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POPIS KRATICA

APC — antigen-predo¢ne stanice (engl. Antigen Presenting Cells)

EDTA - etilendiamintetraoctena kiselina (engl. Ethylenediaminetetraacetic Acid)

FMC - fetalni mikrokimerizam (engl. Fetal Microchimerism)

FNAIT - fetalna/neonatalna aloimuna trombocitopenija (engl. Fetal/neonatal Alloimmune
Thrombocytopenia)

ICH - intrakranijsko krvarenje (engl. Intracranial Heamorrhage)

HDN — hemoliticka bolest novorodenceta (engl. Haemolytic Disease of a Newborn)

HLA — humani leukocitni antigeni (engl. Human Leukocyte Antigens)

HPA — specifi¢ni trombocitni antigeni (engl. Human Platelet Antigens)

ISBT — Internacionalno drustvo za transfuzijsku medicinu (engl. International Society of
Blood Transfusion)

LD — visok stupanj neravnoteze udruzivanja (engl. Linkage Disequilibrium)

PE — fluorokrom fikoeritrin (engl. Phycoerythrin)

PCR — metoda lancane reakcije polimerazom (engl. Polymerase Chain Reaction)

PCR-SSO - metoda lancane reakcije polimerazom i poc¢etnicama specificnima za pojedini
alel ili skupinu alela (engl. Sequence Specific Oligonucleotide)

SA-PE — konjugat streptavidina i fikoeritrina (eng!. Streptavidin, Phycoerythrin Conjugate)
SNP — polimorfizam jednog nukleotida gena (engl. Single-Nucieotide Polymorphism)

TCR — stani¢ni receptor limfocita T (engl. T Cell Receptor)

TGF-B — receptor za transformirajuéi faktor rasta beta (engl. Transforming Growth Factor
beta)

Tregs — regulatorni CD4+ limfocita T (engl. T regulatory cells)

VWF — faktor von Willebrand (engl. von Willebrand Factor)

WHO - Svjetska zdravstvena organizacija (engl. World Health Organization)


https://en.wikipedia.org/wiki/Single-nucleotide_polymorphism#_blank

Uvod

1. UVOD

Na membrani trombocita nalaze se specificni trombocitni antigeni (engl. Human Platelet
Antigens, HPA), humani leukocitni antigeni (engl. Human Leukocyte Antigens, HLA) i
antigeni sustava ABO.

Tijekom trudnode i poroda dolazi do mijesanja krvi izmedu majke i djeteta pa se majka moze
imunizirati na antigene HPA fetusa koje je dijete naslijedilo od oca. Istrazivanja su pokazala
da se ne imuniziraju sve majke s nepodudarnoséu u antigenima HPA s djetetom’?, a razlog
tome bi mogla biti niska imunogenicnost antigena HPA, kao 1 specificni ¢imbenici majéinog
imunosnog sustava®*. Majéini limfociti T u cirkulaciji prepoznaju tude antigene HPA fetusa
samo ako su antigeni vezani za molekule HLA na specijaliziranim antigen-predo¢nim
stanicama (engl. Antigen Presenting Cell, APC). Nakon predocCavanja antigena HPA
limfocitima T, oni poticu limfocite B na proizvodnju protutijela anti-HPA. Stvorena
protutijela su imunoglobulini razreda IgG koji mogu proc¢i kroz posteljicu 1 vezati se na
trombocitne antigene HPA fetusa. Zbog vezanih protutijela moze do¢i do razgradnje fetalnih
trombocita u retikuloendotelnom sustavu slezene i jetre $to uzrokuje fetalnu/neonatalnu

aloimunu trombocitopeniju (engl. Fetal/Neonatal Alloimmune Thrombocytopenia, FNAIT).

1.1.  ANTIGEN!I NA MEMBRANI TROMBOCITA

Specifi¢ni trombocitni antigeni HPA nalaze se na membrani trombocita na glikoproteinskim
kompleksima GPIlib/1la, GPIb/IX, GPla/lla | CD109. Osim antigena HPA, na trombocitima

se takoder nalaze antigeni HLA razreda I, antigeni sustava ABO, antigeni sustava Le, antigeni
sustava | te antigeni sustava P. Antigeni sustava Rh te ostali antigeni krvnih grupa nisu

dokazani na trombocitima.

1.1.1. Sustav HPA

1.1.1.1. Nazivlje antigena HPA

Povijesno, nazivi trombocitnih antigena temeljili su se na imenu bolesnika kod kojeg je

protutijelo prvi puta opisano. Tako su, naprimjer Van Loghem i sur. u ¢asopisu Vox Sanguinis

1959. godine opisali slucaj bolesnika s trombocitopenijom koja se javila nekoliko dana nakon
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transfuzije pripravka pune krvi®. Protutijelo koje je bilo prisutno u bolesnikovom serumu nije
aglutiniralo autologne (vlastite) trombocite, ali je uzrokovalo aglutinaciju alogenih trombocita
(trombocita davatelja). Prema prezimenu bolesnika antigen je nazvan Zw?. Dvije godine
kasnije su Shulman i sur. opisali jo§ dva slu¢aja trombocitopenije koja se takoder javila nakon
transfuzije krvi®. U suradnji s Van Longhem i sur. dokazali su da protutijela bolesnika
aglutiniraju Zw? pozitivne trombocite, dok sa Zw? negativnim trombocitima nije bilo reakcije.
Antigen Zw? tada je nazvan antigen PI*. Navedeni antigen je prvi seroloski dokazani
specifi¢ni trombocitni antigen koji se danas naziva HPA-1a. Godine 1989. su Newman i sur.
identificirali polimorfizam nukleotida gena HPA (engl. Single-Nucleotide Polymorphism,
SNP) (Tablica 1.) koji uzrokuje razliku u gradi antigena HPA-1a i -1b’.

Nestandardizirana praksa i nepovezanost nazivlja antigena s genskim temeljem nametnula je
potrebu za jedinstvenim sustavom dodjele imena HP A antigenima. Internacionalno drustvo za
transfuzijsku medicinu (engl. International Society of Blood Transfusion, ISBT) je 1990.
godine definiralo nazivlje antigena HPA koji se oznacavaju arapskim brojevima prema
redoslijedu njihovog otkrivanja. Slovo ..a“ oznacava antigene visoke, a slovo ,,b“ antigene
niske ucestalosti. Do danas je seroloskim ispitivanjem dokazan ukupno 41 specificni antigen
HPAZ8. Od dokazanih antigena HPA, 12 ih je grupirano u Sest bialelnih sustava (HPA-1a/b, -
2al/b, -3 alb, -4 alb, -5 a/b 1-15 a/b). Za preostalih 29 antigena HPA seroloski je dokazan samo

antigen niske ucestalosti (b).

1.1.1.2. Genetski temelj HPA

Geni HPA imaju dva alela koja se oznacavaju malim slovima ,.a“ i ,,b* prema istom principu
kao 1 antigeni. Osim u jednom slucaju, razlika izmedu pojedinog antigena HPA -a/b je u
polimorfizmu jednog nukleotida gena HPA (engl. Single-Nucleotide Polymorphism, SNP) te
se u molekularnoj gradi antigeni HPA-a/b razlikuju samo u jednoj aminokiselini®. Uslijed
promjene aminokiseline dolazi do promjene tercijarne strukture antigena i izraZzaja novog
epitopa koji moze uzrokovati aloimunizaciju.

Geni za antigene HPA na pojedinim glikoproteinima nalaze se na razli¢itim kromosomima. U
Tablici 1. navedeni su do danas otkriveni sustavi i antigeni HPA, kromosom na kojem se
nalazi pojedini gen HPA, glikoprotein na kojem se nalazi pojedini antigen HPA te zamjena

nukleotida koja uzrokuje polimorfizam gena HPAS.
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Tablica 1. Obiljezja antigena HPA

Antigeni HPA Kromosom | Glikoprotein | Zamjena nukleotida
gena HPA
HPA-1a/b 17 GPllla L33P
HPA-2a/b 17 GPIba T145M
HPA-3a/b 17 GPIlb 18435
HPA-4a/b 17 GPllla R1430Q
HPA-5a/b 5 GPla E505K
HPA-6b 17 GPllla R489Q
HPA-7b 17 GPllla P407A
HPA-8b 17 GPllla R636C
HPA-9b 17 GPllb \V/837TM
HPA-10b 17 GPlla R62Q
HPA-11b 17 GPllla R633H
HPA-12b 22 GPIbB G15E
HPA-13b 17 GPllla K611del
HPA-14b 17 GPllla K611del
HPA-15a/b 8 CD109 S682Y
HPA-16b 17 GPllla T140I
HPA-17b 17 GPllla T195M
HPA-18b 5 GPla Q716H
HPA-19b 17 GPllla K1370Q
HPA-20b 17 GPIlb T619M
HPA-21b 17 GPllla E628K
HPA-22h 17 GPIlb K164T
HPA-23b 17 GPllla R622W
HPA-24b 17 GPIlb S472N
HPA-25h 5 GPla T1087M
HPA-26b 17 GPllla K580N
HPA-27b 17 GPllb L841M
HPA-28b 17 GPIib V740L
HPA-29b 17 GPlIlla T33M
HPA-30b 17 GPIlb Q806H
HPA-31b 3 GPIX P123L
HPA-32b 17 GPllla N174S
HPA-33b 17 GPllla D458G
HPA-34b 17 GPllla RI1W
HPA-35b 17 GPllla R479H
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1.1.1.3. Grada antigena HPA

Antigeni HPA nalaze se na Sest molekula — GPIlb, GPllla, GPlb, GPla, GPlla i CD109° koje
pripadaju skupini citoadhezivnih proteina (integrina). Tradicionalno se smatraju antigenima
koji se nalaze samo na trombocitima i megakariocitima. Medutim, ve¢ina antigena HPA ima
Siru rasprostranjenost te se nalaze i na endotelnim stanicama, fibroblastima, glatkim miSi¢nim
stanicama i limfocitima T. Na Slici 1. shematski su prikazani glikoproteini na trombocitnoj

membrani s rasporedom antigena HPA.

HPA-16 HPA-5
i (J
] '
= [wpa1s } E F
L 4l q O'{ HPA-15
‘ HFL.»T}—C
? .

| HPA-25 |

ot

GPllla

Slika 1. Shematski prikaz glikoproteina trombocitne membrane s rasporedom antigena HPA. Preuzeto

i prilagodeno prema™.

1.1.1.4. Uloga antigena HPA

Glikoproteini IIb i1 Illa na povrSini trombocita tvore nekovalentni kompleks ovisan o
kalcijskim ionima. Kompleks je prvenstveno receptor za molekule fibrinogena, a potom za
fibronektin i faktor von Willebrand (engl. von Willebrand factor, vVWF). U tijeku aktivacije
trombocita dolazi do strukturne promjene kompleksa GPIIb/Illa te se povecava afinitet za
molekule fibrinogena i ostalih liganda neophodnih u procesu agregacije trombocita i stvaranja

ugrugka®®,
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Vaznost kompleksa GPIIb/I1la u hemostazi dokazana je slucajevima teskih krvarenja koja se
javljaju ve¢ od rane zivotne dobi u bolesnika s Glanzmannovom trombastenijom, poremecéaju
agregacije trombocita koji se nasljeduje autosomno recesivno, a Koji je uzrokovan
kvantitativnim ili kvalitativnim promjenama kompleksa GPI1b/Illa na trombocitima'?.

Na kompleksu GPI1Ib/Illa nalazi se vec¢ina antigena HPA navedenih u Tablici 1. i shematski
prikazanih na Slici 1. Jaka imunogeniCost ovog kompleksa pripisuje se velikoj gustoci na
povrsini trombocita s otprilike 80000 molekula GPIIb/I11a izraZzenih na jednom trombocitu.
Kompleks GPIb/V/IX ¢ine medusobno nekovalentno vezane molekule GPIb, GPV i GPIX,
Na trombocitima se nalazi priblizno 25000 molekula ovog kompleksa na kojem su utvrdena
tri specifi¢na antigena HPA (Tablica 1., Slika 1.). Poznato je da je kompleks GPIb/V/IX
receptor za molekule vVWF. Mutacije gena ovog kompleksa uzrokuju gubitak funkcije cijelog
receptora te su uzrok poremecéaja hemostaze koji se naziva Bernard-Soulierov sindrom*3,
Kompleks GPla/lla na trombocitima je glavni receptor za kolagen. Na trombocitima se nalazi
priblizno 3000 do 5000 molekula GPla/ila. Na kompleksu se nalaze tri specifi¢na antigena
HPA (Tablica 1., Slika 1.)*.

Kompleks CD109 receptor je za transformirajuéi faktor rasta beta (engl. Transforming
Growth Factor beta, TGF-B). Na trombocitima se nalazi oko 1000 molekula CD109%, a na
samom kompleksu nalazi se antigen HPA 15a/b. Osim na trombocitima, ovaj kompleks se
nalazi 1 na limfocitima, hematopoetskim mati¢nim stanicama i endotelnim stanicama.

Uz gore navedene komplekse, na trombocitima se jos nalaze molekule GPIV (CD36) i GPIV.
GPI1V je receptor za razne ligande poput LDL-a, kolagena i trombospondina. Kompleks GPVI
sudjeluje u vezanju kolagena. Na tim molekulama do danas nisu opisani specifi¢ni antigeni
HPA. U populacijama azijskog i africkog podrijetla opisane su brojne mutacije gena CD36
koje rezultiraju promijenjenom ekspresijom kompleksa GPIV, ali bez opisanoga

funkcionalnog poremecaja®’.
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1.1.1.5. Populacijska istraZivanja gena HPA

Podatci o ucestalosti pojedinih gena HPA u razli¢itim populacijama vazni su za postavljanje
dijagnoze i lije¢enje imunih trombocitopenija.

Polimorfizam gena HPA razlikuje se u razli¢itim populacijama u svijetu te je preraspodjela
genotipova HPA geografski i etni¢ki ograni¢ena®® 3. Tako je, naprimjer alel HPA-1b
uestaliji u populacijama Europe, sjeverne Afrike i Bliskog Istoka'>%1% nego u populacijama
Azije?®2l dok je ugestalost alela HPA-2b i HPA-5b visoka u populacijama Afrike!®?2, a vrlo
niska u populacijama Azije?t?*2* Alel HPA-4b je vrlo rijedak, uz iznimku populacije
Japana? i Bahreina®.

Razlike u ucestalosti pojedinih alela HPA postoje 1 medu pojedinim populacijama u Europi.
Primjerice, ucestalost alela HPA-1b je visa u populaciji Hrvatske!® i Slovenije!® od udestalosti
alela HPA-1b u populaciji Poljske?’, a ucestalost alela HPA-2b znacajno je visa u populaciji
Hrvatske® i Makedonije?® nego u populaciji Norveske?®. Takoder, u¢estalosti alela HPA-3Db i
HPA-5b su znadajno veée u Hrvatskoj®, Srbiji*’, Sloveniji® i Makedoniji ?® u usporedbi sa
Svicarskom (za HPA-3b)%® i Finskom (za HPA-5b)3L.

Molekularna istrazivanja gena HPA u naSoj populaciji vrlo su oskudna te su u do sada
objavljenim radovima iznijeti samo podatci o uéestalosti pojedina¢nih gena HPA-1, -2, -3, -5 i
-15, bez genotipskih podataka za gene HPA-4, -6, -7, -8, -9 i -11644,

1.1.2. Sustav HLA

Antigeni sustava HLA u ljudi prvi su puta otkriveni na leukocitima te im otuda potjece i naziv
humani leukocitni antigeni, HLA. Za antigene HLA u literaturi se ¢eS¢e Koristi naziv
molekule HLA*. Na membrani trombocita nalaze se isklju¢ivo molekule HLA razreda I i to
veéinom HLA-A i HLA-B, dok su molekule HLA-C slabo izrazene*®. Molekule HLA razreda
Il ne nalaze se na trombocitima“®.

Unato¢ tome §to se molekule HLA razreda Il ne nalaze na membrani trombocita, one imaju
vrlo vaznu ulogu u predocavanju antigena HPA pomagackim CD4+ limfocitima T majke Sto
posljedi¢no dovodi do imunoloskog odgovora, odnosno stvaranja protutijela na antigene HPA

te znacajne trombocitopenije fetusa/novorodenceta®’.
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1.1.2.1. Nazivlje gena HLA

Za imenovanje gena sustava HLA odgovoran je Odbor za imenovanje gena sustava HLA
(engl. Nomenclature Committee for Factors of the HLA System) Svjetske zdravstvene
organizacije (engl. World Health Organization, WHO).

Svaki alel HLA ima jedinstveni broj koji se sastoji od dva do Cetiri skupa znamenki odvojenih
dvotoc¢kom (Slika 2.). Nomenklatura za alele HLA razlikuje se prema razredu. Za alele HLA
razreda | oznaka HLA-A se upotrebljava da se oznace genski lokusi. Zvjezdica (*) znaci da je
odredivanje provedeno molekularnom metodom (npr. HLA-A*). Nakon zvjezdice slijede 2 do
8 znamenki: prve dvije znamenke predstavljaju gen, odnosno skupinu alela istog gena (npr.
HLA-A*02), a treca i Cetvrta znamenka se odnose na specificni alel (npr. HLA-A*02:01). Svi
aleli s razlikom u nomenklaturi na prve Cetiri pozicije kodiraju proteine razli¢itih sekvenci.
Peta i Sesta znamenka opisuju alelne varijacije, cdnosno sinonimne mutacije unutar
kodirajuce regije gena, a sedma i osma znamenka predstavljaju mutacije izvan kodirajuce
regije (unutar introna ili netranslatiranih regija na 3' i 5' krajevima egzona)“®.

Nazivlje za alele HLA razreda 1l nije potpuno isto kao i za alele HLA razreda I. Nakon
oznake HLA i genskog lokusa, slova “A” ili “B” predstavljaju polimorfni a i B lanac (npr.
HLA-DQAI, -DRB1, -DPB1). Budu¢i da neki lokusi imaju nekoliko gena za o 1 3 lanac, svaki
lokus se ozna¢ava pripadaju¢im brojem (npr. HLA-DRB1, -DRB3, -DRB4, -DRB5). Nakon
zvijezdice (*) slijede 4 do 8 znamenki (npr. HLA-DRB1*03:01) s istim znac¢enjem kao i kod
HLA razreda 148,

Slova predstavljaju oznake za odredivanje razine ekspresije ili drugih ne-genomskih podataka
koji su poznati o nekom alelu. Slovo L oznacava alel s niskom/slabom ekspresijom (engl.
low), slovo N — bez ekspresije (engl. null), slovo Q — upitna ekspresija (engl. questionable),

slovo S — topivi protein (engl. soluble) i slovo C — prisutan u citoplazmi (engl. cytoplasm).


https://hla.alleles.org/nomenclature/committee.html
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Crtica razdvaja ime
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kodirajuce regije

Slika 2. Nazivlje alela HLA. Preuzeto i prilagodeno prema“®.

1.1.2.2. Nasljedivanje gena HLA

Geni HLA nasljeduju se kodominantno, $to zna¢i da pojedinac istovremeno na svojim
stanicama izrazava molekule koji potjecu od gena HLA naslijedenih od oba roditelja. Regija
HLA zauzima podrucje od priblizno 4 milijuna parova baza, Sto ¢ini | % ljudskog genoma, a

nalazi se na kratkom kraku kromosoma 6 u regiji 6p21.3 (Slika 3.).

Kratki krak
QIll Il  BITES BN LD }» "
" RegijafiILY
- 6p21.1.21.3.

Razred II Razred IIT Razred I

Slika 3. Smjestaj regije HLA na kratkom kraku kromosoma 6. Preuzeto i prilagodeno prema*

Regija HLA se dijeli na tri podregije: HLA razreda I, 1l i I11*°. Podregija HLA razreda |
smjeStena je telomerno 1 sastoji se od dvije skupine gena — klasi¢nih i neklasi¢nih. Skupinu
klasi¢nih gena HLA razreda I ¢ine geni HLA -A, -B i -C ¢iji su proizvodi molekule HLA

razreda I koje su izrazene na gotovo svim stanicama s jezgrom®!. Koli¢ina molekula HLA
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razreda | razlikuje se ovisno o vrsti stanica, najveca ekspresija je na limfocitima, dok je
najmanja ekspresija na fibroblastima i hepatocitima. Pojedine stanice poput neurona i
spermatozoida ne izrazavaju molekule HLA razreda I°!. Geni HLA-E, -F i -G dio su skupine
neklasi¢nih gena HLA razreda I koji se od klasiénih razlikuju po znatno manjem
polimorfizmu, ograni¢enoj tkivnoj rasprostranjenosti kao i specifi¢noj ulozi®l. Geni HLA
razreda I gradeni su od 8 egzona koji kodiraju teski lanac molekule HLA razreda [ (Slika 4.) .
Egzon 1 kodira vodeéi peptid, egzon 2 podjedinicu al, egzon 3 podjedinicu a2, a egzon 4
podjedinicu a3, dok egzon 5 kodira transmembransku regiju. Egzoni 6 i 7 kodiraju
citoplazmatsku regiju, a zavr$ni dio molekule, netranslatirajuci 3' kraj, kodira egzon 8. Egzoni
gena HLA razreda | sastoje se od 1089-1101 nukleotida, a teski je lanac sastavljen od 362-366
aminokiselina. Laki lanac molekule HLA razreda | (B2-mikroglobulin) kodiran je genom na

kromosomu 15.

Egzon 1 2 3 4 5 6 7 8
5 ' _._H_ - B _I_I—’_I- N 3 '
- |
Proteinska VP al a2 a3 ™ ‘—I—,
domena

CIT

Slika 4. Organizacija gena HLA razreda |. Kratice: VP — vode¢i peptid, al — podjedinica al, o2-
podjedinica a2, a3 — podjedinica a3, TM — transmembranska regija; CIT — citoplazmatska regija.

Preuzeto i prilagodeno prema®.

Podregija HLA razreda II smjeStena je blize centromeri i podijeljena je u 6 manjih
podjedinica: HLA-DM, -DN, -DO, -DP, -DQ 1 -DR.

Klasi¢ni gen1 HLA razreda II su HLA-DP, -DQ i —DR. Navedeni geni kodiraju molekule HLA
razreda Il prisutne na membrani APC, naprimjer na makrofazima, dendritiénim stanicama,
limfocitima B, monocitima, ali i na pojedinim stanicama koje imaju takvu ulogu povremeno,
poput nekih endotelnih stanica te stanica timusa**“2

Preostale tri podregije ¢ine skupinu neklasi¢nih gena HLA razreda II (HLA-DM, -DN i -DO)
koji kodiraju molekule koje su prisutne uglavnom u citoplazmi stanica, ali ne i na njihovoj
povrsini te su posredno ukljuene u proces funkcionalnog vezanja peptidnih ulomaka s

drugim molekulama HLA razreda I1.
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Organizacija gena HLA razreda II slicna je organizaciji gena razreda I te su razliite
podjedinice proteina kodirane razli¢itim egzonima (Slika 5.)*®. Geni lanca o i B imaju sli¢nu
strukturu, egzon 1 kodira vodeéi protein, a egzoni 2 i 3 odreduju dvije izvanstani¢ne
podjedinice (al i 02 te B1 i B2). Kod gena lanca B, egzon 4 odreduje transmembransku regiju,
a egzon 5 1 6 citoplazmatsku regiju. Kod o lanca je transmembranski i citoplazmatski kraj

kodiran egzonom 4.

Egzon 1 2 3 4

¥ _. - - . o ¥ e
Proteinska VP al a2 TM/CIT
domena
Egzon 1 2 3 4 5 6

¥ _._l - H y p_lanac
Proteinska VP p1 B2 ™ ‘_[_’
domena CIT

Slika 5. Organizacija gena HLA razreda Il. Kratice: VP — vode¢i peptid; al — podjedinica al; a2 —
podjedinica a2; Bl — podjedinica B1; p2 — podjedinica p2; TM - transmembranska regija; CIT —

citoplazmatska regija. Preuzeto i prilagodeno prema“®,

Najvaznije znacajke sustava HLA su veliki broj razlicitih gena HLA (poligenija) te njihov
veliki polimorfizam®. To zna¢i da postoje mnogobrojne varijante unutar istog gena (aleli),
odnosno da svaki pojedinac posjeduje skup molekula HLLA s velikim rasponom veznih mjesta
za razlicite peptide.

Specificna kombinacija alela HLA nadena na jednom kromosomu 6 naziva se haplotip HLA,
a nasljeduje se kodominantno, po jedan haplotip od svakog roditelja.

Jedna od osobitosti sustava HLA je visok stupanj neravnoteze udruzivanja (engl. Linkage
Disequilibrium, LD) zbog koje se razli¢iti aleli dva ili vie bliskih lokusa HLA javljaju ¢esce
u istom haplotipu HLA, nego S$to je to ocekivano na temelju njihovih pojedinaénih

ucestalosti*®5253,
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1.1.2.3. Grada molekula HLA razreda l i Il

Molekule HLA razreda I gradene su od dva polipeptidna lanca — teskog a-lanca koji se sastoji
od podjedinice al, a2 i a3 te lakog B-lanca, tzv. p2-mikroglobulina koji je nekovalentno
vezan uz a-lanac (Slika 6.)%%.

Najvazniji dio molekule HLA razreda | je onaj koji veze peptid. Taj dio se sastoji od 180
aminokiselina stereokemijski podijeljenih u dijelove as i a2 koji zajedno tvore pukotinu (vezno
mjesto) u koju se smjesta preradeni peptidni ulomak. Pukotina je veli¢ine 2,5x1,0x1,1 nm te
moze vezati antigenski ulomak od 9-11 aminokiselina. Tu pukotinu okruZuju upravo one
aminokiseline koje se razlikuju u molekulama HLA razreda I Sto ith odreduju geni HLA
razreda [. Drugim rijeCima, polimorfizam gena HLA sluzi za stvaranje razliCitosti
stereokemijske povrSine pukotina koje vezu peptidne ulomke. Ostatak aminokiselina tvori dio
molekule oko pukotine, koji zajedno s peptidnim ulomkom prepoznaje stani¢ni receptor (engl.
T Cell Receptor, TCR) limfocita T*. Najpolimorfniji dio molekule HLA razreda | je upravo
vezna pukotina za peptidni ulomak te mjesto interakcije molekule HLA s TCR citotoksi¢nih
CDS8 limfocita T.

Pojedina molekula HLLA sadrzi samo jedno mjesto za vezanje peptidnog ulomka. Medutim,
peptidi koji se vezu na istu molekulu HLA ne moraju biti potpuno istovjetnl.

