%; za skupinu AB kod bolesnika je ucestalost 51,8% u odnosu na davatelje gdje iznosi
58,9% dok je za genotipove skupine BB najmanja razlika, 14,3% kod bolesnika i 12,5% kod
davatelja.

Od ukupno 20 genotipova KIR (slika 42), 6 genotipova (1 AA, 3 AB i 2 BB) postoji
samo kod bolesnika, dok su kod davatelja jedinstvena 3 genotipa (2 AB i 1 BB).
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|
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Slika 42. Graficki prikaz usporedbe genotipova KIR u bolesnika lijeCenih nesrodnom

transplantacijom krvotvornih mati¢nih stanica i njihovih davatelja (N=56)
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4.3.2.2. Analiza utjecaja KIR liganada HLA na prezivljavanje, pojavu GvHD-a i vrijeme
postizanja punog kimerizma. Model ,,ligand-ligand nepodudarnost*

U skupini bolesnika lijeCenih nesrodnom TKMS analiziran je utjecaj 4 skupine
liganada HLA (skupina C1, skupina C2, HLA-Bw4 i HLA-A3/A11) na opce prezivljavanje
bolesnika (slika 43). Za ligande HLA-A3/A11 kao i HLA- Bw4 ne postoji nikakva znacajna
razlika u prezZivljavanju bolesnika ovisno o njihovoj prisutnosti ili odsutnosti. Vidljiv utjecaj
na prezivljavanje bolesnika imaju ligandi skupine C1 i C2. U ovoj skupini bolesnika loSije
prezivljavanje je u sluCaju kada je bolesnik bio C2Cx (medijan: 454 dana) u odnosu na
bolesnike koji su C1C1 (medijan: 750 dana; HR=1,9, CI.0,9572-3,8487, P=0,097).
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Legenda: A) Utjecaj liganada HLA-A3/A11 (receptor KIR3DL2); B) Utjecaj liganada HLA-Bw4
(receptor KIR3DL1); C) Utjecaj liganada HLA-C skupine C1 i C2 (receptori KIR2DL1, KIR2DL2 i
KIR2DL3) u odnosu da li primatelj ima skupinu C2 ili nema.

Slika 43. Prezivljavanje bolesnika nakon lijeCenja nesrodnom transplantacijom
krvotvornih maticnih stanica (N=56) s obzirom na skupinu liganada HLA

93



Analiziran je utjecaj liganada HLA-A3/A11, HLA-Bw4 te skupine C1 i C2 na pojavu
GvHD-a. Rezultati pokazuju da ovi Cimbenici nemaju statisticki znaCajan utjecaj (slika 44).
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Legenda: A) Utjecaj liganada HLA-A3/A11l (receptor KIR3DL2); B) Utjecaj liganada HLA-Bw4
(receptor KIR3DL1); C) Utjecaj liganada HLA-C skupine C1 i C2 (receptori KIR2DL1, KIR2DL?2 i
KIR2DL3) u odnosu da li primatelj ima skupinu C2 ili nema.

Slika 44. Utjecaj liganada HLA na pojavu GvHD-a kod bolesnika nakon lijeCenja

nesrodnom transplantacijom krvotvornih maticnih stanica (N=56)

Rezultati analize utjecaja liganada HLA-A3/A1l i liganada HLA-C skupine C1 i C2
na postizanje punog kimerizma nisu pokazali nikakav znaCajan utjecaj (slika 45). Statisticki
znaCajna razlika postoji jedino za ligand HLA-Bw4 gdje je postizanje punog kimerizma bolje
u bolesnika koji su HLA-Bw4 negativni u odnosu na bolesnike koji su HLA-Bw4 pozitivni
(HR=1,9, CI:0,9186-4,0495, P=0,020).
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Legenda: A) Utjecaj liganada HLA-A3/A11l (receptor KIR3DL2); B) Utjecaj liganada HLA-Bw4
(receptor KIR3DL1); C) Utjecaj liganada HLA-C skupine C1 i C2 (receptori KIR2DL1, KIR2DL?2 i
KIR2DL3) u odnosu da li primatelj ima skupinu C2 ili nema.

Slika 45. Utjecaj liganada HLA na postizanje punog kimerizma kod bolesnika nakon
lijeCenja nesrodnom transplantacijom krvotvornih mati¢nih stanica (N=56)

Vecina parova primatelj-davatelj je identicna u alelima HLA (38 parova), dok kod
ostalih 18 parova postoje nepodudarnosti u alelima HLA. Samo u pet sluCajeva
nepodudarnost je u alelima HLA-C zbog Cega Cetiri para primatelj-davatelj imaju razlicite
genotipove prema ligandima skupine C1 i C2. To ipak nema utjecaja na ukupnu ucestalost
liganada skupine C1 i C2 koja je ista kod bolesnika i kod davatelja (52,6% i 47,4%). Takoder,
u omjeru heterozigota, C1/C2 (37,5%) te homozigota C1/C1 (33,9%) i C2/C2 (28,6%) ne
postoji znatna razlika. Kod tri para nepodudarnost je u alelima HLA-B Sto ne utjeCe na
ucCestalost liganada HLA-Bw4 koji postoje kod 40 (71,4%) parova. Od 56 parova primatelj-
davatelj, 23 (41,1%) ih je imalo ligand HLA-A3/A11l. Na temelju takvih uCestalosti liganada,
prema modelu ,,ligand-ligand nepodudarnost® (usporedba ligand-ligand), razlika postoji samo
u ligandima HLA-C skupine C1 i C2 kod navedena Cetiri para i to kod jednog para u GvH

smjeru (nedostaje ligand skupine C2), a kod tri u HvG smjeru (nedostaje ligand skupine C2 i
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2XC1). Zaklju€ak je da ¢e nakon TKMS samo kod Cetiri para kod kojih nedostaje ligand C1 ili

C2 nastati aloreaktivne stanice dok ¢e svi ostali pretpostavljeni inhibicijski receptori KIR

davatelja imati svoje ligande u primatelju i nece nastati aloreaktivne stanice s potencijalno

pozitivnim ucinkom na ishod TKMS.

4.3.2.3. Analiza utjecaja parova receptor KIR/ligand HLA na prezZivljavanje, pojavu

GvHD-a i vrijeme postizanja punog kimerizma. Model ,,KIR-ligand nepodudarnost*

Prema modelu ,,KIR-ligand nepodudarnost” (usporedba KIR receptor-ligand HLA), za

svaki par primatelj-davatelj odreden je broj i vrsta postoje¢ih kombinacija inhibicijskih

receptora KIR i liganada HLA te analiziran utjecaj na ishod TKMS.
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Slika 46. Broj parova iKIR davatelja/ligand HLA primatelja (A) te njihove postojece

kombinacije (1A-4A) u skupini ispitanika lijeCenih nesrodnom transplantacijom

krvotvornih mati¢nih stanica i njihovih davatelja (N=56)
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Kod 47 parova primatelj-davatelj postoji razlika u genima KIR. Razlika u broju parova
iKIR/ligand HLA izmedu GvH smjera (iKIR davatelja/ligand HLA primatelja) i HvG smjera
(IKIR primatelja/ligand HLA davatelja) bila je prisutna kod samo 8 parova primatelj-davatel]
Utvrdeno je da kod 48 (85,7%) primatelja nedostaje barem jedan od 4 moguca liganda HLA
za receptor KIR davatelja. NajveCi broj parova primatelj-davatelj sadrzi po 3 iKIR/ligand
HLA para (25/56, 44,6%). UcCestalost parova iKIR davatelja/ligand HLA primatelja te

postojece kombinacije u ispitivanoj skupini prikazane su na slici 46.

Analiza prezivljavanja prema broju prisutnin parova iKIR/ligand HLA izmedu
primatelja i davatelja nije pokazala statisticki znaCajnu razliku u GvH smjeru kao ni u HvG

smjeru (slika 47).
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Legenda: A) Utjecaj parova iKIR/ligand HLA u GvH smjeru; B) Utjecaj parova iKIR/ligand HLA u
HvG smjeru; C) Utjecaj postojeCih parova iKIR/ligand HLA u GvH smjeru, a u odnosu na vrstu

liganda koji nedostaje

Slika 47. Prezivljavanje bolesnika nakon lijeCenja nesrodnom transplantacijom
krvotvornih mati¢nih stanica (N=56) s obzirom na podudarnost receptor KIR/ligand

HLA primatelja i davatelja
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Takoder nema znaCajne razlike ni kada se uzme u obzir kombinacija receptora KIR i
liganda HLA koja nedostaje. U najvecem broju slu€ajeva nedostaje ligand HLA-A3/A11 (17
parova) te ligandi HLA-C skupine C2 (13 parova) i kombinacija skupina C2 + HLA-Bw4 (9
parova). U najmanjem broju parova nedostaju ligandi HLA-C skupine C1 (dva para), dok
ligandi HLA-Bw4 nedostaju kod 7 parova ispitanika. Kod 8 parova ispitanika prisutni su svi
ligandi. Prema slici 47C, najloSije prezZivljavanje je kod bolesnika kod kojih je nedostajao
ligand HLA-Bw4 za receptor KIR3DL1 davatelja, a najbolje u slucaju kada je nedostajao
ligand HLA-C skupine C2 (HR=4,6; CI.0,8773-23,8418; P=0,014). Uoceno je i loSije

prezivljavanje u slu€aju kada su svi ligandi prisutni kod primatelja.

Povezanost pojave GvHD-a s brojem postojecih parova iKIR/ligand HLA (slika 48)
takoder ne pokazuje statistiCku znaCajnost iako je uoceno da je pojava GvHD-a veca u slu¢aju
podudarnosti iKIR/HLA u odnosu na nepodudarnost iKIR/HLA i to u GvH smjeru (HR=1,1;
Cl:0,4961-2,4951; P=0,791) i u HvG smjeru (HR=1,2; CI:0,4981-2,5065; P=0,783).
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Legenda: A) Utjecaj parova iKIR/ligand HLA u GvH smjeru; B) Utjecaj parova iKIR/ligand HLA u
HvG smjeru

Slika 48. Pojava GvHD-a kod bolesnika nakon lije€enja nesrodnom transplantacijom
krvotvornih mati¢nih stanica (N=56) s obzirom na podudarnost receptor KIR/ligand
HLA primatelja i davatelja
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Analiza utjecaja parova iKIR/ligand HLA na postizanje punog kimerizma (slika 49)
pokazala je da podudarnost iKIR/HLA kao ni nepodudarnost iKIR/HLA nemaju nikakav

ucinak na bolje ili loSije postizanje punog kimerizma.
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Legenda: A) Utjecaj parova iKIR/ligand HLA u GvH smjeru; B) Utjecaj parova iKIR/ligand HLA u
HvG smjeru

Slika 49. Postizanje punog kimerizma kod bolesnika nakon lijeCenja nesrodnom
transplantacijom krvotvornih mati¢nih stanica (N=56) s obzirom na podudarnost

receptor KIR/ligand HLA primatelja i davatelja

4.3.2.4. Analiza utjecaja genotipa KIR na prezivljavanje, pojavu GvHD-a i vrijeme

postizanja punog kimerizma. Model ,,haplotip KIR nepodudarnost*

Analiza povezanosti genotipa KIR s prezivljavanjem bolesnika nakon nesrodne TKMS
nije pokazala statisticki znacajnu razliku u nijednoj od ispitivanih kombinacija (slika 50).
Prema dobivenim rezultatima razlika i bolje prezivljavanje postoji za primatelje genotipa AA
(HR=1,2; CI:0,5733-2,3339; P=0,689) u odnosu na primatelje koji su genotipa Bx, kao i u
sluCaju kada je davatelj genotipa Bx, a ne genotipa AA (HR=1,1; CI:0,5312-2,2964;
P=0,785). Ovakav rezultat vidljiv je i u krivuljama prezZivljavanja prema kombinaciji
genotipova KIR primatelj-davatelj gdje je najbolje preZivljavanje u sluCaju kombinacije
AA/BX, a najloSije u kombinaciji AA/AA (HR=2,1; CI:0,6019-7,3123; P=0,177).
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Legenda: A) Utjecaj genotipa KIR primatelja; B) Utjecaj genotipa KIR davatelja; C) Utjecaj
kombinacije genotipa KIR primatelj-davatelj

Slika 50. Prezivljavanje bolesnika nakon lijeCenja nesrodnom transplantacijom

krvotvornih mati¢nih stanica (N=56) s obzirom na genotip KIR

Pojava GvHD-a ovisno o genotipu KIR primatelja i davatelja (slika 51) nije pokazala
statisticki znaCajnu razliku. UocCeno je ipak da je pojava GvHD-a manja kada ja primatelj
genotipa AA (HR=1,3; CI:0,5911-3,0255; P=0,493) kao i u sluCaju kada je davatelj genotipa
AA (HR=1,1; CI:0,4644-2,6117; P=0,827). To je ponovo u skladu s uo€enom ve¢om pojavom
GvHD-a koja se javila kod parova primatelj-davatelj Bx/Bx (HR=1,4; CI:0,3380-4,4214;
P=0,312), dok je kod ostalih kombinacija genotipova razlika neprimjetna.
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Legenda: A) Utjecaj genotipa KIR primatelja; B) Utjecaj genotipa KIR davatelja; C) Utjecaj
kombinacije genotipa KIR primatelj-davatelj

Slika 51. Pojava GvHD-a kod bolesnika nakon lije€enja nesrodnom transplantacijom

krvotvornih mati¢nih stanica (N=56) s obzirom na genotip KIR

Analiza uloge genotipa KIR primatelja i davatelja na postizanje punog kimerizma
(slika 52) nije pokazala nikakvu razliku ni znacajan ucinak.
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Legenda: A) Utjecaj genotipa KIR primatelja; B) Utjecaj genotipa KIR davatelja; C) Utjecaj
kombinacije genotipa KIR primatelj-davatelj

Slika 52. Postizanje punog kimerizma kod bolesnika nakon lijeCenja nesrodnom

transplantacijom krvotvornih mati¢nih stanica (N=56) s obzirom na genotip KIR

4.3.2.5. Analiza utjecaja aktivacijskih gena KIR na prezZivljavanje, pojavu GvHD-a i

vrijeme postizanja punog Kimerizma.

