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Roviditések jegyzéke

AA
AF
ALL
AML
BM
BMDW
CBU
CDC
CML
CMV
GVHD
GVL

HLA
HR
HSCT
HVG
HWE
MAC
MDS
MDSI
MHC
MM
MUD
NMDP
NMDS

NGS
NRM
(ON
OVSz
PBSC

aplasztikus anémia

allélcsoport frekvencia

akut limfoid leukémia

akut mieloid leukémia

bone marrow (csontveld)

Bone Marrow Donors Worldwide (Nemzetk6zi Csontvelddonor Adatbazis)
cord blood unit (k6ldokzsindrveérbdl szarmazo dssejt)

complement dependent cytotoxicity (komplementfiiggd citotoxicitas)
kréonikus mieloid leukémia

citomegalovirus

graft versus host disease (graft versus host betegség)

graft versus leukémia

estimated heterozygosity (becsiilt heterozigotasag)

human leukocita antigén

high resolution (nagy felbontasit HLA eredmény)

hematopoietic stem cell transplantation (vérképzo dssejt atiiltetés)
host versus graft

Hardy-Weinberg Egyensuly

myeloablative conditioning (mieloablativ kondicionalas)
mielodiszplézias szindroma

sokdimenzios skaldzas els6é dimenzioja

Major Histocompatibility Complex (f6 hisztokompatibilitasi komplex)
mismatch (eltérés)

matched unrelated donor (6nkéntes nem rokon HLA egyeztetett donor)
Natinal Marrow Donor Program (nemzeti csontvelé donor program)
Non-metric  Multidimensional Scaling (nem-metrikus sokdimenzids
skalazas)

Next Generation Sequencing () generacids szekvenalas)

non-relapse mortality (nem relapszus okozta mortalités)

overall survival (Osszesitett tulélés)

Orszagos Vérellato Szolgalat

peripheral blood stem cell (periférids vérbdl szarmazo dssejt)
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PCR polymerase chain reaction (polimerdz lancreakcid)
PCR-SSO sequence specific oligonucleotide (szekvencia specifikus oligonukleotid)

PCR-SSP sequence specific primer (szekvencia specifikus primer)

RIC reduced intensity conditioning (csokkentett intenzitasi kondicionalo
kezelés)

SBT sequence based typing (szekvencia alapt tipizalas)

TCR T-sejt receptor

WMDA  World Marrow Donor Association (Nemzetkozi Csontvelddonor Szervezet)

A dolgozatban a latin eredetli orvosi szakkifejezéseket igyekeztem kovetkezetesen

magyarositva irni és a magyar helyesiras szabalyait figyelembe véve hasznalni.
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1 Bevezetés

1.1 A HLA rendszer

1.1.1 A HLA rendszer felfedezése, felépitése, oroklodése

A 16 hisztokompatibilitasi antigének felfedezése elengedhetetlen volt a sikeres szerv és
szovet transzplantaciok kivitelezéséhez, hiszen a HLA antigének egyeztetése a recipiens
¢s a donor tekintetében alapvetéen befolyasolja a transzplantacid sikerességét. A 6
hisztokompatibilitasi komplex (Major Histocompatibility Complex — MHC) felfedezése
George Snell, amerikai immunolégus nevéhez flizédik. Snell az 1940-es években
végzett egérkisérleteket, amelyek soran daganatokat oltott at kiillonbozd egyedekbe és a
vizsgédlatok sordn egyes egyedekben a daganat ndvekedését (megtiirést), mas
egyedekben pedig a daganat elpusztulasat (kilokodését) tapasztalta. Megallapitotta,
hogy a megtapadast vagy a kilokddést a sejtekre jellemzd genetikailag meghatarozott
kiilonbségek vagy azonossagok hatarozzadk meg. Snell a jellemz6 sejtfelszini fehérjéket
"hisztokompatibilitasi antigéneknek", és az azokat meghatarozd genetikai rendszert "6
hisztokompatibilitasi komplexnek" nevezte el. (Petranyi, 2005) A "hisztokompatibilitasi
antigén" kifejezés azonban ténylegesen csak a transzplantacids terminologiaban allja
meg a helyét, hiszen a szervitiiltetés sordn zajlo folyamatok nem tekinthetdk
fiziologiasnak. Az MHC-gének altal kodolt fehérjék csak a nem kompatibilis szovet-
evoluciosan specialis biologiai funkciokkal rendelkezé6 membranfehérjék. Az emberi
MHC-régid altalanosan hasznalt elnevezése, a Human Leukocyte Antigen (HLA) Jean
Dausset, francia kutat6 nevéhez kothetd. (Rajnavolgyi, 2012)

A HLA-génkomplex a 6. kromoszoma rovid karjan helyezkedik el (Klein, 2000),
mintegy 4000 kb hossztsagaval a teljes emberi genom 0,13%-at teszi ki. (1. dbra)
Rendkiviil nagymértékii géndenzitas mellett tobb mint 200 gént tartalmaz. Az MHC-
komplexbe tartozd gének koziil koriilbeliil 50% kodol fehérjét. Az MHC régid erésen
konzervalt nukleotid sorrendii része a humén genomnak ¢€s az egyik legtobbet vizsgalt

szakasza is.
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1. Abra: A HLA génkomplex elhelyezkedése a 6. kromoszéman (Klein, 2000 nyomdn)
A HLA génkomplexen beliil hirom f6 régiéo kiilonithetd el: a HLA-I-es osztalyu
(narancssarga blokk), -II-es osztalyu (kék blokk) és -IlI-as osztalyu (sziirke blokk) gének
csoportja. A hematopoetikus Ossejtatiiltetés szempontjabdl legfontosabb l6kuszok a HLA-
A, -B, -C, -DRBI, -DQBI1 ¢s -DPBI.