Podjedinica a3 je dio molekule HLA koji je po gradi slican imunoglobulinima te sadrzi vezno
mjesto za molekulu CD8 na citotoksi¢nim CD8+ limfocitima T.

Uz navedene tri izvanstanicne podjedinice (al, o2 1 a3), teSki oa-lanac takoder ima 1
transmembransku i citoplazmatsku regiju. Transmembranska hidrofobna regija prolazi kroz
membranu stanice, a citoplazmatska hidrofilna regija sidri molekulu HLA razreda | u
membrani stanice®.

Sve molekule HLA razreda | imaju gradom identi¢an B-lanac koji ima ulogu u izrazavanju

molekule HLA razreda I na stani¢noj povrsini. Grada molekula HLA razreda I prikazana je na

Slici 6.
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MOLEKULE RAZREDA HLA T MOLEKULE RAZREDA HLA II

vezno mjesto  vezno mjesto
za peptide za peptide

transmembranski dio ‘|

]_ citoplazmatski dio {

Slika 6. Shematski prikaz grade molekula HLA razreda | i Il na membrani stanice. Preuzeto i

prilagodeno prema®.

Molekule HLA razreda II takoder su heterodimeri gradeni od dva homogena, nekovalentno
vezana polipeptidna lanca, nesto veéeg o lanca gradenog od podjedinice o 1 i o 2 te B lanca
gradenog od podjedinice B1 i f2. U nacelu su nalik molekulama HLA razreda | pa jednako
tako imaju dio koji veze peptid, dio koji sli¢i imunoglobulinu te transmembransku i
citoplazmatsku regiju.

Podjedinice al i B1 tvore vezno mjesto (pukotinu) za peptidne ulomke. Za raziiku od veznog
mjesta molekule HLA razreda |, ovdje su krajevi pukotine otvoreni tako da vezani peptidni
ulomak moze strsati izvan pukotine te stoga molekule HLA razreda Il mogu u pukotinu vezati
vece peptide od 10 do 30 aminokiselina®®.

Podjedinice a2 i B2 su vazne za nekovalentno povezivanje lanaca a i . Podjedinica 2 sadrzi

vezno mjesto za molekulu CD4 na pomagackim CD4+ limfocitima T#.

1.1.2.4. Uloga molekula HLA

Molekule HLA glavni su dio antigen-predo¢nog sustava na povrSini stanica te predocuju
vlastite i strane peptidne ulomke pomagackim CD4+ i citotoksicnim CD8+ limfocitima T.

Glavna uloga molekula razreda I je predoCavanje preradenih unutarstani¢nih bjelancevina —
naprimjer virusnih peptida, peptidnih dijelova drugih unutarstani¢nih patogena, razgradnih
dijelova tumorskih proteina, bjelanevina oSteenih u staniénom stresu ili pogresno
sintetiziranih te starijih bjelan¢evina koji su na kraju svog stani¢nog ciklusa — citotoksi¢nim

CD8+ limfocitima T,
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Nakon §to se unutarstanicne bjelancevine u lizosomima razgrade i skrate na prikladnu
veli¢inu, peptidni ulomei ulaze u pukotinu molekule HLA razreda I te se kompleks molekule
HLA razreda I i peptida u egzocitotskom mjehuri¢u prenosi na povrSinu stanice. Dio oko
pukotine, odnosno dio podjedinice al i 02, zajedno sa stranim antigenom prepoznaje TCR
citotoksiénih CD8" limfocita T*>*8, Tre¢i dio lanca a sluzi kao vezno mjesto za molekulu
citotoksi¢énih CD8+ limfocita T (Slika 7.). 1z navedenoga je jasno da molekule HLA razreda |
predoCuju antigene citotoksicnim CDS8+ limfocitima T mehanizmom tzv. spregnutog
prepoznavanja gdje se TCR limfocita T moraju odredenim afinitetom vezati kako za peptid,

tako i za dijelove molekule HLA razreda 148,

APC L _—
HLArazied I
B2

2|02
( Bl la1 CD4
\ CDs8
-
2 e
1 F I_I ,,I,J LI

limfocit
il (.

¥t rr
66 5 5

TCR TCR

Slika 7. Shematski prikaz grade TCR pomagackih CD4+ i citotoksicnih CD8+ limfocita T. Kratice:
APC — antigen predoéne stanice; TCR — receptor limfocita T; CD8 — molekula CD8+ limfocita T;
CD4 — molekula pomagac¢kih CD4+ limfocita T. Preuzeto i prilagodeno prema®”.

Molekule HLA razreda II predoCuju preradene izvanstanicne molekule (antigene).
Izvanstani¢ni proteini prvo budu fagocitirani i preradeni u lizosomima stanice u manje
peptidne ulomke, a potom ith molekule HLA razreda II predoCuju pomagackim CD4+
limfocitima T. Na taj nacin pomagacki CD4+ limfociti T povezani s molekulama HLA
razreda II mogu prepoznati antigene na ogranicenom broju stanica i predocavati peptide koji
su nastali od izvanstani¢nih mikroorganizama. Vrlo je vazno da se peptidni ulomak ¢vrsto

veze u pukotinu molekule kako ne bi doSlo do odvajanja i razgradnje peptidnog ulomka.
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Pomagacki CD4+ limfociti T tada aktiviraju makrofage ili poti¢u limfocite B na stvaranje
antigen-specifi¢nih protutijela.

Molekule kodirane neklasi¢nim genima HLA razreda II (HLA-DM, -DN, DO) prisutne su
uglavnom u citoplazmi stanica i samo su posredno ukljuene u proces vezanja peptidnog

ulomka s drugim molekulama HLA razreda I1.

1.1.3. Sustav ABO

1.1.3.1. Nazivlje antigena sustava ABO

Prema ISBT i radnoj skupini za imunogenetiku i terminologiju sustava krvnih grupa (engl.
Red Cell Immunogenetics and Blood Group Terminology Working Party) do danas je
identificirano ukupno 45 sustava krvnih grupa u koje je svrstano 360 eritrocitnih antigena®.
Sustav ABO smatra se klini¢ki najznacajnijim sustavom krvnih grupa, a prvi ga je opisao jos
davne 1901. godine Karl Landsteiner™, lijecnik iz Austrije koji je za svoje otkri¢e dobio
Nobelovu nagradu 1930. godine.

Antigena specifi¢nost membrane eritrocita ovisi o prekursorima antigena A 1 B odnosno
antigenima H koji spadaju u sustav Hh®'. Antigen H je po gradi ugljikohidratni lanac, a
antigeni A i B u osoba krvne grupe A, B ili AB nastaju terminalnim dodavanjem jednostavnih
ugljikohidrata na antigen H. Kod osoba krvne grupe O antigen H ostaje nepromjenjen.

U iznimno rijetkim slu¢ajevima u 0sobe se moze javiti alelna varijanta (alel h) koja je izgubila
mogucénost kodiranja enzima za stvaranje antigena H. U tih osoba antigen H nije prisutan te se
takav fenotip naziva Bombay, prema gradu Bombayu u Indiji gdje je prvi puta otkriven, a
pojavljuje se u otprilike 1:10000 oscba u Indiji te u otprilike 1:1000000 osoba u Europi®®.
Osobe krvne grupe O imaju na membrani stanica samo antigene H, dok osobe krvne grupe A,
B ili AB imaju na membrani stanica manji broj antigena H te antigene A, B ili AB, kako
slijedi. U osoba fenotipa Bombay na membrani eritrocita ne nalazi se niti jedan od navedenih

antigena.

1.1.3.2. Nasljedivanje gena sustava ABO

Gen koji kodira antigen H nalazi se na kromosomu 19. Lokus H ima dva alela: H i h, od kojih

je alel H dominantan, s visokom udestalo$¢u u populaciji (vise od 99,99 %),
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Geni sustava ABO nalaze se na kromosomu 9 i imaju tri alela: A, B i O. Dijete nasljeduje dva
gena ABO, svaki od jednog roditelja. Aleli A i B su autosomno kodominantni, dok je alel O
recesivan. Proteinski proizvod ekspresije alela A je enzim A glikoziltransferaza (GTA) koji
katalizira prijenos N-acetilgalaktozamina na antigen H, pri ¢emu dolazi do stvaranja antigena
A na stanicama. Alel B se razlikuje u samo 4 aminokiseline od alela A te kodira enzim B
glikoziltransferazu (GTB) koji prenosi D-galaktozu na antigen H, pri cemu dolazi do stvaranja
antigena B. Alel O smatra se nefunkcionalnim, s obzirom na to da je genski proizved alela O
ezimski inaktivan protein te takve osobe nemaju prisutan antigen A/B na membrani stanica.
Nadalje, odredeni polimorfizmi gena ABO rezultiraju prisutnioséu oba enzima. U tih osoba

dolazi do stvaranja oba antigena odnosno do prisutnosti zajednickog epitopa AB.

1.1.3.3. Grada i razvoj antigena sustava ABO

Antigeni sustava ABO po gradi su ugljikohidratni lanci. Na antigen A je na kraju
ugljikohidratnog lanca vezan monosaharid N acetil-galaktozamin, a na antigen B D-galakioza.
Siroko su zastupljeni u prirodi, a u ljudskomu se organizmu nalaze na eritrocitima,
limfocitima, trombocitima, stanicama razli¢itih tkiva, stanicama koStane srzi i organima,
naprimjer na stanicama bubrega, jetre itd. Grada antigena sustava ABO prikazana je na Slici
8.

.'.: Antigen H . N-acetilgalaktozamin

) N-acelilglukozamin
..’:’ Antigen A () Galaktoza

® ruo
".t D Antigen B
mg“ Antigen AB

Slika 8. Shematski prikaz grade antigena sustava ABO
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Antigeni sustava ABO se stvaraju ve¢ od petog do Sestog tjedna in utero. Novorodence, za
razliku od odrasle osobe, posjeduje manji broj antigena ABO na stanicama. Kompletna
ekspresija antigena se javlja od druge do Cetvrte godine starosti.

Na trombocitima su antigeni sustava ABO vezani na glikoprotein GPIIb ili na trombocitne
adhezijske molekule (PECAM-1, CD31). U nekoliko se istrazivanja navodi da se ekspresija
antigena A i B na trombocitima razlikuje od osobe do osobe te da od 4-7 % osoba ima
pojacanu ekspresiju ABO antigena na trombocitima odnosno c¢ak do 20 puta vecu

koncentraciju antigena na trombocitima od prosjeka®®.

1.1.3.4. Uloga antigena ABO

Klini¢ka je znacajnost, 0dnosno imunogeni¢nost antigena ABO dobro poznata. Prirodna
protutijela anti-ABO koja su prisutna u osoba krvne grupe A, B i O mogu uzrokovati brojne
imunoloske reakcije, naprimjer akutnu hemoliticku transfuzijsku reakciju (engl. Acute
Haemolitic Transfusion Reaction, AHTR), hemoliticku bolest novorodenceta (engl.
Haemolytic Disease of a Newborn, HDN), reakciju odbacivanja presadka (engl. Antibody-
Mediated Rejection, ABMR) itd.®°

Ucestalost antigena ABO razlikuje se izmedu populacija te oni ¢ine evolucijsku prednost
pojedine populacije, naprimjer osiguravaju otpornost na neke zarazne bolesti.

Povezanost polimorfizma gena ABO i pojedinih bolesti poput karcinoma, kardiovaskularnih
bolesti, tromboembolijskih incidenata, hematoloskih poremecaja, metabolickih bolesti,
kognitivnih poremecaja, infekcija i sl., dokazana je u brojnim istrazivanjima®®- %,

S obzirom na to da sudjeluju u procesima stanicnog prepoznavanja te u adheziji stanica,
antigeni ABO imaju ulogu u karcinogenezi®®. Takoder je dokazano da pojedine karcinomske
stanice na svojoj povrSini izrazavaju antigene ABO. Vazno je naglasiti da, iako postoji
povezanost krvne grupe ABO s pojedinim karcinomima, to ne znaci da uzrokuju karcinome
ve¢ da samo povecéavaju rizik od istih. Tako je, naprimjer, dokazano da je pojava karcinoma
Zeluca &edéa U osoba krvne grupe 0%, dok se u osoba krvne grupe A uz karcinom Zeluca &esto
dijagnosticiraju i karcinomi jajnika, zlijezda slinovnica, grliéa maternice te debelog crijeva®’.
Dobro je poznata i uloga antigena ABO u pojavi hematoloskih bolesti. Primjerice, ucestalost
limfoma Hodgkin i non-Hodgkin vec¢a je u osoba krvne grupe B; akutna limfoblasti¢na
leukemija (engl. Acute Lymphoblastic Leukemia, ALL) ucestalija je u osoba krvne grupe O,

dok se akutna mijeloi¢na leukemija (engl. Acute Myeloid Leukemia, AML) c¢esce javlja u
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osoba krvne grupe A®L. Nadalje, bolesnici s leukemijom i aplasti¢nom anemijom imaju do 37
% manji izrazaj antigena A i B na eritrocitima u usporedbi sa zdravim osobama®,

Takoder je dokazano da osobe krvne grupe O u plazmi imaju oko 25 % nizu koncentraciju
¢imbenika zgrusavanja — faktora VIII i VWF. Ova Cinjenica objasnjava etiologiju arterijskih i
venskih tromboembolija koje se u osoba navedene krvne grupe javljaju rjede neg0 U 0soba
ostalih krvnih grupa ABO5%. Pojava demencije i kognitivnog o$teéenja povezuje se s visom
koncentracijom faktora V111 dokazanom u osoba krvne grupe AB®°.

Antigeni ABO na povrsini stanica sluze kao receptori za bakterije, viruse i parazite te stoga
polimorfizam gena ABO utjeCe na ucinkovitost vezanja pojedinin patogena na stanice
domac¢ina®®. U proslosti je, uslijed mnogobrojnih epidemija, dokazano da osobe krvne grupe
O ucestalije oboljevaju od kolere, kuge, tuberkuloze i zausnjaka, dok je u osoba krvne grupe
A ucestalija pojava ospica i infekcija bakterijom roda Pseudomonas aeruginosa®’. U osoba
krvne grupe B ucestalija je pojava gonoreje, tuberkuloze, infekcija bakterijama
Strepotococcus pneumoniae, E. coli | Saimonela enteritidis, dok je u osoba krvne grupe AB
des¢a pojava ospica te infekcija bakterijama E. coli i Salmonela enteritidis®’. Takoder je
vazno naglasiti da brojni patogeni imaju iste antigene ABO koje nalazimo u ljudi. Primjerice,
antigen A dokazan je u virusu ospica te se time objasnjava otpornost osoba krvne grupe B i O

(koje imaju prirodna protutijela anti-A) na virus ospica.
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1.2. FETOMATERNALNA ALOIMUNIZACIJA NA ANTIGENE HPA

1.2.1. Definicija i patofiziologija fetomaternalne aloimunizacije na antigene HPA

Antitrombocitna protutijela mogu se stvoriti u tijeku trudnoc¢e i poroda ukoliko postoji
nepodudarnost u antigenima HPA majke i fetusa. Poznato je da tijekom trudnoce, a posebno
tijekom poroda, dolazi do mijeSanja krvi izmedu majke i djeteta. Zbog mijeSanja krvi izmedu
majke i fetusa, odnosno pojave antigena HPA fetusa u cirkulaciji majke, nakon razgradnje u
lizosomima peptidni ulomci antigena HPA fetusa budu predoceni APC pomagackim CD4+
limfocitima T. Pojedini antigeni HPA fetusa vrlo se ¢vrsto vezu u pukotinu molekule HLA
koja je prisutna na APC-u majke. Na taj nacin APC ucinkovito predoCuju antigene HPA
fetusa limfocitima T majke, Sto dovodi do aktivacije limfocita B te proizvodnje protutijela.
Stvorena su protutijela imunoglobulini razreda IgG te mogu prijeci kroz posteljicu 1 vezati se
na trombocite fetusa. Zbog vezanih protutijela IgG moze do¢i do razgradnje fetalnih
trombocita u retikuloendotelnom sustavu slezene i jetre te fetalne trombocitopenije s brojem
trombocita manjim od 150x10%L.. Zbog visokog afiniteta vezanja antigena HPA fetusa u
pukotinu molekule HLA majke te ucinkovitog predoCavanja antigena HPA imunosnom
sustavu majke, dolazi do stvaranja velike koli¢ine (titra) protutijela anti-HPA®® te do znacajne
trombocitopenije fetusa/novorodendeta’®. Primjer takvog visokog afiniteta vezanja su antigeni
HPA-1a fetusa i molekule HLA kodirane alelom HLA-DRB3*01:01% pri ¢emu dolazi do
stvaranja protutijela na antigen HPA-1a u vrlo visokom titru t¢ do zna¢ajne trombocitopenije
djeteta.

Majéina protutijela mogu od 14. gestacijskog tjedna prijec¢i U posteljicu, a titar protutijela raste
kako trudnoca napreduje te je najviSi u zadnjem ftrimestru trudnoée. Antigeni HPA na
trombocitima fetusa potpuno su razvijeni veé u 16. gestacijskom tjednu’®, stoga je rizik od

razvoja imunoloske razgradnje trombocita prisutan ve¢ od drugog trimestra trudnoce.

1.2.2. Fetalna/neonatalna aloimuna trombocitopenija (FNAIT)

Pad broja trombocita fetusa/novorodendeta (trc < 150x10%L) koji nastaje uslijed imunosne
razgradnje fetalnih trombocita naziva se fetalna/neonatalna aloimuna trombocitopenija

(FNAIT). U zdrave, donesene novorodencadi FNAIT je naje$¢i uzrok izolirane

trombocitopenije.
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Klini¢ki sindrom je sli¢an hemoliti¢koj bolesti novorodenceta, iako se FNAIT, za razliku od
HDN-a, mozZe javiti ve¢ u prvoj trudno¢i.

lako je ucestalost FNAIT-a niska te se procjenjuje na 1:1000-2000 trudnoca’,
trombocitopenija je potencijalno vrlo opasno stanje zbog mogucih spontanih krvarenja koja se
mogu javiti kao posljedica snizenog broja trombocita.

Trombocitopenije novorodencadi ve¢inom prolaze asimptomatski, ali se u oko 20 % slucajeva
mogu javiti petehije, ehimoze ili purpure. Krvarenja u kozu se u najvecem broju slucajeva
javljaju kada je broj trombocita manji od 30x10%L™. U tezim slucajevima mogu se javiti
ozbiljna krvarenja poput gastrointestinalnog krvarenja ili hematurije, a u najozbiljnijim
slu¢ajevima i intrakranijska krvarenja (engl. Intracranial Heamorrhage, ICH) (Slika 9.)"*7°.
Cesto se javljaju veé¢ antenatalno te mogu uzrokovati trajne neuroloske posljedice
novorodenceta’’®. Ukoliko se ne provede antenatalna terapija, mortalitet novorodenc¢adi

procjenjuje se na oko 1 %"3.

Slika 9. Magnetska rezonanca mozga, preuzeto i prilagodeno prema ‘.
a) ICH u velikom mozgu i cerebelumu djeteta s FNAIT-om (strelice)
b) Dugoro¢ne posljedice ICH-a: redukcija bijele tvari, ventrikulomegalija, leukomalacija i atrofija

mozga
Moguce je da se FNAIT pojavi ve¢ u prvoj trudno€i, a svaka sljede¢a trudnoc¢a u kojoj postoji

nepodudarnost u specificnom antigenu HPA izmedu majke i djeteta u pravilu je s izraZzenijom

trombocitopenijom i ozbiljnijom klinickom slikom’’.
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1.2.3. Ucestalost i specifi¢nost protutijela na antigene HPA

Tako se ve¢ od 1953. godine mogu naéi radovi o niskom broju trombocita u novorodencadi’®,
tek je desetak godina kasnije utvrdeno da su majéina protutijela anti-HPA jedan od moguéih
uzroka novorodenacke trombocitopenije®. Dosadasnja istrazivanja pokazuju da je vise od 95
% seroloski potvrdenih trombocitopenija novorodencadi uzrokovano fetomaternalnom
aloimunizacijom na jedan od pet antigenskih sustava: HPA-1, -2, -3, -5 i -15/%747° U dosad
najve¢em objavljenom istrazivanju (N=1162) nadena je ucestalost protutijela na antigen HPA-
la od 79 %2 Ugestalost protutijela anti-HPA-5b, -1b i -15b procjenjuje se na 2 do 36 % >4,
dok se protutijela anti-HPA-3a i -9b javljaju u priblizno 2 do 3 % sluajeva’®’*. Prisutnost
protutijela anti-HPA-2a, -2b, -3b, -4a, -4b, -5a, -6b, -7b i -8b procjenjuje se na oko 1 %> ™,
Dosadas$nja istrazivanja su pokazala da se osobe s mutacijom gena CD36 i nedostatkom
kompleksa GPIV mogu imunizirati na taj kompleks te su opisani FNAIT-i uzrokovani
protutijelima na kompleks GPIV (CD36)%°. Mutacije gena CD36 &es¢e su u populacijama
Azije (3-11 %) i Afrike (7-8 %) nego u populacijama Europe (< 0,3 %)®. Protutijela
usmjerena na kompleks GPIV zbog vezanja na fetalne eritroblaste, koji na membrani sli¢no
kao 1 fetalni trombociti sadrZze antigene CD36, mogu uz FNAIT uzrokovati tesku anoksi¢nu
anemiju te fetalni hidrops®2.

Za razliku od protutijela na kompleks GPIV, slu¢ajevi FNAIT-a uzrokovani protutijelima na
kompleks GP1V do danas nisu opisani u literaturi.

S obzirom na to da su u dosada$njim istrazivanjima u populacijama sjeverne Europe i Bliskog
Istoka protutijela na antigen HPA-1a najces¢a i klinicki najznacajnija, vecina antenatalnih
istrazivanja bila je usmjerena na pretrazivanje antitrombocitnih protutijela u trudnica koje su
homozigoti HPA-1bb%. Broj istrazivanja koja se bave antenatalnom analizom udestalosti
ostalih protutijela (anti-HPA-1 do HPA-5) vrlo je oskudan.

Rezultati retrospektivnog istrazivanja iz Njemacke pokazali su da je ucestalost fetomaternalne
aloimunizacije na antigene HPA 4,2 %, a najc¢esce uoceno protutijelo bilo je na antigen HPA-
5b, a potom protutijelo na antigen HPA-1a®*. Istrazivanje iz 2007. godine provedeno u Brazilu
objavilo je podatak o ucestalosti nepodudarnosti u parovima majka/novorodence u antigenima
HPA-1 do HPA-5 od priblizno 50 %, dok je uocena ucestalost protutijela anti-HPA majki bila
samo 0,05 %!. Sva otkrivena protutijela bila su na antigen HPA-5b, kao i u istrazivanju iz

2017. godine grupe autora iz Svicarske koji su dokazali udestalost nepodudarnosti parova
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majka/novorodence od 45 %, dok je uocCena ucestalost fetomaternalne aloimunizacije na
antigene HPA bila 2 %2,

Protutijela anti-HLA razreda | mogu se dokazati u serumima trudnica i rodilja u 33-54 %
slu¢ajeva®8®. Mason i sur. su u Francuskoj objavili istrazivanje o udestalosti protutijela anti-
HLA u osoba koje su primile transfuziju krvi®. Za razliku od vrlo niske ucestalosti
aloimunizacije u muskaraca (1,3 %) i Zena koje nisu rodile (0 %), dokazana je visoka
ucestalost protutijela anti-HLA u Zena koje su rodile jedno ili vise djece (31 %)%°.

U istrazivanju Clippel 1 sur. provedenom u Belgiji uocena je ucestalost protutijela anti-HLA
od 31 % u zena koje su rodile®®. Ugestalost fetomaternalne aloimunizacije bila je nesto visa u
zena koje su rodile viSe djece (33 %) te znacCajno vi$a u Zena koje su imale djecu s vise
partnera (40 %). Objavljeni podatci ukazali su na statisticki znaCajnu povezanost
fetomaternalne aloimunizacije na antigene HLA i broja trudnoca.

Protutijela anti-HLA razreda | mogu uzrokovati FNAIT istim imunosnim mehanizmom kao i
protutijela anti-HPA, iako se to dogada iznimno rijetko. Taaning i sur. i Panzer i sur. su
pregledom i analizom dostupne literature pokazali da su dokazi o FNAIT-u uzrokovanom
protutijelima anti-HLA razreda I vrlo slabi, odnosno da u velikoj ve¢ini objavljenih slucajeva
nisu zadovoljeni uvjeti za dijagnozu FNAIT-a8"8,

Za razliku od protutijela anti-HPA i anti-HLA koja se stvaraju samo nakon transfuzije krvi,
transplantacije hematopoetskih mati¢nih stanica ili solidnih organa, ili tijekom trudnoce,
protutijela anti-A i anti-B su prirodna protutijela koja se javljaju u svih osoba ve¢ od 4.
mjeseca zivota kada imunosni sustav dode u kontakt s tudim antigenima prisutnima u hrani i
na mikroorganizmima. Naime, ugljikohidratna struktura antigena koji se nalaze u prirodi vrlo
je sli¢na strukturi antigena sustava ABO. Imunosni sustav osobe stvara protutijela na one
antigene koje ne posjeduje pa tako osobe krvne grupe A u serumu imaju protutijela anti-B,
osobe krvne grupe B protutijela anti-A, dok osobe krvne grupe O imaju protutijela anti-A i
anti-B. Jedino u osoba krvne grupe AB protutijela nisu prisutna. Protutijela anti-A i anti-B,
sliéno kao i protutijela anti-HLA razreda |, rijetko su uzrok FNAIT-a. To se dogada najéesce
u slu¢ajevima kada novorodence ima poja¢anu ekspresiju antigena A/B na trombocitima®®,

U istraZivanju Tiller 1 sur. navodi se da, u slucaju kada se pretraZivanje na antitrombocitna
protutijela provodi samo kod ve¢ prisutnih klini¢kih znakova FNAIT-a, 86 % slucajeva
FNAIT-a ostaje nedijagnosticiran®.

U Hrvatskoj, kao i u vecini drugih zemalja, pretrazivanje protutijela anti-HPA nije dio
standardne zdravstvene zastite trudnica. Trudnoc¢e se smatraju rizicnim samo ukoliko postoji

anamnesticki podatak o FNAIT-u u prethodnog djeteta. Stoga podatci o ucestalosti
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fetomaternalne aloimunizacije na antigene sustava HPA, ucestalosti nepodudarnosti u
antigenima sustava HPA te povezanosti fetomaternalne aloimunizacije s genima HLA-

DRB1/3/4/5 i nepodudarnosti u antigenima sustava ABO nisu  poznati.
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2. CILJEVIIHIPOTEZA ISTRAZIVANJA

Ciljevi istraZivanja bili su sljedeci:

1. Svim majkama odrediti alele i genotipove HPA-1, -2, -3, -4, -5, -6, -7, -8, -9, -11 i -15,
kao i cjelokupni genotip HPA.