Analiziran je utjecaj pojedinacnih aktivacijskih gena KIR primatelja na prezivljavanje
(HvG smijer). Nijedan od ispitivanih gena KIR nema statisticki znaCajan utjecaj na
prezivljavanje (slika 53), iako je uoCeno losije prezivljavanje bolesnika kod kojih su ispitivani
geni KIR prisutni u odnosu na prezivljavanje bolesnika kod kojih nisu prisutni. Veca razlika u
prezivljavanju uocena je za gen KIR2DS4 (slika 53D) gdje je prezivljavanje loSije kod
bolesnika koji imaju gen KIR2DS4 u odnosu na bolesnike koji su negativni za navedeni gen
(HR=1,8; C1:0,8493-3,8075; P=0,182).
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Analiziran je takoder i utjecaj pojedinaCnih aktivacijskih gena KIR davatelja na
prezivljavanje primatelja (GvH smijer) (slika 54). Statisticki znacajan utjecaj postoji samo kod
gena KIR2DS3 dok kod ostalih gena ne postoji znaCajna razlika u ucinku. Prisutnost gena
KIR2DS3 u davatelju (slika 54C) pokazuje bolje prezivljavanje primatelja u odnosu na
preZivljavanje primatelja Ciji davatelji nemaju gen KIR2DS3 (HR=2,1; CI:1,0507-4,0465;
P=0,048).

Razlika u prezivljavanju takoder je uoCena i za gen KIR2DS4 (slika 54D) gdje je
prezivljavanje loSije kod bolesnika Ciji davatelji imaju gen KIR2DS4 u odnosu na bolesnike
Ciji su davatelji negativni za navedeni gen (HR=1,5; CI1.0,6943-3,1225; P=0,354).

Kada je analizirana ucCestalost pojave GvHD-a ovisno o aktivacijskim genima KIR
primatelja i davatelja, uoCeno je da prisutnost nekih gena pospjeSuje pojavu GvHD-a,
odnosno prisutnost drugih je smanjuje.

U HvG smjeru (slika 55) ne postoji statisticki znacajan ucinak na razliku u pojavi
GvHD-a za nijedan ispitivani aktivacijski gen KIR. Nesto veéa razlika postoji kod gena
KIR2DS4 u smislu manje ucestalosti pojave GvHD-a kada gen nije prisutan u odnosu na
povecanu ucestalost pojave GvHD-a kada je gen prisutan u primatelju (HR=2,5; CI:0,9616-
6,0185; P=0,136).

U GvH smjeru (slika 56) statisticki znaCajna razlika postoji za gen KIR2DSA4.
Bolesnici Ciji su davatelji pozitivni za gen KIR2DS4 imaju vecu pojavu GvHD-a u odnosu na
bolesnike Ciji davatelji nemaju gen KIR2DS4 (HR=8,2; CI:3,2991-20,3296; P=0,012). UoCena
je takoder manja ucestalost GvHD-a u sluCajevima kada je davatelj pozitivan za gene
KIR3DS1 (HR=2,3; CI:1,0206-5,1314; P=0,066); KIR2DS5 (HR=1,8; CI:0,7692-4,0347;
P=0,217) i KIR2DS1 (HR=1,7; CI.0,7598-3,8578; P=0,219).

Analiza utjecaja aktivacijskih gena KIR primatelja i davatelja na vrijeme postizanja
punog kimerizma nije pokazala statisticki znaCajan uCinak niti je uoCena razlika za nijedan

ispitivani gen KIR.
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Legenda: A) KIR2DS1; B) KIR2DS2; C) KIR2DS3; D) KIR2DS4; E) KIR2DS5; F) KIR3DS1

Slika 53. PreZivljavanje bolesnika nakon lijeCenja nesrodnom transplantacijom krvotvornih mati¢nih stanica (N=56) u odnosu na
aktivacijske gene KIR primatelja - HvG smjer
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Legenda: A) KIR2DS1; B) KIR2DS2; C) KIR2DS3; D) KIR2DS4; E) KIR2DS5; F) KIR3DS1

Slika 54. PreZivljavanje bolesnika nakon lijeCenja nesrodnom transplantacijom krvotvornih maticnih stanica (N=56) u odnosu na

aktivacijske gene KIR davatelja - GvH smjer
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Legenda: A) KIR2DS1; B) KIR2DS2; C) KIR2DS3; D) KIR2DS4; E) KIR2DS5; F) KIR3DS1

Slika 55. Pojava GvHD-a kod bolesnika nakon lijeCenja nesrodnom transplantacijom krvotvornih mati¢nih stanica (N=56) u odnosu na

aktivacijske gene KIR primatelja - HvG smjer
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Slika 56. Pojava GvHD-a kod bolesnika nakon lijeCenja nesrodnom transplantacijom krvotvornih mati¢nih stanica (N=56) u odnosu na

aktivacijske gene KIR davatelja - GvH smjer
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5. RASPRAVA



Raznovrsnost i ucestalost gena KIR te sloZena biologija proteina KIR i njihova
interakcija s molekulama HLA u postupcima lijeCenja TKMS teme su ove doktorske
disertacije. Prvi cilj ovoga rada bio je istraziti raznovrsnost i ucestalost gena KIR u hrvatskoj
populaciji, odrediti osobitosti pojedinih lokusa KIR, raznovrsnost genotipova te haplotipova
KIR. Dobivanje ovakvih populacijskih podataka osnova je za sva daljnja istrazivanja uloge
gena KIR, kako u transplantacijskoj medicini tako i u istraZzivanju o povezanosti s razli¢itim
autoimunim bolestima. Tako su ovi populacijski podaci iz reprezentative skupine zdravih
ispitanika koji predstavljaju populaciju kojoj pripadaju i ispitanici lijeCeni srodnom i

nesrodnom TKMS upotrebljeni za drugi cilj ovog rada: istrazivanje uloge gena KIR u TKMS.

Populacijski dio istrazivanja proveden je na uzorku od 125 zdravih ispitanika. Ukupno
16 gena KIR od 17 sluzbeno definiranih i imenovanih od strane HUGO Genome
Nomenclature Committee (uvod, tablica 1) pronadeno je u ispitivanom uzorku. U brojnim
populacijskim studijama definirani broj gena KIR se razlikuje u rasponu od 14 do 17 gena.

Prvi razlog je gen KIR2DL5. U slucaju ovog gena dokazano je da postoje dva razliCita
lokusa odnosno gena: KIR2DL5A, koji se nalazi u telomernoj regiji haplotipa i KIR2DL5B,
koji je smjeSten u centromernoj regiji (138). Ovi su geni produkt duplikacije gena KIR2DLS5 i
samo jedna raznovrsnost u egzonu 1 razlikuje gen KIR2DL5A od gena KIR2DL5B dok su
brojne druge substitucije zajednicke (139). Upravo postojanje navedena dva gena KIR2DL5 u
haplotipu i njihova raznovrsnost otezava genotipizaciju i tocno odredivanje ova dva gena
zasebno. Iz tog je razloga u ovom radu kao i u vecini drugih populacijskih studija istrazivan
samo zajednicki lokus KIR2DL5, bez mogucnosti razlikovanja njegovih stvarnih gena
KIR2DL5A i KIR2DL5B.

Osim navedenog problema vezano uz gen KIR2DLS5, razlog je taj $to jo$ uvijek nije
jasno definirana razlika izmedu toga Sto su zasebni geni KIR, a Sto aleli istog gena KIR. To se
odnosi primjerice na gene KIR3DL1 i KIR3DS1 koji se smatraju alelima istog gena, ali jos
uvijek su u nomenklaturi imenovani i raunaju se kao dva zasebna gena (140). Njihov status
kao zasebnih gena je upitan bez obzira na razliCitu inhibicijsku odnosno aktivacijsku funkciju
koju vrSe. S obzirom da su u radovima prijavljene osobe koje su imale u istom haplotipu i
KIR3DS1 i dvije varijante KIR3DL1 gena, to se Cinio dovoljan argument da se radi o
zasebnim genima. U prilog Cinjenici da se ipak radi o alelima ide njihova visoka homologija
egzona i introna kao i to da u vecini slucajeva osobe koje su KIR3DL1 negativne obi¢no budu
KIR3DS1 pozitivne i obratno ili nemaju niti jedan od ova dva gena. Najnovije spoznaje
dokazuju da je KIR3DS1 ipak alel gena KIR3DL1 (39). Po tome je gen KIR3DL1 jedinstven
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jer sadrZi alele koji kodiraju receptore s inhibicijskom i s aktivacijskom funkcijom, a
oznacava se kao lokus KIR3DL1S1.

Sli¢no, dokazano je da su geni KIR2DL2 i KIR2DL3 zapravo aleli jednog lokusa,
KIR2DL2L3, pri Cemu oba kodiraju receptore samo s inhibicijskim ucCinkom. Lokus
KIR2DL2L3 pripada centromernoj regiji haplotipa, pri Cemu se gen KIR2DL3 pojavljuje samo
u haplotipu A, a gen KIR2DL2 samo u haplotipu B (40). Ako se uzmu u obzir ove spoznaje,
tada je stvaran broj gena KIR 15, a ne 17. U ovom radu vodili smo se sluzbenom
nomenklaturom IPD-KIR baze podataka (verzija 2.5.0, listopad 2013., broj gena KIR:17) i
razmatrali KIR2DL2, KIR2DL3, KIR3DL1 i KIR3DS1 kao zasebne gene.

S obzirom da je i u vecini drugih populacijskih studija princip istrazivanja gena KIR
isti, usporedba ucestalosti gena KIR naSe populacije s drugim populacijama bila je laksa i
vjerodostojnija. Usporedba naSe populacije s drugim populacijama pokazuje manje ili vece
razlike u uCestalostima pojedinih gena KIR ovisno o geografskoj udeljenosti.

Iz klaster mape je vidljivo da su geni okvira Citanja KIR2DL4, KIR3DL2 i KIR3DL3
kao i pseudogen KIR3DP1 prisutni gotovo kod svih ispitanika u vecini istraZivanih
populacija. Postoji nekoliko objavljenih radova s iznimkama gdje neki od gena okvira Citanja
nisu bili prisutni u genotipu: odsutnost gena KIR2DL4 i KIR3DP1 kod jednog Clana obitelji
ispitivanih u Centre d’Etude Polymorphisme Humain (CEPH) (141); odsutnost gena KIR2DL4
kod ispitanika Bubi populacije s Bioko Island Equatorial Guinea i dva ispitanika iz juzne
Azije (45); dva Clana obitelji iz sjeverne Irske (142); odsutnost pseudogena KIR3DP1 kod dva
ispitanika u populaciji Makedonije (89).

Inhibicijski geni KIR2DL1, KIR2DL3 i KIR3DL1 prisutni su u vise od 90,0%
ispitanika u populacijama dok su geni KIR2DL2 i KIR2DL5 prisutni u rasponu od 30-60%.
Veca ucestalost gena KIR2DL2 i KIR2DL5 (65-80%) prisutna je u populaciji Aboridina iz
Australije (98), Amerindijanaca iz Amazone (99), sjevernih Indijaca (100) dok su u
populacijama Afrike (101, 113) prisutni s gotovo 100% ucestaloS¢u.

Najvece razlike medu populacijama su prisutne u ucestalostima aktivacijskih gena
KIR. Pri tome izrazito odstupa populacija Aboridina kod kojih je ucestalost aktivacijskih gena
KIR2DS1, KIR2DS2, KIR2DS3 i KIR3DS1 veca od 80,0% dok je u vecini drugih populacija
uCestalost izmedu 35-55%. Ucestalost gena KIR2DS5 u vecini je populacija 20-35%, u
populaciji Xhosa iz Juzne Afrike 62,0% (113) dok kod Amerindijanaca iz Amazone prelazi

Cak 90,0%. Populacije Japana (102) i Kine (103) takoder odstupaju od vecine populacija po
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znaCajno manjoj ucestalosti gena KIR2DL2, KIR2DS2 i KIR2DS3 koja je za sva tri gena u
rasponu od 12-17%.

Ucestalost gena KIR2DS4 podjednaka je u svim populacijama i prelazi 90,0%, osim u
populaciji Aboridina gdje iznosi 51,0%. Medutim, za nekolicinu populacija objavljene su i
ucCestalosti potpunih (KIR2DS4*f) i deletiranih oblika (KIR2DS4*d) gena KIR2DS4 pa na toj
razini postoje znacajne razlike. U naSoj populaciji, gen KIR2DS4*f ima ucestalost od 42,4% u
odnosu na 83,2% ucestalosti deletiranog gena KIR2DS4*d. To znacCi da je omjer potpunog i
deletiranog oblika gena KIR2DS4 1:2. Isti omjer postoji na primjer i u populaciji Italije
(33,0%:89,0%) (90) i populaciji sjeverne Irske (36,0%:82,0%) (143). Prema objavljenim
podacima ucestalosti potpunog i deletiranog oblika gena KIR2DS4 u populaciji Kine
(80,0%:42,0%) (103) i Japana (70,0%:32,0%) (102), omjer ovih alela je potpuno suprotan i
iznosi 2:1.

U slucaju gena KIR3DL1, postoji samo nekoliko radova s objavljenim podacima o
uCestalostima pojedinih alela (ne ukljucuju¢i KIR3DS1). U hrvatskoj populaciji, aleli gena
KIR3DL1 koji se izrazavaju na stanicama (KIR3DL1*eks) prisutni su kod 66,4% ispitanika,
dok je alel KIR3DL1*004 koji se nikad ne izrazava na povrsini stanice prisutan kod 33,6%
ispitanika Sto €ini omjer 2:1. U svim ostalim objavljenim populacijskim istraZzivanjima,

uCestalosti ova dva alela variraju u postocima, ali njihov konacni omjer je uvijek isti, 2:1.