A 6. kromoszoma révid karjan a telomerikus rész feldl haladva a centroméra felé harom
6 régiot kiilonithetiink el: Class I, Class III, Class II. A klasszikus HLA I-es osztalyba
tartozik -tobbek kozott- a HLA-A, -B és -C 10kusz, az altaluk kodolt fehérjetermékek
minden magvas sejt felszinén megtaldlhatok. (Shiina 2009) A HLA-A, -B és -C
l6kuszain elhelyezkedd szerkezeti gének az 1. osztalyba tartozo klasszikus MHC-
fehérjék (MHC-I) a-lancat kodoljak, ez a lanc a B-2-mikroglobulin (2m) fehérjével
tarsulva jelenik meg a sejtek felszinén. (2. abra) A P2m-t koédolé gén a 15.
kromoszéman talalhat6. A HLA-C lokusz a HLA-A és HLA-B kozott helyezkedik el. A
II. osztalyba tartozé legfontosabb MHC-molekuldk (MHC-II) kodolasaért a HLA-DR,
HLA-DQ ¢és HLA-DP lokuszok feleldsek. Ezek a lokuszok A ¢és B géneket
tartalmaznak, amelyek a dimer HLA-D molekuldk o- és B-lancat hatdrozzak meg. A
polimorfizmusok leginkabb a f-lancon lokalizalédnak. A  génduplikaciok
eredményeként a HLA-DR 16kusz tobb B gént is tartalmaz. A DRB1, DRB3, DRB4 ¢és
DRBS funkcionalis gének, mig a DRB2 pszeudogén. A DRB3 génterméke a DR52
antigén, a DRB4 kodolja a DR53 antigént és a DRB5 a DRS51 antigént fejezi ki. A
DRB3, 4, 5 gének szorosan kapcsoltak adott DRB1 allélcsoportokkal. A III. osztalyba

8
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sorolt gének altal kodolt fehérjék is fontos immunolédgiai szerepet toltenek be, ide
tartozik a komplementrendszer néhany eleme (C2, C4A, C4B), a hdsokk fehérjék
egyike (HSP70), tovabba a tumor nekrdzis faktor-a és -B (TNF). (Rajnavolgyi, 2012,
Rajczy, 2013)

doménszerkezet
. peplidkotd hely
MHC-I MHC-1I
L ...'l.'l.-| 1.1'._'._. ﬂ._.
R, N
B M
COB8-kotds ) CD4 kotbs ) &=

N (D @)

4—— lranszmembrin-régid (TM) ——»

- ciloplazmatikus régid (C) * L CO0H HOOC
COOH
polipeptid-szerkezet
™ C ™ C
NH, C - COOH NH, | I= ] COOH
ity i1y iy iy iy
™ C
NH, - [— COOH NH, | [ COOH
fi,m B, B,
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2. Abra: Az MHC-I és MHC-II molekulak felépitése (Rajnavilgyi, 2012) Az MHC-I
molekula egy polimorf a- és egy konzervalt -2-mikroglobulin (f2m) lancot tartalmazé
heterodimer. Az I-es osztalyt molekuldkat két peptidkoté domén (al és a2), egy
immunglobulinszeri domén (a3), egy transzmembran régiod €s egy citoplazmatikus régio

épiti fel. Az MHC-II molekula egy polimorf a- és egy polimorf B-lancot tartalmazé

sz

tovabbi alkotdegységek: az immunglobulinszerti domén (a2 és f2), a transzmembran régiod

és a citoplazmatikus szakasz.

A HLA lokuszokon elhelyezked¢ allélek a mendeli 6roklésmenet szerint kodominansan
oroklédnek, vagyis a sziiloktdl 6roklott valamennyi allél terméke kifejezddik. (3. ébra)
Abban az esetben, ha adott HLA lokuszon az apai és anyai kromoszoman is kétféle allél
talalhatd, az utdédok genotipusa a variacios lehetdségekbdl adodoan négyféle lehet. Az

utodokba a kiilonb6z6 HLA-I6kuszokon 1évé allélek egyiitt 6roklodnek tovabb.
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Haplotipusnak nevezziikk az egy kromoszéman 1éve, az utddokba egylitt tovabb
oroklodo allélek csoportjat. (Rajnavolgyi, 2012) Ezért nemcsak annak a valdszinlisége
25%, hogy adott egyén a testvérével azonos lesz adott HLA-16kusz tekintetében, hanem
annak is, hogy ha minden lokuszra heterozigotak a sziilok és nem tortént crossing over,
akkor az 0sszes HLA lokuszra is identikusak lesznek. (3. abra) A haplotipusok crossing
overekkel viszont megvaltozhatnak, a rekombinacid legnagyobb valdszinliséggel a
HLA-A ¢s -C, illetve a HLA-B ¢és -DR 16kuszok kozott kovetkezik be, mert ezen a két
helyen helyezkednek el egymastol a gének a legnagyobb tavolsagban. Két (vagy tobb)
l6kusz egylittes vizsgalatakor fontos kérdés, hogy az egyik lokuszon detektalt genotipus
korrelal-e a masik 16kuszon azonositott genotipussal. Ha nincs ilyen korrelacio, akkor a
lokuszok kapcsoltsagi egyenstlyban vannak. Abban az esetben, ha a lokuszok
nincsenek kapcsoltsagi egyensulyban, akkor az egyik lokuszon azonositott genotipus
mellett az egyén gyakrabban (vagy ritkdbban) hordoz a masik lokuszon egy adott
genotipust. A kapcsoltsdgi egyensulytol vald eltérés mértéke az un. linkeage
disequilibrium (LD). (Jorde, 2000) A meiotikus rekombinacio és a LD erdssége kozott
rekombinacié tolti be a legfontosabb szerepet a haplotipus blokkok erdsségének a
meghatarozasaban. (Cullen, 2002) A HLA région beliil nagyobb valoszintiséggel fordul
eld kapcsoltsag, mint a human genom mas részeiben, kiilonésen a HLA-DRB1 alléljei

¢és bizonyos -DQAT1 és —DQBI1 all¢élek kozatt. (Klitz, 2003)

10
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apa anya
A*02 A*68 A*32 A*68
c*03 C*16 C*06 C*05
B*40 B*44 B*13 B*18
DRB1*08 DRB1*07 DRB1*01 DRB1*03
DQB1*04 DQB1*02 DQB1*05 DQB1*02
DPB1*02 DPB1*04 DPB1*01 DPB1*05

gyermek1 gyermek2 gyermek3 gyermek4 gyermekS  gyermek6

N J N J
~ —

haploidentikus testvérek HLA identikus testvérek rekombinacio

3. Abra: A HLA gének oroklésmenete A HLA gének a mendeli 6roklésmenet szerint
kodominansan 6roklédnek. 25% a valosziniisége annak, hogy a testvérek mindkét sziil6tol
ugyanazt a haplotipust kapjak és igy HLA-identikusak egymadssal (gyermek4 és gyermek?).
A sziilok gyermekeikkel mindig haploidentikusak, kivéve, ha rekombinacid tortént, mert
akkor nem hordozzak ugyanazt a haplotipust. Gyermek6 esetében rekombinacio tortént az
anyai kromoszéman a HLA-A és HLA-C lokuszok kozott. Gyermekl és Gyermek?2

haploidentikusak egymassal, mivel ugyanazt az apai kromoszomat 6rokolték.