2. Svoj novorodencadi odrediti alele gena HPA-1, -2, -3, -4, -5, -6, -7, -8, -9, -11 1 -15.

3. Analizirati broj i specificnost nepodudarnosti u antigenima sustava HPA i ABO u
parovima majka/novorodence.

4. Svim majkama odrediti prisutnost protutijela anti-HPA i odrediti njihovu specifi¢nost.
5. Majkama s dokazanom nepodudarnoséu u antigenima HPA s novorodencetom i
majkama s dokazanim protutijelima anti-HPA odrediti gene HLA-DRB1/3/4/5.

6. U skupini majki ¢ija su djeca razvila trombocitopeniju i ve¢ su dijagnosti¢ki obradena
u Klinickom bolnickom centru Zagreb u razdoblju od 2013. do 2022. godine analizirati
podatke dijagnosticke obrade. Podatci ¢e ukljucivati specifi¢nost protutijela anti-HPA, gene
HPA majke i novorodenceta te gene HLA-DRB1/3/4/5 majke.

7. Analizirati povezanost nepodudarnosti u antigenima sustava ABO i alomunizacije na
antigene HPA.

Hipoteza istrazivanja bila je:

Fetomaternalna aloimunizacija na antigene HPA-1, -2, -3, -4 1 -5 u majki koje su rodile dijete
nepodudarno u antigenima HPA povezana je s genima HLA-DRB1/3/4/5 i s nepodudarnoséu u
antigenima sustava ABO. Takoder, polimorfizam gena HLA-DRB1/3/4/5 povezan je s

fetomaternalnom aloimunizacijom na  pojedini specificni  antigen ~ HPA.
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Ispitanici, materijali i metode

3. ISPITANICI, MATERIJALI | METODE

Istrazivanje je provedeno u Klinickom zavodu za transfuzijsku medicinu i transplantacijsku
biologiju Klini¢kog bolnickog centra (KBC) Zagreb. Istrazivanje je odobreno od strane
Etickog povjerenstva KBC-a Zagreb (klasa 8.1-18/98-2, broj 02/21 AG), u Zagrebu, 24,
travnja 2018. godine.

3.1. Ispitanici i prikupljanje uzoraka

U istrazivanje su ukljuéene dvije skupine Zena. Skupina jedan bila je ukljucena u populacijski
dio istrazivanja o raznovrsnosti gena HPA u Hrvatskoj. Tim dijelom istrazivanja bile su
obuhvacene ispitanice koje su odlucile pohraniti krv iz pupkovine u Banku krvi iz pupkovine
u Klini¢kom zavodu za transfuzijsku medicinu i transplantacijsku biologiju KBC-a Zagreb, u
dobi od 18 do 50 godina. Sve ispitanice potpisale su informirani pristanak za sudjelovanje u
istrazivanju. Rodile su spontano ili carskim rezom novorodence gestacijske dobi > 37 tjedana.
Za istrazivanje gena HPA, ispitivanje protutijela anti-HPA te za odredivanje antigena sustava
ABO koristili su se uzorci majki uzeti neposredno nakon poroda, a za istrazivanje gena HPA 1
odredivanje antigena sustava ABO u novorodencadi uzorci krvi iz pupkovine uzeti u postupku
prikupljanja. Za uocavanje razlika u proporcijama, minimalna veli¢ina uzorka uz snagu 0,80
je ukupno 384 ispitanika — 192 majke i 192 novorodenceta (G*Power verzija 3.0.10). Za
izracun se Koristila iz literature poznata ucestalost protutijela anti-HPA u Zena koje su rodile
od 4,2 %8,

Ispitivana skupina dva obuhvacala je majke novorodencadi (N=22) u kojih je u razdoblju od
2013. do 2023. godine u KBC Zagreb seroloski dokazan FNAIT. Zamrznuta DNA majki 1
novorodencadi koja se koristila u dijagnosti¢koj obradi FNAIT-a ¢uva se trajno i do testiranja

je bila pohranjena na -80 °C .

3.2.  Metode

3.2.1. Izolacija DNA majke i novorodenceta

1z uzoraka pune krvi majke (200 pL) i uzoraka krvi iz pupkovine (200 pL) uzetih u epruvete s

etilendiamintetraoctenom kiselinom (engl. Ethylenediaminetetraacetic Acid, EDTA) izolirana
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je DNA komercijalnim setom za izolaciju (Ready DNA Spin Kit, Inno-train, Kronberg im
Taunus, Njemacka).

Metoda izolacije DNA temeljila se na svojstvu DNA da se adsorbira na silikathu membranu
(Slika 10.). Stanice su lizirane inkubacijom uzorka pune krvi s puferom za razgradnju stanica
i proteazom. U sljede¢em je koraku lizatu koji sadrzi DNA dodan etanol te je uzorak prebacen
na kolonu za centrifugiranje (spin kolona). Potom je DNA adsorbirana na povrsinu silicijske
membrane, dok su ostali dijelovi liziranih stanica prosli kroz filter bez adsorpcije. Vezanje
DNA bilo je reverzibilno 1 specificno za nukleinske kiseline. Naredna dva ispiranja DNA s
puferima za ispiranje uklonila su proteine, a u posljednjem koraku se ¢ista DNA eluirala u
TRIS puferu (Slika 10.) te je ¢uvana na -20 °C.

200 pL krvi =y e~ _ Vezanje
> > I _—_—m
20 uL Liziranje Vorteks DNA o
proteaze B 58 °C mikrokolonu
200 pL \ "/ " A 10 . dodatkom
ufera R, 200 uL
P proteazom H
etanola
Uklanjanje - — -
one¢iséenja Elucija DNA [=
pomocu dva pufera w 200 pL ~ - ‘
7a ispiranje: 2x centrifugiranje TRIS pufera  Inkubacija 2 min \ |
» wra 3¢ 1 min, 10 000 x ST centrifugiranje \
288 }lli puifella } ¢ 2 min, 10 0%)0 Xg ' \ Eluat
R : (izolirana
DNA)

Slika 10. Shematski prikaz postupka izolacije DNA uporabom kolumni sa silikathom membranom
3.2.2. Odredivanje gena HPA-1, -2, -3, -4, -5, -6, -7, -8, -9, -11i -15
U parovima majka/novorodence odredeni su geni odnosno aleli HPA-1a/b, -2a/b, -3a/b, -4a/b,

-ba/b, -6a/b, -7 a/b, -8 a/b, -9 a/b, -11 a/b i -15 a/b prema protokolu proizvodaca testova 1D
HPAXT (Grifols, Barcelona, Spanjolska).
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3.2.2.1. UmnaZanje DNA metodom lanc¢ane reakcije polimerazom

Nakon izolacije, DNA se umnozila metodom lancane reakcije polimerazom (engl.
Polymerase Chain Reaction, PCR) koriste¢i oligonukleotidne probe i polimerazu DNA
(HotStarTaq DNA Polimerase, Quiagen, Hilden, Njemacka).

Ukupni volumen jedne reakcije PCR iznosio je 25 ul (19,5 pl ID HPA XT PC Master Mix,
0,5 ul polimeraze HotStarTaq i 5 pl uzorka DNA). Uvjeti reakcije PCR prikazani su u Tablici
2.

Tablica 2. Uvjeti umnazanja gena HPA prema protokolu proizvodaca testova ID HPAXT

Temperatura (°C) Vrijeme inkubacije Broj ciklusa
95 15 min 1
95 30 sek 40
60 30 sek 40
72 80 sek 40
72 7 min 1
4 oo 1

3.2.2.2. Hibridizacija umnoZenih molekula DNA s oligonukleotidnim sondama

specificnim za alele HPA

Nakon denaturacije umnozenih molekula DNA na 95 °C slijedila je hibridizacija sa
specifiénim oligonukleotidnim sondama oznacenima biotinom. Oligonukleotidne sonde bile
su vezane na povrSinu polistirenskih mikrosfera (eng. Multi-analyte profiling beads, Xmap),
dok su se u unutrasnjosti mikrosfera nalazile dvije fluorescentne boje — crveni i infracrveni
fluorokromomi koji su se medusobno razlikovali po intenzitetu fluorescencije. Omijer

navedenih boja bio je razli¢it za svaku pojedinu mikrosferu (Slika 11.).
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Svaka mikrosfera
ispunjena je

razli¢itim jedinstvenim
omjerom crvene i
infracrvene boje

Slika 11. Shematski prikaz polistirenskih mikrosfera (eng. Multi-Analyte Profiling Beads, xMAP)

Ukupni volumen jedne hibridizacijske reakcije iznosio je 50 pl (4 pl produkta PCR-a 1 46 pl

otopine mikrosfera). Uvijeti hibridizacije prikazani su u Tablici 3.

Tablica 3. Uvijeti hibridizacije gena HPA prema protokolu proizvodaca testova ID HPAXT

Temperatura (°C) Vrijeme inkubacije
95 2 min
52 30 min
52 )

Odmah po zavrsetku hibridizacije reakciji je dodano 80 ul pripremljene otopine fluorescentne
boje za obiljezavanje, odnosno 76 ul pufera za razrjedivanje 1 4 pl konjugata streptavidina 1
fikoeritrina (engl. Streptavidin, Phycoerythrin Conjugate, SA-PE) po uzorku. Streptavidin se
vezao na biotinizirane dijelove DNA koji su nakon hibridizacije bili specificno vezani s
oligonukleotidnim sondama na odredenim mikrosferama.

Fluorescencija na uredaju Luminex ocitana je S pomocu dva lasera te se temeljila na
principima protoc¢ne citometrije. Crveni laser ekscitirao je mjesavinu boja u mikrosferama, a

zeleni laser ekscitirao je fluorofore (PE) vezane za povrSinu mikrosfera (Slika 12.).
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a)
pojedinacno
—— prolaze kroz
crveni i
zeleni laser

?rz’eni laser 0 . N’W

zeleni laser

Slika 12: a) Shematski prikaz o¢itavanja mikrosfera s pomocu dva lasera na uredaju Luminex
b) Shematski prikaz crvenog i zelenog lasera te emisije fluorescencije mikrosfera odnosno

fluorofora na povrsini mikrosfera.

Rezultati su tumaceni S pomocu racunalnog programa ID HPA XT (Grifols, Barcelona,
Spanjolska). Program je oéitavao koje su se mikrosfere vezale na umnozenu DNA, odnosno

odredivao alel HPA.

3.2.3. Odredivanje gena HLA-DRB1/3/4/5

U majki s dokazanom nepodudarnosti u antigenima HPA te u majki s dokazanim protutijelima
anti-HPA, geni HLA-DRB1/3/4/5 odredivani su metodom PCR-SSO (engl. Sequence Specific
Oligos) prema protokolu proizvodaca testova LIFECODES® HLA-SSO Typing (Immucor,
Stamford, SAD).

3.2.3.1. UmnaZanje gena HLA metodom lan¢ane reakcije polimerazom
Metoda PCR-SSO temeljila se na umnazanju egzona 2 za odredivanje alela HLA razreda II.
Preporucena koncentracija DNA za navedeni test bila je 50-100 ng/ul. Ukupni volumen jedne

reakcije PCR iznosio je 20,2 pl (6 pl Lifecodes Master Mix, 9 pl Nuclease-free H20, 0,2 ul
polimeraze Taq i 5 ul uzorka DNA), a uvjeti reakcije PCR prikazani su u Tablici 4.
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Tablica 4. Uvjeti umnazanja gena HLA metodom PCR-SSO

Temperatura (°C) | Vrijeme inkubacije | Broj ciklusa
95 3 min 1
95 15 sek 12
95 10 sek 28
72 2 min
4 oo 1

3.2.3.2. Hibridizacija umnoZenih molekula DNA s oligekleotidnim sondama sa

sekvencama specificnima za alele HLA

Nakon denaturacije umnozenih molekula DNA, nastali jednolancani produkti oznaceni
biotinom bili su hibridizirani sa specifiénim oligonukleotidima sa sekvencama specifi¢énima
za alele HLA. Oligonukleotidne sonde bile su vezane na povr§inu mikrosfera ispunjenih
crvenim i infracrvenim fluorokromom te su se medusobno razlikovale po intenzitetu
fluorescencije.

Ukupni volumen jedne hibridizacijske reakcije iznosio je 20 ul (5 pl produkta PCR-a 1 15 pl

otopine mikrosfera), a sama hibridizacija trajala je 20 minuta (Tablica 5.).

Tablica 5. Uvjeti hibridizacije gena HLA metodom PCR-SSO

Temperatura (°C) Vrijeme inkubacije
97 2 min
47 10 min
56 8 min
56 oo

Odmah po zavrSetku, hibridizacijskoj je reakciji dodano 170 pl pripremljene otopine
fluorescentne boje za obiljezavanje, odnosno 170 pl pufera za razrjedivanje i 0,85 pl
konjugata streptavidina i fikoeritrina (engl. Streptavidin, Phycoerythrin Conjugate, SA-PE)
po uzorku. Streptavidin se vezao na biotinizirane dijelove DNA koji su nakon hibridizacije
bili specifi€no vezani s probama na odredenim mikrosferama.

Uredaj Luminex ocitavao je fluorescenciju pomocu dva lasera, odnosno razlikovao

kombinaciju proba s pozitivnim signalom na temelju njihove vezanosti s mikrosferama te
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izraCunavao relativnu koli¢inu amplikona koji je hibridiziran sa svakom pojedinom
mikrosferom. Testovi su izvodeni u plodicama s 96 bazenci¢a®.
Rezultati su ocitani na fluoroanalizatoru Luminex 200 te tumaceni pomocu racunalnog

programa MATCH IT!® DNA (Immucor, Stamford, SAD).

3.2.4. Pretrazivanje protutijela anti-HPA u serumu majke

Serum majki ispitao se na prisutnost protutijela anti-HPA-1, -2, -3, -4, -5, -GPIV te na
protutijela anti-HLA razreda | metodom na mikrosferama prema uputi proizvodaca testova
LIFECODES Pak Lx Assay (Immucor, Waukesha, SAD)",

Postupak se temeljio na inkubaciji seruma ispitanika s Pak Lx mikrosferama s crvenim i
infracrvenim fluorokromom na koje su bili vezani specifi¢ni antigeni HPA. Ukoliko su u
serumu bila prisutna protutijela, doslo bi do vezanja protutijela na mikrosferu koja je nosila
specifiéni antigen HPA®%S,

Nakon otapanja liofiliziranih mikrosfera u diluentu, u jazicu je dodano 40 pl mikrosfera i 10
ul seruma ispitanika te se uzorak inkubirao 60 min na sobnoj temperaturi u mraku, na vortex
mijesalici. Nakon inkubacije Su se uzorci Cetiri puta ispirali s 250 pl pufera za pranje kako bi
se uklonio viSak nevezanih protutijela. Nakon ispiranja dodano je 50 pl razrijedenog anti-
humanog IgG protutijela koji je bio obiljezen s fluorokromom fikoeritrinom (engl.
Phycoerythrin, PE).

Nakon druge inkubacije pri istoj temperaturi, u mraku, u trajanju od 30 minuta, u uzorak je
dodano 150 pl razrijedenog pufera za pranje. Rezultati su odmah ocitani na fluoroanalizatoru
Luminex 200 (Immucor, Waukesha, SAD) i tumaceni pomocu rafunalnog programa
LIFECODES MATCHIT (Immucor, Waukesha, SAD).

3.2.5. Odredivanje antigena sustava ABO majke i novorodenceta

Antigeni sustava ABO majke 1 novorodenceta odredeni su metodom u mikrokartici (Ortho
Clinical Diagnostics, New Jersey, SAD). Za testiranje su koristeni uzorci pune krvi majke i
uzorci Krvi iz pupkovine uzeti u epruvete s EDTA.

Za odredivanje krvne grupe ABO majke bilo je potrebno, uz odredivanje antigena A i B na
eritrocitima (hemotest), odrediti i protutijela anti-A i anti-B u plazmi ili serumu (eritrotest)®.
Eritrotest nije bio obavezan kod odredivanja antigena sustava ABO novorodenceta s obzirom

na to da se protutijela anti-A i anti-B razvijaju tek nakon 4. mjeseca starosti®.

30



Ispitanici, materijali i metode

Princip metode bila je aglutinacija eritrocita u mikrostupcu (Slika 13.). U odredivanju
antigena ABO na eritrocitima (hemotest) koriSteni su mikrostupci s monoklonalnim
protutijelima na antigene A i B u koje je dodano po 10 uL 3-5 %-tne suspenzije eritrocita
ispitanika®. Monoklonalna protutijela vezala su se na prisutne antigene A i B na eritrocitima
ispitanika te stvarala aglutinate. Aglutinati su uz centrifugiranje, ovisno o svojoj veli¢ini,
razli¢ito duboko putovali prema dnu mikrostupca, $to je bilo vidljivo golim okom. Ukoliko na
eritrocitima nisu bili prisutni antigeni, nije doslo do vezanja monoklonalnih protutijela na
eritrocite ispitanika niti do stvaranja aglutinata, pa su se slobodni eritrociti spustali 1 vidjeli na
dnu mikrostupca.

U odredivanju protutijela anti-A i anti-B u serumu ispitanika (eritrotest) koriSteni su
mikrostupci u koje je dodana 50 pL 0,8 %-tne suspenzija test eritrocita A1 i B i 40 uL
plazme/seruma ispitanika. Ukoliko su u plazmi/serumu ispitanika bila prisutna protutijela
anti-A i anti-B, ona su se vezala za antigene A i B na test eritrocitima te je doSlo do
aglutinacije u mirkostupcu. Ukoliko protutijela nisu bila prisutna, slobodni test eritrociti su

pali na dno mikrostupca®.

Gel

J

Nema aglutinacije Aglutinacija

Slika 13. Shematski prikaz metode aglutinacije u mikrostupcu. Preuzeto i prilagodeno iz %.

3.3.  Statisticka obrada podataka

Za statistiCku analizu koristio se statisticki paket MedCalc® Statistical Software version
20.111 (MedCalc Software Ltd, Ostend, Belgija; https://www.medcalc.org; 2022) i SPSS
Statistics 23 (IBM Corp.Released 2015. IBM SPSS Statistics for Windows, Version 23.0.
Armonk, NY: IBM Corp.), a dobiveni rezultati prikazani su tabli¢no i graficki (histogrami).
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Za testiranje Hardy-Weinberg ekvilibrija genotipskih frekvencija (2 test df=1) koristio se
Hardy-Weinberg equilibrium kalkulator (https://wpcalc.com/en/equilibrium-hardy-
weinberg/). Analiza genotipova i haplotipska analiza (uz korekciju P vrijednosti Benjamini-
Hochberg metodom) ucinjene su online programom SNPstats i SHEsisPlus. Razlike
kategorijskih varijabli testirane su Hi-kvadrat testom, a po potrebi Fisherovim egzaktnim

testom. Razina znacajnosti postavljena je na P=0,05.
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Rezultati

4. REZULTATI

U populacijskom dijelu istrazivanja 0 raznovrsnosti gena HPA, nepodudarnosti u antigenima
HPA i ABO te o ucestalosti fetomaternalne aloimunizacije na antigene HPA sudjelovalo je
270 parova majka/novorodence, dok su 22 para majka/novorodence bila ukljucena u dio

istrazivanja o ucestalosti protutijela anti-HPA i anti-HLA u majki ¢ija su djeca imala FNAIT.
4.1.  Ucestalost alela, genotipova i fenotipova HPA u skupini nesrodnih ispitanica

Od ukupno 270 ispitanica, 32 su bile iskljucene iz prikaza ucestalosti alela 1 genotipova HPA
s obzirom na to da u navedenih ispitanica niti jedan od roditelja nije bio podrijetlom iz
Hrvatske.

4.1.1. Ucestalost alela i genotipova HPA u skupini nesrodnih ispitanica

U skupini nesrodnih ispitanica (N=238) ispitivana je ucestalost alela HPA-1a/b, -2a/b, -3a/b, -
4a/b, -5a/b, -6a/b, -7a/b, -8a/b, -9a/b, -11a/b i -15a/b (Tablica 6.).
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Tablica 6. Ucestalosti alela i genotipova HPA u skupini ispitanica (N=238)

Rezultati

Geni Aleli / n (%) HWE Geni Aleli / n (%) HWE
HPA genotipovi HPA genotipovi
a 389 (81,7) a 475 (99,8)
b 87 (18,3) | 0,13 b 1(0,2) | >0,99
aa 155 (65,1) aa 237 (99,8)
HPA-1 ab 79 (33,2) HPA-7 ab 1(0,2)
bb 4(1,7) bb 0(0,0)
a 424 (89,1) a 475 (99,8)
b 52 (10,9) | 0,33 b 102 |>09
aa 187 (78,6) aa 237 (99,8)
HPA-2 ab 50 (21,0) HPA-6 ab 1(0.2)
bb 1(0,4) bb 0(0,0)
a 273 (57,4) a 473 (99,4)
b 203 (42,6) | 0,19 b 3(0,6) | >0,99
aa 73 (30,7) aa 235 (98,7)
HPA-3 ab 127 (53,4) HPA-9 ab 3(1,3)
bb 38 (15,9) bb 0(0,0)
a 476 (100) a 475 (99,8)
b 0(0,0) / b 1(0,2) | >0,99
aa 238.(100) aa 237 (99,6)
HPA-4 ab 0(0,0) HPA-11 ab 1(0,2)
bb 0(0,0) b 0(0,0)
a 410 (86,1) a 243 (51,1)
b 66 (13,9) | 0,01 b 233 (48,9) | 0,03
aa 172 (72,3) aa 53 (22,3)
HPA-5 ab 66 (27,7) HPA-15 ab 137 (57,5)
hb 0(0,0) bb 48 (20,2)
a 476 (100)
b 0(0,0) /
aa 238 (100)
HPA-6 ab 0 (0,0)
bb 0(0,0)

Kratice: n — broj uocenih alela/genotipova HPA, % — ucestalost alela/genotipova HPA,

HWE — Hardy-Weinberg ekvilibrium, / — vrijednost za navedene genotipske frekvencije nije ratunata

Podjednaka raspodijela alela a i b dokazana je za gene HPA-3 i -15. Ucestalost alela a > 80 %

uoCena je za gene HPA-1, -2 i -5, a ucestalost > 90 % za gene HPA-4, -6, -7, -8, -9 i -11.

Medu svim ispitivanim genima HPA alel a bio je ucestaliji od alela b. U istrazivanju niti
jednom nije uocéen alel HPA-4b, -6b niti -11b; aleli HPA-7b i -8b uoceni su jednom (0,2 %), a
aleli HPA-9b tri puta (0,6 %).
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Raspodjela genotipova za gene HPA ne pokazuje znacajno odstupanje Hardy-Weinberg
ekvilibriuma (eng. Hardy- Weinberg Equilibrium, HWE), izuzev odstupanja za gene HPA-5 i
-15 (Tablica 6.).

Uz izuzetak homozigota HPA-3aa (30,7 %) i -15aa (22,3 %), ucestalosti homozigota HPA-
laa, -2aa, -4aa, -5aa, -6aa, -7aa, -8aa, -9aa i -11aa bile su vece od ucestalosti heterozigota

ab i homozigota bb.

4.1.2. Ucestalost fenotipova HPA u skupini nesrodnih ispitanica
Ispitivan je fenotip HPA koji obuhvaca 22 alela HPA: HPA-1a/b, -2a/b, -3a/b, -4a/b, -5a/b, -

6a/b, -7a/b,-8a/b, -9a/b, -11a/b i -15a/b. U skupini nesrodnih ispitanica uoc¢eno je ukupno 66
razli¢itih fenotipova HPA. U Tablici 7. prikazani su fenotipovi HPA s ucestaloséu > 1 %.
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Tablica 7. Prikaz fenotipova HPA s ucestalos¢u > 1 % u skupini ispitanica (N=238)

Fenotipovi n (%)
HPA-laa2aa3ab4aabaabaa7aa8aa%aallaalbab | 26 (10,9)
HPA-laa2aa3aadaabaabaa7aa8aa9aallaalb5ab 16 (6,7)
HPA-laa2aa3bb4aa5aa6aa7aa8aa9aallaal5ab 14 (5,9)
HPA-lab2aa3ab4aa5aa6aa7aa8aa9aallaal5ab 14 (5,9)
HPA-laa2aa3ab4aa5aa6aa7aa8aa9aallaal5hbb 13 (5,5)
HPA-laa2aa3ab4aabaa6aa7aa8aa9aallaalbaa 11 (4,6)
HPA-laa2ab3ab4aa5aa6aa7aa8aa9aallaal5ab 9 (3,8)
HPA-laa2aa3aadaabab6aa7aa8aa9aallaalbab 8 (3,4)
HPA-laa2aa3ab4aa5ab6aa7aa8aa9aallaal5ab 7 (2,9)
HPA-lab2aa3ab4aa5ab6aa7aa8aa9aallaal5ab 7(2,9)
HPA-laa2aa3ab4aa5ab6aa7aa8aaf9aallaalshh 6 (2,5)
HPA-lab2aa3bb4aa5aa6aa7aa8aa9aallaal5ab 6 (2,5)
HPA-laa2aa3aadaabaabaa7aa8aa%aallaalbaa 5(2,1)
HPA-lab2aa3aadaabaabaa7aa8aa%aallaalSaa 5(2,1)
HPA-lab2ab3ab4aa5aa6aa7aa8aa9aallaalbab 5(2,1)
HPA-laa2aa3ab4aabab6aa7aa8aa9aallaalbaa 4 (1,7)
HPA-lab2aa3ab4aa5aataa7aa8aa9aallaalbaa 4 (1,7)
HPA-lab2aa3aadaabaabaa/aa8aa9aallaalbab 4 (1,7)
HPA-lab2aa3aadaa5aabaa7aa8aa9aallaalbbb 4 (1,7)
HPA-laa2aa3aadaababbaa7aa8aa9aallaalbaa 3(1,3)
HPA-lab2aa3aad4aabab6aa/aa8aa9aallaalbab 3(1,3)
HPA-laa?ab3aadaabaabaa7aa8aa9aallaalbaa 3(1,3)
HPA-laaZab3aadaabaabaa7aa8aa9aallaalbab 3(1,3)
HPA-laa2ab3ab4aabaabaa7aa8aa9aallaal5aa 3(1,3)

Kratice: n — broj uocenih fenotipova HPA, % ucestalost fenotipova HPA

Ukupno su uocena 24 (36,4 %) fenotipa HPA s ucestalos¢éu > 1 %. Pet najucestalijih
fenotipova (> 5,0 %) uoceno je kod 83 (34,9 %) ispitanice. Preostalih 19 fenotipova HPA
uoceno je kod 100 (42,0 %) ispitanica.