Danasnja velika raznovrsnost gena KIR kod ljudi nastala je iz samo jednog pradavnog
gena, KIR3D, prije priblizno 135,5 milijuna godina (144). Procesima duplikacije gena KIR3D,
prije 80 milijuna godina stvorena su dva prekursora (KIR3DL i KIR3DX) za Cetiri linije
humanih gena KIR: linija | iz koje se razvio KIR2DL4; linija 1l koja je u konacnici dala gen
KIR3DLZ2; linija 11l iz koje su formirani KIR2DL1-3, KIR2DS1-5 i pseudogeni KIR2DP1 i
KIR3DPL1 te linija V za gen KIR3DL3. Geni KIR linije Il i 11, koji izrazavaju receptore za
molekule HLA-A, -B, -C, dalje su izrazito brzo evoluirali procesima mijeSanja domena (82) i
ove dvije linije su karakteristicne samo za ¢ovjekolike majmune i ljude. Nasuprot tome, geni
linije 1, KIR2DL4 i KIR2DL5 ostali su relativno otporni na promjene.

Posljedica ovakve neobicne i brze ekspanzije gena su brojni haplotipovi KIR koji se
razlikuju u sastavu i broju gena KIR koji ih saCinjavaju. U pokusSaju odredivanja sastava gena
KIR na jednom kromosomu, haplotipovi KIR su podijeljeni u dvije osnovne Kategorije,
haplotip A i haplotip B. Unutar haplotipa, geni su podijeljeni u dvije regije, centromernu i
telomernu, omedene konzerviranim genima okvira Citanja. Smatra se da je vecina telomernih

gena KIR nastala u posljednjih 1,7 milijuna godina, paralelno s pojavom Homo erectusa te je
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kvantitativna i kvalitativna razlika izmedu haplotipa A i B jedinstvena za ljudsku vrstu i
odrzavana je uravnotezenom selekcijom u svim populacijama istrazivanim do danas (145).

Smatra se da takva ravnoteza haplotipova ima nuznu i evolucijski razli¢itu funkciju:
KIR haplotip A nuzan je za suzbijanje infekcija (146) dok KIR haplotip B ima znacajnu ulogu
u odrZzavanju trudnoce (127), $to znaci da oba imaju izuzetno vaznu ulogu u odrZavanju vrste.
KIR haplotip B, za razliku od KIR haplotipa A znacajno varira u sastavu gena KIR pri ¢emu
sadrzi vecCinu gena za aktivacijske receptore KIR. Stoga KIR haplotip A sadrZi manji broj
izrazito raznovrsnih gena, dok KIR haplotip B ima veci broj manje raznovrsnih gena KIR.
Konzervirani KIR haplotip A sadrzi ve¢inom gene za inhibicijske receptore KIR sa samo
jednim genom za aktivacijski receptor (KIR2DS4), bez obzira na gen KIR2DL4 koji ima i
inhibicijski i aktivacijski potencijal, ali sasvim drugaciju funkciju. To znaci da 33,6% osoba
(koje su genotipa AA) u naSoj populaciji ima samo jedan aktivacijski gen KIR, a 22,4% osoba
ima samo deletirani oblik gena KIR2DS4, Sto znacCi da te osobe nemaju nijedan funkcionalni
gen za aktivacijski receptor KIR.

Zanimljivo je da je i u populacijama istoCne Azije, gdje je omjer deletirani/potpuni
aleli KIR2DS4 1:2, postotak osoba koje nemaju nijedan funkcionalni gen za aktivacijski
receptor KIR takoder oko 20.0%. Razlog je znatno veca ucestalost KIR haplotipa A u tim
populacijama Sto u konacnici izjednaCava ucestalost alela KIR2DS4 u populacijama. Mnoge
ranije studije navodile su da je gen KIR2DS4 predominantno prisutan samo u KIR haplotipu
A, medutim segregacijska analiza haplotipova unutar obitelji u radu Maxwell-a i suradnika
pokazuje da aleli KIR2DS4 segregiraju i u KIR haplotipu B s uCestaloS¢u od 19,8% (143). S
obzirom na tu Cinjenicu, smatraju da je klasi¢na definicija KIR haplotipa A i B mozda previSe
pojednostavljena organizacija gena KIR.

Odrediti detaljan sastav i jedinstvene haplotipove KIR prili¢no je teSko kada se uzme u
obzir broj gena KIR koji mogu biti prisutni (od svega Cetiri do maksimalno 17); raznovrsnost
gena KIR te asimetri¢na recipro€na rekombinacija koja brojnim duplikacijama, delecijama,
insercijama i fuzijama gena KIR stvara jedinstvene haplotipove (43, 147). Pyo i suradnici
razvili su metodu detaljnog odredivanja haplotipa KIR koja se bazira na faznom
sekvenciranju svakog pojedinog gena KIR (46, 145). Na uzorku od 4512 sekvenciranin DNA
(9024 kromosoma) detaljno su odredili 37 razlicitih haplotipova KIR i jo§ dodatnih 10
struktura koje su se pojavile samo jednom, a buduéi se nisu mogle dokazati dodatnim
metodama sekvenciranja, nisu uzete u obzir. Struktura 37 definiranih haplotipova prikazana je

u priligu 2. S obzirom da sluzbeno nazivlje haplotipova KIR jo$ uvijek nije uvedeno u
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prakticnu primjenu, navedenih 37 haplotipova imenovano je na temelju prisutne centromerne
ili telomerne regije haplotipova A i B.

Ovim radom potvrdili su i postojanje genskog bloka 2DL5-2DS3S5 (geni KIR2DLY5,
KIR2DS3 i KIR2DS5) u obje regije, centromernoj i telomernoj uz 98,7% podudarnosti, Sto je
posljedica asimetriCne rekombinacije koja je premjestila centromerni genski blok 2DL5-
2DS3S5 u telomernu regiju ili obrnuto. Za gen KIR2DL5 se zna da postoji u dvije forme i
filogenetska analiza egzona 1 i 2 pokazuje jasnu diferencijaciju u KIR2DL5A koji je smjeSten
u telomernoj regiji i KIR2DL5B koji se nalazi u centromernoj regiji. Analiza daljnje sekvence
gena, od introna 3 do introna 9 gena KIR2DL5 pokazuje da neki aleli (2DL5A*00501 i
2DL5B*00201) asociraju s KIR2DS3 dok drugi (2DL5A*001, 2DL5B*00601, 2DL5B*00801 i
2DL5B*00401) asociraju s KIR2DS5. To bi znacilo da egzoni 1 i 2 odreduju smjeStaj genskog
bloka 2DL5-2DS3S5 (telomerno ili centromerno), dok ostatak gena odreduje asocijaciju s
jednim od dva moguca gena iz bloka (KIR2DS3 ili KIR2DS5).

Jiang i suradnici takoder su objavili rad u kojem su na temelju segregacijske analize
unutar 793 obitelji (ameriCkog i europskog podrijetla) odredili 2999 parentalnih haplotipova
KIR medu kojima su daljnjim postupcima genotipizacije i odredivanja broja kopija gena
odredili 71 jedinstveni haplotip KIR (47). Od navedenih 71 haplotipova, 11 haplotipova bilo
je prisutno izmedu 94,0% ispitanika, dok je ostalih 60 haplotipova imalo frekvenciju manju
od 1%. Razlika izmedu ove studije i studije Pyo-a i suradnika je naCin interpretacije
haplotipova kao i metodologija rada. Pyo i suradnici haplotipove koji su sadrzavali gene
KIR2DS3 i KIR2DS5 kao i KIR2DS4*f i KIR2DS4*d nisu razmatrali kao razliCite haplotipove
vec kao jedan haplotip sa setovima gena KIR2DS3/5 ili KIR2DS4f/d, Cime se broj haplotipova
smanjuje. Jiang i suradnici su takve haplotipove racunali kao zasebne. Medutim, 11 naj¢es¢ih
haplotipova KIR odredenih u studiji Jiang-a i suradnika poklapa se s najucestalijim
haplotipovima KIR odredenih sekvenciranjem u studiji Pyo-a i suradnika. Ono Sto se smatra
upitnim u studiji Jianga i suradnika je 37 haplotipova koji se pojavljuju samo jednom u
ispitivanoj skupini, a nisu potvrdeni sekvenciranjem.

Ucestalost haplotipova KIR A i B znacajno varira izmedu razliCitih etnickih skupina
(148). Sedam najucestalijih genotipova (AA1l, AB2, AB3, AB4, AB5, AB6 i AB7) koji su
prisutni kod 85,0% ispitanika u hrvatskoj populaciji podudaraju se s najucestalijim
genotipovima u svijetu. U populacijskim studijama do danas pronadeno je 492 razliCitih
genotipova KIR. Genotip AB najucestaliji je u bijeloj rasi i populacijama Afrike, dok je
genotip AA dominantan u populacijama Azije, prvenstveno Japana (102), Kine (103) i Koreje
(149) gdje mu je zastupljenost preko 60,0%. Opsezna populacijska studija Hollenbach-a i
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suradnika u kojoj su istrazivali uzorke raznovrsnosti gena KIR unutar 52 populacije koje
pokrivaju sedam velikih svjetskih regija, potvrdila je Cinjenicu da se najucestaliji genotipovi
prema klasifikaciji AFND baze (AAl, AB2, AB3, AB4, AB5, AB6 i AB7) poklapaju s
najucestalijim odredenim haplotipovima KIR, odnosno da su kombinacija najéeSéa tri
centromerna i dva telomerna motiva gena KIR (150). UcCestalosti haplotipova na razini alela
objavljeni su u radu Vierra-Green i suradnika (151). Najveca raznolikost alela postoji kod
gena okvira Citanja te gena telomerne regije haplotipa A (KIR2DS4 i KIR3DL1). Ovi rezultati
jo§ jednom dokazuju da KIR haplotip B karakterizira veca strukturna raznolikost gena KIR
dok KIR haplotip A obiljezava izrazita raznolikost alela.

Rezultati naSeg istrazivanja kao i svih drugih, do danas objavljenih studija, pokazuju
visoku neravnotezu udruzZivanja gena KIR telomerne regije i gena KIR centromerne regije, ali
gotovo nikakvu izmedu gena tih dviju regija medusobno. S obzirom da u ovom radu nismo
imali moguénost provesti segregacijsku analizu niti koristiti metode sekvenciranja i odrediti
stvarne haplotipove KIR, oslonili smo se samo na strukturu genotipa KIR pa su vrijednosti
LD-a odredene na temelju ucCestalosti pojavljivanja odredene kombinacije dva gena KIR
zajedno u genotipu. Pri tome je raznovrsnost alela KIR svedena na prisutnost ili odsutnost
osnovnog gena KIR.

Gourraud i suradnici su u svom radu odredili vrijednosti LD-a upravo na ove dvije
razine: strukturnoj (prisutnost ili odsutnost gena KIR) i haplotipskoj (alelnoj) razini (152), a
vrijednosti i kombinacije gena KIR koje su u pozitivnom ili negativnom LD-u ne odstupaju
znacajno s obzirom na navedene pristupe izracuna. Vrijednosti LD-a u ovom radu sukladne su
s vrijednostima LD-a u njihovom radu i takoder se dijele oko gena KIR2DL4 jasno
oznaCavajuci gene centromerne i gene telomerne regije. Gourraud i suradnici su na temelju
uCestalosti haplotipova i vrijednosti LD-a izmedu gena KIR razvili strategiju “obiljeZzavanja” i
zakljucili da je odredivanje prisutnosti/odsutnosti 6 gena KIR dovoljno za odredivanje ostatka
gena u haplotipu. Neki od zakljuCaka proizasli iz tih testiranja su slijedeCi: kada su geni
KIR2DL2 i KIR2DS3 prisutni u haplotipu — prisutan je i KIR2DL5B; kada gen KIR3DL1 nije
prisutan u haplotipu - nije prisutan ni KIR2DS4, ali su prisutni geni KIR2DL5A, KIR3DSL1 i
KIR2DS1; kada je prisutan gen KIR2DL2 — gotovo uvijek je prisutan KIR2DS2, dok gena
KIR2DL3 nema. lzraCunate pozitivne (PPV, engl. positive predictive value) i negativne
(NPV, engl. negative predictive value) prediktivne vrijednosti svih parova gena KIR u
centromernoj i u telomernoj regiji strategijom “obiljezavanja” prikazane su u prilogu 3a i 3b.

Izostavljeni su pseudogeni i geni okvira Citanja, osim gena KIR2DL4. U naSem radu LD
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takoder nije izraCunat za nijedan gen okvira Citanja s obzirom da su prisutni kod svakog
ispitanika.

Sve navedene karakteristike gena i alela KIR u konacnici se odraZzavaju na
ispoljavanje razliCitih oblika proteina na povrsini stanica NK s razliCitim afinitetom vezanja
liganada HLA. Do danas je poznato 678 nukleotidnih sekvenci gena KIR koje kodiraju 343
razlicita proteina KIR. Svi poznati ligandi receptora KIR su molekule HLA razreda | lokusa
HLA-A, -B, -C i -G, ali ligandi za sve receptore KIR jos uvijek nisu poznati.

Najdominantniji ligandi za veci broj receptora KIR su molekule HLA-C skupine C1 i
C2. U naSem radu upravo geni za receptore KIR2DL3 i KIR2DL2, €iji su ligandi molekule
HLA-C skupine C1 te KIR2DL1, Ciji su ligandi molekule HLA-C skupine C2, imaju najveci
broj prisutnih liganada u ispitivanoj skupini. Vezanje receptora KIR2DL1 s molekulama
skupine C2 smatra se najjacim inhibicijskim medudjelovanjem, kombinacija KIR2DL2/C1
srednje snaznim dok KIR2DL3/C1 predstavlja najslabije inhibicijsko medudjelovanje (84).
Analog receptora KIR2DL1 s aktivacijskom funkcijom je KIR2DS1 koji takoder veze
molekule skupine C2, ali sa znatno smanjenim ucinkom. Zbog dva puta manje ucestalosti u
populaciji u odnosu na KIR2DL1, KIR2DS1 u ovom radu pokazuje najveéu negativnu
korelaciju s ligandima HLA.