1.1.2 A HLA-rendszer funkcidoja

Az MHC-rendszer altal kodolt fehérjék az immunglobulinok csalddjaba tartoznak. A
klasszikus MHC-I és -1I molekuldk membrantdl tdvol es6 részén sajatos peptidkotd hely
talalhat6. Az MHC-molekuldk rendkiviil konzervalt felépitésiieck, ugyanakkor a
peptidk6td hely kialakitdsaban nagyfokt valtozatossagot mutatnak. Kiilonb6zé HLA
molekuldk mas ¢és mas peptideket képesek megkotni. A T-limfocitak, az
antigénprezentald sejtekkel ellentétben, kizarolag az MHC-peptid-TCR komplexben
(TCR: T-sejt receptor) képesek az antigén felismerésére. A HLA-I-es osztalyu
molekuldknak az antigén prezentacid endogén utjaban van jelentdsége. A Teitotoxikus
sejtek képesek a HLA-I molekulakkal asszocialt endogén peptidek felismerésére. A
Theper-sejtek az exogén eredetli peptidek HLA-II molekuldkkal alkotott komplexeit
ismerik fel. (Klein, 2000, Rajnavolgyi, 2012) Az I-es és II-es osztalyd HLA molekuldk

eltéré szoveti megoszlast mutatnak. Az I-es osztalya fehérjék minden magvas sejt

11
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felszinén megtalalhatok, de eltérd mértékben fejezddnek ki a kiilonbozo szovetekben. A
[I-es osztdlyd membranfehérjék kifejezddése szigortan szabélyozott, elsdsorban a
hivatasos antigénprezentdld sejtek felszinén taldlhatok meg, amelyek kozé a B-
limfocitak, a makrofagok ¢€s a dendritikus sejtek sorolhatok. Ezek a sejttipusok tehat I-es
¢s Il-es osztalyu HLA-fehérjéket is kifejeznek, az expresszido mértéke pedig elsdsorban
a sejtek aktivaltsagi szintjétél fligg. Az MHC fehérjék peptidkotd receptorként
miikddnek, és a fent emlitett nagyfoka polimorfizmus ugy valésul meg, hogy a
kiilonboz6é allélek nukleotid sorrendjében azonositott aminosav valtozast okozo
eltérések nagy része a peptidkotd hely kialakitasaért felelos exonokban lokalizalédik, de
a teljes molekula térszerkezetét alapvetéen nem befolyasolja. Adott MHC fehérjének
egyetlen kotdzsebébe tobbféle peptid is illeszkedhet, de egyidejiileg csak egy kotddhet.
Az MHC-molekulak kettds szerepet toltenek be az adaptiv. immunrendszer
mikddésében. Egyrészt a sajat fehérjékbol szarmazo peptideket folyamatosan mutatjak
be a fejlodd és érett T-limfocitdk szamara, mint toleralhatdé anyagokat, masrészt az
antigén felismerésben jatszanak szerepet, azzal, hogy az idegen, illetve a megvaltozott
sajat fehérje antigénekbdl szarmazo peptideket kotik meg ¢és mutatjak be az érett T-
limfocitak szamara, ezaltal az antigén-specifikus immunvalaszt inditjadk el. Szerv vagy
szovet transzplantacid soran az MHC molekuldk f6 szovetdsszeférhetdségi antigénként

viselkednek ¢és intenziv T-sejt valaszt provokalnak. (Klein, 2000, Rajnavolgyi, 2012)

1.1.3 A HLA-rendszer nevezéktana

A HLA molekuladkat egységes szabalyrendszer szerint nevezik el és a szakirodalomban
ezeket figyelembe véve hivatkoznak rajuk. A HLA-A*02:101:01:02N példajan
keresztiil szeretném bemutatni a HLA molekuldk nevezéktanat. (4. dbra) Minden
esetben a HLA-elotagot koveti a lokusz (A, B, C, DRBI1, DQBI, DPBI, stb)
megjeldlése, elvalasztasuk kotdjellel torténik. A Il-es osztalyu lokuszok A és B gént
tartalmaznak, amelyek a dimer HLA-D molekulék alfa és béta lancat hatarozzak meg,
példaul a DR 16kusz béta konnyli lancanak a génje: HLA-DRB1. A {6 10kuszok nevében
gyakori a ,,w” jelolés, amely a HLA antigének elnevezésére alakult nemzetkdzi
munkacsoportokra (,,workshop”) utal (pl. Cw4). A felsé indexben taldlhaté csillag (*)
jeldlés azt mutatja, hogy a tipizalas DNS alapti mddszerrel tortént, amennyiben a lokusz
utan kozvetleniil az antigéncsoportot jelold szam kovetkezik (pl.: HLA-A2), ez azt
jelenti, hogy a HLA tipus szeroldgiai modszerrel lett meghatarozva. Az elsé mezdben

talalhatdo kétjegyli arab szam jeloli az allélcsoportot (HLA-A*02), ezt nevezziik
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kisfelbontasti vagy allélcsoport-szintli eredménynek. A mezdket egymastol kettdspont
valasztja el. A mdsodik mezdben két vagy haromjegyli szam talalhatd, amely a
specifikus HLA fehérjét hatdrozza meg (HLA-A*02:101), tehat ebben az esetben a
HLA-A*02 allélcsoporton beliill a HLA-A*02:101-es allélrél beszéliink. Ennek az
allélnak még tovabbi valtozatait lehet azonositani, aszerint, hogy a nukleotid
szekvenciaban azonositott kiilonbség hol helyezkedik el. Kodolo région beliili (exon)
szinonim (aminosaveltéréssel nem jard) cserét a harmadik mezdben (HLA-
A*02:101:01), kodold région kiviili (intron) eltérést a negyedik mezdben (HLA-
A*02:101:01:02) jeloliink. A negyedik mez6 utan kiilonbozé betlijelek (N, L, S, C, Q,
A) szolgélnak az expresszid mértékének a kifejezésére. A normal expressziot a betli
hianya mutatja. ,,N” betli jeloli az ugynevezett null allé¢leket, amelyek terméke nem
fejez6dik ki a sejt felszinén. Az ,,L” betli alacsony expresszids szintre utal (angolul
»low”). Azokat az alléleket, amelyek olyan fehérjéket hatdroznak meg, amelyek
szolubilis szekretalt molekulaként fejezddnek ki, de nincsenek jelen a sejt felszinén ,,S”
utotaggal jeloljik. ,,C” betiijel olyan alléleket jelol, amelyek terméke csak a
citoplazmaban van jelen, de a sejtfelszinre nem keriil ki. Az olyan allélek, amelyekben
egy korabban azonositott mutacid jelentds hatassal lehet a sejtfelszini expressziora,
viszont ez a megallapitds nincs megerdsitve, ,,Q” utdtaggal jeloljiik a kérdéses (angolul
»questionable”) kifejez0dés mértékére utalva. Végiil, azokban az esetekben, ahol
valamilyen kétség mertil fel azzal kapcsolatban, hogy a fehérje egyaltalan kifejezédik-e,
az aberrans szora utalva ,,A” jelolés sziikséges. (http://hla.alleles.org, Robinson, 2015,
Nunes E, 2011, Marsh 2010, Elsner 2004, Klein, 2000)