Cetrdeset dva (23,1 %) fenotipa HPA s udestalo§éu < 1 % prikazani su u Tablici 8. Trinaest

fenotipova HPA uoceno je u dvije ispitanice, a 29 fenotipova HPA uoceno je u jedne

ispitanice.
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Tablica 8. Prikaz fenotipova HPA u ispitanica s ucestalos¢u < 1 % (N=238)

Fenotipovi n (%)

HPA-laa2aa3aad4aabaabaa7aa8aa9aallaalsbb 2 (0,8)

HPA-lab2ab3aa4aabab6aa7aa8aa9aallaalbab | 2 (0,8)

HPA-lab2ab3ab4aa5aa6aa7aa8aa9aallaalbaa | 2 (0,8)

HPA-laa2aa3bb4aa5ab6aa7aa8aa9aallaalbab | 2 (0,8)

HPA-laa2aa3bb4aa5ab6aa7aa8aa9aallaalsbb | 2 (0,8)

HPA-laa2aa3bb4aa5ab6aa7aa8aa9abllaal5bb | 2 (0,8)

HPA-laa2ab3ab4aa5ab6aa7aa8aa9aallaalbab | 2 (0,8)

HPA-lab2aa3ab4aabaabaa7aa8aa9aallaalsbb | 2 (0,8)

HPA-lab2ab3aadaabaabaa7aa8aa9aallaalbaa | 2 (0,8)

HPA-laa2ab3aadaabab6aa7aa8aa%aallaalbaa | 2 (0,8)

HPA-lab2aa3ab4aabab6aa7aa8aa%9aallaalsbb | 2 (0,8)

HPA-lab2aa3bb4aabaabaa7aa8aaf%aallaalbaa | 2 (0,8)

HPA-1bb2aa3ab4aabaabaa7aa8aaaallaalbab | 2 (0,8)

HPA-laa2aa3aadaabab6aa7aa8aaaallaalsbh 1(0,4)

HPA-laa2aa3ab4aa5ab6aa7ab8aa%aallaalbab 1(0,4)

HPA-laa2aa3bb4aabaabaa7aa8aa9aallaalbaa | 1(0,4)

HPA-laa2aa3bb4aa5ab6aa7aa8aa9aallaalbaa | 1 (0,4)

HPA-laa2aa3ab4aa5aa6aa/aa8aa9abllaal5bb 1(0,4)

HPA-laa2ab3aadaabaabaa7aa8aa9aallaalbbb 1(0,4)

HPA-laa2ab3ah4aa5aabaa7aa8aa9aallaalshbb 1(0,4)

HPA-laa2ab3ab4aabab6aa/aa8aa9aallaalbaa | 1(0,4)

HPA-laa?ab3bb4aa5aabaa7aa8aa9aallaalbaa | 1 (0,4)

HPA-laa2ab3bb4aabaa6aa7aa8aa9aallaalbab 1(0,4)

HPA-1aa2ab3bb4aabaabaa7aa8aa9aallaalsbb 1(0,4)

HPA-laa2ab3bb4aabab6aa7aa8aa%aallaalbab 1(0,4)

HPA-lab2aa3aad4aabaabaa’aa8aa%aallabl5bb 1(0,4)

HPA-1ab2aa3aadaabab6aa7aa8aa9aallaalshb 1(0,4)

HPA-1lab2aa3aadaabab6aa7aa8ah9aallaalbab 1(0,4)

HPA-lab2aa3bb4aabab6aa7aa8aa%aallaalsbb 1(0,4)

HPA-lab2ab3aadaabaabaa/aa8aa9aallaalbab | 1(0,4)

HPA-lab2ab3aadaabaa6aa7aa8aa9aallaalshh 1(0,4)

HPA-lab2ab3aadaabab6aa7aa8aa%aallaalbaa | 1 (0,4)

HPA-lab2ab3ab4aa5aa6aa7aa8aa9aallaal5bb 1(0,4)

HPA-lab2ab3ab4aabab6aa7aa8aa9aallaalbaa | 1 (0,4)

HPA-lab2ab3ab4aabab6aa7aa8aa9aallaalbab | 1 (0,4)

HPA-lab2ab3ab4aa5ab6aa7aa8aa9aallaal5bb 1(0,4)

HPA-lab2ab3bb4aa5aabaa7aaB8aa9aallaalbaa | 1 (0,4)

HPA-lab2ab3bb4aa5aa6aa7aa8aa9aallaal5bb 1(0,4)

HPA-lab2ab3bb4aa5ab6aa7aa8aa9aallaal5bb 1(0,4)

HPA-lab2bb3aadaa5ab6aa7aa8aa9aallaal5bb 1(0,4)

HPA-1bb2aa3aadaabaab6aa7aa8aa9aallaalb5ab 1(0,4)

HPA-1bb2aa3aadaabaa6aa7aa8aa9aallaal5bb 1(0,4)

Kratice: n — broj uo¢enih fenotipova HPA, % — ucestalost fenotipova HPA
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4.2.

Rezultati

Ucdestalost alela i genotipova HPA u skupini novorodencadi

U skupini novorodencadi (N=238) takoder je analizirana ucestalost alela i genotipova HPA, a

dobivene vrijednosti prikazane su u Tablici 9.

Tablica 9. Ucestalosti alela i genotipova HPA u skupini novorodencadi (N=238)

Geni Aleli/ n (%) HWE Geni Aleli/ n (%) HWE
HPA | genotipovi HPA | genotipovi

a 372 (78,2) a 476 (100)
b 104 (21,8) | 0,71 b 0(0,0) /
aa 144 (60,5) aa 238 (100)

HPA-1 ab 84 (35,3) HPA-7 ab 0(0,0)
bb 10 (4,2) bb 0 (0,0
a 424 (89,1) a 474 (99,6)
b 52 (10,9) | >0,99 b 2 (0,9 > 0,99
aa 188 (79,0) aa 236 (99,2)

HPA-2 ab 48 (20,2) HPA-8 ab 2(0,8)
bb (2 (0,8) bb 0 (0,0
a 282 (59,2) a 475 (99,8)
b 194 (40,8) | 0,23 b 1(0,2) > 0,99
aa 88 (37,0) aa 237 (99,6)

HPA-3 ab 106 (44,5) HPA-9 ab 1(0,4)
bb 44 (18,5) bb 0 (0,0)
a 475 (99,8) a 475 (99,8)
b 1(0,2) |>0,99 b 1(0,2) | >0,99
aa 237 (99,6) aa 237 (99,6)

HPA-4 ab 1(0,4) HPA-11 ab 1(0,4)
bb 0 (0,0 bb 0(0,0)
a 401 (84,2) a 247 (51,9)
b 75 (15,8) | 0,47 b 229 (48,1) | 0,90
aa 167 (70,2) aa 61 (26,5)

HPA-5 ab 67 (28,2) HPA-15 ab 121 (50,8)
bb 4(1,7) bb 54 (22,7)
a 476 (100)
b 0 (0,0 /
aa 238 (100)

HPA-6 ab 0 (0,0
bb 0(0,0)

Kratice: n — broj uocenih alela/genotipova HPA, % — ucestalost alela/genotipova HPA,

HWE — Hardy- Weinberg ekvilibrium, / — vrijednost za navedene genotipske frekvencije nije racunata

Raspodjela genotipova za gene HPA ne pokazuje znacajno odstupanje HWE za niti jedan od

ispitivanih gena HPA.




Rezultati

U usporedbi raspodjele alela i genotipova HPA izmedu skupine ispitanica i njihove

novorodencadi nije uocena statisticki znacajna razlika.

4.3. Analiza nepodudarnosti u antigenima HPA u skupini  parova

majka/novorodence

Usporedba alela HPA-1a/b, -2a/b, -3a/b, -4a/b, -5a/b, -6a/b, -7a/b, -8a/b, -9a/b, -11a/b i -
15a/b za svaki pojedini par majka/novorodence pokazala je da je 156 (57,8 %) parova bilo
nepodudarno u antigenima HPA.

4.3.1. Nepodudarnosti u antigenima HPA u parovima majka/novorodence
Kod 156 HPA nepodudarnih parova majka/novorodence uoceno je 38 razli¢itih kombinacija

nepodudarnosti u antigenima HPA. U Tablici 10. prikazano je 18 (47,4 %) nepodudarnosti u

antigenima HPA s ucestaloS¢u > 1 %.
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Rezultati

Tablica 10. Nepodudarnosti antigena HPA u parovima majka/novorodence s ucestaloséu > 1
% (N=156)

Nepodudarnosti u antigenima HPA | n (%)
1 | HPA-1b 23 (14,7)
2 | HPA-2b 10 (6,4)
3 | HPA-3a 15 (9,6)
4 | HPA-3b 15 (9,6)
5 | HPA-5b 15 (9,6)
6 | HPA-15a 20 (12,8)
7 | HPA-15b 9 (5,8)
8 | HPA-1b + HPA-2b 3(1,9
9 | HPA-1b + HPA-3a 2 (1,3)
10 | HPA-1b + HPA-5b 4 (2,6)
11 | HPA-1b + HPA-15b 3(1,9)
12 | HPA-2b + HPA-3b 2(1,3)
13 | HPA-2b + HPA-15a 3(1,9
14 | HPA-3a + HPA-15a 2 (1,3)
15 | HPA-3a + HPA-15b 2 (1,3)
16 | HPA-3b + HPA-15b 4 (2,6)
17 | HPA-5b + HPA-15a 2(1,3)
18 | HPA-1b + HPA-5b + HPA-15b | 2 (1,3)

Kratice: n — broj pojedinih nepodudarnosti u antigenima HPA U parovima majka/novorodence,

% — ucestalost navedenih nepodudarnosti

Sedam najucestalijih nepodudarnosti u antigenima HPA (> 5,0 %) uoceno je u 107 (68,6 %)
ispitanica. Preostalih 11 nepodudarnosti (< 5 %) uoceno je u 49 (31,4 %) ispitanica.

Dvadeset (52,6 %) nepodudarnosti u parovima majka/novorodence uoceno je samo jednom

(0,6 %) (Tablica 11.).
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Rezultati

Tablica 11. Nepodudarnosti antigena HPA koje su uocene samo u jednog para

majka/novorodence (N=156)

Nepodudarnosti u antigenima HPA
HPA-1a

HPA-1a + HPA-2b

HPA-l1a + HPA-3a

HPA-1b + HPA-2b + HPA-5b
HPA-1b + HPA-3a + HPA-5b
HPA-1b + HPA-4b + HPA-5b + HPA-15a
HPA-2a + HPA-15a

HPA-2a + HPA-15b

HPA-2b + HPA-15b

HPA-2b + HPA-3a

HPA-2b + HPA-3a + HPA-5b
HPA-2b + HPA-3b + HPA-15b
HPA-2b + HPA-5b

HPA-2b + HPA-5b + HPA-15b
HPA-2b + HPA-8b

HPA-3a + HPA-5b

HPA-3b + HPA-15a

HPA-3b + HPA-5b + HPA-15b
HPA-5b + HPA-15b

20 | HPA-8b + HPA-5b

Kratice: n — broj pojedinih nepodudarnosti u antigenima HPA u parovima majka/novorodence, % —
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ucestalost navedenih nepodudarnosti

Od 156 ispitivanih nepodudarnih parova majka/novorodence, njih 108 (69,2 %) bilo je
nepodudarno samo u jednom antigenu HPA, dok je 48 (30,8 %) parova majka/novorodence
imalo nepodudarnost u vise od jednog antigena HPA.

Od nepodudarnosti koje su obuhvacale viSe antigena HPA, najucestalije su bile
nepodudarnosti u dva antigena HPA, uocene u 39 (25,0 %) parova majka/novorodence (Slika
14).
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Rezultati

5,1% 0,6%

M 1 antigen HPA (n=108)
m 2 antigena HPA (n=39)
M 3 antigena HPA (n=8)
M4 antigena HPA (n=1)

Slika 14. Ucestalost nepodudarnosti prema broju antigena HPA u parovima

majka/novorodence (N=156)

4.3.2. Analiza ukupnog broja nepodudarnin antigena HPA u parovima

majka/novorodence

U 156 parova majka/novorodence uocéeno je ukupno 213 nepodudarnih antigena HPA (Slika
15.).
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Slika 15. Ucestalost pojedinih nepodudarnih antigena HPA u parovima majka/novorodence
(N=156)

Najucestalija nepodudarnost zabiljeZena je u antigenima HPA-1b (18,7 %). Iza navedene
nepodudarnosti u antigenima HPA-1b, po ucestalosti slijede: HPA-5b > 15 %; HPA-2b, -3a/b
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Rezultati

i -15a/b > 10 % te HPA-1a 1,3 %. Najmanje ucestale nepodudarnosti (< 1 %) zabiljeZene su u
antigenima HPA-2a, -4b i -8b.

4.4. Geni HLA-DRB1/3/4/5 i genotipovi HLA-DRB1/DRB1, HLA-DRB3/DRB3, HLA-
DRB4/DRB4 te HLA-DRB5/DRBS5 ispitanica s dokazanom nepodudarnoséu u samo

jednom antigenu HPA s novorodencetom

Geni HLA-DRB1/3/4/5 analizirani su u skupini ispitanica s potvrdenom nepodudarnosti s
novorodencetom u samo jednom antigenu HPA (N=108). Ispitivanje gena HLA obuhvacalo je
sve dokazane nepodudarnosti u parovima majka/novorodence, odnosno nepodudarnosti u

antigenima HPA-1a/b, -2a/b, -3a/b, -4b, -5b, -8b i -15a/b.

44.1. Geni HLA-DRB1 i genotipovi HLA-DRBI1/DRB1 ispitanica s dokazanom

nepodudarnoséu u samo jednom antigenu HPA s novorodenc¢etom

U Tablicama 12.-14. prikazani su uoceni geni HLA-DRBL1 i pripadajuci genotipovi u skupini
od 108 ispitanica.

U navedenih ispitanica ukupno je uoceno 13 razli¢itih gena HLA-DRB1 (Tablica 12.).
Najucestaliji gen bio je HLA-DRB1*11 (22,2 %). lza navedenog gena slijede geni s
ucestaloséu > 10 % : HLA-DRB1*01 i HLA-DRB1*04, potom geni s ucestalos¢u > 5 %: HLA-
DRB1*03, HLA-DRB1*07, HLA-DRB1*15 i HLA-DRB1*16, te geni s ucestalos¢u < 5 %:
HLA-DRB1*08, HLA-DRB1*09, HLA-DRB1*10, HLA-DRB1*12 i HLA-DRB1*14.
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Tablica 12.

antigenu HPA (N=108)

Rezultati

Raspodjela gena HLA-DRBL1 ispitanica prema nepodudarnostima u jednom

Nepodudarnosti u antigenima HPA

)

maorer | 98| 92| 82| 82| g2 | g€ &2 | 88

. = < S <E | «¢& < S < S <o <<

(n; %) o & a3 a3 oo a3 a & o @

z Z z z z > > Tz

01 (n=23;10,7) | 1(43) | 5(L7) | 4(174) | 5@L7) | 3(139) | 1(43) | 2(87) | 2(8,7)

03 (n=17; 7,9) I [4(235) [ 2(118) / 1(59) | 3(17,6) | 4(235) | 3(17,6)

04 (n=27; 12,5) / 4(14,8) | 4(148) | 4(148) | 4(14,8) | 4(14,8) | 2(7.4) | 5(18,5)

07 (n=15; 6,9) / 5(333) | 2(13,3) | 2(13,3) | 2(13,3) | 2(183) | 1(6,7) | 1(6,7)
08 (n=8; 3,7) / 2 (25.,0) / 1(12,5) | 3(37.5) / 2 (25,0) /
09 (n=1; 0,5) / / / / / / 1(100,0) /
10 (n=4;1,9) | 1(250) / 1(25,0) / / 1(250) | 1(250) /

11 (n=48, 22,2) / 9(18,8) | 2(42) | 7(14.6) | 5(10,4) | 9(18,8) | 12(250) | 4(8,3)
12 (n=6; 2,8) / 1(16,7) / 1(16,7) | 2(33,3) | 1(16,7) | 1(16,7) /

13 (n=24; 11,1) / 5(20,8) | 3(12,5) | 3(125) | 5(20,8) | 3(125) | 4(16,7) | 1(4,2)
14 (n=4; 1,9) / 2 (50,0) / 1(25,0) / 1(25,0) ] /

15 (n=19; 8,8) / 5(263) | 1(53) | 3(158) | 1(53) | 4(21,1) | 5(26,3) | 2(10,5)
16 (n=20; 9,3) I [4(00) [ 1(50)  3(150) | 4(20,0) | 2(10,0) | 6 (30,0) /

Kratice: N — broj ispitanica, n — broj uo¢enih gena HLA-DRB1, % — udestalost navedenih gena

Nije zamijecena statistiCki znacajna razlika u ucestalosti gena HLA-DRBL1 u ispitanica prema

pojedinim nepodudarnostima u antigenima HPA.

U 108 ispitanica ukupno je uoceno 49 razli¢itih genotipova HLA-DRB1/DRB1 (Tablica 13).

Ucestalost > 1 % uocena je za 21 (42,9 %) genotip HLA-DRB1/DRB1. Najucestaliji genotip
bio je HLA-DRB1*11/ DRB1*11.
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Rezultati

Tablica 13. Genotipovi HLA-DRB1/DRBL1 ispitanica prema nepodudarnostima u jednom
antigenu HPA s ucestalos¢u > 1 % (N=108)

Nepodudarnosti u antigenima HPA
oo™ | 28| o8| &S| 28| 28 | g€ ] &%
orettioeerr | 25| L5 | £5) 25| 5NN T XS
(n: %) Ty | Iy | T | Iy | Iy | ¥ | I
Z Pz Pz Z Pz
01/11 (n=7;6,5) | 2(28,6) | 1(14,3) | 1 (14,3) | 1(14,3) | 1(14,3) / 1(14,3)
01/13 (n=2; 1,9) / 1 (50,0) / 1 (50,0) / / /
01/15 (n=5; 4,6) | 1(20,0) | 1(20,0) | 1(20,0) / / 1(20,0) [ 1(20,0)
01/16 (n=4; 3,7) / / 2(50,0) | 1(25,0) / 1(25,0) /
03/04 (n=6;5,6) | 1(16,7) / / / 1(16,7) | 1(16,7) | 3(50,0)
03/07 (n=2;1,9) | 1(50,0) | 1(50,0) / / / / /
03/11 (n=2;1,9) / / / / / 2 (100,0) /
03/13 (n=2; 1,9) / / / / 1(50,0) | 1(50,0) /
04/04 (n=2;1,9) / 1 (50,0) / 1 (50,0) / /
04/11 (n=6; 5,6) / 1(16,7) / 1(167) | 1(167) | 1(16,7) | 2(333)
04/13 (n=4; 3,7) / / 2(50,0) | 1(25,0) | 1(25,0) / /
04/16 (n=3;2,8) | 2(66,7) | 1(33.3) / / / / /
07/11 (n=2; 1,9) / / 1 (50,0) / / 1 (50,0) /
07/15 (n=4; 3,7) | 1(25,0) / 1(25,0) / 1(25,0) / 1 (25,0)
08/13 (n=4; 3,7) / / / 2 (50,0) / 2 (50,0) /
1111 (n=8; 7,4) | 1(12,5) / 1(125) [ 1(125) | 3(375) | 2(250) /
11/13 (n=4; 3,7) | 2(50,0) / 1(25,0) / / / 1(25,0)
11/15 (n=6;5,6) | 2(33.3) / 1(16,7) / 1(16,7) | 2(333) /
11/16 (n=3; 2,8) / / / 1(33,3) / 2 (66,7) /
13/13 (n=2; 1,9) | 1 (50,0) | 1 (50,0) / / / /
13/16 (n=2; 1,9) / / / 1(50,0) / 1 (50,0) /

Kratice: N — broj ispitanica, n — broj uoc¢enih genotipova HLA-DRB1/DRB1, % — ucestalost navedenih

genotipova

U ispitanica s nepodudarnosti u jednom antigenu HPA, 28 (57,1 %) genotipova HLA-
DRB1/DRB1 uoceno je samo jednom (0,9 %) (Tablica 14.).
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Rezultati

Tablica 14. Genotipovi HLA-DRB1/DRB1 ispitanica prema nepodudarnostima u jednom

antigenu HPA koji su uoceni samo jednom (N=108)

Genotipovi
HLA-
DRB1*/DRB1*

Nepodudarnosti u antigenima HPA

HPA-la
1, n (%)

N=

HPA-1b
23, n (%)

N=

HPA-2b

10, n (%)

N=

HPA-3a
15, n (%)

N=

HPA-3b
15, N (%)

N=

HPA-5b
15, n (%)

N=

HPA-15a
N=20, n (%)

01/01

1(100,0)

~

~

01/04

~ | ~

/

/

1 (100,0)

01/07

/

/

1 (100,0)

/

01/10

1 (100,0)

/

/

03/03

/

1 (100,0)

/

~|~|~— ]~

03/10

/

1 (100,0)

~| |~~~

~

03/14

/

/

/

1 (100,0)

03/15

/

~ Y~~~

1(100,0)

/

04/10

/

/

/

1 (100,0)

04/12

/

1 (100,0)

/

/

04/14

1 (100,0)

/

/

07/07

1 (100,0)

/

07/08

/

1 (100,0)

07/12

/

1 (100,0)

07/13

1 (100,0)

/

08/11

1 (100,0)

~|~~|~|~

08/12

1 (100,0)

/

~l N~ N NN N NN~~~

08/16

/

1 (100,0)

~

09/16

/

1 (100,0)

10/16

/

~~~~| |~~~ ~

1 (100,0)

11/14

1 (100,0)

/

/

12/13

/

~| |~~~

1 (100,0)

/

12/15

/

/

1 (100,0)

12/16

~|~~~~|~

1 (100,0)

/

/

13/15

/

1 (100,0)

/

14/16

1 (100,0)

/

/

15/16

1 (100,0)

~~~~ N NN NN NN N~ e N Y~ ~

/

/

16/16

~ e~~~ - N~~~ N~ ~N NN NN N N NN~~~

/

/

~|~~| |~ —

/

1 (100,0)

~|~|~|~

Kratice: N — broj ispitanica, n — broj uoc¢enih gena HLA-DRB1, % — ucestalost navedenih gena
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Rezultati

44.2. Geni HLA-DRB3 i HLA-DRB3/DRB3

nepodudarnoséu u samo jednom antigenu HPA s novorodenc¢etom

genotipovi ispitanica s dokazanom

U 77 od 108 (71,3 %) ispitanica uocena su 3 razli¢ita gena HLA-DRB3, odnosno 8 razli¢itih
genotipova HLA-DRB3/DRB3 (Tablica 15.). U 55 (50,9 %) ispitanica uocen je samo jedan
gen HLA-DRB3, dok su dva gena HLA-DRB3 uocena u 22 (20,4 %) ispitanice.

U 31 (28,7 %) ispitanice gen HLA-DRB3 nije bio prisutan. Nadalje, u ispitanice s
nepodudarnos¢u u antigenu HPA-la (nije prikazana u tablici) geni HLA-DRB3 nisu bili

prisutni.

Tablica 15.

Geni

HLA-DRB3

I genotipovi

nepodudarnostima u jednom antigenu HPA (N=108)

HLA-DRB3/DRB3

ispitanica  prema

Nepodudarnosti u antigenima HPA
HLA- DRB3* g | 25| | £ | Z= | F= | 3F=
mo | B¢ | §5 | 2g) Bg | &5 &5 | &g
zZ zZ zZ zZ z zZ z
01 (n=23; 23,2) 6(261) | 3(130) | 2(87) | 2(7) | 3(130) | 5217 | 2(8,7)
02 (n=68; 68,7) 12(17,6) | 2(2,9) | 9(13,2) | 10 (14,7) | 14(20,6) | 16 (2355) | 5 (7,4)
03 (n=8, 8,1) 3(37,5) | 1(125) | 1(125) | 1(12.5) | 1(125) / 1(12,5)
sc |oc | se | ac é - S < S
Genotipovi Two| Yoo Tuel Cuel Puel| Yose| T2
HLA-DRB3*DRB3* | &3S | AT/ AWS| a7 | ave| RS | <5
(n.%) Ir= Ir= I = I =z Iz T2 I%
01/- (n=13; 16,9) 2(154) | 2(154) | 2(154) | 2(154) | 1(7,7) | 2(154) | 2 (15,4)
01/01 (n=2; 2,6) 1(50,0) / / / J 1(50,0) J
01/02 (n=4; 5.2) 1(25,0) / i / 2(50,0) | 1(250) ]
01/03 (n=2, 2,6) 1(50,0) | 1(50,0) / / / / /
02/- (n=39; 50,6) 8(205) | 2(51) | 4(10,3) | 8(205) | 4(10,3) | 9(23,1) | 4(10,3)
02/02 (n=11; 14,3) 1(9,1) / 2(182) | 1(91) | 4(36,4) | 3(27,3) /
02/03 (n=3, 3,9) 1(333) / 1(33,3) / / / 1(33,3)
03/- (n=3, 3,9) 1(33,3) / / 1(33,3) | 1(333) / /

Kratice: N — broj ispitanica, n — broj uocenih gena HLA-DRB3 / genotipova HLA-DRB3/DRB3, % —
ucestalost navedenih gena/genotipova, - — haplotip HLA-DRB3 koji nije pozitivan za gen HLA-DRB3

Od svih uocenih gena HLA-DRB3, najucestaliji je bio HLA-DRB3*02. Iza navedenog gena
prema ucestalosti slijedio je gen HLA-DRB3*01 te potom gen HLA-DRB3*03.
Nije zamijecena statisticki znacCajna razlika ucestalosti gena HLA-DRB3 u ispitanica prema

nepodudarnostima u pojedinim antigenima HPA.
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Najucestaliji genotip je bio HLA-DRB3*02/-. Uz navedeni genotip, druga dva najucestalija
genotipa bila su HLA-DRB3*01/- i HLA-DRB3*02/ DRB3*02.