Vec smo naveli prije da su geni KIR2DL2 i KIR2DL3 dva alela istog lokusa od kojih
KIR2DL2 pripada haplotipu B dok KIR2DL3 pripada haplotipu A. Posljedica toga je
kvantitativna razlika u specifiCnosti i snazi vezivanja liganda kao i kvalitativna razlika u
funkcionalnom ucinku. Studija Moesta-e i suradnika pokazuje da je KIR2DL2 snazniji
inhibicijski receptor za ligande skupine C1 od KIR2DL3 Sto je posljedica raznovrsnosti
aminokiselina na poziciji 16 u domeni D1 i poziciji 148 u domeni D2 receptora KIR (49).
Receptori KIR2DL2 i KIR2DL3 takoder pokazuju i sposobnost vezivanja liganada iz skupine
C2, C*02:02 i C*05:01, pri Cemu KIR2DL2 snaznije i s podjednakim afinitetom kao
molekule skupine C1 veZe i te molekule skupine C2 dok KIR2DL3 pokazuje samo vrlo slabu
reaktivnost u kombinaciji s molekulama skupine C2. Razlog je Cinjenica da je KIR2DL2 u
proSlosti nastao rekombinacijom gena KIR2DL1 i KIR2DL3 te ima vrlo veliku sli¢nost s
KIR2DL3 u Ig domenama, a s KIR2DL1 u transmembranskoj i citoplazmatskoj regiji $to ga
po snazi medudjelovanja s ligandima stavlja u sredinu izmedu receptora KIR2DL1 i
KIR2DL3 (153). Primje¢eno je takoder da prisutnost receptora KIR2DL2 tijekom
diferencijacije stanica NK dominantno smanjuje broj stanica NK koje izrazavaju KIR2DL1
recepore (154). Ono Sto je poznato, a dokazano i u naSem radu je snazan LD izmedu
KIR2DL2 i KIR2DS2, a unatoC vrlo velikoj slicnosti 1Ig domena, KIR2DS2 ne veze molekule
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HLA-C. Rad Liu-a i suradnika iz 2014. godine dokazao je vezanje receptora KIR2DS2 s
molekulama HLA-A*11 :01 (155).

SlijedecCa po ucestalosti receptor/liganad kombinacija je ona receptora KIR3DL1 Ciji
su ligandi molekule skupine HLA-Bw4. Studija iz 1994. godine pokazuje da raznolikost
aminokiselina na poziciji 80 (l-izoleucin ili T-treonin) u molekulama HLA-Bw4 uzrokuje
razli¢itu interakciju s KIR3DL1 pri ¢emu su molekule HLA-Bw4 801 snazniji ligandi od
molekula HLA-Bw4 80T (156). Rad Luque-a i suradnika pokazao je pak da stanice NK
preferiraju ligande HLA-Bw4 80T (157). Danas se zna da je to posljedica razliite
specifi¢nosti brojnih alotipova receptora KIR3DL1 (158). Lokus KIR3DL1S1 jedan je od
najraznovrsnijih sa 108 razliCitih alela poznatih do danas koji se mogu podijeliti u 3 osnovne
skupine: 3DL1*005, 3DL1*015 i 3DS1 (159). Receptor KIR3DSL1 je visoko konzerviran u
izvanstanicnim domenama, ali se od svih ostalih alotipova receptora KIR3DL1 razlikuje u
transmembranskoj i citoplazmatskoj regiji, Sto u konacnici i odreduje njegov aktivacijski
ucinak, ali i Cinjenicu da nije dokazana interakcija sa molekulama HLA-Bw4. Ipak, brojne
studije o povezanosti KIR3DS1 s bolestima pokazuju rezultate da ta veza ipak postoji i to u
vecini slucajeva s molekulama HLA-Bw4 80l.

U naSem radu ispitivana je samo interakcija KIR3DL1 receptora, izuzevsi receptore
KIR3DS1 (jer ligandi nisu sa sigurnoScu dokazani) kao i alel KIR3DL1*004 koji nema
ispoljen produkt u obliku receptora na povrsini stanice. Kao ligandi uzete su u obzir sve
molekule HLA-B koje pripadaju skupini Bw4 (HLA-B*15:02, -B27, -B37, -B38, -B44, -B47,
-B49, -B51, -B52, -B53, -B57, -B58, -B59) kao i molekule HLA-A za koje se zna da takoder
pripadaju skupini Bw4 (HLA-A23, -A24, -A32) i za koje je dokazana interakcija s receptorom
KIR3DL1.

Za receptor KIR3DL2 svojstveno je da je prisutan kod svih ispitanika te da je prisutan
na gotovo svim stanicama NK, ali njegovi ligandi HLA-A3 i —A11 u populaciji su prisutni s
malom ucestaloS¢u od 11,2%, odnosno 5,2%. Studija Shaw-a i suradnika dokazala je da
receptor KIR3DL2 veZe i molekule HLA-B*27, ali samo kada su teSki lanci u slobodnoj
konformaciji, bez B2 mikroglobulina (160). Jos nije jasno da li je veza funkcionalna kada su
molekule HLA-B*27 u obliku monomera ili dimera kao Sto nije ni sasvim jasno da li je veza
KIR3DL2 s HLA-A3/A11 ligandima funkcionalna samo u slucaju kada imaju vezane peptide
Epstein-Barr virusa.

Receptor KIR2DS4, osim Sto je najstariji, mozda je i najzanimljiviji i ima najSiri
spektar liganada s kojima stupa u interakciju. Istrazivanje Graef-a i suradnika ispitivala je
vezivanje solubilnih molekula KIR2DS4 (jer to je oblik u kojem ovaj receptor uglavnom
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postoji) s 95 razli€itih molekula HLA razreda | (51). Pozitivne rezultate vazanja dobili su
samo u slucaju Sest molekula HLA-C (skupina C1 - C*01:02, C*14:02 i C*16:01; skupina C2
- C*02:02, C*04:01 i C*05:01), dvije molekule HLA-A (A*11:01 i A*11:02) i nijedne
molekule HLA-B. Specificnost vezanja s molekulama iz skupine C2 podjednakog je
intenziteta i jednake snage kao i kada ih vezu receptori KIR2DL2 i KIR2DL3. U slucaju
molekula skupine C1, ista takva specifi¢nost i snaga prisutna je samo kod vezanja C*16:01,
dok je vezanje C*01:02 i C*14:02 znatno slabije. Takoder, snaga vezanja s HLA-A*11:02 je
Cetiri puta veca u odnosu na HLA-A*11:01. Zanimljiva je Cinjenica da receptor KIR2DS4,
kao produkt gena linije Il veZze molekule HLA-A*11 koje su glavni ligandi receptora
KIR3DL2, produkta gena linije 1l. Smatra se da je gen KIR2DS4 produkt konverzije gena
KIR3DL2, a s obzirom da su to i dva susjedna gena, oba kodiraju receptore za ligand HLA-
A*11, jedan s aktivacijskim, a drugi s inhibicijskim uCinkom. Produkti alela KIR2DS4 s
delecijom ne vezu nijednu molekulu HLA.

Jedini preostali receptor za kojeg su poznati ligandi je receptor KIR2DL4. S obzirom
da su njegovi ligandi molekule HLA-G prisutne na stanicama trofoblasta i da je njegova
glavna funkcija vaskularizacija decidue i razvoj placente u trudno¢i, u ovom radu nije

detaljnije proucavan.

Sve do sada navedene karakteristike i funkcije gena/receptora KIR istraZivane su i u
skupini bolesnika lijeCenih TKMS. Usporedba skupine bolesnika s kontrolnom skupinom
pokazala je da je medu bolesnicima uCestalost gena, haplotipova i genotipova KIR kao i omjer
kombinacija receptor KIR/ligand HLA podjednak vrijednostima kontrolne skupine. Jedina
statisticki znaCajna razlika postoji za gen KIR2DS4*f koji je u znatno vefem postotku
prisutan u ispitivanoj skupini bolesnika u odnosu na kontrolnu skupinu. Isti rezultati dobiveni
su i u studiji Petlichkovsk-og i suradnika (161) te Bao-a i suradnika (162). Medu ispitanicima
kontrolne skupine i u skupini bolesnika ukupan broj odredenih genotipova je 33 pri ¢emu je u
skupini bolesnika otkriven jedan novi, neprijavljeni genotip u AFND bazi. U svibnju 2014,
godine novi genotip KIR kao i ostali podaci o uCestalosti gena i genotipova KIR u hrvatskoj
populaciji, prijavljeni su u AFND bazu (prilog 4). NajucCestaliji genotipovi zajednicki su u
obje skupine, razlika je u rijetkim genotipovima koji se pojavljuju samo jednom u skupini. To
u konacnici rezultira i podjednakom ucestaloS¢u haplotipova A i B izmedu ove dvije skupine.

Za analizu utjecaja gena KIR na ishod TKMS, skupinu bolesnika podijelili smo u dvije
skupine ovisno o vrsti davatelja za TKMS (srodan/nesrodan). Usporedba ucCestalosti gena KIR
bolesnika i davatelja u nijednoj skupini nije pokazala statisticki znacajnu razliku. Takoder nije
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uoCena razlika u ucCestalostima haplotipova A i B. Zanimljiva je usporedba podudarnosti
genotipa KIR bolesnika i davatelja. U skupini srodnih, HLA identi¢nih parova samo 51% njih
je identi¢no za genotip KIR. To potvrduje neovisnost nasljedivanja gena HLA i gena KIR i
Cinjenicu da podudarnost u genima HLA ne znacCi i podudarnost u genima KIR. U sluCaju
nesrodnih parova za ocCekivati je da ¢e podudarnost biti znatno manja i u naSoj skupini
bolesnika ona iznosi 16.1%. Prema literaturi, samo 24% nesrodnih osoba ¢e imati isti genotip
KIR (66).

Nakon $to smo istraZili sve populacijske ¢imbenike, pristupili smo analizi utjecaja
gena KIR na ¢imbenike ishoda TKMS. Na osnovu odredenih gena KIR u genotipu svakog
bolesnika i njegovog davatelja, pretpostavili smo da odgovarajuci receptori KIR postoje i na
povrsini stanica NK. Takoder, na temelju tipizacije HLA, odredili smo da li odgovarajuci
ligandi za postojece receptore KIR postoje ili ne postoje kod svakog para bolesnik-davatelj. S
obzirom da se u literaturi navodi pozitivan utjecaj aloreaktivnih stanica NK na ishod TKMS
koje nastaju zbog nepostojanja inhibicijskog signala, u razmatranje su uzeti samo inhibicijski
receptori KIR i njihovi dobro poznati ligandi (KIR2DL1+molekule HLA-C skupine C2;
KIR2DL2/KIR2DL3+molekule HLA-C skupine C1 i C*02:02 i C*05:01 skupine C2;
KIR3DL1+HLA-Bw4 i KIR3DL2+HLA-A3/A1l). Na tom smo principu definirali broj
parova receptor/ligand u rasponu od minimalno 1 do maksimalno 4 para. S obzirom da su to
sve receptori Cija je uCestalost gena jako visoka, nije moguce da ne postoji nijedan inhibicijski
par receptor/ligand. Aktivacijske receptore nismo razmatrali u sklopu njihovih liganada ve¢
kao zasebne faktore s obzirom da ligandi veCine aktivacijskih receptora nisu poznati.
Istrazivanje je obuhvatilo sva tri modela utjecaja gena KIR na ishod TKMS koja postoje u
literaturi (,ligand-ligand nepodudarnost”, ,,KIR-ligand nepodudarnost®, i ,haplotip KIR
nepodudarnost®) analizirajuci zaseban utjecaj KIR liganada HLA,; utjecaj parova iKIR/HLA;
utjecaj genotipa; zaseban utjecaj aktivacijskih receptora KIR.

Analiza pojedinacnog utjecaja svake od 4 skupine liganada HLA na preZivljavanje
bolesnika nakon lijeCenja srodnom TKMS nije pokazala statisticki znaCajan utjecaj na
prezivljavanje bolesnika, kao ni kod bolesnika lijecenih nesrodnom TKMS. Model ,.ligand-
ligand nepodudarnost* koji se temelji na usporedbi gena HLA primatelja i davatelja, u naSem
radu se nije pokazao kao dobar prognosticki model. To je oCekivani rezultat s obzirom da kod
srodne TKMS svi parovi su identi¢ni u genima HLA pa se moguca reaktivnost stanica NK
nakon TKMS na temelju HLA nepodudarnosti primatelja i davatelja ne moze predvidjeti. Kod
nesrodne TKMS HLA nepodudarno je 18 parova, a razlika u ligandima HLA postoji samo
kod 4 para i u konaCnici ne daje nikakav drugaciji rezultat na ishod TKMS. Takoder,
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nedostatak modela je Cinjenica da postojanje odgovarajuceg liganda HLA ne znaci da i za
njega postoji odgovarajuci inhibicijski receptor KIR ili obrnuto. Na$ je zakljutak da model
»ligand-ligand nepodudarnost” nije dobar prognosticki algoritam za ishod srodne ili nesrodne
TKMS. Da smo imali mogucénost istraZiti bolesnike lijeCene haploidenticnom TKMS te bi
razlike vjerojatno bile izrazenije i ovaj model bi pokazao ucinak.

Primjer je pionirska studija Ruggeri i suradnika radena prema ovom modelu (163-
165), koji se njima u Cast Cesto naziva i model ,,Perugia“. Rezultati su pokazali znaCajno
manji povrat bolesti, bolje prezivljavanje i smanjen rizik smrtnosti nakon HLA haploidenti¢ne
TKMS. Prema njihovom zakljucku, davatelji koji su nepodudarni u ligandima HLA s
primateljem, u GvH smjeru stvaraju klonove aloreaktivnih stanica NK koje onda ubijaju
krvotvorne maticne stanice primatelja ukljucujuéi i stanice leukemije. Dvije velike studije
radene na principu ovog modela kod TKMS s HLA podudarnim nesrodnim davateljem
pokazale su razliCite rezultate. Studija Miller-a i suradnika na uzorku od 2062 ispitanika
pokazala je znaCajno smanjenu pojavu povrata bolesti kada jedan ili viSe liganada HLA
nedostaje kod primatelja (166). Medutim, pojava aGvHD-a bila je poveéana, Sto objasSnjavaju
mogucnoS¢u aktiviranja limfocita T u presatku odmah nakon TKMS koji su uzrokovali
aGVvHD prije nego su aloreaktivne stanice NK imale mogucnost ubiti dendritiCke stanice i
sprijeCiti aktivaciju limfocita T. Drugo istraZzivanje Farag-a i suradnika na uzorku od 1571
ispitanika (primatelj/nesrodni davatelj) pokazala je da nepodudarnost liganada HLA
primatelja i davatelja nema nikakav pozitivan ucinak na prezivljavanje, pojavu GvHD-a ili
povrat bolesti (167). Njihov zakljuak je da izbor nesrodnog davatelja odredujuci
nepodudarnost liganada KIR samo na temelju tipizacije HLA nema opravdanja. Studije koje
su josS radene na principu ovog modela, a s pozitivnim (168, 169) odnosno negativnim ili
nikakvim uc¢inkom (170-172) navedeni su u prilogu 1.