Az tekinthetd nagyfelbontast eredménynek, ahol a vizsgalt személyben az adott HLA
génben az antigénkdtd zseb meghatarozasaért felelés exonok szekvencidja ismert, tehat
a HLA I-es osztaly esetén a 2-es és 3-as exon, a HLA II-es osztalyu l0kuszok esetén a 2-
es exon nukleotid sorrendje van meghatarozva, illetve a null allélek jelenléte ki van
zarva. (Nunes E, 2011) A nagyfelbontasu eredmény (high resolution —HR) azonban nem
minden esetben egyezik meg az allélszinti meghatdrozassal. A HR eredménynél
gyakori az un. ambiguitas, amikor tobb all¢l azonos az emlitett relevans exonokban, €s a
polimorfizmusok ezeken a régidkon kiviil helyezkednek el, bizonyos allélparok pedig a
polimorfizmusok cisz-transz helyzete miatt nem zarhatok ki (lokuszspecifikus
szekvenalas). Allélszintli eredményrdl akkor beszélhetiink, ha a modszer egyetlen

konkrét HLA allélt hatdroz meg.
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az expresszioban 1évo eltérés jelzésére
N: null allél, nincs expresszid

L: alacsony expresszio

S: szekretalt, nem talalhato a sejt felszinen
C: citoplazmaban van jelen

a HLA-eldtag és a l0kusz Q: kérdéses expresszid
neve kozti kotgjel A: aberrans
elvalaszto mez§ elvalasztd T

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

A Lokusz 4. mez0: a nemkodold
16 région beliili eltérések
clotag 1. mezd: allélcsoport (intronokban)
(kisfelbontas)
2. mez0: specifikus HLA
fehérje (nagyfelbontas) v

3. mez6: kodold région beliili
szinonim DNS csere
(exonokban)

4. abra: A HLA-rendszer nevezéktana (Marsh, 2010 nyomdn) A WHO Nomenclature
Committee egységesen nevezi el a HLA alléleket az abran lathatd szempontok szerint. A
HLA-clotagot koveti a lokusz megnevezése, a * elvalasztdo jelenti a DNS alapta
meghatarozast. Az elsd mez0 jeloli az allélcsoportot, amely a kisfelbontasti eredménynek
felel meg. A masodik mezdében talalhatdé szam specifikus HLA fehérjét hataroz meg.
Ko6dold région beliili szinonim cserét a harmadik mezdében, kodolo région kiviili eltérést a
negyedik mezdben jeldliink. A negyedik mez6 utan kiilonbdzo betiijelek (N, L, S, C, Q, A)

szolgélnak az expresszié mértékének a kifejezésére.

Az azonositott HLA allélek szama folyamatosan nd, amely leginkabb az egyre fejlettebb
molekularis bioldgiai modszereknek koszonhetd. Napjainkban kiilondsen az 1j
generacids szekvenalas (Next Generation Sequencing — NGS) segitségével szamos 1j
allélt irnak le. Feltehetéen nem az egyre nagyobb szdmban megjelend polimorfizmus
okozza az exponencialis novekedést a HLA allélek szamaban, sokkal inkabb valdszinti,
hogy a polimorfizmusok nagyobb része mar régdta jelen van, csak a modszerek nem
voltak alkalmasak a detektalasukra, illetve kis mintaszam esetén sem feltétlen keriil be
a csoportba olyan személy, aki hordoz korabban nem azonositott allélt. (Sanchez-Mazas
2011) 2017 decemberé¢ig 12631 db HLA I-es osztaly, valamint 4700 HLA Il-es
osztalyu allélt irtak le. A legpolimorfabb 16kusz a HLA-B, 4859 azonositott alléllel. A
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vérképzO Ossejt transzplantacidban legfontosabb szerepet jatszo, ugynevezett f6 HLA-

l6kuszokban azonositott allélek szadmat a 1. tablazat mutatja.

1. tablazat A f6 HLA l6kuszokban azonositott allélek, fehérjék és null allélek szima

(www.hla.alleles.org (belépve 2017. december 1-én), Robinson (2015)

gén neve HLA-A | HLA-B HLA-C | HLA-DRB1 | HLA-DQB1 | HLA-DPB1
allélek szama 3968 4828 3579 2103 1142 894
fehérjék szama 2781 3501 2490 1520 774 641
null allélek szima 186 147 131 52 31 22

1.1.4 A HLA allélcsoportok meghatarozasa (HLA tipizalas)

A HLA tipizalas kezdetben szerologiai modszerekkel tortént, amelynek alapjat a Paul
Terasaki nevéhez fiiz6d6 1964-t6l bevezetett komplementfiiggd mikrocitotoxicitasi
(CDC) modszer adta. (Terasaki 1964) A modszer soran az ugynevezett Terasaki talcak
valytiba el6zetesen betdltott egyedi specificitasu anti-HLA savokhoz adjuk a vizsgalni
kivant személy izolalt fehérvérsejtjeit. A savoban jelenlévd ellenanyagok specifikusan
kikotddnek a fehérvérsejtek felszinén jelenlévé HLA antigénekhez, majd komplement
hozzaadasaval a komplementrendszer aktivalodik, amelynek hatasara ezek a sejtek
elpusztulnak és membranjuk atjarhatova valik. Vitalis festéket, majd formalint adva a
rendszerhez, az elpusztult sejtek megfestddnek, és a fixalt reakcié faziskontraszt
mikroszkdoppal leolvashatd. A pozitiv €s negativ reakciokbol hatarozhatd meg a HLA
tipus. A mddszer egyik f0 hatranya, hogy a fehérvérsejtek életképességének csokkenése
jelentdsen megneheziti a kiértékelést. Emellett a szeroldgia alapu tipizalasnak jelentds
korlatai vannak: a HLA-C 1okusz esetén nem alkalmas a Cw12, Cwl4, Cwl5, Cwl6,
Cwl7, Cwl8 azonositasara, illetve a DP-antigének kimutatasira sem allnak
rendelkezésre megfeleld ellenanyagok. (Balas 2002, Rajczy, 2013) Ugyanakkor a
szerologiai HLA meghatdrozasnak nagy elénye, hogy a detektalt HLA-molekula
ténylegesen jelen van a sejt felszinén, szemben a molekularis technikékkal azonositott
allélekkel, amelyek expresszids szintjérdl a modszer nem ad informacidt. Ennek
kiilonosen a null allélek esetén van jelentdsége.