44.3. Geni HLA-DRB4 i genotipovi HLA-DRB4/DRB4 ispitanica s dokazanom

nepodudarnoséu u samo jednom antigenu HPA s novorodenc¢etom

U 39 od 108 ispitanica (36,1 %) uocen je jedan gen HLA-DRB4 te dva genotipa HLA-
DRB4/DRB4 (Tablica 16.). Ukupno 36 (33,3 %) ispitanica imalo je samo jedan gen HLA-
DRB4, dok je genotip HLA-DRB4*01/ DRB4*01 bio prisutan kod 3 (2,8 %) ispitanice.

U 69 (63,9 %) ispitanica gen HLA DRB4 nije bio prisutan. U ispitanice s nepodudarnoséu u
antigenu HPA-1a geni HLA-DRBA4 nisu uoceni.

Tablica 16. Geni HLA-DRB4 i genotipovi HLA-DRB4/ DRB4 ispitanica prema

nepodudarnostima u jednom antigenu HPA (N=108)

Nepodudarnost u antigenima HPA
NLADRSA™ 1125 | XS | 45| 5| £5 |25 | 3=
n; o o m o o o . o w o L o <
| I | IT | T | Tn | T§ | £T
pa pd pd z pd pd z
01 (n=42; 100,0) 9(21,4) | 6(14,3) | 6(14,3) | 6 (14,3) | 5(128) | 4(95) | 6 (14,3)
Genctipovi = S S S 3 S 2 < 2 S Ei 28
1 1 1 \ | — —
HLADRB4*DRB4* | < = | «S | <2 | €5 | <5 | «5| <=
(n; %) T | T g < TR T T Y %E
z z z = z z
01/ - (n=36; 92,3) 7(194) | 4(11,1) | 6(16,7) | 4(11,1) | 5(13,9) | 4 (11,1) | 6 (16,7)
01/01 (n=3; 7,7) 1(33,3) | 1(33,3) / 1(33,3) / / /

Kratice: N — broj ispitanica, n — broj uocenih gena HLA-DRB4/ genotipova HLA-DRB4/DRB4
% — ucestalost navedenih gena/genotipova, / — haplotip HLA-DRB4 koji nije pozitivan za gen HLA—

DRB4

U svih ispitanica s dokazanim genima HLA-DRB4 uoceni su samo geni HLA-DRB4*01. Nije
zamije¢ena znacajna razlika u ucestalosti gena HLA-DRB4 u ispitanica prema pojedinim

nepodudarnostima u antigenima HPA. Najucestaliji od uocenih genotipova bio je HLA-

DRB4*01/-.
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HLA-DRB5/DRBS5 ispitanica s dokazanom

44.4. Geni HLA-DRB5 i

nepodudarnoséu u samo jednom antigenu HPA s novorodencetom

genotipovi

Gen HLA-DRBS5 bio je prisutan kod 39 od 108 (36,1 %) ispitanica od kojih su 2 (1,8 %)
ispitanice imale dva gena HLA-DRB5 (Tablica 17.).
U 69 od 108 (63,9 %) ispitanica gen HLA-DRB5 nije bio prisutan.

Tablica 17. HLA-DRB5 i HLA-DRB5/DRB5 ispitanica prema

nepodudarnostima u jednom antigenu HPA (N=108)

Geni genotipovi

Nepodudarnost u antigeriima HPA

Al g | = | g E<=| &< | ¥=| F=

n; % ™ o o w To) Tol o 3

TV | I | IY | TY | TIE | £§ | %%

b pd b z z p Tz

01 (n=19; 47,5) 5(26,3) | 1(52) | 23(158) | 1(5,2) | 3(158) | 4(21,1) | 2(10,5)
02 (n=21; 52,5) 4(190) | 29,5 | 3(143) | 419,00 | 29,5 | 6(28,6) /

gl 8l .8| .8 .8| a8 | =z

Genotipovi = o ST | 8% B e | 8 S

HLA-DRB5*DRB5* | < = | <2 | <5 | L2 <5 <5 | <=

(n; %) 5 w, TS5 T 5 Tl &« o i

pd pd pd pd pd pd z

01/- (n=18; 47,4) 4(222) | 1(56) | 3(167) | 1(5.6) | 3(16,7) | 4(22,2) | 2(11,1)
01/02 (n=1; 2,6) 1 (100,0) / / / / / /
02/- (n=18; 47,4) 3(167) | 2(1L,1) | 3(16,7) | 4 (22.2) / 6 (33,3) /
02/02 (n=1; 2.,6) / / / / 1(100,0) / /

Kratice: n — broj gena HLA-DRBS5/ genotipova HLA-DRB5/DRBS5, % — ucestalost navedenih gena, / —
haplotip HLA-DRB5 koji nije pozitivan za gen HLA-DRB5

U ispitanica s dokazanim genima HLA-DRBS5, geni HLA-DRB5*01 i HLA-DRB5*02 bili su
podjednako ucestali. Nije zamijeCena znaajna razlika u ucestalosti gena HLA-DRB5 u
ispitanica prema pojedinim nepodudarnostima u antigenima HPA. Dva najucestalija genotipa

bila su HLA-DRB5*01/ DRB5*- i HLA-DRB5*02/ DRB5*-.
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4.5. Nepodudarnosti u antigenima ABO u parovima majka/novorodence

Nepodudarnost u antigenima ABO u parovima majka/novorodence prisutna je u slucajevima
kada postoje maj¢ina prirodna protutijela koja se mogu vezati na antigene ABO fetusa.
Ukoliko je majka krvne grupe AB, prirodna protutijela anti-A i anti-B nisu prisutna u serumu
majke te se nepodudarnost u antigenima ABO iskljuuje neovisno o krvnoj grupi
novorodenceta.

U 270 parova majka/novorodence analizirane su nepodudarnosti u antigenima ABO. Tablica

18. prikazuje kriterije za utvrdivanje nepodudarnosti u antigenima ABO.

Tablica 18. Kriteriji za nepodudarnost u antigenima ABO u parovima majka/novorodence

Knmagrupa NE
O maka
 novorotene.

A B 0] A B AB )
B,AB A AB A B AB A O B,O ABABC 0]

Od ukupno 270 parova majka/novorodence, u 69 (25,6 %) parova dokazana je nepodudarnost
u antigenima ABO, dok 201 (74,4 %) par nije ispunjavao kriterije za nepodudarnost u

antigenima ABO.
4.6. Protutijela anti-HPA i anti-HLA u skupini ispitanica

4.6.1. Ucestalost i specificnost protutijela anti-HPA te ucestalost protutijela anti-HLA u

skupini ispitanica

Analizom rezultata imunohematoloskog ispitivanja 270 ispitanica dokazano je da su 52
(19,3%) ispitanice u serumu imale prisutna protutijela anti-HPA i/ili anti-HLA. Ucestalost
protutijela anti-HLA bila je 18,2 %, a ucestalost protutijela anti-HPA 2,2 %. Kod Sest (2,2 %)
ispitanica s dokazanim protutijelima anti-HPA, naucestalija su bila protutijela anti-HPA-5b
(1,8 %), dok je protutijelo anti-HPA-4b dokazano u jedne ispitanice.

Ucestalost i specifi¢nost protutijela anti-HPA te ucestalost protutijela anti-HLA prikazana je
na Slici 16.
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18,2%

m Negativni (n=218)
M Anti-HPA-5b (n=5)
M Anti-HPA-4b (n=1)

MAnti-HLA (n=49)

Slika 16. Ucestalost i specifi¢nost protutijela anti-HPA te ucestalost protutijela anti-HLA u
skupini ispitanica (N=270)

4.6.2. Kombinacije protutijela anti-HPA i anti-HLA u skupini ispitanica
Od ukupno 52 (19,3 %) ispitanice s dokazanim protutijelima anti-HPA i/ili anti-HLA, u 49
(94,2 %) ispitanica bila su prisutna ili protutijela anti-HPA ili protutijela anti-HLA, a u tri (5,8

%) ispitanice bila su prisutna istrovremeno i protutijela anti-HPA i protutijela anti-HLA (Slika
17.).
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88,5%

90,0%
80,0%
70.,0%
60,0%
50,0%
40,0%
30.0%
20,0% 5,80/0 3,80/0 1’90/0
10,0% - T -
0,0%

Anti-HLA  Anti-HPA-5b Anti-HPA-5b Anti-HPA-4b

(n=46) + anti-HLA (n=2) (n=1)
(n=3)

Slika 17. Kombinacije protutijela anti-HPA i anti-HLA u skupini ispitanica (N=52)

Bilo je znacajno viSe ispitanica s protutijelima anti-HLA u odnosu na sve ostale kombinacije

(2 test, P<0,001).

4.7. Geni HLA-DRB1/3/4/5 i genotipovi HLA-DRB1/DRB1, HLA-DRB3/DRB3, HLA-
DRB4/DRB4 te HLA-DRB5/DRBS u skupini ispitanica s protutijelima anti-HPA

4.7.1. Geni HLA-DRB1/3/4/5 u skupini ispitanica s protutijelima anti-HPA

U Sest ispitanica s protutijelima anti-HPA uoceno je ukupno Sest razli¢itih gena HLA-DRB1,

dva gena HLA-DRB3 te po jedan gen HLA-DRB4 i HLA-DRBS5 (Tablica 19.).
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Tablica 19. Geni HLA-DRB1/3/4/5 u skupini ispitanica s protutijelima anti-HPA (N=6)

Geni Ispitanice s protutijelima anti-HPA
HLA-DRB1* Anti-HPA-5b Anti-HPA-4b
(n; %) N=5 n (%) N=1, n (%)
01 (n=1; 8,3) / 1 (100,0)
04 (n=4; 33,3) 3 (75,0) 1(25,0)
07 (n=1; 8,3) 1 (100,0) /
11 (n=3; 25,0) 3(100,0) /
13 (n=2; 16,7) 2 (100,0) /
15 (n=1; 8,3) 1 (100,0) /
HLA-DRB3* Anti-HPA-5b Anti-HPA-4b
(n; %) N=5, n (%) N=1, n (%)
01 (n=1; 25,0) 1 (100,0) /
02 (n=3; 75,0) 3(100,0) /
HLA-DRB4* Anti-HPA-5b Anti-HPA-4b
(n; %) N=5, n (%) N=1, n (%)
01 (n=5; 100,0) 4 (80,0) 1(20,0)
HLA-DRB5* Anti-HPA-5b Anti-HPA-4b
(n; %) N=5, n (%) N=1, n (%)
01 (n=1; 100,0) 1 (100,0) /

Kratice: N — broj ispitanica, n — broj uogenih gena HLA-DRB1/3/4/5, % — udestalost navedenih gena

Nije zamije¢ena znacajna razlika u ucestalosti gena HLA- DRB1/3/4/5 izmedu ispitanica s
pojedinim nepodudarnostima u antigenima HPA bez protutijela anti-HPA i ispitanica s
prisutnim protutijelima anti-HPA te izmedu ispitanica s prisutnim protutijelima anti-HPA s

obzirom na specificnost protutijela (anti-HPA-5b i -4Db).

4.7.2. Genotipovi HLA-DRB1/DRB1, HLA-DRB3/DRB3, HLA-DRB4/DRB4 i HLA-
DRB5/DRB5 u skupini ispitanica s dokazanim protutijelima anti-HPA

Medu ispitanicama s dokazanim protutijelima anti-HPA uoceno je ukupno 5 razlicitih

genotipova HLA-DRB1/DRB1, dva genotipa HLA-DRB3/DRB3 te po jedan genotip HLA-
DRB4/DRB4 i HLA-DRB5/DRB5 (Tablica 20.).

53



Rezultati

Tablica 20. Genotipovi HLA-DRB1/DRB1, HLA-DRB3/DRB3, HLA-DRB4/DRB4 te HLA-
DRB5/DRBS5 ispitanica s dokazanim protutijelima anti-HPA (N=6)

Genotipovi Ispitanice s protutijelima anti-HPA
HLA-DRB1*/ DRB1* | Anti-HPA-5b Anti-HPA-4b
(n; %) N=5 n (%) N=1, n (%)
01/04 (n=1; 16,7) / 1 (100,0)
04/11 (n=1; 16,7) 1 (100,0) /
04/13 (n=2; 33,3) 2 (100,0) /
07/15 (n=1; 16,7) 1 (100,0) /
11/11 (n=1; 16,7) 1 (100,0) /
HLA-DRB*3/DRB3* | Anti-HPA-5b Anti-HPA-4b
(n; %) N=5, n (%) N=1, n (%)
01/- (n=1, 25,0) 1 (100,0) /
02/- (n=3; 75,0) 3 (100,0) /
HLA-DRB4*/DRB4* | Anti-HPA-5b Anti-HPA-4b
(n; %) N=5, n (%) N=1, n (%)
01/- (n=5; 100,0) 4 (80,0) 1 (20,0)
HLA-DRB5*/ DRB5* | Anti-HPA-5b Anti-HPA-4b
(n; %) N=5, n (%) N=1, n (%)
01/- (n=1; 100,0) 1 (100,0) /

Kratice: N — broj ispitanica, n — broj uo¢enih genotipova HLA-DRB1/DRB1, HLA-DRB3/DRB3, HLA-
DRB4/DRB4 i HLA-DRB5/DRB5, % - ucestalost navedenih genotipova, / — haplotip koji nije
pozitivan za gen HLA-DRB1/3/4/5

4.8.  Protutijela anti-HPA ispitanica ¢ija novorodencadi je imala FNAIT

4.8.1. Ucestalost i specificnost protutijela anti-HPA wu skupini ispitanica Cd{ija

novorodencad je imala FNAIT
Imunohematoloska ispitivanja protutijelima anti-HPA u skupini ispitanica ¢ija je
novorodencadi imala FNAIT (N=22) pokazala su prisutnost pet protutijela anti-HPA razli¢ite
specificnosti.

Najucestalija su bila protutijela anti-HPA-5b iza kojih po ucestalosti slijede protutijela anti-
HPA-1a (Slika 18.). Protutijela anti-HPA-2b i -5a u navedenoj skupini utvrdena su u jedne, a

protutijela anti-HPA-1b u dvije ispitanice.
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M Anti-HPA-5b (n=10)
® Anti-HPA-1a (n=8)
M Anti-HPA-1b (n=2)
M Anti-HPA-2b (n=1)
® Anti-HPA-5a (n=1)

Slika 18. Ucestalost i specifi¢nost protutijela anti-HPA u skupini ispitanica ¢ija novorodencad

je imala FNAIT (N=22)

4.8.2. Kombinacije protutijela anti-HPA i anti-HLLA u skupini ispitanica ¢ija je

novorodencadi imala FNAIT

Kod 12 (54,5%) ispitanica s protutijelima anti-HPA u serumu su dokazana i protutijela anti-
HLA. Na Slici 19. prikazane su kombinacije protutijela anti-HPA | anti-HLA. Najveca
ucCestalost protutijela anti-HLA dokazana je u ispitanica s protutijelima anti-HPA-5b.
Zna&ajno je vise majki s protutijelima anti-HPA-1a i -5b + HLA u odnosu ha ostale (y? test,
P=0,020).
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Slika 19. Kombinacije protutijela anti-HPA i anti-HLA (N=22)
4.9. Geni HLA-DRB1/3/4/5 i genotipovi HLA-DRB1/DRB1, HLA-DRB3/DRB3, HLA-
DRB4/DRB4 i HLA-DRB5/DRBS5 u skupini ispitanica s dokazanim protutijelima anti-

HPA ¢ija novorodencad je imala FNAIT

4.9.1. Geni HLA-DRB1/3/4/5 u skupini ispitanica s dokazanim protutijelima anti-HPA

¢ija novorodencad je imala FNAIT

U 22 ispitanice s protutijelima anti-HPA uoceno je 9 razlicitih gena HLA-DRBI, tri gena
HLA-DRB3, jedan gen HLA-DRB4 i jedan gen HLA-DRB5 (Tablica 21.).
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Tablica 21. Geni HLA-DRB1/3/4/5 u ispitanica s protutijelima anti-HPA ¢ija novorodencad
je imala FNAIT (N=22)

Geni Ispitanice s protutijelima anti-HPA
HLA-DRB1* Anti- Anti- Anti- Anti- Anti-
(n; %) HPA-1a HPA-1b HPA-2b HPA-5a HPA-5b
N=8n (%) | N=2n (%) | N=1 n(%) | N=1 n (%) | N=10n (%)
01 (n=4; 9,1) 1(25,0) 1 (25,0) / / 2 (50,0)
03 (n=7; 15,9) 5 (71,4) 1(14,3) / / 1(14,3)
04 (n=2; 4,5) 1 (50,0) / / / 1 (50,0)
07 (n=5; 11,4) 3(60,0) / / 1 (20,0) 1(20,0)
08 (n=2; 4,5) / / / / 2 (100,0)
11 (n=5; 11,4) / / 1 (20,0) / 4 (80,0)
13 (n=10; 22,7) 4 (40,0) 1(10,0) / 1(10,0) 4 (40,0)
14 (n=3; 6,8) 1(33,3) / / / 2 (66,7)
16 (n=6; 13,6) 1(16,7) 1(16,7) 1(16,7) / 3 (50,0)
HLA-DRB3* Anti- Anti- Anti- Anti- Anti-
(n; %) HPA-1a HPA-1b HPA-2b HPA-5a HPA-5b
N=8n (%) | N=2n (%) | N=1 n(%) | N=1 n (%) | N=10n (%)
01 (n=12; 48,0) 9 (75,0) 1(8,3) / 1(8,3) 1(8,3)
02 (n=11; 44,0) 1(9,1) 1(9,1) 1(9,1) / 8 (72,7)
03 (n=2; 8,0) / / / / 2 (100,0)
HLA-DRB4* Anti- Anti- Anti- Anti- Anti-
(n; %) HPA-1a HPA-1b HPA-2b HPA-5a HPA-5b
N=8n (%) | N=2n (%) | N=1 n(%) | N=1 n (%)  N=10n (%)
01 (n=7; 100,0) 4 (57,1) / / 1(14,3) 2 (28,6)
HLA-DRB5* Anti- Anti- Anti- Anti- Anti-
(n; %) HPA-1a HPA-1b HPA-2b HPA-5a HPA-5b
N=8n (%) | N=2n (%) | N=1 n (%) | N=1 n (%) | N=10n (%)
02 (n=6; 100,0) | 1(16,7) 1(16,7) 1(16,7) / 3(50,0)

Kratice: N — broj ispitanica, n — broj uo¢enih gena HLA-DRB1/3/4/5, % - u¢estalost navedenih gena

Medu genima HLA-DRB1 najucestaliji je bio HLA-DRB1*13. U skupini ispitanica s
protutijelima anti-HPA (N=22) navedeni gen bio je dokazan u devet (40,9 %) ispitanica; osam
od njih bile su heterozigoti, a jedna homozigot za navedeni gen, dok je u skupini ispitanica s
dokazanom nepodudarnosti u antigenima HPA s novorodenéetom bez protutijela anti-HPA
(N=104) navedeni gen bio dokazan u 20 ispitanica (18 heterozigota i dva homozigota), iz
cega proizlazi da je u navedenoj skupini HLA-DRB1*13 bio statisticki znacajno manje
prisutan (19,2 %; y2 test, P=0,048). Za istaknuti je jo§ gen HLA-DRB1*15 (nije prikazan u
tablici) koji nije uocen niti u jedne ispitanice s protutijelima anti-HPA, dok je bio prisutan u
19 ispitanica s protutijelima (heterozigoti) te je u navedenoj skupini bio statisticki znacajno
prisutniji (18,3 %,; y2 test, P=0,043). Za preostale gene HLA-DRB1 navedene u Tablici 21.

nije dokazana statisti¢ki znacajna razlika izmedu dvije skupine (P>0,05).
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Geni HLA-DRB3*01 bili su prisutni u 11 (50,0 %) ispitanica s protutijelima anti-HPA (10
heterozigota i jedan homozigot), dok su navedeni geni u skupini ispitanica bez protutijela
anti-HPA uoceni u 21 ispitanice (19 heterozigota i dva homozigota), iz ¢ega proizlazi da je
gen HLA-DRB3*01 u navedenoj skupini bio statisticki znacajno prisutniji nego u skupini

ispitanica bez protutijela (20,2 %; y2 test, P=0,006).

Nadalje, geni HLA-DRB3*02 uoceni su u 10 (40,9 %) ispitanica s protutijelima anti-HPA
(devet heterozigota i jedan homozigot), dok su u skupini ispitanica bez protutijela anti-HPA
bili prisutni u 54 (51,9 %) ispitanice (43 heterozigota | 11 homozigota). Za razliku od gena
HLA-DRB3*01, za gen HLA-DRB3*02 nije dokazana statisticki znacajna razlika medu

navedenim skupinama (P>0,05).

Gen HLA-DRB4*01 uocen je u sedam (31,8 %) ispitanica s protutijelima anti-HPA
(heterozigoti) i u 32 (32,7 %) ispitanice bez protutijela (29 heterozigota | tri homozigota),

razlika nije bila statisticki znacajna.

Gen HLA-DRB5*02 hio je prisutan u Sest (27,3 %) ispitanica s protutijelima anti-HPA
(heterozigoti) i u 20 (19,2 %) ispitanica bez protutijela anti-HPA (19 heterozigota i jedan
homozigot). Za navedeni gen nije dokazana statisticki znacajna razlika u raspodjeli izmedu
navedenih skupina (P<0,05). Suprotno tome, gen HLA-DRB5*01 nije uocen niti u jedne
ispitanice u skupini ispitanica s protutijelima anti-HPA, dok je u skupini ispitanica bez
protutijela dokazan u 18 ispitanica (heterozigoti) te je u navedenoj skupini bio statisticki

znacajno ucestaliji nego u ispitanica s protutijelima (17,3 %; y2 test, P=0,041).

4.9.2. Genotipovi HLA-DRB1/DRB1, HLA-DRB3/DRB3, HLA-DRB4/DRB4 i HLA-
DRB5/DRBS5 ispitanica s dokazanim protutijelima anti-HPA ¢ija novorodencad je imala
FNAIT

Petnaest razli¢itih genotipova HLA-DRB1/DRBL1 prikazanih u Tablici 22. bilo je prisutno u
skupini ispitanica s dokazanim protutijelima anti-HPA ¢ija je novorodenc¢ad imala FNAIT
(N=22); dva razli¢ita genotipa uocena su u tri, 0dnosno dvije ispitanice.

Dva ista genotipa HLA-DRB1*/DRB1* imale su po tri ispitanice, a tri ista genotipa po dvije
ispitanice.
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Tablica 22.  Genotipovi HLA-DRB1/DRB1 ispitanica s protutijelima anti-HPA c¢ija
novorodencad je imala FNAIT (N=22)

Genotipovi Ispitanice s protutijelima anti-HPA
HLA- Anti- Anti- Anti- Anti- Anti-
DRB1*/DRB1* HPA-1a HPA-1b HPA-2b HPA-5a HPA-5b

(n; %) N=8n (%) | N=2 n(%) | N=1 n (%) | N=1 n (%) | N=10 n (%)
01/03 (n=3; 13,6) 1(33,3) 1(33,3) / / 1(33,3)
01/14 (n=1; 4,5) / / / / 1(100,0)
03/04 (n=1; 4,5) 1 (100,0) / / / /
03/07 (n=2; 9,1) 2 (100,0) / / / /
03/13 (n=1; 4,5) 1 (100,0) / / / /
04/13 (n=1; 4,5) / / / / 1 (100,0)
07/13 (n=2; 9,1) 1 (50,0) / / 1 (50,0) /
07/14 (n=1; 4,5) / / / / 1 (100,0)
08/13 (n=1; 4,5) / / / / 1 (100,0)
08/16 (n=1; 4,5) / / / / 1 (100,0)
11/11 (n=1; 4,5) / / / / 1 (100,0)
11/16 n=3; 13,6) / / 1(33,3) / 2 (66,7)
13/13 (n=1; 4,5) / / / / 1 (100,0)
13/14 (n=1; 4,5) 1 (100,0) / / / /
13/16 (n=2; 9,1) 1 (50,0) 1 (50,0) / / /

Kratice: N — broj ispitanica, n — broj uo¢enih genotipova HLA-DRB1/DRB, % - ucestalost navedenih

genotipova

U 21 (95,5 %) ispitanice bili su prisutni geni HLA-DRB3, u sedam (31,8 %) ispitanica geni
HLA-DRB4 te u sest (27,3 %) ispitanica geni HLA-DRB5. Raspodjela uoc¢enih genotipova
HLA-DRB3/DRB3, HLA-DRB4/DRB4 i HLA-DRB5/DRB5 prikazana je u Tablici 23.
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Tablica 23. Genotipovi HLA-DRB3/DRB3, HLA-DRB4/DRB4 i HLA-DRB5/DRBS5 ispitanica
¢ija novorodencad je imala FNAIT (N=22)

Genotipovi Ispitanice s protutijelima anti-HPA
i- i- Anti- Anti- Anti-
HLA-DRBS*/DRB3* H’éﬂ‘ﬂla H’é?f_'lb HPA-2b | HPA-5a HPA-5b
(n; %) N=8n (%) | N=2n (%) | N=1n (%) | N=1n (%) | N=10n (%)
01/- (n=9; 42,9) 6 (66,7) 1(11,2) / 1(11,1) 1(11,1)
01/01 (n=1; 4,8) 1 (100,0) / / / /
01/02 (n=1; 4,8) 1 (100,0) / / / /
02/- (n=7; 33,3) / 1(14,3) 1(14,3) / 5(71,4)
02/02 (n=1; 4,8) / / / / 1 (100,0)
02/03 (n=1; 4,8) / / / / 1 (100,0)
03/- (n=1; 4,8) / / / / 1 (100,0)
Anti- Anti- Anti- Anti- Anti-
HLA_D(TP;Z;DRBM HPA-1a HPA-1b HPA-2b HPA-5a HPA-5b
’ N=8n (%) | N=2n(%) | N=1n(%) | N=1n (%) | N=10n (%)
01/- (n=7, 100,0) 4 (57,1) / / 1(14,3) 2 (28,6)
Anti- Anti- Anti- Anti- Anti-
HLA-D(I?_B(";')/XDRBS* HPA-1a HPA-1b HPA-2b HPA-5a HPA-5b
’ N=8n (%) | N=2n(%) | N=1n (%) | N=1n (%) | N=10n (%)
02/- (n=6; 100,0) 1(16,7) 1(16,7) 1(16,7) / 3(50,0)

Kratice: N — broj ispitanica, n — broj uocenih genotipova HLA-DRB3/DRB3, HLA-DRB4/DRB4 i HLA-
DRB5/DRB5, % — ucestalost navedenih genotipova, / — haplotip koji nije pozitivan za gen HLA-DRB-
3/4/5

Uoceno je ukupno sedam genotipova HLA-DRB3/DRB3; dva najucestalija bila su HLA-
DRB3*01/- i HLA-DRB3*02/-. U ispitanica s prisutnim genima HLA-DRB4 i HLA-DRB5
uocen je po jedan genotip HLA-DRB4*01/- i HLA-DRB5*02/- .