UnatoC brojnim studijama i razliCitim pristupima istrazivanja receptora KIR, jo$ uvijek
ne postoji jedinstven, jasan i klinicki dokazan ucinak njihove interakcije u TKMS. Ovaj rad
je primjer toga u malom. Kada se usporede rezultati skupine bolesnika lijecenih srodnom
TKMS i bolesnika lijeCenih nesrodnom TKMS, gotovo da ne postoje istovjetni rezultati.

Prvi primjer je utjecaj liganada skupine C1 i C2 na prezivljavanje. U skupini bolesnika
lijeCenih srodnom TKMS, prezZivljavanje je najbolje (iako ne statisticki znacajno) kod
bolesnika koji su C2C2 homozigoti ili C1C2 heterozigoti, a najloSije kada su C1C1
homozigoti. U skupini bolesnika lijeCenih nesrodnom TKMS, prezivljavanje je najbolje kod
bolesnika koji su C1C1 homozigoti, a najloSije kada su C1C2 heterozigoti ili C2C2

homozigoti. Dakle, rezultati su potpuno suprotni, medutim slicnih primjera ima i u ostalim
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studijama. U radu Sobecks-a i suradnika (173), gdje je ispitivana skupina bolesnika lijeCena
srodnom TKMS, opisani su rezultati koji pokazuju najlosije prezivljavanje za bolesnike koji
su C1C2 heterozigoti, kao 5to je sluCaj i u naSoj skupini bolesnika lijeCenih srodnom TKMS.
S obzirom da osobe koje su C1C2 heterozigoti imaju vecCu vjerojatnost da Ce pronaCi
odgovarajuci inhibicijski receptor KIR u odnosu na osobe koje su homozigoti C1C1 ili C2C2,
veca je i vjerojatnost da Ce izazvati jaci inhibicijski u€inak stanica NK koje su ukljucene u
GvL odgovor i time zapravo smanjiti uspjeSnost TKMS.

Veci je broj istrazivanja koja idu u prilog naSim rezultatima dobivenim u skupini
bolesnika lijeCenih nesrodnom TKMS (174-176) u kojima je isto prezivljavanje bolje kod
bolesnika koji su C1C1 homozigoti. MogucCe objasSnjenje ovakvog rezultata lezi u
karakteristikama stanica NK koje nastaju tijekom obnavljanja krvotvornog sustava nakon
TKMS. Stanice NK u ranoj fazi nakon TKMS dominantno izrazavaju receptore KIR2DL2 i
KIR2DL3 na svojoj povrsini, dok receptor KIR2DL1 bude izrazen tek u nekoj kasnijoj fazi
obnavljanja krvotvornog sustava bolesnika. S obzirom da su ligandi receptora KIR2DL2 i
KIR2DL3 molekule HLA-C skupine C1, bolesnici koji su C1C1 homozigoti imaju odmah na
poCetku veci broj imunokompetentnih stanica NK koje mogu djelovati protiv stanica
leukemije i time povecati vjerojatnost prezivljavanja.

Kada pogledamo utjecaj liganada skupine C1 i C2 na pojavu GvHD-a, ponovo su
dobiveni razliCiti rezultati. lako ne postoje znaCajne razlike medu samim ligandima, ipak je
vidljivo da je u skupini bolesnika lije€enih srodnom TKMS pojava GvHD-a je veca kod
bolesnika koji su C1C1 homozigoti, dok je u drugoj skupini bolesnika lijeCenih nesrodnom
TKMS kod bolesnika koji su C1C1 homozigoti pojava GvHD-a najmanja. U studiji Ludajic i
suradnika, bolesnici koji su C1C1 homozigoti imaju povecan rizik za pojavu GvHD-a, koji se
jo§ dodatno povecava ukoliko bolesnik primi transplantat od davatelja koji je KIR2DL1
negativan (177). Takoder, Kanga i suradnici su prijavili rezultate gdje bolesnici koji su C1C1
homozigoti imaju povecan rizik za cGvHD, a bolesnici koji su C2C2 homozigoti za aGvHD
dok prisutnost i C1 i C2 liganada ima zastitni ucinak (178). U ve¢ spomenutoj studiji Wang-a
i suradnika (175) dobiveni su drugaciji rezultati gdje je pojava GvHD-a znaCajno manja kod
bolesnika koji su C1C1 ili C2C2 homozigoti nego kod heterozigota C1C2.

Utjecaj liganada HLA-Bw4 na preZivljavanje je neznatan. Takoder za liganade HLA-
A3/All gotovo da i nema razlike u prezivljavanju kada su prisutni ili nisu Sto moze biti
zapravo potvrda in vitro studija gdje je dokazano da su ove molekule ligandi za KIR3DL2

samo u slucaju kada imaju vezane peptide Epstein-Barr virusa.
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Analiza primjenom modela ,,KIR-ligand nepodudarnost” (usporedba KIR receptor-
ligand HLA), za svaki par primatelj-davatelj odreden je broj i vrsta postojecih kombinacija
inhibicijskih receptora KIR i liganada HLA u smjeru GvH i HvG. Ukoliko primatelj nema
odgovarajuci ligand HLA za inhibicijski receptor davatelja, nepodudarnost je u GvH smjeru, a
par u kojem primatelj ima receptor KIR za koji ne postoji odgovarajuci ligand HLA kod
davatelja nepodudaran je u HvG smijeru. Sto je broj odredenih kombinacija iKIR-HLA manji,
nepodudarnost je veca, a time i veca vjerojatnost nastanka aloreaktivnih stanica NK. Opcenito
gledajuci, u obje skupine bolesnika prezivljavanje je najbolje kada su sve kombinacije IKIR-
HLA prisutne, tj kada su primatelj i davatelj KIR-HLA podudarni, u odnosu na loSije ishode
kada postoji nepodudarnost. Takvi rezultati nisu u skladu s teorijom da nastanak aloreaktivnih
stanica NK ima pozitivan ucinak na ishod TKMS. Brojne studije (179-187) takoder imaju
razliCite i nejedinstvene rezultate (prilog 1). Daljnje analize trebalo bi usmjeriti na odredivanje
kombinacija iKIR-HLA koje nedostaju, pri ¢emu ligandi skupine C1 i C2 imaju najvazniju
ulogu. U skupini bolesnika lijeCenih srodnom TKMS, statisticki bolje prezivljavanje imaju
primatelji kod kojih su prisutni svi ligandi ili nedostaje samo skupina C1, Sto je u skladu s
prethodnim rezultatom da je prezivljavanje bolesnika najloSije kada je skupina C1 prisutna. U
nesrodnoj TKMS ne postoji tako jasna granica koji od liganada bi imao znacajan ucinak iako
postoji tendencija da su to molekule skupine C2 i mozda HLA-Bw4. Utjecaj broja
nepodudarnosti iIKIR-HLA na pojavu GvHD-a takoder nema neku znacajniju razliku. lako ne
postoji statisticki znaCajna razlika izmedu pojave GvHD-a i broja postojeCih parova
iKIR/ligand HLA, najveci postotak GvHD-a bio je kod bolesnika koji su imali po 3 para
iIKIR/ligand HLA, medu kojima u najviSe sluCajeva nedostaje ligand skupine C2. Za
pretpostaviti je da su zapravo ligandi skupine C1 rizicni faktori u pojavi GvHD-a, dok skupina
C2 djeluje zastitno.

Gledajuci rezultate utjecaja genotipa KIR primatelja i davatelja na ishod TKMS, u
obje skupine bolesnika najbolje je prezivljavanje u kombinaciji primatelj AA/davatelj Bx dok
je najloSija kombinacija ona gdje je davatelj genotipa AA. Ti su rezultati u skladu sa studijom
Symons-a i suradnika Ciji rezultati pokazuju statisticki znacajno bolje prezivljavanje bolesnika
s genotipom AA Ciji je davatelj bio genotipa Bx, dok je najloSije preZivljavanje kada je
davatelj bio genotipa AA (188). Takoder, istrazivanje Cooley-e i suradnika dokazalo je da
davatelji s jednim ili dva haplotipa B (AB ili BB genotip) vise od 30% povecavaju
prezivljavanje bolesnika i smanjuju povrat bolesti (189). Njihov zakljucak je da bi u slucaju
moguceg izbora, davatelj genotipa Bx trebao uvijek biti odabran ispred davatelja koji je
genotipa AA. Suprotni rezultati prikazani su u studiji McQueen-a i suradnika gdje rezultati
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pokazuju najbolje preZivljavanje u slucaju kada je primatelj genotipa Bx, a davatelj genotipa
AA odnosno, najlosiji ishod kada je primatelj genotipa AA u kombinaciji s davateljem
genotipa Bx (190). Takve loSe kombinacije ujedno povecavaju i pojavu GvHD-a kao i povrata
bolesti. U naSem radu, povecana pojava GvHD-a minimalno postoji upravo u slucaju
najpovoljnije kombinacije za prezivljavanje, primatelj AA/davatelj Bx.

Analiza uloge pojedinacnih gena za aktivacijske recptore KIR na ishod TKMS
pokazala je znaCajni utjecaj gena KIR2DS4 i njegovih potpunih i deletiranih oblika alela. U
obje skupine bolesnika, prisutnost gena KIR2DS4 (u GvH i HvG smjeru) povezana je s loSijim
prezivljavanjem i ¢eS¢om pojavom GvHD-a dok je prezZivljavanje najbolje i pojava GvHD-a
najmanja u slucaju kada gena KIR2DS4 nema ili postoji samo alel KIR2DS4*d. Isti rezultati
dobiveni su u radu Bao-a i suradnika (162). Poznato je da KIR2DS4*f aleli imaju zastitnu
ulogu za reaktivacije CMV-a (191), medutim u ovom radu nismo istrazivali povezanost gena
KIR s CMV infekcijom kod bolesnika nakon TKMS. Mozemo zakljuciti da je KIR2DS4 gen
na kojeg bi u svakom slucaju trebalo obratiti pozornost prilikom odabira davatelja.

Gen KIR2DS5 pokazuje statistiCku znacajnost u skupini bolesnika lijeCenih srodnom
TKMS pri ¢emu je prezivljavanje loSije u njegovoj prisutnosti, dok je pojava GvHD-a manja.
Studije o receptoru KIR2DS5 povezuju ga s razli€itim bolestima i razli¢itim ucincima,
medutim direktna povezanost s TKMS nije opisana. S obzirom da toc¢na funkcija kao ni
ligandi ovog receptora nisu to¢no opisani, teSko je pretpostaviti mehanizam djelovanja. U
studiji Schellekens-a i suradnika receptor KIR2DS5 povezan je s povecanom ucestaloS¢u
povrata bolesti (192). U radu Nowak-a i suradnika dokazali su da prisutnost gena KIR2DS5
Stiti presadak bubrega od akutnog odbacivanja dok njegova odsutnost povecava odbacivanje
presatka (193).

Gen KIR2DS3 jedini je koji pokazuje pozitivan uCinak na prezivljavanje kada je
prisutan, ali ujedno i povecanu ucestalost GvHD-a. Povecana pojava GvHD-a nakon TKMS u
kojoj je davatelj bio KIR2DS3 pozitivan prikazana je i u radu Gagne-a i suradnika (194). Rad
McQueen-a i suradnika ponovo pokazuje suprotne rezultate i prema njima KIR2DS3 djeluje
zastitno protiv GvHD-a (190).

Za ostale aktivacijske gene KIR u naSem radu nije vidljiv znaCajan utjecaj na
prezivljavanje ili GvHD. Prema podacima u literaturi, prisutnost gena KIR2DS2 u davatelju
povezana je s povecanom smrtnosti primatelja (195); gen KIR2DS1 zastitno djeluje na povrat
bolesti, pospjesuje prihvacanje presatka i smanjuje pojavu GvHD-a (196, 197); gen KIR3DS1

povezan je sa smanjenom pojavom GvHD-a i smanjenom smrtno$¢u primatelja (198).
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Analiza utjecaja gena/receptora KIR na postizanje punog kimerizma u naSem radu nije
pokazala statistiCki znaCajnu povezanost, a razlika postoji u slucaju kombinacije genotipova
KIR primatelja i davatelja, gdje je postizanje punog kimerizma najloSije u sluCaju
kombinacije primatelj Bx/davatelj AA. U studiji Sobecks-a i suradnika ispitivan je ucinak
parova iKIR-HLA na postizanje punog kimerizma pri cemu dobiveni rezultati govore da Sto je
manji broj parova iKIR-HLA prisutan, to je loSije postizanje punog kimerizma i povecano
odbacivanje presatka (204). To znaCi da bolesnici s malim brojem inhibicijskih receptora
imaju veCi broj aktivnih stanica NK usmjerenih protiv stanica davatelja koje reduciraju
postizanje punog kimerizma. Suprotni rezultati dobiveni su u studiji Wysoczansk-a i
suradnika gdje je postizanje punog kimerizma bilo bolje kod primatelja s haplotipom B §to bi
znaCilo da vecCi broj aktivacijskih receptora doprinosi postizanju punog kimerizma (205).
Medutim, za donoSenje bilo kakvog konacnog zakljucka treba biti vrlo oprezan i uzeti u obzir
da su istrazivane skupine bolesnika raznovrsne, a poznato je da bolesnici s razliCitim
dijagnozama, protokolima kondicioniranja, vrstom transplantata i slicno postizu puni
kimerizam u razliCitim postocima, a da kod nekih bolesnika nije ni nuzno da se postigne puni

kimerizam.

lako mehanizmi djelovanja svih gena KIR nisu jo§ to¢no opisani, ovakvi podaci o
klinickom utjecaju pojedinih gena KIR trebali bi se uzimati u obzir prilikom izbora davatelja,
a u svrhu poboljsavanja ishoda TKMS. RazliCiti uCinci kao i brojni proturjecni rezultati
prijavljeni su kroz studije navedene u ovom radu. Moguce objasnjenje je individualna i vrlo
slozena priroda postupaka TKMS. Prvi razlog bi mogli biti transplantacijski protokoli koji se
od bolnice do bolnice razlikuju u postupcima kondicioniranja, primjenjenim lijekovima,
kori$tenju razlicitih vrsta transplantata, profilakse GvHD-a i sli¢no. Dalje, svaki bolesnik je
razliCit uzevsi u obzir dijagnozu, stupanj bolesti u vrijeme TKMS, dob, spol, izvor KMS,
podudarnost u genima HLA bolesnik-davatelj i sli¢no. SloZenost genskog sustava KIR
takoder dodatno doprinosi raznovrsnosti rezultata.