A HLA tipizalas torténetében a DNS-alapti modszerek megjelenése hozott forradalmi
valtozast. Ezekkel a modszerekkel megbizhatobb eredményt kaphatunk és segitségilikkel

nagyfelbontasu eredmények is meghatarozhatok. Kis, illetve nagyfelbontasu eredmény

nyerhetd a kovetkez6 modszerekkel: PCR szekvencia specifikus primerrel (PCR-SSP)
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(Schaffer, 2001), illetve PCR ¢és szekvencia specifikus oligonukleotidokkal torténd
hibridizaci6 (PCR-SSO) (Dalva, 2014), valamint Real Time PCR. Nagyfelbontasu
eredményt kaphatunk a szekvencia alapt tipizalassal (SBT) (Voorter, 2014) ¢és a
legpontosabb HLA meghatarozasi modszer az 0j generdcios szekvenalas (NGS)
(Gabriel, 2014), hiszen segitségével az egyes HLA génekben talalhatd 0sszes exon és
intron szekvencidja meghatarozhat6 (kivéve HLA Il-es osztaly a szekvendland6 szakasz
hossza miatt). Az NGS nagy valdszintiséggel képes lesz kivaltani a tobbi modszert a
jovében. A Transzplantacios Immungenetikai Laboratériumban a fent emlitett
modszerek koziil a PCR-SSP, -SSO és SBT-t alkalmazzuk, a Real Time PCR és NGS
bevezetését a kozeljovoben tervezziik. (A PCR-SSP és PCR-SSO modszerek részletes

leirasat lasd az Anyagok és modszerek cimii fejezetben.)

1.1.5 A HLA null allélek jelentosége a vérképzo 6ssejt atiiltetés

vonatkozasaban

Null alléleknek a HLA gének olyan variansait nevezziik, amelyek fehérjeterméke
rendkiviil kis koncentracioban, vagy egyaltalan nem fejezddik ki a sejt felszinén, ebbdl
kovetkezéen ezek az allélek szerologiai modszerekkel nem detektalhatok.
Laboratoriumunkban jelenleg a HLA tipizalast kizarolag olyan DNS-alapu
modszerekkel végezziik, amelyek a HLA géneknek a peptidkotd régiot kodolod
exonokrol adnak informéciot. Amennyiben a null allélt okozd polimorfizmus ezeken a
régidkon kiviil esik, a null alléllel a vizsgalt szakaszon megegyez0 szekvencidju, atlagos
expressziot mutatd HLA allélt azonositunk. (Elsner, 2004) 2017 decemberéig 569 null
allélt irtak le a f6 HLA 1okuszoknal, ezek koziil 464 db null allélt a HLA-A, -B és —C
lokuszokban, 105 db-ot pedig a HLA-DRBI1, -DQBI1 és —DPBI1 l6kuszokban taléltak.
(http://hla.alleles.org/momenclature) Az expresszid nagymértékli csokkenését vagy
teljes hianyat sokféle DNS-szerkezeti valtozds okozhatja a kodold régidban.
Eléfordulhatnak pontmutaciok, delécidk, inszercidok, amelyek legtobbszor korai stop
kodont alakitanak ki. Ezen kivill a megvaltozott expresszids szint hatterében
el6fordulhatnak olyan allélek is, amelyekben a kodold région beliil nincs valtozas,
viszont a promoéter vagy az intronikus régiokon beliil torténnek modosulasok (pl.
alternativ splicing). (Balas, 2002) A vérképzd Ossejt transzplantacid soran kiilondsen
nagy jelentdsége van annak, hogy kizarjuk a null allélek jelenlétét a recipiensben és a
donorban egyarant. Abban az esetben, ha valamelyikiikben nem expresszalodik egy

adott HLA molekula, akkor molekuléris genetikai szinten a donor és recipiens egyezést
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mutathat, de szeroldgiai szinten eltérnek és a transzplantaciot kovetden stlyos
szovodmény léphet fel. Rdadasul, ha ilyen eltérésrdl a transzplantdldo hematologusnak
nincsen tudomasa a null allél azonositasanak hidnya miatt, akkor a graft versus host
betegség profilaxis nem allithaté be megfeleld6 modon. Ha a donornak van HLA null
allélje és a recipiens rendelkezik ennek az allélnek az atlagos expresszios szinten
kifejez6dd terméket kodold varidnsaval, ez utdbbit a donor T-limfocitai felismerik és
sulyos akut graft versus host betegséget okozhatnak. Ellenkezd esetben, vagyis, ha a
recipiensnek van sejt felszinen nem kifejez6d6 HLA allélje, akkor host versus graft
iranyban térnek el a HLA allélek egymastol, amely viszont a graft kilokodését
eredményezheti. Ebben az esetben HLA identikus donort taldlni a recipiensnek
meglehetésen nehéz, hiszen az onkéntes donor poolban nagyon kis valdszinliséggel
talalhato azonositott null alléllel rendelkez6 donor, aki a tébbi f6 HLA lokuszokban is
egyezést mutat a beteggel. Ha nincs HLA-identikus donor, akkor a legjobb megoldas az,
ha a donor homozigédta arra a HLA allélre, amelynek a termékét a recipiens atlagos
szinten expresszalja, igy a host versus graft iranyu eltérés elkeriilhetd. (Elsner, 2004)