4.10. Povezanost pojedinih alela HLA-DRB1/3/4/5 i fetomaternalne aloimunizacije

ispitanica na antigene HPA
Osim na razini gena HLA, analizirani su i aleli HLA-DRB1/3/4/5 u skupini ispitanica s

protutijelima anti-HPA ¢ija je novorodencad imala FNAIT (N=22) te u skupini ispitanica s

nepodudarnos¢u u jednom antigenu HPA, bez protutijela anti-HPA (N=104) (Tablica 24.).
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Tablica 24. Povezanost pojedinih alela HLA-DRB1/3/4/5 i ucestalosti protutijela anti-HPA u
ispitanica (N=126)

Aleli Protutijela anti-HPA

HLA-DRB1* POz NEG P
n=22 (%) | n=104 (%)

13:01 8 (36,4) 15 (14,4) | 0,02

13:02 2(9,1) 9(8,7) 0,312

15:01 0(0,0) 16 (15,4) | 0,037

15:02 0(0,0) 2 (1,9 >0,99

HLA-DRB3* POz NEG p*
n=22 (%) | n=104 (%)

01:01 11 (50,0) 21 (20,2) | 0,00

02:02 10 (45.5) | 55(52,9) | 0,640

03:01 2(91) 9(8,7) >0,99

HLA-DRB4* POZ NEG p*
n=22 (%) | n=104 (%)

01:01 3(13,6) 12 (11,5) | 0,725

01:03 4 (18,2) 24 (23,1) | 0,780

HLA-DRB5* POZ NEG P
n=22 (%) | n=104 (%)

01:01 0(0,0) 16 (15,4) | 0,037

02:02 6 (27,3) 18 (17,3) | 0,368

Kratice: n (%) — broj i uc¢estalost ispitanica, P — P vrijednost, Fisherov egzaktni test

Alel HLA-DRB1*13:01 uocen je u 36,4 % ispitanica s protutijelima anti-HPA, dok je njegova
ucestalost u skupini od 104 ispitanice bez protutijela bila statisti¢ki znacajno niza (14,4 %; 2
test, P=0,029). Kod 22 ispitanice s protutijelima anti-HPA, alel HLA-DRB1*15:01 nije uo¢en
niti kod jedne ispitanice, dok je u skupini ispitanica bez protutijela anti-HPA navedeni alel bio

statisti¢ki znacajno prisutniji (15,4 %; y2 test, P=0,037).

Nadalje, alel HLA-DRB3*01:01 uocen je u 50,0 % ispitnica s protutijelima anti-HPA, dok je
njegova ucestalost u skupini ispitanica bez protutijela bila statisti¢ki znac¢ajno niza (20,2 %;
x2 test, P=0,006).

Niti za jedan od dva alela HLA-DRB4 (HLA-DRB4*01:01 i HLA-DRB4*01:03) nije dokazana
statisticki znacajna razlika u raspodjeli izmedu navedenih skupina ispitanica, odnosno nije
dokazana povezanost s fetomaternalnom aloimunizacijom ispitanica, na antigene HPA
(P<0,05).
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Alel HLA-DRB5*01:01 nije uocen niti u jedne ispitanice s protutijelima anti-HPA, dok je
navedeni alel medu ispitanicama bez protutijela bio statisticki znacajno visi (15,4 %; y2 test,
P=0,037). Za razliku od navedenog alela, za alel HLA-DRB5*02:02 nije dokazana statisti¢ki

znacajna razlika u raspodjeli izmedu navedenih skupina ispitanica (P<0,05).

4.11. Povezanost nepodudarnosti u antigenima HPA u skupini parova

majka/novorodence i fetomaternalne aloimunizacije na antigene HPA | HLA

Za protutijela anti-HPA i anti-HLA nema znacajnih razlika u raspodjeli prema nepodudarnosti

u antigenima HPA u ispitivanim skupinama (N=270) (Tablica 25.).

Tablica 25. Povezanost nepodudarnosti u antigenima HPA u skupini parova
majka/novorodence i fetomaternalne aloimunizacije na antigene HPA i HLA (N=270)

Nepodudarnost u antigenima HPA

Protutijela NE DA P
anti-HPA /anti-HLA | 12114 (%) | n=156 (%)

NEG | 113(99,1) | 151 (96,8) | 0.197

Anti-HPA POZ 1(0,9) 5(3,2)
_ NEG | 03(8L6) | 126(821) | _
ANt-HLA - "p0Z 21 (18.4) | 28 (17.9) ’

Kratice: n (%) — broj i ucestalost ispitanica, P — P vrijednost, Fisherov egzaktni test

4.12. Povezanost nepodudarnosti u antigenima ABO u skupini parova

majka/novorodence i fetomaternalne aloimunizacije na antigene HPA i HLA

Ucestalost anti-HLA protutijela u skupini od 69 ispitanica koje su bile nepodudarne u jednom,
dva, tri ili Cetiri antigena ABO s novorodenéetom bila je 27,5 %, dok je taj postotak u skupini
od 201 ispitanice bez nepodudarnosti u antigenima ABO bio statisti¢ki znacajno nizi (14,9 %,;
x2 test, P = 0,029) (Tablica 26.).

Za protutijela anti-HPA nije dokazana znacajna razlika u raspodjeli izmedu navedenih

skupina.
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Tablica 26. Povezanost nepodudarnosti u antigenima ABO u skupini parova

majka/novorodence i fetomaternalne aloimunizacije na antigene HPA i HLA (N=270)

Nepodudarnost u antigenima ABO
Protutijela DA NE P
anti-HLA/anti-HPA n=69 (%) n=201 (%)
Anti-HLA NEG 50 (72,5) 171 (85,1) 129
POz 19 (27,5) 30 (14,9)
Anti-HPA NEG 68 (98,6) 196 (97,5) > 0.99
POZ 1(1,4) 5(2,5)

Kratice: n (%) — broj i ucestalost ispitanica, P — P vrijednost, Fisherov egzaktni test

4.13. Povezanost ABO Kkrvne grupe u skupini ispitanica i fetomaternalne
aloimunizacije na antigene HPA i HLA

Za protutijela anti-HPA te protutijela anti-HLA nije bilo znacajnih razlika u raspodjeli prema
ABO krvnoj grupi ispitanica (Tablica 27.).

Tablica 27. Povezanost ABO krvne grupe u skupini ispitanica i fetomaternalne

aloimunizacije na antigene HPA 1 HLA novorodenceta (N=270)

ABO Anti-HPA Anti-HLA
b, NEG POZ P NEG POZ P
grupa | n=264 (%) | n=6 (%) n=221 (%) | n=49 (%)
A 96 (36,4) | 2(33,3) 77 (34,8) | 21 (42,0
B 53 (20,1) 1(16,7) | 0,388 44 (19,9) 10 (20,0) | 0,662
0 97 (36,7) 0 (0,0 83 (37,6) | 17 (34,0)
AB 18 (6,8) 3(50,0) 17 (7,7) 2 (4,0)

Kratice: n (%) — broj i ucestalost ispitanica, P — P vrijednost, Fisherov egzaktni test
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4.14. Povezanost broja poroda ispitanica i fetomaternalne aloimunizacije na antigene
HPA i HLA

U istrazivanju se biljezio i broj prethodnih poroda u skupini ispitanica (N=270) te su
ispitanice u najve¢em broju (48,8 %) bile prvorotke (Slika 20.).

13,0% 1,5% 0,4%

M Prvorotke (n=132)
® Jedno dijete (n=98)
M Dvoje djece (n=31)
1 Troje djece (n=4)

m Cetvero djece (n=1)
36,3%

48,8%

Slika 20. Ucgestalost prethodnih poroda u ispitanica (N=270)

Po ucestalosti iza prvorotki slijede ispitanice koje su prethodno rodile samo jedno dijete te
potom ispitanice s dvoje, troje 1 ¢etvero prethodno rodene djece.

Tablica 28. prikazuje povezanost broja poroda i fetomaternalne aloimunizacije na antigene
HPA/HLA za prvorotke 1 viSerotke. Zbog malog broja (Slika 20.) ispitanice s troje i ¢etvero
djece nisu prikazane u tablici.

lIako je ucestalost protutijela anti-HLA u ispitanica rasla razmjerno s brojem poroda, nije
dokazana statisticki zna€ajna razlika u ucestalosti protutijela u navedenim skupinama.

Za protutijela anti-HPA takoder nije bilo znacajnih razlika u raspodjeli prema broju poroda

ispitanica.
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Tablica 28. Povezanost prethodnih poroda i u€estalosti protutijela anti-HPA/anti-HLA u svih
ispitanica (N=270)

Broj poroda
Protutijela NULA JEDAN DVA P
anti-HPA/anti-HLA n=132 (%) | n=98 (%) | n=35 (%)
_ NEG | 128(97.0) | 96(98,0) [35(100.0) oy
Anti-HPA ™ 557 4 (3,0) 2 (2,0) 0 (0,0) ’
_ NEG | 109 (82,6) | 80(81,6) | 28(80,0) 24
AN-HLA P07z | 2317,4) | 18(184) | 7(200) |

Kratice: n (%) — broj i ucestalost ispitanica, P — P vrijednost, Fisherov egzaktni test

4.15. Povezanost protutijela anti-HLA u

skupini ispitanica i fetomaternalne

aloimunizacije na antigene HPA

Ucestalost protutijela anti-HLA protutijela u skupini od 22 ispitanice s protutijelima anti-HPA
bila je 54,5 %, dok je taj postotak u skupini od 104 ispitanice bez protutijela bio statisticki
znacajno nizi (%; y2 test, P<0,001) (Tablica 29.).

Tablica 29. Povezanost protutijela anti-HLA u skupini
aloimunizacije na antigene HPA i HLA (N=126)

ispitanica i fetomaternalne

Protutijela anti-HPA
Protutijela POZ NEG P
anti-HLA | 155 (96) | n=104 (%)
POZ 12 (54,5) | 14 (13,5)
NEG 10 (455) | 90865 | <0001

Kratice: n (%) — broj i ucestalost ispitanica, P — P vrijednost, Fisherov egzaktni test
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4.16. Povezanost alela HLA-DRB3*01:01 i ucestalosti protutijela anti-HPA-1a te alela
HLA-DRB3*02:02 i ucestalosti protutijela anti-HPA-5b u skupini ispitanica ¢ija su djeca
imala FNAIT

Medu ispitanicama s protutijelima anti-HLA-1a te s protutijelima anti-HPA-5b ¢ija su djeca
imala FNAIT (N=18), ispitana je povezanost s pojedinim alelima gena HLA-DRB3 (Tablica
30.).

Tablica 30. Povezanost alela HLA-DRB3*01:01 / HLA-DRB3*02:02 i ucestalosti protutijela
anti-HPA-1a/-5b u ispitanica ¢ija novorodencad je imala FNAIT (N=18)

Protutijela anti-HPA
Aleli Anti-HPA-1a | Anti-HPA-5b P
HLA-DRB3* | 125 104 n=10 (%)
01:01 8 (100,0) 1(10,0) < 0,001
02:02 1(12,5) 7(70,0) 0,025

Kratice: n (%) — broj i ucestalost ispitanica, P — P vrijednost, Fisherov egzaktni test

U skupini od 8 ispitanica s dokazanim protutijelima anti-HPA-1a bilo je vise ispitanica s
uo¢enim alelima HLA-DRB3*01:01 (100,0 %), dok je taj postotak u skupini ispitanica s
protutijelima anti-HPA-5b bio statisticki znacajno nizi (10,0 %; 2 test, P <0,001).

U skupini od 8 ispitanica s dokazanim protutijelima anti-HPA-1a, alel HLA-DRB3*02:02
uocen je u jedne ispitanice (12,5 %), dok je taj postotak u skupini ispitanica s protutijelima
anti-HPA-5b bio statisticki znacajno visi (70,0 %; x2 test, P=0,025).

4.17. Povezanost ulestalosti protutijela anti-HPA-1la/-5b i protutijela anti-HLA u

ispitanica

U skupini od 18 ispitanica s protutijelima anti-HPA, u devet (50,0 %) ispitanica bila su
istovremeno prisutna i protutijela anti-HLA (Tablica 31.).

Medu ispitanicama s protutijelima anti-HPA-5b, u osam (80,0 %) ispitanica bila su prisutna
protutijela anti-HLA, dok je taj postotak u skupini ispitanica s protutijelima anti-HPA-1a bio
statisticki znacajno nizi (12,5 %) (y? test, P=0,015).
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Tablica 31. Povezanost uc¢estalosti protutijela anti-HPA-1a/-5b i protutijela anti-HLA (N=18)

Protutijela anti-HPA

Protutijela manti-HPA-1a | Anti-HPASb | P
anti-HLA n=8 (%) n=10 (%)
NEG 7(87,5) 2 (20,0)

Kratice: n (%) — broj i ucestalost ispitanica, P — P vrijednost, Fisherov egzaktni test
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5. RASPRAVA

5.1. Usporedba rezultata raspodjele alela HPA s drugim populacijama

Prvi cilj ovog istrazivanja bio je odrediti alele i genotipove gena HPA-1, -2, -3, -4, -5, -6, -7, -
8, -9, -11 i -15 te genotip HPA u skupini ispitanica i novorodencadi. Za usporedbu raspodjele
alela HPA izmedu ispitanica, novorodencadi i1 drugih populacija odabrano je 25 drzava svijeta
te tri podrucja koja su specifi¢na za izolirane populacije poput podrucja Australije (populacija
Aboridina), Subsaharske Afrike (populacija Pigmejaca) i Amazonije (populacija Indijanaca).
Ucestalosti alela HPA-1, -2, -3, -4, -5, -6, -9 i -15 u Hrvatskoj (ispitanice i novorodencad) i u
ostalim populacijama Europe i svijeta prikazane su u Prilozima 1. 1 2.

Sli¢na istrazivanja ucestalosti gena HPA provedena su i u nekim drzavama koje granice ili se
nalaze u neposrednoj blizini Hrvatske, naprimjer u Sloveniji, Srbiji i Makedoniji'®"28,
Raspodjela alela a i b za navedene gene HPA bila je podjednaka u navedenim populacijama, s
izuzetkom nesto niZe udestalosti alela HPA-5b u populaciji Slovenije'® (Prilog 1.). Nadalje,
najmanja ucestalost alela HPA-1b i -2b od svih 12 populacija zabiljezena je u populaciji
Norveske?, alela HPA-3b u populaciji Svicarske®, alela HPA-5b u populaciji Finske®! te
alela HPA-15b u populaciji Njemacke®. Navedena istrazivanja upuéuju na pad udestalosti
gena HPA-1b, -2b i -5b od sjevera prema jugu Europe. Usporedbom rezultata ucestalosti gena
HPA navedenih populacija Europe s rezultatima ovog istraZivanja dokazana je podjednaka
raspodijela alela gena HPA (p>0,05), uz izuzetak populacije Finske za koju je zabiljeZena
statistiCki znacajna razlika u ucestalosti alela HPA-5b u usporedbi s rezultatima ucestalosti
alela HPA-5b u ovom istrazivanju (P=0,002). Potrebno je provesti opseznija i detaljnija
1strazivanja kako bi se dobila cjelovita i objektivna slika ucestalosti gena HPA.

Za razliku od navedenih populacija Europe, raspodjela alela a i b za gene HPA-1, -2, -3, -4, -
5, -6, -9 i -15 u ovom istrazivanju razlikuje se u usporedbi s populacijama svijeta (Prilog 2.).
Primjerice, u usporedbi s ovim istrazivanjem, veca je ucestalost alela HPA-1b dokazana u
sjevernoj Africi (Tunis)*” i na Bliskom Istoku (Bahrein)?® s najve¢om udestalo$éu u populaciji
Maroka®. Manja ugestalost alela HPA-1b od ucestalosti alela HPA-1b u populaciji Hrvatske
bila je prisutna u populacijama Azije (Japan, Kina )?°23, Subsaharske Afrike (populacija
Pigmejaca)??, Amazonije (populacija Indijanaca)®® te Australije (populacija Aboridina)®.
Najveca ucestalost alela HPA-2b zabiljeZena je u populaciji Pigmejaca?®, iza koje slijede

populacije sjeverne Afrike (Maroko)8, Subsaharske Afrike?? te Bliskog Istoka (Bahrein,
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Saudijska Arabija,)?®*°. Navedene populacije imale su veéu ucestalost alela HPA-2b od
ucestalosti navedenog alela u ovom radu, dok su manju ucestalost imale populacije Azije
(Kina, Burma, Vijetnam)?* 2441 Aystralije (Aboridini)*® i Amazonije (Indijanci)®.

Jedina dva podrucja svijeta koja su odstupala u raspodjeli alela HPA-3b od ostalih populacija
svijeta bila su Tunis®” i Australija (populacija Aboridina)®*. U navedena dva podruéja
ucestalost alela HPA-3b bila je znatno manja u usporedbi s ostalim populacijama svijeta.

S obzirom na to da se u svijetu antigen HPA-4b ubraja u antigene vrlo niske ucestalosti, u
ovom istrazivanju alel HPA-4b, ocekivano, nije uocen u skupini ispitanica, dok je u skupini
novorodencadi uocen samo jednom (0,2 %), $to je takoder usporedivo s objavljenim
rezultatima istrazivanja na podrucju Europe i svijeta. Podrucja u kojima je uocen alel HPA-4b
su Azija (Japan, Burma, Juzna Koreja)?*?*4? i Bliski Istok (Saudijska Arabija)*, dok je
populacija Bahreina imala najveéu zabiljezenu udestalost alela HPA-4b u svijetu (0,07 %)?°.
Ucestalost alela HPA-5b u ovom radu usporediva je s rezultatima istrazivanja koja
obuhvacaju populacije Europe, uz iznimku Finske koja ima neSto manju ucestalost navedenog
alela. Veca ucestalost alela HPA-5b zabiljeZzena je u sjevernoj Africi (Maroko, Tunis,
Egipat)'®3"43, Subsaharskoj Africi (populacija Konga)??, Australiji (Aboridini)® te na
Bliskom Istoku (Saudijska Arabija)*®, s najve¢om udestalos¢u, sliéno kao i za alel HPA-2b

uo¢enom u populacijii Pigmejaca?

. Manja ucestalost navedenog alela zabiljeZzena je u
populacijama Azije (Kina, Burma)?32,

Alel HPA-6b nije uoen u ovoj ispitivanoj skupini, $to odgovara objavljenim podatcima.
Nesto veéa ucestalost navedenog alela zabiljezena je u Europi samo u populaciji Finske®! te u
Japanu®.

Alel HPA-9b takoder je rijedak u populacijama; u ovom istraZivanju uocen je u 0,6 %
Ispitanica te u 0,2 % novorodencadi.

Aleli HPA-15a i -15b podjednako su zastupljeni u populacijama svijeta. lzuzetak je
Subsaharska Afrika koja ima najmanju ucestalost alela HPA-15b od svih istrazivanih
populacija svijeta??.

Navedeni rezultati ukazuju na to da se 17 (58,6 %) navedenih populacija svijeta razlikuje u
ucestalosti alela HPA-1, -2, -3, -5, -6, -9 i -15 u usporedbi s populacijom ispitanica
obuhvacenih u ovom istrazivanju.

Ucestalost genotipa HPA-1bb, koji predstavlja rizik od fetomaternalne aloimunizacije na
antigen HPA-1a, u ovom je istrazivanju iznosila 1,7 %, dok je ucestalost genotipa HPA-5aa,

koji predstavlja rizik od fetomaternalne aloimunizacije na antigen HPA-5b, iznosila 70,2 %.
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5.2. Presjek podataka nepodudarnosti u antigenima HPA u parovima

majka/novorodence te usporedba rezultata s dosadasnjim istraZivanjima

Drugi cilj istrazivanja bio je odrediti ucestalosti nepodudarnosti u antigenima HPA u
parovima majka/novorodence. Dobivene rezultate istrazivanja usporedili SmMO s ucestalostima
nepodudarnosti koje su do sada objavljene u literaturi. Najveci broj i1strazivanja obuhvatio je
nepodudarnosti u antigenima HPA-1, -2, -3, -4 i -5, dok su ucestalosti nepodudarnosti za
ostale antigene HPA mnogo manje istrazene. Primjerice, Castro i sur. iz Brazila su u skupini
parova majka/novorodence (N=105) naveli ucestalost nepodudarnosti u antigenima HPA od
48 %, dok je u istrazivanju iz Svicarske, Reiher i sur., uo¢ena nepodudarnost u 45 % parova
(N=241)%. U ovom istrazivanju, provedenom na 270 parova majka/novorodence, utvrdeno je
da je 57,8 % parova bilo nepodudarno u antigenima HPA.

Za razliku od ukupnog postotka svih nepodudarnosti, ucestalost nepoududarnosti u pojedinim
antigenima HPA prili¢no se razlikuje od istrazivanja do istrazivanja. Primjerice, u istrazivanju
Castro i sur. su najucestalije nepodudarnosti u parovima majka/novorodence zabiljeZene u
antigenima HPA-3b, -2b i -1b te su hile 20, 14 i 13 %!. Ugestalost nepodudarnosti u
antigenima HPA-5b bila je 9 %, a u antigenima HPA-la 1 %. Pet naucestalijih
nepodudarnosti u antigenima HPA u parovima majka/novorodence u istrazivanju Reiher i sur.
bile su u antigenima HPA-1b, -2b, -3a, -3b i -5b te su bile od 7-14 %2 Za ostalih pet
ispitivanih antigena (HPA-1a, -2a, -4a, -4b i -5a) ucestalost nepodudarnosti bila je < 1 %?2. U
istrazivanju Ohto 1 sur. (Japan) najucestalija nepodudarnost zabiljezena je u antigenima HPA-
3b (13 %), potom antigenima HPA-3a (11 %) i -2b (10 %) te, na kraju, u antigenima HPA-5b
(5 %), dok su nepodudarnosti u antigenima HPA-4b i -6b iznosile 0,8 i 2 %52,

Analizom 156 nepodudarnih antigena HPA u ovom istrazivanju dobivene su cetiri
najucestalije nepodudarnosti: HPA-1b, -2b, -5b i -15a, dok su manje ucestale nepodudarnosti
uocene u antigenima HPA-1a, -2a, -4b 1 -8b. Ucestalosti nepodudarosti u antigenima HPA-
la, -2a, -2b, -3a i -3b u ovom istraZivanju odgovarale su rezultatima svih dosadas$njih
objavljenih istrazivanjat>®2,

Za razliku od navedenih nepodudarnosti, uéestalosti nepodudarnosti u antigenima HPA-1b, -
4b, -5b, -5a i -6b u ovom istrazivanju razlikuju se od literaturnih podataka. Primjerice,
ucestalost nepodudarnosti u antigenima HPA-5b u ovom istrazivanju bila je veéa (16 %) u
usporedbi s objavljenim rezultatima Castro i sur. (9 %)*, Reiher i sur. (7 %)? i Ohto i sur. (5
%)®. Sli¢ni rezultati dobiveni su i za nepodudarnosti u antigenima HPA-1b i -5a, a udestalosti

nepodudarnosti u ovom istrazivanju iznosile su 18 i 14 %, sto je takoder nesto veéi postotak u
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usporedbi s rezultatima objavljenim u istrazivanju Castro i sur. (12 19 %)?, Reiher i sur. (11 i
7 %)% i Ohto i sur. (< 0,1 i 0,3 %)%. Moguée je da je veéa pojava nepodudarnosti u
antigenima HPA-1b i -5b u provedenom istrazivanju posljedica veée ucestalosti navedenih
gena u usporedbi s u¢estalostima tih gena u populacijama Njemacke, Brazila i Japanal?82,

Ocekivano, nepodudarnosti u antigenima niske ucestalosti, poput antigena HPA-4b i -6b, u
ovom istrazivanju bile su manje (0,5 i 0 %), $to je u skladu s rezultatima nepodudarnosti
istrazivanja provedenih u Europi (0 %)?, dok su navedene nepodudarnosti u Japanu (0,8 i 2 %)

ocekivano bile vece®?.

5.3. Usporedba rezultata istrazivanja ucestalosti i specifi¢cnosti protutijela anti-HPA i

anti-HLA u serumu ispitanica s drugim populacijama

Jedan od ciljeva istrazivanja bio je utvrditi ucestalost i specifi¢nost protutijela anti-HPA i anti-
HLA u ispitanica. Za razliku od antieritrocitih protutijela koja mogu uzrokovati HBN te se
stoga rutinski odreduju u sklopu odredivanja krvne grupe ABO, utvrdivanje antitrombocitnih
protutijela anti-HPA i anti-HLA ne provodi se u sklopu zdravstvne zastite trudnica. Time se
moze objasniti mali broj objavljenih istrazivanja 0 ucestalosti i specificnosti protutijela anti-
HPA u trudnica 1/ili Zena koje su rodile.

U prospektivnom istrazivanju Schnaidt i sur. koje je obuhvatilo skupinu od 500 darivateljica
krvi, u njih 21 (4,2 %) dokazana su protutijela anti-HPA®*. Reiher i sur. (N=241) utvrdili su
ucestalost protutijela anti-HPA u ispitanica nakon poroda od 4 %, dok je ucestalost protutijela
anti-HPA u ispitanica s dokazanom nepodudarnoséu u odgovarajuéem antigenu HPA bila
dvostruko manja (2 %)>?. Nesto manje udestalosti protutijela anti-HPA od gore navedenih
objavijene su u prospektivnim istrazivanjima Castro i sur. (N=105, Brazil) i Ohto i sur. (N=24
630, Japan) te su bile 0,05 i 0,91 %%,

Podatci 0 specifi¢nosti pojedinih protutijela anti-HPA ne razlikuju se znacajno izmedu
pojedinih istrazivanja. Primjerice, u istrazivanju Schnaidt i sur. najucestalija protutijela bila su
anti-HPA-5b (3,2 %), potom anti-HPA-1a (0,8 %) te, na kraju, protutijela anti-HPA-5a (0,2
%)84. Vrlo sli¢ne specifi¢nosti objavljene su u istraZivanju Reiher i sur. gdje je ucestalost
protutijela anti-HPA-5b iznosila 2,1 %, a ucestalost protutijela ostalih specifi¢nosti (anti-
HPA-1a/b, -2a/b i -3a/b) 0,4 % 2. U istrazivanju Castro i sur. te u istrazivanju Ohto i sur. su
takoder najucestalija bila protutijela anti-HPA-5b s ucestalos¢u 0,05 i 0,68 %%, 1z

navedenoga proizlazi da se u postupku pretrazivanja antitrombocitnih protutijela najcesce
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dokazuju protutijela anti-HPA-5b, dok se protutijela ostalih specifi¢nosti ve¢inom otkrivaju
sporadi¢no.