Vecina radova sadrzi konstruktivne podatke, ali nijedna ne daje jasne, formulirane
zakljucke i smjernice na koji nacin koristiti gene KIR i sve njihove karakteristike u TKMS.
Ipak, Leung je u svom radu u svrhu reguliranja aktivnosti stanica NK u TKMS iznio slijedeci

prijedlog algoritma odabira davatelja (206):

)i Dostupan >1 HLA podudaran davatelj
1) odabir davatelja s nepodudarnos¢u receptor KIR/ligand HLA
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2) odabir davatelja s KIR haplotipom B
3) nije potrebno uzimati u obzir nepodudarnost receptor KIR/ligand HLA

) Nedostupan HLA podudaran davatelj
1) odabir davatelja s najmanjim brojem nepodudarnosti HLA
2) odabir davatelja s nepodudarnoscu receptor KIR/ligand HLA
3) odabir davatelja s KIR haplotipom B
4) izbjeci davatelja s nepodudarno$¢u KIR/ligand HLA

Usporedba rezultata razlicitih studija i predloZenih smjernica dovodi ovaj algoritam u
pitanje. Primjer je odmah rezultat iz naSeg rada gdje nismo dokazali da nepodudarnost
receptor KIR/ligand HLA ima pozitivan ucinak na prezivljavanje. Slijedeci primjer mogu biti
nejedinstveni rezultati u pogledu pozitivnog ili negativnog uCinka KIR haplotipa B kod
davatelja. U naSem radu rezultati idu u prilog ovom algoritmu jer je najbolje prezivljavanje

bilo kod bolesnika Ciji je davatelj sadrZzavao KIR haplotip B. Medutim, ve¢ smo naveli i

studije u kojima je davatelj s haplotipom B najloSiji izbor. U svakom slucaju ovaj bi algoritam

trebalo dalje raspraviti.

Moderne i sve naprednije tehnologije odredivanja gena i alela KIR te interakcija
receptora KIR s definiranim ligandima proizvesti Ce jos viSe imunogenetskih podataka koje bi
trebalo zajedniCkim snagama standardizirati i pokusati pronaci najbolji naCin kako ih direktno
primjeniti. Takoder, bilo bi potrebno provesti medunarodnu multicentarsku studiju koja bi
dala podatke o velikom broju homogenizirane skupine bolesnika (lijeCenih po istim
transplantacijskim protokolima i ujednacenih prema klinickim osobinama) na temelju kojih bi
se mogao izvesti zakljucak o ulozi gena KIR u TKMS. Cinjenica je da svako istraZivanje
vezano uz TKMS nastoji pronaéi najbolju strategiju izbora davatelja kako bi ishod

transplantacije, a u konacnici i kvaliteta Zivota bolesnika bila sto bolja.

123



6. ZAKLJUCAK



Na temelju rezultata ucCestalosti, gena, haplotipova i genotipova KIR u kontrolnoj
skupini moze se zakljuciti da su u hrvatskoj populaciji prisutni svi do danas poznati geni KIR,
pri Cemu su geni okvira Citanja prisutni kod svih ispitanika. Na temelju usporedbe ucestalosti
gena KIR u hrvatskoj populaciji s ostalim istrazivanim populacijama Europe i svijeta
zakljuCujemo da je populacija Hrvatske genetski najbliza s populacijama Srbije, Irana,

Turske, Makedonije i Njemacke.

Na temelju rezultata ucCestalosti, gena, haplotipova i genotipova KIR u skupini
bolesnika lijeCnih TKMS moZze se zakljuciti da, zbog statistiCki znacajno vece ucestalosti gena

KIR2DS4*f u odnosu na kontrolnu skupinu, ovaj gen moze biti od znacaja u TKMS.

Na temelju rezultata istrazivanja tri razliCita modela kojima se na temelju dosadasnjih
spoznaja nastoji objasniti uloga gena KIR u srodnoj i nesrodnoj TKMS moZemo zakljuciti:

- model “ligand-ligand nepodudarnost” nije dobar prognosticki model za procjenu
ishoda niti u srodnoj niti u nesrodnoj TKMS

- model “KIR-ligand nepodudarnost* mogao bi se primjeniti kao prognosti¢ki model
za procjenu ishoda srodne TKMS

- model “haplotip KIR nepodudarnost” najbolji je model za procjenu ishoda i srodne
i nesrodne TKMS

Rezultati modela “haplotip KIR nepodudarnost” ukazuju da je slabije prezivljavanje u
srodnoj TKMS povezano s prisutnoS¢u gena KIR2DS5 kod primatelja te s prisutnoS¢u gena
KIR2DS4 kod davatelja. Nasuprot tome, u nesrodnoj TKMS, prisutnost gena KIR2DS3 kod
davatelja povezana je s boljim prezivljavanjem bolesnika, dok je prisutnost gena KIR2DS4
kod primatelja povezana s vecom ucestaloS¢u pojave GvHD-a. Ovi rezultati su u skladu s
dobivenim rezultatima koji ukazuju na najbolje prezivljavanje kod kombinacije genotipova

primatelj AA/davatelj Bx u obje skupine bolesnika.

Na temelju ovih rezultata proizlazi da se u srodnoj i nesrodnoj TKMS, u slucaju
mogucnosti odabira izmedu nekoliko davatelja, moZe razmotriti mogucnost da se

najpodobnijeg davatelja odredi i na temelju modela “haplotip KIR nepodudarnost®.

Rezultati ovog istrazivanja, sukladno rezultatima istrazivanjima drugih autora, ukazuju

da ulogu gena KIR na ishod TKMS jo$ uvijek nismo u mogucnosti do kraja razjasniti te da bi
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daljnja istraZzivanja trebalo usmjeriti na medunarodne multicentri¢ne studije koje su jedini
model koji omogucuje stvaranje skupina s velikim brojem bolesnika ujednacenih prema

kliniékim osobinama.

Posebna vrijednost ovog istrazivanja je novootkriveni genotip KIR u ispitivanoj
skupini bolesnika koji se sastoji od 10 gena KIR: KIR2DL1-2DL2-2DL3-2DL4-2DL5-2DS4-
3DL2-3DL3-2DP1-3DP1 koji je prijavljen u AFND bazu u svibnju 2014. godine gdje mu je
dodijeljen identifikacijski broj BB/546.

Uz novi genotip KIR i ostali podaci o uCestalosti gena i genotipova KIR u hrvatskoj
populaciji prijavljeni su u AFND bazu, ¢ime su rezultati ovog rada dali doprinos svjetskoj

bazi podataka o genetskoj raznovrsnosti gena KIR.
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8. PRILOZI



PRILOG 1. Kronoloski prikaz objavljenih istrazivanja o utjecaju gena KIR u transplantaciji krvotvornih matic¢nih stanica

Broi l2vor Davatelj Podudar- Model
Studija orojy - (srodan/ nost HLA . PrezZivljavanje GvHD Povrat bolesti

ispitanika  KMS studije

nesrodan) (m, mm, h)
(Rllé%?e” I sur. 2002 92 PK Srodan HLA-h M1* Bolje Smanjen Smanjen
([137\6;65 I sur. 2002 175 KS Nesrodan HLA-mm M1* Losije Bez utjecaja Bez utjecaja
8|7e9t;el I sur. 2003 130 KS Nesrodan HLA-m M2* Bolje Bez utjecaja Smanjen
Bishara i sur. 2004 62 PK Srodan HLA-h M2* Bolje (pqu'damOSt KIR Povecan (D:aKIR) Bez utjecaja
(180) u GvH smjeru)
Cook i sur. 2004 LoSije (P:C2C2/ o
? - *

(176) 220 : Srodan HLA-m M2 D:KIR2DS2 poz) Bez utjecaja /
Bornhauser i sur. « o o .
2004 (181) 118 PK/KS Nesrodan HLA-m M2 Bez utjecaja Bez utjecaja Povecan
(81%h1§ﬁ6r I sur. 2004 190 PK/KS Nesrodan HLA-m M1* Losije Bez utjecaja Bez utjecaja
(l_llsél;)' sur. 2005 178 KS Srodan HLA-m M1* Bolje Bez utjecaja Smanjen
Beelen 1 sur. 2005 374 PK/KS Nesrodan HLA-m M1* Bez utjecaja Bez utjecaja Smanjen

(172)
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Broi I2vor Davatelj Podudar- Model
Studija oro) (srodan/ nost HLA - PreZivljavanje GvHD Povrat bolesti

ispitanika KMS studije

nesrodan) (m, mm, h)

(Dlgzs)antls I sur. 2005 104 PK/KS Nesrodan HLA-mm M2* Losije Povecan Bez utjecaja
(Ii;%g)ger I sur. 2005 73 PK/KS Nesrodan HLA-m M2* Bez utjecaja Bez utjecaja Smanjen
Verheyden i sur. i * o Povecan (P:C1C1ili Smanjen (D:2DS1+
2005 (199) 65 PK/KS Srodan HLA-m M3 Bez utjecaja Cc2C2) DS+
Dalva i sur. 2006 M2*/ . L Smanjen (aKIRm;
(184) 84 PK/KS Srodan HLA-m M3* Bolje (aKIR m) Smanjen (iKIR m) D:KIR haplotip B)
I(ZlaGr?)g I sur. 2006 1571 KS Nesrodan HLA-m M1* Bez utjecaja Bez utjecaja Bez utjecaja
(Rllég?e” I sur. 2007 112 PK Srodan HLA-h M1* Bolje Smanjen Smanjen
McQueen i sur. 2007 i * LoSije (D:KIR haplotip ~ Povecan (D:KIR Povecan (D:KIR
(190) 202 PK/KS Srodan HLA-m M3 B) haplotip B) haplotip B)
Kim i sur. 2007 (200) 53 PK/KS Srodan HLA-m M3* Bolje (D:aKIR) Povecan (D:aKIR) Smanjen (D:aKIR)
Miller i sur. 2007 54q, PK/KS Nesrodan HLA-m M1* Povecan Smanjen

(166)
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Davatelj

Podudar-

. Broj Izvor Model - . .
Studija R (srodan/ nost HLA . PreZivljavanje GvHD Povrat bolesti
ispitanika KMS nesrodan) (m, mm, h) studije
Slc;gecks I sur. 2007 60 KS Srodan HLA-m M2* Bez utjecaja
(173) LoSije (P:C1C2) Povecan (P:C1C2)
H *
2;%2;3 I sur. 2008 1489 KS Nesrodan HLA-m mg*/ Losije Povecan (D:2DS2) Bez utjecaja
Schellekens i sur. q - I . / .
2008 (192) 83 PK Srodan HLA-m M3 Bolje (D:aKIR) Povecan (2DS5+)
Giebel i sur. 2009 Srodan / * Losije (aKIR mm + . .
(202) 100 PK/KS nesrodan HLA-m M3 skupina C2) Povecan (aKIR mm) Povecan (aKIR mm)
Cooley i sur. 2009 " i * L . o Smanjen (D:KIR
(189) 448 : Nesrodan HLA-m M3 Bolje (D:KIR haplotip B) Bez utjecaja haplotip B)
Gagne i sur. 2009 i * LoSije (HLA identicni; Smanjen (D:KIR .
(192) 264 KS Nesrodan HLA-m M3 P:skupina C1 neg haplotip B) Smanjen
I(31réu5r)lste|n I sur. 2009 257 UK Nesrodan HLA-mm M2* Losije Povecan Smanjen
zli/égl)emze I sur. 2009 218 UK Nesrodan HLA-mm M1* Bolje Smanjen Smanjen
. * Povecan
'(-1“7‘%‘“‘3 Isur. 2009 4oy PK/KS Nesrodan HLA-mm mg*l Bez utjecaja (KIR/ligand mm:; /

P:C1C1 i genotip AA)
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Broi l2vor Davatel] Podudar- Model

Studija is iianika KMS (srodan/ nost HLA studiie PreZivljavanje GvHD Povrat bolesti
b nesrodan) (m, mm, h) J
Stringaris i sur. 2010 i * o . Smanjen (D:aKIR ili
(203) 246 PK/KS Srodan HLA-m M3 Bolje (D:KIR haplotip B) / KIR haplotip B)
. * Bolje (D:KIR haplotip B;
(Slérg)ons Isur. 2010 86 KS Srodan HLA-h mg*/ P:KIR haplotip A; iKIR  Bez utjecaja Smanjen
mm)
Cooley i sur. 2010 " i * Bez utjecaja (D:KIR . Bez utjecaja (D:KIR
(70) 1086 : Nesrodan HLA-m M3 haplotip B) Povecan haplotip B)
ngitrom I sur. 2010 1087 KS Nesrodan HLA-m M3* Bolje (D:3DS1+) Smanjen (D:3DS1+) Bez utjecaja
1 1 *

Weisdorf i sur. 2012 24 PK Srodan HLA-h MZ*/ Bez utjecaja Bez utjecaja Bez utjecaja
(186) M3
Chen i sur. 2012 i M1*/ Bolje (iKIR mm + C2 Bolje (iIKIRmm+C1i Bolje (iKIR mm + C2
(187) 84 PK Srodan HLA-h M2* neg P) C2 mm) neg P)
Fischer i sur. 2012 i * . . . Smanjen (P:C1C1);
(174) 97 PK Nesrodan HLA-m M2 Bolje (AML:P C1C1) Smanjen (C2 m) povecan (C2 m)
Kanga i sur. 2012 26 PK Srodan HLA-M M2* / Povecan (P:C1C1 ili /