CDC modszerrel megallapithatd, hogy adott HLA allél terméke jelen van-e a
sejtfelszinen vagy nincs, azonban a szerologiai HLA tipizalas helyét (annak szadmos
metodikai korlatja miatt) iddvel teljesen atvették a molekularis biologiai médszerek. A
Transzplantacios ~ Immungenetikai ~ Laboratériumban  nagyfelbontasi ~ HLA
meghatarozasra hasznalt SBT mddszer csak azokat a null all¢leket zarja ki, amelyekben
a null allélt okoz6 polimorfizmus az antigénkotd zseb kialakitasaért felelos vizsgalt
exonokban lokalizalédik. Egyéb esetekben ambiguitdsos eredményt kapunk a null
alléleket tekintve. Fontos megjegyezniink, hogy a ,,Catalogue of common and well-
documented (CWD) HLA alleles of American Society for Histocompatibility and
Immunogenetics” elnevezésii adatbazis a f6 10kuszokban leirt kb. 17 000 HLA allélnak
csak kb. 7%-at tartalmazza. A ,,common” csoportba azok az allélek tartoznak, amelyeket
szamos populacioban detektaltak és allélgyakorisaguk >0,001 (0,1%) legalabb 1500
fobol allo csoportban. A ,,well documented” kategoriaba olyan alléleket soroltak,
amelyek nem terjedtek el olyan altalanosan a humdan populacidban, csak kisebb
népcsoportokban. Ezeknél az alléleknél a frekvencia nem pontosan ismert, €és a
kovetkezd két kritériumbol az egyiknek érvényesiilnie kell rajuk: a) legalabb ot
alkalommal figyelték meg egyméssal nem rokon egyénekben és SBT mddszerrel
hataroztak meg a relevans exonokat vagy b) harom alkalommal detektaltdk SBT

modszerrel, illetve specifikus haplotipusban figyelttk meg nem rokon vizsgalt
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személyekben. A ,ritka” kategéridban az allél frekvencia a HLA 1. osztalyt allélek
esetén kisebb, mint 1/50000, a HLA II. osztdlyu allélek esetén pedig kisebb, mint
1/100000. Ide tartozik a null allélek jelentds része, (NMDP kétévente megjelend
alléllista) azonban a fent emlitett ,,common and well-documented alleles” listan szerepel
a HLA-A*24:09N, B*51:11N ¢és a C*04:09N is a ,,common” kategdridban. (Mack 2013,
http://igdawg.org/cwd.html) Azért tartottuk fontosnak a C*04:09N allél gyakorisagat
hazai populdcioban meghatarozni, mert a laboratériumunkban alkalmazott médszer nem
alkalmas a kizarasara. A masik két fent emlitett null allél SBT modszerrel kizarhato,
mert az expresszié hianyaért felelds polimorfizmus a rutinszerlien meghatarozott

exonokban talalhat6. (NMDP policy, 2015)

1.1.6 A HLA-C*04:09N null allél

A HLA-C*04:09N volt az els6 null all¢l, amelyet a HLA-C 16kuszban azonositottak,
Balas ¢és mtsai irtak le 2002-ben. A HLA-C gén 8 exont tartalmaz, amelyek koziil az 1-
es exon kodolja a leader (vezetd) peptidet, a 2-es és a 3-as exon pedig az
antigénprezentacidban szerepet jatszo ol és a2 domént. A 4-es exon kdodolja a o3
domént, az 5-0s exon pedig a transzmembran régiot, illetve a citoplazmatikus farok
kezdeti részét. A 6-o0s, 7-es és 8-as exon felelds a citoplazmatikus domén C-terminalis
részéért. A HLA-C*04:09N all¢él egyetlen nukleotidban kiilonbozik az atlagos
expresszioju molekulat kodoldo HLA-C*04:01 alléltol. (5. dbra) A molekularis bioldgiai
delécidja kdvetkeztében a C*04:09N allél jelenlétében a leolvasasi keret elcsuszik és 97
bazisparral 3’ iranyban (downstream helyzetben) alakul ki egy 0j transzlacios stop
kodon (c.1095delA). A mRNS meghosszabbodasa miatt 32 aminosavval hosszabb lesz a
fehérje citoplazmatikus doménje a vad tipushoz képest, és ez a termék nem
expresszalodik a sejt felszinén. (Balas 2002, Wang 2002, Elsner 2004, Lind 2013) A
C*04:09N allélt az egyik leggyakoribb null allélként tartjak szdmon, 1000 kaukazusi
szarmazasu amerikai kozott 2-5 esetben fordul eld. (Pinto 2004) A HLA-C*04:09N all¢él
frekvencidja 0,065% volt egy 8412 f6s wales-i donordlloméanyt vizsgalva (Downing
2002), egy masik tanulmanyban 170 kaukézusi kanadai HLA-C*04-et hordoz6 egyén
koziil 1,8%-nak volt a HLA-C*04:09N allélvaltozata (Potok 2006). A C*04:09N allél
nagy valosziniiséggel kapcsolt az A*02:01, A*23:01, a B*44:03, a DRB1*07:01 ¢s a
DQBI1*02 allélekkel ugyanis az A*02:01/A*23:01~B*44:03~DRB1*07:01~DQB1*02
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haplotipusokban gyakran fordul elé6 a HLA-C*04:09N. (Downing 2002, Pinto 2004,
Potok 2006)

C*04:01
352 355 38 361 4 365 67
—— TOC AGC AAC AGT GOC CAGGGCTCT GAT GAGTCT CTC ATCGCT TGA—
S §$ NS AQ GSDESULTI ATC A stop
C*04:09N 1 nukleotid delécid
32 355 358 361 34 367
— TAC AGCAAC AGT GOCCAGAGCTCTGAT GAGTCT CTC ATCGCT GAG

S S NS AQ GSDESLTI AZC P E

30 3753 37 3P R 35
ACAGCT QCCTGT GIGGGA CIGAGA TGC AGG ATT TCT TCA CACCTCTCCTITGIG
T A A CV GL R CR 1T S S HILSFV

R 391 £ 397 39
ACTTCAAGAQCCTCTGAC ATCTCT TICTGC AAAGAC ATCTGA——
T S R A S G I S F C K G Tsbp

5. Abra: A C*04:01 és C*04:09N allélek nukleotid és aminosav szekvencidjaban
azonositott kiilonbség (Wang, 2002 nyomadn) A C*04:09N allélben a 365. tripletben
(1095. pozicid) bekovetkezett delécid (piros nyil) kdvetkeztében elcsuszik a leolvasasi
keret, ezért az 01j stop kodon 97 bazisparral 3° iranyban alakul ki. A meghosszabbodott
cDNS (aldhuzott szakasz) miatt 32 aminosavval hosszabb lesz a fehérje citoplazmatikus
doménje a vad tipushoz képest. A C*04:09N allél terméke nem expresszalodik a sejt

felszinén.