Unato¢ visokom postotku nepodudarnosti u antigenima HPA u parovima majka/novorodence
U ovom istrazivanju, protutijela anti-HPA dokazana su u samo Sest (2,2 %) Ispitanica, a
najucestalije protutijelo bilo je protutijelo anti-HPA-5b (1,9 %). Protutijela anti-HPA-1a, koja
se smatraju klinicki najznacajnijima u patofiziologiji FNAIT-a, u ovom istrazivanju nisu
dokazana niti u jednom sluc¢aju. Podatci 0 ucestalosti i specifi¢nosti protutijela anti-HPA
dobiveni ovim istrazivanjem usporedivi su s rezultatima objavljenih istrazivanja'28284,
Protutijela anti-HPA-4b u populacijama Europe i SAD-a vrlo se rijetko dokazuju te su opisana
samo kao pojedinaéni prikazi slucajeva®®®’. Ova protutijela des¢e se javljaju u populacijama
Azije. Primjerice, u istrazivanju Ohto i sur. protutijela anti-HPA-4b bila su druga po
ucestalosti (0,2 %), odmah iza protutijela anti-HPA-5b. U ovom su istrazivanju, uz protutijela
anti-HPA-5b kod jedne ispitanice (0,4 %) dokazana i protutijela anti-HPA-4b.

Podatci o ucestalosti protutijela anti-HLA razlikuju se od istrazivanja do istraZivanja i
prvenstveno ovise o osjetljivosti i specificnosti metode za otkrivanje protutijela anti-HLA te
se u brojnim slu¢ajevima ne mogu usporediti. Primjerice, u istrazivanju Reiher i sur. u skupini
trudnica zabiljezena je ucestalost protutijela anti-HLA od 41 %? dok su Masson i sur. u
skupini od 294 ispitanice utvrdili ucestalost protutijela anti-HLA od 54,4% u skupini
prvorotki, a 74 % u skupini viserotki®. U ovom su istrazivanju protutijela anti-HLA dokazana
u serumu 18,2 % ispitanica. U usporedbi s podatcima ucestalosti protutijela anti-HLA
objavljenima u radovima Reiher i sur. i Masson i sur., ucestalost protutijela anti-HLA u
skupini ispitanica u ovom istrazivanju bila je statisticki znacajno niza (2 test, P<0,001). Niza
ucCestalost protutijela anti-HLA u ovom istrazivanju posljedica je veée grani¢ne vrijednosti
testa (engl. cut-off) za otkrivanje protutijela anti-HLA. Prema tome, u istraZivanju se nisu
biljezila slabo pozitivna protutijela anti-HLA (intenzitet fluorescencije MFI < 1500), ve¢ su se

zbrajala samo protutijela anti-HL A za koja se smatralo da su klini¢ki znac¢ajna (MFI > 1500).
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54. Osvrt na pojedine gene HLA-DRB1/3/4/5 povezane s fetomaternalnom

aloimunizacijom na antigene HPA

Brojna istrazivanja uocila su povezanost pojedinih gena HLA-DRB1/3/4/5 | fetomaternalne
aloimunizacije na antigene HPA. Primjerica, u istrazivanju Railton I sur. iz 2001. godine
utvrdena je statistiCki znacajno manja ucestalost gena HLA-DRB1*12 | HLA-DRB1*15 u
skupini od 40 ispitanica s dokazanim protutijelima anti-HPA-1a%. Cetiri godine nakon objave
ovog istrazivanja, Sukati i sur. su utvrdili da alel HLA-DRB1*15:01 umanjuje rizik od
fetomaternalne aloimunizacije na antigene HPA-1a®. U ovom istrazivanju dokazana je
statisticki znac¢ajno manja ucestalost alela HLA-DRB1*15:01 u ispitanica s protutijelima anti-
HPA, ¢ime je potvrdeno da navedeni alel umanjuje rizik od fetomaternalne aloimunizacije na
antigene HPA te rezultati odgovaraju objavljenim rezultatima dosadasnjih istrazivanja. Za
razliku od alela HLA-DRB1*15:01, za alel HLA-DRB1*15:02 nije dokazana povezanost s
fetomaternalnom aloimunizacijom. Za gen HLA-DRB1*12, koji se uz gen HLA-DRB1*15
navodi u literaturi, u ovom istrazivanju nije nadena statisticki znaCajna povezanost s
fetomaternalnom aloimunizacijom. Ovdje je potrebno naglasiti da je ucestalost gena HLA-
DRB1*12 u Hrvatskoj priblizno 1,5 %, dok je ucestalost gena HLA-DRB1*15 oko 10 %'%.
Sliéno kao i za gene HLA-DRB1*15 i HLA-DRB1*12, gen HLA-DRB5*01 takoder se u
literaturi Cesto navodi kao ¢imbenik koji umanjuje rizik od fetomaternalne aloimunizacije na
antigene HPA. U istrazivanju Railton 1 sur. gen HLA-DRB5*01 nije bio uocen niti u jedne
aloimunizirane trudnice®®. Rezultati ovog istrazivanja potvrdili su objavljene literaturne
podatke o povezenosti gena HLA-DRB5*01 | fetomaternalne aloimunizacije te su dodatno
otkrili 1 alei HLA-DRB5*01:01 kao ¢imbenik koji umanjuje rizik od aloimunizacije. Za
razliku od alela HLA-DRB5*01:01, za alel HLA-DRB5*01:02 nije dokazana statisti¢ki
znacajna povezanost s fetomaternalnom aloimunizacijom.

Nadalje, geni koje se smatra ¢imbenicima rizika za fetomaternalnu aloimunizaciju dobro su
poznati. Najvise istrazivani alel HLA-DRB3*01:01 u brojnim istrazivanjima potvrden je kao
¢imbenik rizika za fetomaternalnu aloimunizaciju na antigene HPA-la. Delbos i sur. su u
svom istrazivanju opazili da vjerojatnost fetomaternalne aloimunizacije na antigene HPA-1a u
ispitanica u kojih alel HLA-DRB3*01:01 nije dokazan iznosi samo 2,5 %%, Meta analiza
Kjeldsen i sur. koja je obuhvatila cetiri prospektivna i pet retrospektivnih istrazivanja
potvrdila je da trudnice bez alela HLA-DRB3*01:01 imaju nizak rizik aloimunizacije na

antigene HPA-1a fetusa’®. U navedenim rijetkim slu¢ajevima fetomaternalne aloimunizacije,
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titar protutijela anti-HPA-1a bio je statisticki znac¢ajno nizi od titra protutijela u ispitanica u
kojih je alel HLA-DRB3*01:01 bio dokazan. Nadalje, novorodencad ispitanica u kojih alel
HLA-DRB3*01:01 nije bio dokazan imala je blazu trombocitopeniju od novorodancadi
ispitanica u kojih je navedeni alel bio prisutan. Rezultati ovog istrazivanja potvrdili su
prethodno objavljene rezultate, odnosno ukazali su na statisticki znacajnu povezanost gena
HLA-DRB3*01 i rizika od fetomaternalne aloimunizacije na antigene HPA te su takoder
identificirali alel HLA-DRB3*01:01 kao ¢imbenik rizika za fetomaternalnu aloimunizaciju.

U literaturi se uz alel HLA-DRB3*01:01 navode geni HLA-DRB1*13 i HLA-DRB1*14 kao
moguci ¢imbenici rizika za fetomaternalnu aloimunizaciju na antigene HPA. U istrazivanjima
Panzer 1 sur. te Mueller 1 sur. navodi se statisticki znacajna povezanost oba gena s
fetomaternalnom aloimunizacijom na antigene HPA, to¢nije na antigen HPA-5p!%2103 U
novijim istrazivanjima, naprimjer u istrazivanjima Castro i sur. i Reiher i sur., ucestalost
navedenih gena bila je veca u ispitanica s protutijelima anti-HPA, iako razlike izmedu
ispitivanih skupina nisu bile statisti¢ki znacajne'?. Rezultati ovog istrazivanja pokazali su da
je alel HLA-DRB1*13:01 bio statisticki znacajno ¢eSce prisutan u ispitanica s protutijelima
anti-HPA, ¢ime je potvrdeno da navedeni alel uvecava rizik od fetomaternalne aloimunizacije

na antigene HPA. Za alele HLA-DRB1*13:02 i HLA-DRB1*13:03, kao niti za gen HLA-

DRB1*14, nije dokazana statisticki znacajna povezanost s fetomaternalnom aloimunizacijom.

5.5. Usporedba rezultata istrazivanja ulestalosti i specifi¢nosti protutijela anti-HPA i
anti-HLA u serumu ispitanica ¢ija je novorodencadi imala FNAIT s drugim

populacijama

Dostupni literaturni podatci upuéuju na to da je vecina FENAIT-a uzrokovana fetomaternalnom
aloimunizacijom na jedan od pet antigenskih sustava: HPA-1, -2, -3, -5 i -154749%

Prema objavljenim podatcima, najucestaliji uzrok FNAIT-a je protutijelo anti-HPA-1a (50-79
%)270104107 "y dosad najvecem objavljenom retrospektivnom istrazivanju serologki
potvrdenih trombocitopenija u SAD-u (N=1162), autori su utvrdili da je najucestalje
protutijelo bilo protutijelo anti-HPA-1a’? (79 % ispitanica). Sli¢ne udestalosti protutijela anti-
HPA-1a objavljene su i u drugim istrazivanjima — u retrospektivnom istrazivanju Mueller-
Eckhardt i sur. provedenom u Njemackoj (N=384) ucestalost je bila 78 %’°, u
retrospektivnom istrazivanju de Vos i sur. provedenom u Nizozemskoj (N=221) navedeno
protutijelo bilo je prisutno u 73 % slucajeva'® te u istrazivanju provedenom u skupini od 200

ispitanica iz Velike Britanije taj postototak je bio 75 %!%. U istrazivanju Schechter i sur.
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provedenom u Izraelu (N=18), protutijela anti-HPA-1a dokazana su u 11 ispitanica (61 %)*°.
U restrospektivnom istrazivanju Krivec i sur. u Sloveniji (N=22) protutijela anti-HPA-1a
identificirana su u 15 (68 %) slu¢ajeva FNAIT-al%. U Hrvatskoj je 2008. godine objavljeno
restrospektivno istrazivanje Tomici¢ i sur. koje je obuhvacalo sve FNAIT-e (N=14) Kkoji su
bili dijagnosticirani u desetogodi$njem razdoblju (1997.-2007.)}". U istrazivanju je
objavljeno da je FNAIT u sedam (50 %) slucajeva bio uzrokovan protutijelima anti-HPA-1a.
U ovom istrazivanju protutijela anti-HPA-1a identificirana su u osam (36,4 %) slucajeva
FNAIT-a, sto je manja ucestalost u usporedbi s rezultatima ostalih istrazivanja provedenih na
podrucju Europe 1 SAD-a.

Brojna istrazivanja 0 prevalenciji fetomaternalne aloimunizacije na antigen HPA-1a pokazala
su povezanost aloimunizacije ispitanica i alela HLA-DRB3*01:01. Ucestalost alela HLA-
DRB3*01:01 u ispitanica s dokazanim protutijelima anti-HPA-1a bila je od 85-100 %0110
112 Istrazivanja koja su ispitivala prevalenciju fetomaternalne aloimunizacije, odnosno
povezanost aloimunizacije s alelom HLA-DRB3*01:01, takoder su obuhvatila kontrolnu
skupinu ispitanica kod kojih u serumu nisu bila dokazana protutijela anti-HPA. Ucestalost
alela HLA-DRB3*01:01 u tim skupinama ispitanica bila je 32 % u istrazivanju provedenom u
Norveskoi®, 29 % u Poljskoj'*®, 30 % u Kanadi'*!, 33 % u Francuskoj’®* te 23 % u
Njemackoj**?. Zanimljivo je da je uestalost alela HLA-DRB3*01:01 u skupini ispitanica bez
protutijela u ovom istrazivanju bila manja (19,4 %) od objavljenih literaturnih podataka. S
obzirom na to da je alel HLA-DRB3*01:01 dokazani ¢imbenik rizika za fetomaternalnu
aloimunizaciju na antigene HPA-1a, upravo bi niZi postotak alela u ovom istrazivanju mogao
objasniti manju ucestalost protutijela anti-HPA-1a.

Protutijela anti-HPA-5b u literaturi objavljenoj u Eurcpi i SAD-u navode se kao druga po
ucestalosti u patofiziologiji FNAIT-a. U istrazivanju Davoren i sur. uéestalost protutijela anti-
HPA-5b bila je 9 %2 dok je u istraZivanju Mueller-Eckhardt i sur. udestalost bila 19 %"°.
Sli¢na udestalost objavljena je u istrazivanju Ghevaert i sur. (15,5 %)%, Nesto visa udestalost
objavljena je u istrazivanju Schechter i sur. gdje su protutijela anti-HPA-5b dokazana u pet
(28 %) slucajeva 1% te u istrazivanju de Vos i sur. u 23 % slucajeva'®. U restrospektivnom
istrazivanju iz 2007. godine provedenom u Hrvatskoj, kao uzrok FNAIT-a navode se
protutijela anti-HPA-5b u pet (37,5 %) slucajeval®’.

Podatci 0 ucestalosti i specifi¢nosti protutijela anti-HPA-5b uvelike se razlikuju izmedu
populacija Europe i Azije. U istazivanju Ohta i sur. provedenom u Japanu (N=223),
protutijela anti-HPA-5b (75,3 %) bila su naj¢eséi uzroénik FNAIT-a%. Brazilsko istrazivanje

Castro i sur., koje je obuhvacalo skupinu ispitanica (N=105) ¢ija novorodencad je imala
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trombocitopeniju, pokazalo je u 12 % ispitanica koje su bile nepodudarne u antigenima HPA s
novorodencetom prisutnost protutijela anti-HPA-5b, dok protutijela drugih specifi¢nosti nisu
dokazana'.

Rezultati ovog istrazivanja pokazali su prisutnost protutijela anti-HPA-5b u 45,5 % ispitanica,
a ujedno su bila najcesci uzrok FNAIT-a. Ovo je prvo istrazivanje U kojem je dokazana vecéa
ucestalost protutijela anti-HPA-5b 0d -1a u ispitanica Cija su djeca imala FNAIT.

Nekoliko je mogucih objasnjenja za najveCu ucestalost protutijela anti-HPA-5b u
patofiziologijij FNAIT-a u ovom istrazivanju. Prvo, moguce je da je veca ucestalost
protutijela anti-HPA-5b posljedica veceg postotka nepodudarnosti u antigenima HPA-5b u
skupini ispitanica u usporedbi s prethodno objavljenim ucestalostima nepodudarnosti u
ostalim populacijamal?®2, Drugi mogu¢i uzrok moze se povezati s manjom udestalo§éu
protutijela anti-HLA-1a, odnosno manjom sklonosti fetomaternalne aloimunizacije na antigen
HPA-1a zbog manje ucestalosti alela HLA-DRB3*01:01 u ispitivanom uzorku.

Nadalje, prilikom interpretacije rezultata ovog istrazivanja treba uzeti u obzir da protutijela
anti-HPA-5b najces¢e uzrokuju blage trombocitopenije te da se u nasoj ustanovi provodi
imunohematoloska obrada svih trombocitopenija, ukljucuju¢i i slucajeve blagih i
asimptomatskih trombocitopenija novorodencadi bez klini¢ki vidljivog Kkrvarenja te
trombocitopenije koje imaju potvrden drugi, neimunoloski uzrok koji potencijaino iskljucuje
FNAIT. Za pretpostaviti je da se u drugim ustanovama takvi slucajevi najvjerojatnije
laboratorijski ne obraduju te se stoga otkriva manje FNAIT-a uzrokovanih protutijelima anti-
HPA-5b,

Protutijela ostalih specifi¢nosti znacajno su manje ucestala od protutijela anti-HPA-1a i -5b,
odnosno javljaju se sporadi¢no. Primjerice, za protutijela anti-HPA-1b ucestalost u
istrazivanju Davoren i sur. bila je 9,1 %, u istrazivanju Schechter i sur. su navedena protutijela
dokazana samo u jedne (5,5 %) ispitanice'®, dok je u ostalim istrazivanjima udestalost bila <
1 %1%, Ugestalost protutijela anti-HPA-1b medu ispitanicama u ovom istrazivanju bila je
9,1 %'?, to odgovara istrazivanju Davoren i sur. (SAD).

Protutijela anti-HPA-2b i -5a kao uzrok FNAIT-a identificiraju se u oko 1 % ispitanica’>1°®,
Sto je niZe od ucestalosti dobivene ovim istraZivanjem.

Podatci za protutijela anti-HPA-3a razlikuju se izmedu pojedinih istrazivanja pa se tako u
istrazivanju Davoren i sur. navodi ucestalost od 2 %2, dok je u istrazivanju Krivec i sur.
navedeno protutijelo u 3 (14 %) sluc¢aja *%. U pojedinim istraZivanjima navedena protutijela
nisu dokazana’!%, §to odgovara i dobivenim rezultatima. Naime, u ovom istrazivanju

protutijela anti-HPA-3a takoder nisu dokazana niti u jedne ispitanice.
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U osoba s mutacijom gena CD36 i nedostatkom kompleksa GPIV moze do¢i do
fetomaternalne aloimunizacije na navedeni kompleks te su opisani FNAIT-i uzrokovani
protutijelima na kompleks GPIV (CD36)8°. Mutacije gena CD36 u populaciji Europe vrlo su
rijetke te se slucajevi FNAIT-a uzrokovanih protutijelima na kompleks GP!\/ vrlo rijetko
opisuju u literaturi’?. Za razliku od podataka za populacije Europe, protutijela na kompleks
GPIV ¢esca su u populacijama Azije te se prema ucestalosti javljaju 1za protutijela anti-HPA-
5b i -4b (0,9 %)%, Temeljem tih saznanja bilo je i za oéekivati da niti jedno aloprotutijelo na
kompleks GPIV nece biti uzrok FNAIT-a u provedenom istrazivanju, $to je i pokazano u

rezultatima.

5.6. Osvrt na pojedine gene HLA-DRB1/3/4/5 povezane sa specifiénim protutijelima

anti-HPA u serumu ispitanica ¢ija je novorodencadi imala FNAIT

Osim utvrdivanja ¢imbenika rizika za aloimunizaciju na antigene HPA, ovim istraZivanjem
zeljeli smo utvrditi postoji li povezanost pojedinih alela i protutijela anti-HPA odredene
specifi¢nosti. U skupini ispitanica ¢ija Je novorodencéad imala FNAIT, uoceno je da su aleli
HLA-DRB3*01:01 i HLA-DRB3*02:02 statisticki znacajno ¢e$¢e bili prisutni u ispitanica s
protutijelima anti-HPA-1a, odnosno anti-HPA-5b. Dobiveni rezuliati za alel HLA-
DRB3*01:01 u skladu su s dosad objavljenim istrazivanjima o povezanosti navedenog alela i
protutijela anti-HPA-1a'°%3, dok povezanost alela HLA-DRB3*02:02 s protutijelima anti-
HPA-5b do sada nije opisana u literaturi. Neophodna su istrazivanja u drugim populacijama
kako bismo utvrdili je li to specificnost nase populacije ili je taj alel i u drugim populacijama

povezan s nastankom FNAIT-a.

5.7. Utjecaj nepodudarnosti u antigenima ABO i HPA na fetomaternalnu

aloimunizaciju

Brojni su radovi potvrdili da nepodudarnost u antigenima ABO izmedu majke i djeteta Stiti
majku od fetomaternalne aloimunizacije na RhD eritrocitne antigene, odnosno smanjuje
ucestalost HDN-a. Naime, u slu¢aju nepodudarnosti u antigenima ABO izmedu majke i
djeteta, maj¢ina protutijela anti-A i anti-B hemoliziraju fetalne eritrocite koji tijekom trudnoce
prijedu kroz posteljicu u cirkulaciju majke. Zbog toga se fetalni eritrociti uklanjaju iz

(3

cirkulacije prije nego $§to dode do prepoznavanja tih ,tudih® antigena i predocavanja

limfocitima B pomoc¢u dentriti¢nih stanica. Levine i sur. prvi su objavili da je ucestalost
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HDN-a u RhD negativnih majki manja u slucajevima kada postoji nepodudarnosti u
antigenima ABO izmedu majke i djeteta''®. Zwiers i sur. su kasnije potvrdili da je ABO
nepodudarnost, osim s RhD eritocitnim antigenima, povezana i s fetomaternalnom
aloimunizacijom na druge eritrocitne antigene!®®,

S obzirom na to da trombociti fetusa, osim specifi¢nih antigena HPA na membrani, U manjoj
koncentraciji sadrze i antigene ABO, za pretpostaviti je da ¢e nepodudarnost u antigenima
ABO majke/djeteta takoder biti povezana s fetomaternalnom aloimunizacijom majke na
antigene HPA. Istrazivanja Levine 1 sur. te Zwiers 1 sur. ispitivala su povezanost maj¢ine
krvne grupe ABO s ucestalos¢u FNAIT-a te su pokazala slicnu raspodjelu krvnih grupa ABO
majki u djece s FNAIT-om'*!> Nadalje, u istrazivanju Ahlen i sur. u skupini ispitanica s
protutijelima anti-HPA-1a (N=154) ispitivana je povezanost ABO nepodudarnosti te
povezanost ABO krvne grupe majke i fetomaternaine aloimunizacije na antigene HPA-1a't®,
U istrazivanju nije dokazana statisticki znacajna povezanost ABO nepodudarnosti niti krvne
grupe ABO majke i fetomaternalne aloimunizacije na antigene HPA-1a. U novorodencadi
aloimuniziranih majki krvne grupe O dokazan je statisticki znacajan rizik od teskog FNAIT-a
u uporedbi s novorodencadi imuniziranih majki ostalih ABO krvnih grupa. Nadalje, u
istrazivanju Miserre i sur., U skupini ispitanica s protutijelima anti-HPA-1a (N=118) odreden
je genotip krvnih grupa ABO!. U tom istraZivanju nije dokazana statisticki znacajna
povezanost genotipova krvnih grupa ABO niti s ucestalos¢u protutijela anti-HPA-1a niti s
tezinom trombocitopenije novorodenceta. Nadalje, u navedenom istrazivanju postavljena je
hipoteza da nepodudarnost u antigenima ABO $titi majku od aloimunizacije na antigene HPA
fetusa, Sto rezultati nisu potvrdili.

Izostanak zaStitnog djelovanja protutijela anti-A i anti-B moze se objasniti postojanjem
individualnih razlika u koli¢ini antigena A i B na trombocitima. Osobe krvne grupe A2 imaju
vrlo malu koli¢inu antigena A na trombocitima, dok kod osoba krvne grupe Al postoje
individualne razlike u koli¢ini antigena A, ovisno o tome postoji li visok ili nizak izrazaj
antigena ABO. Izrazaj antigena A i B prvi je puta opisan u istraZivanju Osagawara 1 sur. U
kojemu je 4,1 % ispitanika (darivatelja krvi) imalo veliku koli¢inu antigena A i B na
trombocitima, dok je preostali broj ispitanika na trombocitima imao samo manje koli¢ine
antigena A i B8, Za razliku od trombocita odraslih osoba, koli¢ina antigena A i B na
trombocitima fetusa znacajno je manja *°,

Drugi moguci uzrok za nepovezanost nepodudarnosti u antigenima ABO s aloimunizacijom
na antigene HPA fetusa je postojanje alternativnog izvora fetomaternalne aloimunizacije.

Smatra se da fetalne stanice koja nemaju antigene A 1 B, poput leukocita, krvotvornih
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mati¢nih stanica ili stanica trofoblasta posteljice, takoder mogu dovesti do aloimunizacije
trudnica na antigene HPA'?. Ulazak fetalnih stanica u cirkulaciju majke fizioloski je dogadaj
koji se javlja ve¢ od &etvrtog do Sestog gestacijskog tjednal?l. Rani kontakt s aloantigenima na
stanicama trofoblasta ve¢ u prvoj trudno¢i moze uzrokovati aloimunizaciju na antigene HPA-
1a, a upravo izostanak antigena A i B na stanicama trofoblasta moze objasniti nedostatak
povezanosti nepodudarnosti u antigenima ABO i fetomaternalne aloimunizacije. U ovom
istrazivanju nije nadena statisticki znacajna povezanost krvne grupe ABO ispitanica niti
povezanost nepoudarnosti u antigenima ABO u parovima majka/novorodence i
fetomaternalne aloimunizacije na antigene HPA i HLA.

Povezanost nepodudarnosti u antigenima HPA i fetomaternalne aloimunizacije na navedene
antigene ispitivana je u istrazivanjima Castro i sur. i Reiher i sur.*2. Castro i sur. su objavili
da je nepodudarnost u antigenima HPA bila prisutna u gotovo polovice ispitivanih parova
majka/novorodence, a naucestalije nepodudarnosti bile su u antigenima HPA-2, -3 i -5. Od
dokazanih protutijela, identificirana su samo protutijela anti-HPA-5b, dok protutijela anti-
HPA-2a/b i -3a/b nisu dokazana niti u jedne ispitanice, unato¢ dokazanim nepodudarnostima
za pripadajuce antigene HPA.

Nadalje, rezultati nepodudarnosti u antigenima HPA u istrazivanju Reiher u sur.? (45 %) bili
Su slicni rezutatima istrazivanja Castro 1 sur., a protutijela anti-HPA takoder su dokazana
samo u manjem broju ispitanica s dokazanom nepodudarnoséu (2 %), sto upucuje na nisku
imunogeni¢nost antigena HPA. Imunogeni¢nost antigena HPA u istraZivanju izraunata je iz
ucestalosti protutijela anti-HPA u ispitanica s dokazanom nepodudarnosc¢u te je iznosila 10-12
% za antigen HPA-1a, a 20 % za antigen HPA-5b. Nadalje, istrazivanjem je utvrdeno da je
fetomaternalna aloimunizacija na antigene HPA manje ucestala od aloimunizacije na antigene
HLA, odnosno da je imunogeni¢nost antigena HPA deset puta manja od imunogeni¢nosti
antigena HLA. Ovakvi rezultati navode na zaklju¢ak da vjerojatno postoje drugi ¢imbenici
rizika za fetomaternalnu aloimunizaciju na antigene HPA.