(178)

C2C2; D:genotip AA)
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Davatel] Podudar-

Studija Egi)ianika E\K/?; (srodan/ nost HLA ls\fL?gi?!a PreZivljavanje GvHD Povrat bolesti
nesrodan) (m, mm, h)

Wang i sur. 2013 " i * Bolje (P:C1C1ili C2C2i Smanjen (P:C1C1 ili < i

(175) 52 : Srodan HLA-m M2 KIR mm) C2C2) Povecéan (P:C1C2)

Legenda: D — davatelj; GVHD - reakcija presatka protiv primatelja (engl. Graft-versus-Host Disease); h — haploidenti¢ni; HLA - humani
leukocitni antigeni; KMS - krvotvorne maticne stanice; KS - koStana srz; m - podudarni (engl. match); mm - nepodudarni (engl. missmatch);
M1* - model ,,ligand-ligand nepodudarnost*; M2* - model ,,KIR-ligand nepodudarnost*; M3* - model ,,haplotip KIR nepodudarnost*; P —

primatelj; PK - periferna krv; UK - umbilikalna krv;
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PRILOG 2. Struktura 37 haplotipova KIR odredena metodom sekvenciranja (Pyo i sur., 46)
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PRILOG 3a. Prisutnost ili odsutnost gena KIR2DS2, KIR2DL3, KIR2DL2, KIR2DL5B, KIR2DS3 i KIR2DL1 (geni biljezi) u

centromernoj regiji haplotipa KIR oznacava prisutnost ili odsutnost drugih gena KIR (obiljeZeni geni). (Gourraud i sur.,152)

Biljeg ObiljeZzen

Biljeg ObiljeZzen

Biljeg Obiljezen

PN PPV NPV  Utest. PN PPV NPV Ugest. PIN PPV NPV Ugest

gen gen gen gen gen gen
2DL3 NEG 100.00% 99.30% 32.1% 2DS2  NEG  100.00% 9853% 67.5% 2DS2  POS  100.00% 98.27% 30.9%
2DL2  POS 96.27% 100.00% 30.9% 2DL2  NEG  100.00% 94.85%  67.5% 2DL3  NEG  100.00% 97.58%  30.9%
2DL5B  POS 43.28% 99.65% 13.9% 2DL5B  NEG  99.65%  42.65%  67.2% 2DL5B  POS  44.96%  99.65% 13.9%
N 2DS3  POS 4254% 96.48% 13.6% 2DS3  NEG  96.45%  4191% 65.1% | N 2DS3  POS  44.19%  96.54% 13.6%
€  2DL1  NEG 54.48% 99.30% 17.5% 2DL1  POS  99.65% 5441% 672% | §  2DL1  NEG  5659%  99.31% 17.5%
&  2DL4  POS 9851% 0.70% 31.6% 2DL4  POS  99.65%  221% 672% | &  2DL4  POS  98.45%  0.69%  30.4%
Q  3DLL POS 7388% 1796% 237%| N  3DLL  POS  8227% 2647% 555% | O  3DLL  POS  7597%  1003% 23.4%
@  3DSL NEG 7239% 17.25% 232%| &  3DL1  NEG 17.73% 7353% 120% | &  3DS1  NEG  7442%  1834% 23.0%
X  2DL5A NEG 73.88% 17.25% 23.7%| &  3DSL  NEG  8262% 27.21% 557% | X  2DLSA NEG  7597%  18.34% 23.4%
2DS5 NEG 79.85% 15.49% 25.6%| &  3DS1  POS  17.38%  7279% 117% 2DS5  NEG  8217%  16.61% 25.4%
2DS1 NEG 73.13% 18.66% 234%| &  2DLSA POS  17.38%  74.26% 11.7% 2DS1  NEG  75.19%  19.72% 23.2%
___________ 2DS4 __POS 70.90% 17.61% 22.7%| ¥  2DL5A NEG  8262% 2574% 557% | _____2DS4 __POS __7287% _ 186% _22.5%
2DL3 POS 9930% 100.00% 67.5% 2DS5  POS  1560%  80.15%  10.5% 2DS2° T TNEG ~  98.27%  100.00% 67.9%
2DL2  NEG 100.00% 96.27% 67.9% 2DS5  NEG  84.40%  19.85%  56.9% 2DL3  POS  97.58%  100.00% 67.5%
2DL5B  NEG 99.65% 43.28% 67.7% 2DS1  NEG  8156%  27.21% 55.0% 2DL5B  NEG  99.65%  44.96% 68.9%
2DS3  NEG 96.48% 42.54% 65.6% 2DS1  POS  18.44%  7279%  12.4% 2DS3  NEG  9654%  44.19% 66.7%
2DL1  POS 99.30% 54.48% 67.5% 2DS4  POS  82.62%  29.41%  55.7% 2DL1  POS  99.31%  56.59%  68.7%
2DL4  POS 99.30% 149% 67.5%| 2DS4  NEG  17.38%  7059%  11.7% 2DL4  POS  99.31%  155%  68.7%
© 3Ll NEG 1796% 73.88% 12.2% 2DS2POS’0B53% 10000% 321% | N 3DL1  NEG  19.03%  7597% 13.2%
S  3DL1 POS 8204% 26.12% 55.7% 2DL2  POS  94.85% 100.00% 30.9% | &  3DL1  POS  80.97%  24.03% 56.0%
&§  3DS1 NEG 8275% 27.61% 56.2% 2DL5B  POS  4265%  99.65% 13.9% | &  3DSL  POS  18.34%  74.42% 12.7%
Q  3DSL POS 17.25% 7239% 117%| O  2DS3  POS  4191%  9645% 136% | J  3DS1  NEG  8L166%  2558% 56.5%
 2DL5A NEG 82.75% 26.12% 56.2%| =z  2DL1  NEG 5441%  99.65% 17.7% | @  2DL5A  POS  1834%  75.97% 12.7%
¥  2DL5A POS 17.25% 7388% 117%| &  2DL4  POS  97.79%  0.35% 318% | ¥  2DL5A NEG  8166%  24.03% 56.5%
2DS5 NEG 8451% 20.15% 57.4%| @  3DL1  POS  7353%  17.73%  23.9% 2DS5  POS  1661%  8217% 11.5%
2DS5 POS 1549% 79.85% 105%| &  3DSL  NEG  7279%  17.38% 23.7% 2DS5  NEG  83.39%  17.83% 57.7%
2DS1 NEG 81.34% 26.87% 55.3%| ¥ 2DLSA NEG  74.26%  17.38%  24.2% 2DS1  POS  19.72%  75.19% 13.6%
2DS1  POS 18.66% 73.13% 12.7% 2DS5  NEG  80.15%  15.60%  26.1% 2DS1  NEG  80.28%  24.81% 55.5%
2Ds4  NEG 17.61% 70.90% 12.0% 2DS1  NEG  7279%  18.44%  23.7% 2DS4  NEG  18.69%  72.87% 12.9%
2DS4  POS  82.39%  29.10% 56.0% 2DS4  POS  7059%  17.38%  23.0% 2DS4  POS  8131%  27.13% 56.2%
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Biljeg Obiljezen

Biljeg Obiljezen

Biljeg ObiljeZen

gen gen PIN PPV NPV  Ucgest 4en gen P/N PPV NPV Freq. | o0 gen P/N PPV NPV Freq.
N 2DS2  POS 98.31% 78.83% 13.9% 2DS2 POS  85.07%  78.06% 13.6% 2DS2 NEG  82.22%  97.33% 67.5%
o 2DL3  NEG 9831% 78.27% 13.9%| o 2DL3  NEG  85.07%  77.49%  13.6% 2DL3  POS  81.92%  98.67% 67.2%
5 2DL2 POS 98.31% 80.22% 13.9% ?o 2DL2 POS  8507%  79.49%  13.6% 2DL2 NEG  8367%  97.33% 68.7%
10 2DS3  POS 9661% 97.21% 136%| @  2DL5B  POS  8507%  9943%  13.6% 2DL5B  POS  15.74%  93.33%  12.9%
Q 2DL1  POS 9153% 19.50% 12.9%| ¢ 2DL1 POS  9552%  20.51% 15.3% 2DL5B  NEG  84.26%  6.67%  69.1%
5 2DL4 POS 96.61% 056% 13.6%| T 2DL4 POS  100.00%  1.14%  16.0% 2DS3 POS  18.66%  96.00% 15.3%
____________ 2DS5 NEG 7458% 1560% 10.5%|  2DS5 ~ NEG ~ 74.63%  15.38% 12.0% 2DS3  NEG  81.34%  4.00%  66.7%
I 2DS2 NEG 78.83% 98.31% 67.7% 2DS2  NEG  78.06%  85.07% 65.6% | 2DL4  POS  99.42%  2.67%  81.6%
2DL3 POS 78.27% 98.31% 67.2% 2DL3 POS  77.49%  85.07% 651% | 9 3DL1 POS  78.72%  17.33%  64.6%

2DL2 NEG 80.22% 98.31% 68.9% 2DL2 NEG  79.49%  85.07% 66.7% *j 3DL1  NEG 21.28%  82.67% 17.5%

2DS3  NEG 97.21% 96.61% 83.5% 2DL5B  NEG ~ 99.43%  8507% 835% | Q 3DS1 POS  2157%  84.00% 17.7%

® 2DL1 NEG 1950% 9153% 16.7%| p 2DL1  NEG  2051%  9552% 17.2% | 3DS1  NEG  78.43%  16.00%  64.4%
z 2DL1  POS 80.50% 847% 69.1%| 9 2DL1 POS  79.49%  4.48% 66.7% | X  2DLSA NEG 78.72%  14.67% 64.6%
i 2DL4  POS 99.44%  3.39% 85.4% :o;)) 2DL4 POS  98.86%  0.00%  83.0% 2DLSA  POS  21.28%  8533% 17.5%
= 3DL1  POS 8245% 38.98% 70.8%| Q 3DL1 POS  84.05%  44.78%  70.6% 2DS5 POS  1691%  82.67% 13.9%
= 3DS1 NEG 82.45% 38.98% 70.8% | & 3DS1  NEG  84.90%  49.25% 71.3% 2DS5 NEG  83.09%  17.33%  68.2%
< 2DLSA NEG 82.73% 37.29% 71.1%| X  2DLSA NEG 8519% 47.76% 715% 2DS1  NEG  77.84%  17.33%  63.9%
2DS5 NEG 84.40% 25.42% 72.5% 2DS5 POS  1538%  74.63% 12.9% 2DS1 POS  22.16%  82.67% 18.2%

2DS5 POS 15.60% 74.58% 13.4% 2DS5  NEG  84.62%  2537% 71.1% 2DS4  NEG  21.28%  78.67% 17.5%

2DS1 NEG 81.89% 40.68% 70.3% 2DS1  NEG  83.48%  46.27% 70.1% 2DS4 POS  78.72%  21.33%  64.6%

2DS4  POS 81.89% 40.68% 70.3% 2DS4 POS  83.19%  44.78% 69.9% | 2DS2 | POS  97.33%  82.22% 17.5%

2DL3 NEG  98.67%  81.92% 17.7%

2DL2 POS  97.33%  83.67% 17.5%

oo 2DL5B NEG 9333% 1574% 16.7%

u 2DS3  NEG  96.00%  18.66% 17.2%

X, 2DL4  POS  97.33%  058%  17.5%

é 3DL1 POS  8267%  21.28%  14.8%

o 3DS1  NEG  84.00% 2157% 15.1%

¥  JDLSA NEG 8533% 21.28% 15.3%

2DS5 NEG  8267%  16.91%  14.8%

2DS1  NEG  82.67%  22.16% 14.8%

2DS4 POS  78.67%  21.28% 14.1%




PRILOG 3b. Prisutnost ili odsutnost gena KIR2DL4, KIR3DL1, KIR3DS1, KIR2DL5A, KIR2DS2, KIR2DS1 i KIR2DS4 (geni biljezi) u

telomernoj regiji haplotipa KIR oznacava prisutnost ili odsutnost drugih gena KIR (obiljeZeni geni). (Gourraud i sur., 152)