1.2 A HLA-rendszer vizsgalatanak populaciogenetikai jelentosége

Neéhany éve a populédciogenetikai vizsgalatok fokuszpontjaba keriiltek a HLA gének. Az
allél- és haplotipus gyakorisag vizsgalatok ravilagithatnak adott populécion beliil
genetikai kiilonbségekre (Buhler, 2012) vagy éppen a nagy foldrajzi tavolsag ellenére a
kozos eredet jelenlétére. (Nunes JM, 2010) 2009-ben nemzetkdzi munkacsoportok
alakultak a HLA-NET halozat keretében (HLA-NET: European network of the HLA
diversity for histocompatibility, clinical transplantation, epidemiology and population
genetics). Elsédleges céljuk az volt, hogy javitsak az egyes populdcioknal elérheté HLA
adatok mindségét, tovabba, hogy kifejlesszenek egy olyan mddszert a feltoltott adatok

analizalasara, amely standardizalt, és ezaltal egymassal 6sszehasonlithaté eredményeket
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hoz létre. Osszehasonlitdé populacidgenetikai vizsgalatok alapjan  probéltak
Osszefiiggéseket talalni a kiilonbdzd foldrajzi teriileteken meghatarozott HLA genetikai
diverzitas €s ezen populdciok torténelme, illetve a természetes szelekcio hatdsa kozott.
(Nunes JM, 2010) A munkacsoportok tobb kdzleményben is megfogalmaztak altalanos
iranyelveket a HLA diverzitassal kapcsolatos populacidgenetikai vizsgalatok soran,
amelyek nagy segitséget jelentenek a hasonlo kutatasok elvégzéséhez.  Elavult
terminologidk (pl. kaukdzusi) helyett informativabb kifejezéseket (pl. pan-eurdpai)
hataroztak meg. Tovabba mintavételi szempontokat fogalmaztak meg, pl.: a minimalis
elemszamot 100 foben allapitottadk meg. Kiemelten fontos adatnak tekintik a vizsgalt
egyének adott orszagon beliili foldrajzi hovatartozasat, a beszélt nyelvét, és amennyiben
lehetdség van rd, az etnikai identitdsat. A nagyfelbontasu HLA-tipizalasi eredményeknél
a maximalis informaci6 megdrzését tartjadk célravezetonek, az Osszes ambiguitas
felsorolasat, NMDP-koédok helyett. (Az NMDP-kodok olyan betiikodok, amelyek
magukban foglalnak bizonyos alléleket. Nem egyértelmii HLA eredménynél
hasznalatosak, mivel annal tobb informaciét nyujtanak, mintha csak az allélcsoport van
megadva, viszont nem elegendd a nagyfelbontast eredményhez.
(https://bioinformatics.bethematchclinical. org/hla) (Sanchez-Mazas, 2012, Nunes 2014)
Szamos eurOpai orszag szoros egylittmiikddésével tobb Osszehasonlitd tanulményt
publikaltak, illetve a kooperacié kiterjedt Afrikara és Azsiara is. (Nunes, 2010,
Sanchez-Mazas, 2011, Vidan-Jeras, 2014, Sanchez-Mazas, 2017b) Kifejlesztették a
HLA-specifikus Gene[RATE] statisztikai programot, amely tudja kezelni a heterogén
(kis és nagyfelbontast eredményt egyarant tartalmazo) mintakat, és az ambiguitasokkal
rendelkez0 adathalmazokat is. (Nunes JM, 2010, Sanchez-Mazas, 2012, Nunes JM,
2014) A HLA-NET hatéasara a kozelmultban megjelent tanulmanyoknak kdszonhetéen
ma sokkal tobbet tudunk az eurdpai HLA diverzitasrol, mint néhany évvel ezelott.
(Sanchez-Mazas, 2017a) Ez a megallapitas kiilondsen igaz olyan teriiletekre,
amelyekrdl korabban nagyon kevés adat allt rendelkezésre, mint példdul Szerbia
(Andric, 2014), Horvatorszag (Grubic, 2014), Romania (Constantinescu, 2016), Albania
(Sulcebe, 2016). A magyar populdcié adatait feldolgozo jelen tanulmény is ebbe a
folyamatba illeszthet6 be.

1.2.1 Az Europaban ¢lo roma etnikai csoportok genetikai kapcsolata

A HLA polimorfizmus vizsgalatok egy része az eurdpai orszagokban jelenlévdé roma

etnikai csoportok eredetével foglalkozik. Az elmult néhany szdz évben bekdvetkezett
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egyik legjelentésebb népvandorlasi folyamat eredményeként Eurdépaban a legnagyobb
kisebbséget a roma etnikai csoport teszi ki. Becslések szerint Eurdpéaban kb. 10 millié
roma ¢l, legnagyobb szamban Kozép- és Délkelet-Eurdpaban telepedtek le. Nincsenek
roluk megbizhato torténelmi feljegyzések, de a nyelvi, antropoldgiai, torténelmi és
genetikai bizonyitékok arra utalnak, hogy Eszak-Indiabol szarmaznak, innen
vandoroltak a 11. szdzadban a Bizanci Birodalom teriiletére (mai Gordgorszag és
Torokorszag), majd a 14-15. szazadban Eurdpa szinte minden részét elérték. Szamos
tanulmany eredményei alapjan azt mondhatjuk, hogy bizonyos mértékii genetikai
keveredés tortént a roma nép ¢és mas népcsoportok kozott, de ekdzben az eredeti
karakterjegyeket is megorizték. A nomad életmodjuk, a szocidlis és kulturdlis szokéasaik
(pl. gyakori endogamia) bizonyos mértékben izolaltan tartjadk Oket mas populacioktol.
Ezért az egyes orszagokban €16 roma kozosségek populaciogenetikai vizsgalatoknal
kiemelten fontos célcsoportok. (Ramal, 2001, Mendizabal, 2011, Mendizabal, 2012,
Martinez-Cruz 2016)