U ovom istrazivanju najce$ée su dokazana protutijela anti-HPA-5b (1,9 %), dok protutijela
anti-HPA-2a/b, -3a/b i -5a, unato¢ velikom postotku nepodudarnih parova, nisu dokazana.
Statisticki znacajna povezanost nepodudarnosti u antigenima HPA 1 fetomaternalne
aloimunizacije na antigene HPA ovim istrazivanjem nije dokazana, $to je u skladu s

prethodno objavljenim istraZivanjima.
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5.8.  Ostali potencijalni ¢imbenici rizika za fetomaternalnu aloimunizaciju

Uz ve¢ navedene Cimbenike rizika za fetomaternalnu aloimunizaciju, bilo je zanimljivo
istraziti dodatne potencijalne ¢imbenike koji bi mogli utjecati na ucestalost fetomaternalne
aloimunizacije na antigene HPA i HLA. lako protutijela anti-HPA i anti-HLA mogu nastati
ve¢ u prvoj trudno¢i, ucestalost fetomaternalne aloimunizacije na trombocitne antigene raste s
porastom broja trudnoc¢a odnosno poroda i/ili pobacaja.

U velikom prospektivnom istrazivanju (N=24630) Ohto i sur. objavili su ucestalost protutijela
anti-HPA u cetiri skupine ispitanica koje su se razlikovale po broju trudnoca. Ucestalosti
protutijela anti-HPA u ispitanica kojima je ovo bila prva, druga, treca ili Cetvrta trudnoca
iznosile su 0,2; 1,1; 1,6 i 2,0 %®. Reiher i sur. su potvrdili i da s brojem poroda u ispitanica
raste ucestalost protutijela anti-HPA, medutim, povezanost broja poroda s fetomaternalnom
aloimunizacijom na antigene HPA nije bila statisticki znacajna. | u ovom istrazivanju za
protutijela anti-HPA nije bilo statisticki znacajnih razlika u raspodjeli prema broju poroda
ispitanica.

U radu iz 2010. god. Triulzi i sur., u skupini od preko 8000 dobrovoljnih darivateljica krvi,
nasli su ucestalost protutijela anti-HLA razreda | od 1,7 % u zena koje nisu rodile, a 24,4 % u
7ena koje su rodile!??, Istrazivanje pokazuje tendenciju rasta ucestalosti protutijeia anti-HLA s
brojem poroda, pa je tako u ispitanica koje su rodile jedno dijete ucestalost iznosila 11,2 %, u
ispitanica s dvoje djece 22,5 %, s troje 27,5 % te s ¢etvero ili vise djece 32,2 %. Ucestalost
protutijela anti-HLA u Zena koje nisu rodile, a imale su jedan rani pobacaj bila je 1,2 % te se
nije znacajno razlikovala od ucestalosti protutijela anti-HLA u ispitanica koje nisu rodile.

U istrazivanju Powers i sur. su navedeni rezuliati u¢estalosti protutijela anti-HLA razreda I i I
u skupini dobrovoljnih darivateljica krvi koje su rodile (N=1009) od 33 %, dok je ucéestalost
protutijela anti-HLA u darivateljica koje nisu rodile bila 1 %*2%. Autori su takoder naveli da je
anamnesticki podatak o trudnoéi imao statistiCku znac¢ajnost u povezanosti s fetomaternalnom
aloimunizacijom na antigene HLA.

Sli¢no kao u istrazivanju Triuzi 1 sur. 1 Powers 1 sur., ispitanice u istraZivanju Reiher i sur. U
kojih je bio zabiljeZzen veci broj poroda, CeS¢e su imale prisutna protutijela anti-HLA u
serumu, medutim, U istrazivanju nije dokazana statisticki znaCajna povezanost broja poroda
ispitanica i fetomaternalne aloimunizacije na antigene HLAZ,

U ovom istrazivanju takoder je bio zabiljezen rast ucestalosti protutijela anti-HLA s brojem
poroda, pa je tako ucestalost u ispitanica koje nisu rodile iznosila 6,5 %, u ispitanica koje su

rodile jedno dijete 24,2 %, u ispitanica s dvoje djece 41,3 %, s troje 48,5 % te s Cetvero ili vise

80



Zakljucci

djece 58,3 %. Rezultati ovog istrazivanja usporedivi su s rezultatima Reiher i sur. te se iz njih
moze zakljuéiti sljedece: iako je ucestalost protutijela anti-HLA u ispitanica u provedenom
istrazivanju rasla razmjerno s brojem poroda, nije dokazana statisticki znacajna razlika
izmedu ispitivanih skupina.

Ovakvi rezultati mogli bi se objasniti specificnim imunoloskim promjenama koje se dogadaju
u trudno¢i. Brojni radovi povrduju da tijekom trudnoce dolazi do supresije imunosnog sustava
trudnica. Tako, naprimjer, u nekih autoimunih bolesti poput reumatoidnog artritisa i multiple
skleroze tijekom trudnoée dolazi do poboljsanja klinic¢ke slike?#1%. Nadalje, potvrdeno je da
majcin imunosni sustav intenzivnije reagira na oceve antigene u tijeku prve trudnoce i poroda,
0dnosno prije nego se stvori specifiéna imunotolerancija’?®,

Dokazano je da fetalne stanice tijekom trudnoée prelaze kroz posteljicu u cirkulaciju majke te
se u organizmu majke mogu dokazati dugo nakon poroda. Pojava fetalnih stanica koje sadrze
antigene naslijedene od oca, Koji su nepoznati imunosnom sustavu majke, naziva se fetalni
mikrokimerizam (engl. Fetal microchimerism, FMC). Fetalne stanice dokazane su u tkivu
maternice majke!?®, a takoder se nalaze i u drugim maj¢inim organima i tkivima, naprimjer
mozgu, koZi, timusu, srcu, plu¢ima, kostanoj sri, slezeni, bubrezima, jetri itd.**’.

Upravo te fetalne stanice, koje na svojoj membrani izraZzavaju zajednicke antigenske osobine,
imaju vaznu svrhu. Zadrzavanje fetalnih stanica u organizmu majke potice imunu toleranciju
majke na ,,nepoznate* antigene koje je fetus naslijedio od oca. Fetalne stanice se u cirkulaciji
majke mogu dokazati ve¢ u sedmom gestacijskom tjednu, a njihova koncentracija se povecava
kako trudno¢a odmice te je najvisa tijekom poroda’?®. Postupno poveéanje koncentracije
fetalnih stanica u organizmu majke dovodi do povecanja koli¢ine regulatornih CD4+
limfocita T (engl. T regulatory cells, Tregs).

Lokalna (maternica) i sistemska (organi i tkiva trudnice) imunosna tolerancija neophodna je
za povoljan ishod trudnoce. Ukoliko se imunosna tolerancija pravovremeno ne razvije, moze
do¢i do spontnih pobacaja ili preeklampsije trudnice'?®. Nadalje, dokazano je da imunosna
tolerancija ostaje i nakon poroda te poboljsava ishod buduéih trudnoéa majke®?®.

Navedene imunosne promjene tijekom trudnoce i nakon poroda mogle bi objasniti zasto, za
razliku od prve trudnoce, broj narednih trudnoca, odnosno poroda nema toliko izrazen utjecaj
na fetomaternalnu aloimunizaciju.

pojacati imunoloski odgovor na antigene HPA fetusa te dovesti do fetomaternalne
aloimunizacije na antigene HPA i uzrokovati FNAIT. Tu pretpostavku potvrduje i istrazivanje

Reiher i sur. u kojem je dokazana statisticki znacajna povezanost protutijela anti-HLA razreda
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| i fetomaternalne aloimunizacije na antigene HPAZ? Navedeni rezultati usporedivi su s ovim
istrazivanjem, u kojem je takoder dokazano da su prisutna protutijela anti-HLA razreda |
¢imbenici rizika za fetomaternalnu aloimunizaciju na antigene HPA.

Nadalje, brojna istrazivanja pokazuju da se pojedina protutijela anti-HPA ¢esce javljaju u
kombinaciji s protutijelima anti-HLA razreda I. S obzirom na to da su protutijela anti-HPA-
la najucestaliji uzrok FNAIT-a u Europi i SAD-u, u literaturi se najvise podataka moze naci o
tim protutijelima. Tako je, naprimjer, istrazivanje Dahl i sur. provedeno u Norveskoj, a koje je
obuhvatilo 166 ispitanice s protutijelima anti-HPA-1a, dokazalo da su, uz ova protutijela anti-
HPA-1a, u 67 % ispitanica istovremeno dokazana i protutijela anti-HLA razreda 1%L, U
istrazivanju Taaning i sur. (N=59) objavljena je ucestalost kombinacije protutijela anti-HPA-
1a s protutijelima anti-HLA 46,7 %32,

Za razliku od protutijela anti-HPA-1a, mnogo je manje istrazivanja koja su obuhvacala
povezanost protutijela anti-HLA i protutijela anti-HPA-5b. U istrazivanju Ohto i sur.
provedenom na 138 ispitanica s dokazanim protutijelima anti-HPA-5b, u samo 9 (6,5 %)
ispitanica su uz anti-HPA-5b protutijela bila dokazana i protutijela anti-HLA razreda 1. Taj
postotak je zna¢ajno manji od postotka protutijela anti-HPA-1a koja se javljaju istovremeno s
protutijelima anti-HLA.

U ovom istrazivanju je po prvi puta ispitivana prisutnost protutijela anti-HLA razreda | u
ispitanica s dokazanim protutijelima anti-HPA-1a i anti-HPA-5b. U skupini ispitanica s
dokazanim protutijelima anti-HLA bilo je znafajno viSe onih s protutijelima anti-HPA-5b
(80,0 %) nego onih s protutijelima anti-HPA-1a (12,5 %). 1z navedenog proizlazi da postoji
statisticki znacajna povezanost protutijela anti-HLA razreda | i fetomaternalne aloimunizacije
na antigene HPA-5h, dok povezanost s fetomaternalnom aloimunizacijom na antigene HPA-
1a nije bila statisti¢ki znacajna.

Ovakva bi istrazivanja trebalo nastaviti na vecoj skupini ispitanica i utvrditi postoji li

povezanost odredenih protutijela anti-HLA razreda | i nastanka FNAIT-a.
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6. ZAKLJUCCI

1. U ovom istrazivanju dokazana je podjednaka raspodjela alela HPA u usporedbi s 12
navedenih populacija Europe, dok se raspodjela alela HPA razlikovala u usporedbi s
populacijama svijeta.

2. Cetiri najudestalije nepodudarnosti u parovima majka/novorodende uolene su u
antigenima HPA-1b, -5b, -2b i -15a.

3. Protutijela anti-HPA dokazana su u samo 2,2 % ispitanica, a najucestalije protutijelo
bilo je anti-HPA-5b (1,9 %). Protutijela anti-HPA-1a u ovom istrazivanju nisu dokazana niti u
jednom slucaju. Ucestalost protutijela anti-HLA iznosila je 18,2 %.

4. U istrazivanju je dokazano da aleli HLA-DRB1*15:01 i HLA-DRB5*01:01 umanjuju,
a aleli HLA-DRB1*13:01 i HLA-DRB3*01:01 povecavaju rizik od fetomaternalne
aloimunizacije na antigene HPA.

5. Kod najveceg broja ispitanica (45.5 %) dokazana su protutijela anti-HPA-5b, dok su
protutijela anti-HPA-1a dokazana u 36,4 % slucajeva.

6. U skupini ispitanica ¢ija je novorodencad imala FNAIT dokazana je povezanost alela
HLA-DRB3*01:01 i HLA-DRB3*02:02 s prisutnosc¢u protutijela anti-HPA-1a, odnosno -5b.
7. Nije dokazana povezanost krvne grupe ABO ispitanica niti povezanost nepoudarnosti

u antigenima ABO i HPA u parovima majka/novorodence i fetomaternalne aloimunizacije na
antigene HPA i HLA.

8. Nije dokazana povezanost protutijela anti-HPA i anti-HLA s brojem poroda ispitanica.
9. Po prvi je puta dokazana povezanost protutijela anti-HLA razreda | i fetomaternalne

aloimunizacije na antigene HPA-5b.
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8. SAZETAK

Imunizacija majki na specificne trombocitne antigene (engl. human platelet antigens, HPA)
i/ili humane leukocitne antigene (engl. human leukocyte antigens, HLA) Koje je dijete
naslijedilo od oca, uz znanstveno ima i klinicko znacenje za majku i novorodence, s obzirom
na to da anti-HPA i anti-HLA protutijela mogu uzrokovati spontane pobacaje te
fetalnu/neonatalnu  aloimunu  trombocitopeniju  (eng.  fetal/neonatal  alloimmune
thrombocytopenia, FNAIT). Istrazivanja su pokazala da se ne imuniziraju sve majke s
nepodudarnostima u antigenima HPA s djetetom, a razlog tome mogli bi biti specifi¢ni
¢imbenici maj¢inog imunosnog sustava.

Ciljevi ovog istrazivanja bili su odrediti alele i genotipove gena HPA u ispitanica i
novorodencadi te analizirati broj 1 specificnost nepodudarnosti u antigenima HPA 1 ABO u
parovima majka/novorodence. Nadalje, jedan od ciljeva bio je testirati sve ispitanice na
prisutnost protutijela anti-HPA i odrediti njihovu specificnost, a onim ispitanicama s
dokazanom nepodudarno$éu u antigenima HPA s novorodenfetom 1 ispitanicama s
dokazanim protutijelima anti-HPA odrediti gene HLA-DRB1/3/4/5. U skupini ispitanica ¢ija
su djeca razvila trombocitopeniju cilj je bio analizirati podatke o protutijelima anti-HPA,
genima HPA ispitanica i novorodencadi te genima HLA-DRB1/3/4/5. Posljedni cilj u ovom
istrazivanju bio je Ispitati povezanost nepodudarnosti u antigenima sustava ABO i
fetomaternalne alomunizacije na antigene HPA.

Rezuliati provedenog istrazivanja ukazali su na podjednaku raspodjelu alela HPA u usporedbi
s 12 navedenih populacija Europe, dok se raspodjela alela HPA ocekivano razlikovala u
usporedbi s populacijama svijeta.

Cetiri najucestalije nepodudarnosti uo¢ene su u antigenima HPA-1b, -5b, -2b i -15a.
Protutijela anti-HPA dokazana su u samo 2,2 % ispitanica, a najucestalije protutijelo bilo je
anti-HPA-5b, dok protutijela anti-HPA-1a u ovom istrazivanju nisu dokazana niti u jednom
slu¢aju. Ucestalost protutijela anti-HLA razreda | iznosila je 18,2 %. Istrazivanjem je
dokazano da aleli HLA-DRB1*15:01 i HLA-DRB5*01:01 umanjuju, a aleli DRB1*13:01 i
HLA-DRB3*01:01 uvecavaju rizik od fetomaternalne aloimunizacije na antigene HPA.

U skupini ispitanica ¢ija je novorodencad imala FNAIT, protutijela anti-HPA-1a nisu bila
najucestalija, ve¢ su u najveceg broja ispitanica dokazana protutijela anti-HPA-5b. U
navedenoj skupini uo¢eno je da su aleli HLA-DRB3*01:01 i HLA-DRB3*02:02 statisticki

znacajno ces¢e bili prisutni u ispitanica s protutijelima anti-HPA-1a odnosno anti-HPA-5b.
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Nije nadena statistiCcki znacCajna povezanost krvne grupe ABO ispitanica niti povezanost
nepoudarnosti u antigenima ABO i HPA u parovima majka/novorodence i fetomaternalne
aloimunizacije ispitanica na antigene HPA i HLA te takoder nije bilo statisticki znacajnih
razlika u raspodjeli prema broju poroda ispitanica.

Ovim istrazivanjem po prvi je puta dokazana statisticki znacajna povezanost protutijela anti-
HLA razreda | i fetomaternalne aloimunizacije na antigene HPA-5b.

Iz rezultata ovog istrazivanja moze se zakljuciti da je fetomaternalna aloimunizacija na
antigene HPA povezana s genima HLA-DRB1/3/4/5. Takoder, polimorfizami gena HLA-
DRB1/3/4/5 povezan je s fetomaternalnom aloimunizacijom na pojedini specificni antigen
HPA.

Rezultati ovog istraZzivanja omoguciti ¢e bolje razumijevanje mehanizma imunizacije majke
na antigene HPA i HLA te utvrdivanje ucestalosti i klinickog znacenja pojedinih protutijela
anti-HPA.
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9. SUMMARY

Mothers’ alloimmunization to specific platelet antigens (HPA) and/or human leukocyte
antigens (HLA) that a child inherited from a father is not only of scientific significance but
also clinical significance for both mother the child. Anti-HPA and anti-HLA antibodies can
cause spontaneous abortions and fetal/neonatal alloimmune thrombocytopenia (FNAIT).
Studies have shown that not all mothers had anti-HPA antibodies present and it could be
because of specificity of one's immune system.

The goals of this study have been to determine the mother's and child's HPA alleles and
genotypes and to analyze the number and the specificity of mismatches in HPA and ABO
antigens present in mother/child pairs.

Furthermore, all mothers were to be screened for anti-HPA antibody specificity and tested for
the HPA genes, followed by identification of HLA-DRB1/3/4/5 genes only in the group of
mothers with anti-HPA antibodies and in the group of mothers with HPA mismatches.

For another group which included mothers whose children had been treated for FNAIT, the
goal was to analyze previous testing for anti-HPA antibodies, HPA genes, and HLA-
DRB1/3/4/5 genes. The final goal of the study was to analyze the correlation of HPA
mismatches and ABO mismatches to fetomaternal alloimmunization to HPA antigens.

The results have shown equal distribution of HPA alleles in 12 European populations in
comparison to the distribution of HPA alleles in our study, while the distribution of HPA
alleles differed in comparison to world populations.

Four most frequent HPA mismatches have been found in antigens HPA-1b, -5b, -2b, and

-15a.

Antiplatelet antibodies have been detected in 2,2 % of mothers; the most frequent were anti-
HPA-5b antibodies. Anti-HPA-1a antibodies have not been detected in this group of mothers.
The frequency of class | anti-HLA antibodies was 18,2 %.

This study confirmed that HLA-DRB1*15:01 and HLA-DRB5*01:01 alleles decrease, whereas
DRB1*13:01 and HLA-DRB3*01:01 alleles increase the risk of fetomaternal
alloimmunization to HPA antigens.

In the group of mothers whose children had FNAIT, anti-HPA-1a antibodies were not the
most frequent antibodies. The largest number of mothers had detectable anti-HPA-5b
antibodies in sera. In this group of mothers, HLA-DRB3*01:01 and HLA-DRB3*02:02 alleles
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were statistically more frequently present in mothers with anti-HPA-1a and anti-HPA-5b
respectively.

The correlation between ABO blood group, mismatches in HPA, ABO antigens, previous
deliveries and fetomaternal alloimmunization were not statistically significant.

This is the first study with a statistically significant correlation between class | anti-HLA
antibodies and fetomaternal alloimmunization to HPA-5b antigens.

In conclusion, fetomaternal alloimmunization to HPA antigens is in correlation to HLA-
DRB1/3/4/5 genes. Furthermore, the polymorphism of HLA-DRB1/3/4/5 genes is in
correlation to fetomaternal alloimmunization to specific HPA antigens.

The results of this study will provide new insights into the pathophysiology of
alloimmunization to HPA and HLA antigens and aid in determining the incidence and clinical
significance of certain anti-HPA and HLA antibodies.
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10.

10.1. Raspodjela alela gena HPA u populacijama Europe

Prilog 1. Tablica raspodjele alela HPA u populacijama Europe

POPULACIJA | HPA | HPA | HPA | HPA | HPA | HPA | HPA | HPA | HPA | HPA | HPA | HPA | HPA | HPA | HPA | HPA | Ref.
-la |-1b |-2a |-2b |-3a |-3b |-4a |-4b |-5a |-5b |-6a |-6b |-9a |-9b |-15a |-15b
Hrvatska* 0,82 | 0,18 (089 | 0,11 {057 [043 | 1,00 |0,00 |086 |0,14 |1,00 |0,00 |099 |0,01 |051 |049 |-
Hrvatska™** 078 1022|089 | 0,11 {059 |04l 099 |00l 0,84 |0,14 |1,00 |0,00 |099 |00l |052 [048 |-
Slovenija 0,81 | 0,19 [0.88 | 0,12 | 0,58 | 042 |099 |0,01 {093 |0.07 |- - - - - - 15
Srbija 0.87 | 0,13 {092 | 0,08 | 061 |039 |0,10 | 0,00 |08 |0,11 |1,00 |0,00 |099 |0,01 |047 [0,53 |V
Makedonija 0,86 | 0,14 | 085 | 0,15 | 0,58 | 042 |- - 090 |0.10 |- - - - - - 28
Finska 0,86 | 0,14 [ 091 | 0,09 |059 |041 |- - 095 | 0,05 |098 |0,02 |- - - - 3
Danska 0,83 | 0.17 {092 | 0,08 |0,63 |037 | 1,00 |0,00 [0.92 |0,08 |- - - - - - 33
CeSka 0,83 | 0,17 {090 | 0,10 | 0,59 |04l |- - 093 [ 007 |- - - - - - 3
Austrija 0,85 | 0,15 {092 | 0,08 |061 |039 |- - 0,89 | 0,11 |- - - - - - 36
Poljska 0,87 | 0,13 {090 | 0,10 | 0,59 |041 | 1,00 | 0,00 | 0,94 |0,06 |- - - - - - 2
Svicarska 0,83 | 0,17 {090 | 0,10 | 0,67 | 033 |- - 089 | 0,11 |- - - - - - 30
UK 0,84 | 0,16 {093 | 0,07 | 063 |037 | 1.00 |0,00 |091 |0,09 |1,00 |0,00 | 100 |000 |- - 35
Njemacka 0,80 (0,20 | 0,91 | 0,09 | 057 {043 | 1,00 {000 |092 |008 |- - - - 0,52 | 048 |3
Njemacka*** 0,86 | 0,14 (087 | 0,13 | 0,61 [039 |099 | 001 {091 |0,09 |- - - - 047 0,53 |3
Norveska 0,87 | 0,13 {094 | 0,06 | 047 |0,53 | 1.00 |0,00 {093 |0,07 |- - - - 049 |051 | %

Kratice: * - rezultati za ispitanice u ovom istrazivanju, **
porijekla

- rezultati za novorodencad u ovom istrazivanju,

***_ rezultati za populaciju turskog
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10.2. Raspodjela alela gena HPA u populacijama svijeta

Prilog 2. Tablica raspodjele alela HPA u populacijama svijeta

POGPULACIJA HPA | HPA | HPA | HPA | HPA | HPA | HPA | HPA | HPA | HPA | HPA | HPA | HPA | HPA | HPA | HPA | Ref.
-la |-1b |-2a |-2b |-3a -3b | -4a | -4b |-5a |-5b -6a | -6b |-9a |-9b |-15a |-15b

Maroko (Berberi) 0,75 1025 (082 |0,18 |0,68 |032 |1,00 |0,00 |086 |0,14 | 1,00 | 0,00 |- - - - 13
Iran 0,90 {010 {088 |012 0,59 |04l |1.00 000 {091 0,09 | 1,00 |0,00 |1,00 [000 |046 |054 |12
Saudijska Arabija 0,80 | 0,20 0,71 | 029 | 0,65 |035 |09 |00l |080 |020 | 1,00 |0,00 |- - 047 10,53 |%
Bahrein 0.76 | 0,24 |0,77 1023 |0,57 |043 |093 |0,07 |086 |0,14 |- - - - - - 26
Tunis 0,78 | 022 1086 |0,14 |075 |0,25 | 1,00 | 0,00 |0,80 |0,20 | 1,00 | 0,00 |- - 0,51 | 049 [ ¥
Egipat 079 1021 {087 |0,13 |0,66 |034 | 1,00 {000 |084 |0]16 |- - - - 0,53 | 047 | ¥
Pakistan 0,88 | 0,12 {092 |0,08 |0,69 |031 |1,00 |0,00 |09 |0,10 |- - - - 0,59 |[041 |18
Kina (Han Kinezi) 0,99 | 0,01 [095 |005 |059 |041 |09 |001 |099 |0,01 |09 |001 |- - 0,53 | 047 |2
Vijetnam 0,99 |00l 095 |05 |049 |051 | 1,00 |000 |097 [003 |09 |001 |1,00 |000 |052 |048 |*
Japan 0,99 | 0,01 |09 |0,10 |059 |041 |09 |001 |- - 0,97 |0,03 |- - - - 2025
Burma 0,95 | 0,05 {097 |003 |0.60 | 040 |09 |0,01 |098 |0,02 |099 |00l |- - 0,57 | 043 | %
Juzna Korea 099 {001 |092 |008 |[055 |044 1099 |00l [098 [0,02 |02 |001 |- - - - 2
Subsaharska Afrika* | 0,90 | 0,10 | 0,78 | 0,22 | 0,60 | 0,40 | 1,00 | 0,00 | 0,73 | 0,27 | 1,00 | 0,00 | 1,00 | 0,00 |0,70 | 0,30 | %
Subsaharska Afrika** | 1,00 | 0,00 | 0,61 | 0,39 |0,50 |0,50 [ 1,00 | 0,00 |0,59 |041 | 1,00 | 0,00 | 1,00 0,00 |0,67 |0,33 |2
Australija*** 0,99 | 0,01 | 1,00 |0,00 |093 |0,07 | 1,00 |0,006 |075 |025 |- - - - - - 39
Amazonija**** 1,00 | 0,00 | 096 | 0,04 |071 |029 | 1.00 | 0,00 | 0,96 |0.04 |- - - - - - &
Brazil 0,85 | 0,15 | 087 [0,13 065 |035 |0.99 |00l [090 |0,10 |1,00 | 0,00 | 098 | 0,02 |053 |047 |1

Kratice: * - rezultati za Kongo, ** - rezultati za populaciju Pigmejaca, *** - rezultati za populaciju Aboridina, ****

Indijanaca

- rezultati za populaciju

100



Zivotopis

11. ZIVOTOPIS

Gordana Tomac rodena je 5. sije¢nja 1981. godine u Zagrebu. Osnovnu $kolu i XVI. (jezi¢nu)
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Zivotopis

Zagreb, Hrvatska, 8-9.9.2022.

3. Drugi dani koagulacije

- pozvano predavanje — Refractory HIT — rare or underdiagnosed?
Zagreb, Hrvatska. 9-10.5.20109.
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