Biljeg Obiljezen o)\ ppy  Npy  Ugest |B1HEQ Obiliezen PPV NPV Utest, | Billeg Obiljezen PPV NPV  Ukest
gen gen " |gen gen | gen gen
2DL3  POS 67.87% 7500% 67.2% 2DL5B  NEG  73.26% 10.84% 15.1% 2DL5B  NEG  7381%  11.08% 14.8%
2DL5B  NEG 86.23% 50.00% 85.4% | 2DL1  POS  86.05% 1898% 17.7% | n~  2DL1  POS  86.90%  19.16% 17.5%
2DS3  NEG 83.82% 0.00% 83.0% | O 2DL4  POS  10000% 120% 206% | £  2DL4  POS  10000%  120%  20.1%
2DS3  POS  16.18% 100.00% 160% | 3DL1  NEG 9535% 98.80% 19.6% | <  3DL1  NEG  97.62%  98.80% 19.6%
N 2DL1  POS 8237% 50.00% 816% | S  2DLSA POS  9651% 99.70% 19.9% | A  3DSI  POS  98.81%  99.10% 19.9%
o DLL  POS  80.19% 100.00% 79.4% | £ 2DS5  POS  79.07% 99.10% 163% | &  2DS5  POS  8214%  99.40% 16.5%
A 3DS1I  NEG 79.23% 0.00% 78.5% 2DS1  POS  9535% 97.89% 106% | ¥  2DS1  POS  98.81%  98.20% 19.9%
& 3DS1  POS  20.77% 100.00% 20.6% 2DS4  NEG  91.86% 96.99% 18.9% . 2DS4  NEG  94.05%  97.01% 18.9%
<  2DL5A NEG 79.71% 0.00% 78.9% 2DS2  NEG  70.78%  43.02% 56.2% 2DS2 NEG  70.36%  41.67% 56.2%
2DLSA  POS  20.29% 100.00% 20.1% 2DL3  POS  70.18%  43.02% 55.7% 2DL2  NEG  70.66%  36.90% 56.5%
2DS5  NEG 83.33% 50.00% 82.5% 2DL2  NEG 71.08% 3837% 56.5% 2DL5B  NEG  88.92%  26.19% 71.1%
2DS1  NEG  79.47% 100.00% 78.7% 2DL5B NEG  89.16% 26.74% 70.8% | ¢  2DS3  NEG  8952%  38.10% 715%
2DS4  POS  79.47% 100.00% 78.7% | O 2DS3  NEG  89.76% 3837% 713% | z  2DL1  NEG  19.16%  86.90% 153%
2DS2  NEG 70.18% 40.70% 55.7% | 2 2DL1  POS  81.02% 13.95% 644% | <  2DL1  POS  80.84%  13.10% 64.6%
2DL2  NEG 7048% 36.05% 560% | @ 2DL1  NEG 1898% 8605% 151% | m  2DL4  POS  9880%  0.00% 78.9%
2DL5B  NEG 89.16% 26.74% 70.8% | O 2DL4  POS  98.80%  0.00% 785% | &  3DLL  POS  98.80%  97.62% 78.9%
N 2DS3  NEG 88.86% 34.88% 70.6% | ¥ 3DLL  POS  98.80% 95.35% 785% | ¥  3DS1  NEG  99.10%  98.81% 79.2%
o 2DL1  POS 8133% 15.12% 64.6% 2DL5A NEG  99.70%  96.51%  79.2% 2DS5  NEG  99.40%  82.14%  79.4%
5 2DL1  NEG 18.67% 84.88% 14.8% 2DS5  NEG  99.10% 79.07% 78.7% 2DS1  NEG  98.20%  98.81% 78.5%
a 2DL4  POS 100.00% 4.65%  79.4% 2DS1  NEG  97.89% 95.35% 77.8% 2DS4  POS  97.01%  94.05% 77.5%
¢ 3DS1I  NEG 98.80% 95.35% 78.5% 2DS4  POS  96.99% 91.86% 77.0%
2DL5A  NEG  99.40% 95.35% 78.9%
2DS5  NEG  99.70% 81.40% 79.2%
2DS1I  NEG 99.10% 100.00% 78.7%
2Ds4  POS  98.19% 96.51% 78.0% |
2DL5B NEG  73.26% 10.84% 15.1%
o 2DL1  POS  84.88% 18.67% 17.5%
Z 2DL4  POS  95.35% 0.00%  19.6%
J 3DS1I  POS 9535% 98.80% 19.6%
®  2DL5SA  POS 9535% 99.40% 19.6%
Y 2DS5  POS  8140% 99.70% 16.7%
2DS1  POS  100.00% 99.10% 20.6%
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Biljeg Obiljezen

Biljeg Obiljezen

Biljeg Obiljezen

PN PPV NPV  Ugest PN PPV NPV  Ugest. PIN PPV NPV Ugest

gen gen gen gen gen gen
2DL5B  NEG  78.87% 12.68% 13.4% 2DL5B  NEG  73.03% 10.64% 15.6% 2DS2  NEG  7112%  4382% 56.0%
2DS3  NEG  76.06% 14.41% 12.9% | .  2DL1  POS  8539%  18.84% 18.2% 2DL3  POS  70.82%  44.94%  55.7%
N 2DL1  POS 81.69% 17.87% 139% | @  2DL4  POS  9551%  0.00%  20.3% 2DL2  NEG  7143%  39.33% 56.2%
& 2DL4  POS  97.18% 058% 165% | & 3DLL  NEG  96.63% 100.00% 20.6% 2DL5B  NEG ~ 89.36%  26.97%  70.3%
@ 3DLL  NEG 9850% 9539% 167% | O  3DSL  POS  9213% 9878% 196% | (3  2DS3  NEG  8875%  33.71%  69.9%
S 3DS1  POS 9577% 9481% 163% | &  2DL5A POS  9326% 99.70% 19.9% | &  2DL1  POS  8207%  17.98%  64.6%
< 2DL5A  POS  97.18% 9568% 165% | X 2DS5  POS  79.78% 100.00% 17.0% | &  2DL1  NEG  17.93%  8202%  14.1%
2DS1  POS 100.00% 94.81% 17.0% 2DS4  NEG  94.38% 98.48% 201% | §  2DL4  POS  100.00%  4.49%  78.7%
 2DS4  NEG  9577%  93.95%  16.3% 2DS2  NEG  70.21% 4045% 553% | T  3DLl  POS  99.09%  93.26%  78.0%
2DL5B  POS  12.68% 78.87% 10.5% 2DL2  NEG  7052% 35.96% 55.5% 3DS1  NEG  97.87%  88.76%  77.0%
2DL5B  NEG  87.32% 21.13% 72.5% 2DL5B  NEG  89.36% 26.97% 70.3% 2DL5A NEG  98.48%  88.76%  77.5%
2DS3  POS  1441% 76.06% 12.0% | (  2DS3  NEG  89.06% 34.83% 70.1% 2DS5  NEG  99.09%  76.40%  78.0%
©  2DS3  NEG 8559% 2394% 711% | 4  2DL1  POS  81.16% 14.61% 63.9%  2DS1  NEG  98.48%  94.38% 77.5%
2 2DL1  POS  8213% 1831% 682% | &  2DL1  NEG 1884%  8539% 148% 2DL5B  NEG  73.03%  10.64%  15.6%
L 2DL1  NEG 1787% 8169% 14.8% | Q  2DL4  POS 100.00% 449% 787% | 2DL1  POS  8202%  17.93% 17.5%
Q  2DL4  POS  99.42% 282% 825% | X  3DL1  POS 10000% 96.63% 787% | Z  2DL4  POS  9551%  0.00%  20.3%
@  3DLL  POS 9530% 9850% 79.2% | X  3DS1  NEG 98.78% 9213% 778% | %  3DLL  NEG  9326%  99.09%  19.9%
¥ 3DS1  NEG 9481% 95.77% 78.7% 2DL5A  NEG  99.70% 93.26% 785% | Q  3DS1  POS  8876%  97.87%  18.9%
2DL5SA  NEG  95.68% 97.18% 79.4% 2DS5  NEG 100.00% 79.78% 78.7% | &  2DLSA  POS  88.76%  98.48%  18.9%
2DS1  NEG  94.81% 100.00% 78.7% 2DS4  POS  9848% 94.38% 77.5% | ¥  2DS5  POS  7640%  99.09%  16.3%
2DS4  POS  93.95% 95.77%  78.0% 2DS1  POS  94.38%  98.48%  20.1%

Legenda: PPV - pozitivna prediktivna vrijednost, vjerojatnost da obiljezeni gen oznaCava prisutnost biljeg gena; NPV - negativna prediktivna

vrijednost, vjerojatnost da odsutnost obiljeZzenog gena oznaCava odsutnost biljeg gena; POZ - oznaka da je gen KIR prisutan; NEG - oznaka da je gen

KIR odsutan.

Primjenjene smjernice: minimalna PPV vrijednost mora biti 65%; prikazani su samo haplotipovi s ucestalos¢u vecom od 5% (N=418); ucestalost je

odredivana direktnim brojanjem.

Primjer oCitavanja tablice: (Tablica P3b, 2.dio/1 red) odsutnost gena KIR2DL5B daje vjerojatnost 78.87% da je gen KIR2DS5 prisutan, odnosno
vjerojatnost 12.68% da je gen KIR2DS5 odsutan pri ¢emu je ucestalost haplotipa KIR2DS5*POZ-KIR2DL5B*NEG 13.4%.
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PRILOG 4. Prikaz izvornog izgleda mrezne stranice ,,The Allele Frequency Net
Database* (AFND) u koju je prijavljen novi genotip KIR (Bx 546) te podaci o ucestalosti
gena i genotipova KIR u hrvatskoj populaciji

Allele*Frequencies

in Worldwide Populations

EIR Database » Genotype Reference List

Croatia KR
pop 2

B | & | o
5 w3 08
e | W | o8
7 153 0.8 .
W | 08
i1 | e . 08

Listing 39 genctypainl.

i Genatype 10 « 10 assigned by the Allele Fraguency Mat Database. Please use this number for citations,
* Unique population on which the genatype has been found,
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PRILOG 5. Popis kratica

ADCC

AFND
ALL
AML
ATG
BMDW

C1

C2

CF;

Cl
CLL
CML
CMV
CSA
DNA
DAP10
DAP12
EDTA
EFI

G-CSF

GF,
GM-CSF

GvH
GvHD
GvL
HCV

staniCna citotoksi¢nost ovisna o protutijelima (engl. Antibody Dependent Cell-
mediated Cytotoxicity)

Allele Frequencies Net Database (www.allelefrequencies.net)

akutna limfati¢na leukemija (engl. Acute Lymphoblastic Leukemia)

akutna mijeloi¢na leukemija (engl. Acute Myeloid Leukemia)

anti-timocitni globulin (engl. thymoglobuline)

Svjetski registar dobrovoljnih davatelja krvotvornih maticnih stanica (engl.
Bone Marrow Donors Worldwide)

skupina molekula HLA-C sa zajedniCkim epitopom C1

skupina molekula HLA-C sa zajedni¢kim epitopom C2

opazena ucestalost gena (engl. Carrier frequency)

interval pouzdanosti (engl. Confidence Interval)

kroni¢na limfati¢na leukemija (engl. Chronic Lymphocytic Leukemia)
kroni¢na mijeloicna leukemija (engl. Chronic Myelogenous Leukemia)
citomegalovirus

ciklosporin A

deoksiribonukleinska kiselina

molekula adaptor

molekula adaptor

etilendiamintetraoctena kiselina (eng. EthyleneDiamineTetraacetic Acid)
Europska federacija za imunogenetiku (engl. European Federation for
Immunogenetics)

¢imbenik rasta kolonije granulocita (engl. Granulocyte Colony Stimulating
Factor)

ocCekivana ucestalost gena (engl. gene frequency)

¢imbenik rasta kolonija granulocitnin  makrofaga (engl. Granulocyte
Macrophage Colony Stimulating Factor)

presadak protiv primatelja (engl. Graft versus Host)

reakcija presatka protiv primatelja (engl. Graft-versus-Host Disease)

reakcija presatka protiv tumora (engl. Graft-versus-Leukemia)

virus hepatitisa C
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www.allelefrequencies.net

HGNC
HIV

HL
HLA
HR

HvG
IFN-y
lgSF
IHWG
IPD-KIR

ITIM

ITAM

KDDB
KIR

iIKIR
aKIR
LD
LRC
LILR

LAIR

MAC
MDS
MMF
NHL
NK
N-CAM
NKp46

HUGO Genome Nomenclature Committee

virus humane imunodeficijencije (engl. Human Immunodeficiency Virus)
Hodgkinov limfom (engl. Hodgkin lymphoma)

glavni sustav tkivne podudarnosti (engl. Human Leukocyte Antigen)

omjer rizika (engl.hazard ratio)

primatelj protiv presatka (engl. host versus graft)

interferon-y

imunoglobulinska obitelj (engl. Imunoglobulin Super-Family)

the International Histocompatibility Working Group

baza nukleotidnih i proteinskih sekvenci gena KIR (engl. Immuno
Polymorphism Database)

inhibicijska sekvenca u proteinu KIR (engl. immunoreceptor tyrosine-based
inhibitory motif)

aktivacjska sekvenca u proteinu KIR (engl. immunoreceptor tyrosine-based
activation motifs)

KIR and Diseases Database

receptori prirodnoubilackih stanica slicni imunoglobulinu (engl. killer cell
immunoglobulin-like receptor)

inhibicijski receptori prirodnoubilackih stanica slicni imunoglobulinu
aktivacijski receptori prirodnoubilackih stanica slicni imunoglobulinu
neravnoteZe udruZivanja gena (engl. linkage disequilibrium)

sustav leukocitnih receptora (engl. leukocyte receptor complex)

leukocitni receptori slicni imunoglobulinu (engl. leukocyte immunoglobulin
like receptor).

porodica leukocitno-vezanih inhibicijskih receptora (engl. leukocyte-associated
inhibitory receptor)

oznaka muskog spola

mijeloablativno kondicioniranje (engl. myeloablative conditioning regime)
mijelodisplasti¢ni sindrom (engl. Myelodisplastic Syndrome)

mikofenolat mofetilom (engl. Mycophenolate mofetil)

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

prirodnoubilacke stanice (engl. Natural Killer cells)

neuralna adhezijska molekula

prirodno citotoksicni receptor stanica NK
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NKC

NKG2A
NKG2B
NKG2C
P

PCR
PCR-SSP

PCR-SSO

R
RDDKMS
RIC

SA-PE
SHP-1
SHP-2
SIGLEC
TGF-B
TKMS
TNFo
WHO

Z

sustav gena koji kodiraju integralne membranske proteine s izvanstanicnim
domenama nalik C-tipu lektina (engl. natural killer complex)

inhibicijski receptor na stanicama NK

inhibicijski receptor na stanicama NK

aktivacijski receptor na stanicama NK

statistiCka znaCajnost

lanCana reakcija polimerazom (engl. Polymerase Chain Reaction)

metoda lanCane reakcije polimerazom primjenom specificnih pocCetnica (engl.
Polymerase Chain Reaction Sequence Specific Priming)

metoda lanCane reakcije polimerazom primjenom specificnih oligonukleotidnih
proba (engl. Polymerase Chain Reaction Sequence Specific Oligonucleotide
Probe)

Pearson-ov koeficijent korelacije

hrvatski Registar dobrovoljnih davatelja krvotvornih maticnih stanica
nemijeloablativno kondicioniranje (engl. reduced intensity conditioning
regime)

streptavidin (R-fikoeritrin)

inhibicijska fosfataza 1

inhibicijska fosfataza 2

adhezijska molekula na stanicama makrofaga

transformirajuci Cimbenik rasta-p (engl. Tumor Growth Factor beta)
transplantacija krvotvornih maticnih stanica

¢imbenik nekroze tumora alfa (engl. Tumor Necrosis Factor alpha)
Svjetska zdravstvena organizacija (engl. World Health Organization)

oznaka Zenskog spola
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