1.2.2 A magyarorszagi roma Kisebbség rovid torténete

El6re szeretnénk bocsatani, hogy tanulmanyunkban a roma megnevezést, illetve annak
szinonimajaként a cigdny kifejezést egyarant hasznaljuk, hasonléan azokhoz a
tudoményos munkakhoz, amelyeket referenciaként tiintettiink fel. Magyarorszagon az
1993. évi LXXVIL térvény még a cigany terminust alkalmazta, a 2011. évi CLXXIX.
torvényben mar a roma megnevezés szerepel. Azt mondhatjuk azonban, hogy a cigany
megnevezes gyljtéfogalomként tovabbra is fennmaradt és tudoményos munkakban nem
tarsul hozza negativ asszociacid. (Pasztor, 2013) A cigany kozosségek Eszaknyugat-
Indidbol szarmaznak, ahol évszazadok alatt alakult ki a rajuk jellemzd torzsi
szervezOdés és szokasrendszer. A népvandorlasok Kr. u. 6-10. szazadban kezdddtek,
amelynek soran a roma torzsek eldszor Perzsidba, majd Bizancba jutottak el. (Kallai,
2005) A Bizanci Birodalom sok évszazadon keresztiil befogadta a cigany kozosségeket,
amelyek valoszintsithetéen a torok hoditas eldl menekiiltek Délkelet-Eurdpaba a 14.
szazad elején. Késobb, a 15. szazadra a Karpat-medencén atvandorolva érték el Nyugat-
Eurdpa hatérait. Erdélyben tlintek fel az elsé nagyobb roma csoportok 1416-ban, az
évtized végén pedig mar Parizsban, Bologndban ¢és Romaban is feljegyezték
megjelenésiiket. (Mezey, 1998) Kezdetben baratsagosan fogadtak oket, de a nyugat-
eurdpai polgarosodd tarsadalmak rendje €és az adodztatdsi rendszere megszilardult,

amellyel hamar Osszelitkozésbe keriilt a cigdny tarsadalom. (Kallai, 2005) A
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mindennapi létfenntartdsukhoz igénybe vett eszkozeik Osszelitkdztek a tulajdon
szentségére ¢épild polgari tarsadalom értékrendjével, vallasi hiedelmeik és ritusaik
Osszeegyeztethetetlenek voltak az akkor még monopolhelyzetben 1évé katolikus egyhaz
dogmaival. (Mezey, 1998) Nyugat-Europa radikalis eszkozokkel iildozte a cigany
kozosségeket, amelynek eredményeképpen a ciganysag nagy része visszafordult K6zép-
Eurépa felé. (Kallai, 2005) A Kaérpat-medence lett végsd otthona ennek a
népcsoportnak, illetve a kelet fell Gjonnan bearamlé cigany torzseknek. A harom részre
szakadt Magyarorszagon, a torok haboruk ideje alatt a sokféle népcsoport kozott a
cigany létforma a 16-17. szdzad Magyarorszagan nem keriilt alapvetd konfliktusba a
fennallo tarsadalmi viszonyokkal. A magyar tarsadalom részérél nem volt elvaras a
cigany népcsoport beolvadasa, ez a sajatos egylittélés tartositotta a cigany életformat.
(Mezey, 1998) A 18. szdzad elején azonban II. Jozsef és Maria Terézia uralkodasa
idején az abszolut hatalom ftjraszervezte a tarsadalmat, az adoztatdsi rendszert,
megteremtette a kozbiztonsagot, s ebbe a helyzetbe mar nem simultak bele olyan
konnyen a cigany kozosségek. Az Osszetlizések megallitdsara a hatalom a cigany
kisebbség radikalis asszimilaciojat és a hagyomanyos cigany ¢€letvitel megsziintetését
hirdette meg. A hatdésagok elkoboztak a roma kozosségektdl szekereiket, bevontak
utleveleiket, széttelepitették a csoportokat, a cigany gyermekeket csaladjuktol elszakitva
tavoli vidékre adtak ki neveldsziilokhoz, illetve megtiltottdk a cigany nyelv hasznalatat.
Ezek az intézkedések azonban részben a vart hatds ellenkezdjét valtottak ki: a cigany
kozosségek ahelyett, hogy oszlasnak indultak volna, meger6sodtek ebben az
idoszakban. JelentOs valtozast csak a 19. szazad hozott, az 1893. évi Gsszeiras szerint a
roma tarsadalom nagy része megtelepedett, hazakban ¢l, felhagyott a nomad
¢letmoddal, amely arra utal, hogy bizonyos mértékig betagolodott a magyar
tarsadalomba. Az Osszeiras szerint 1étszdmuk ekkor 280 000 fore tehetd. (Mezey 1998,
Kallai 2005) Europaban és Magyarorszagon egyarant problémat jelent a ciganysag
szamanak valds adatokhoz kozelitd meghatdrozasa. A hivatalos népszamlalds soran a
besorolds Onmeghatarozas szerint torténik, a magukat roménak vallok ardnya a
tényleges értéknek mindossze harmadat-negyedét teszi ki. Emiatt a népszamlalasi
adatok fenntartassal kezelhetok a roma kisebbséget tekintve. (Pasztor, 2013) A 2011-
ben tortént legutolsd hivatalos népszamlalas soran a Kozponti Statisztikai Hivatal adatai
szerint, 315 583-an vallottdk magukat cigdny nemzetiséglinek ¢és igy Magyarorszag
legnagyobb etnikai kisebbségét alkotjak. Egyes tanulmanyok szerint ennél sokkal

nagyobb a szamuk, 1993-ban az orszag egészére vonatkozd Kertesi-Kézdi féle
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kozvetlen népességbecslés szerint 357 ezer €s 547 ezer kozé tehetd a szamuk. (Kertesi-
Kézdi, 1998) Kemény Istvan becslése szerint kiilsé besorolds alapjan a cigany
haztartasokban €16 emberek szama 2003 elején 520 ezer és 650 ezer kozott volt, ez a

szdm Magyarorszag akkori 0sszlakossaganak kb. 6%-at tette ki. (Kemény, 2004)
1.3 A HLA-rendszer vizsgalatanak klinikai jelentosége

1.3.1 Betegségasszociacio

Szamos autoimmun betegséggel kapcsolatban vizsgaltak a HLA allélek feltételezett
hajlamositd szerepét. Az egyik legerdsebb kapcsolat a Bechterew-kor és a HLA-B27
kozott van (Robinson, 2014). A rheumatoid arthritis-ben szenvedd betegek nagy része
hordozza DRB1*01 vagy DRB1*04 allé¢lcsoportot (Fugger 2000), a lisztérzékenység
(coeliakia) a DQB1*02:01~DQA1*05:01 ¢és a DQB1*03:02~DQA1*03 haplotipussal
asszocialt, valamint a transz helyzetben 1évé DQB1*02:02 ¢és DQA1*05:05 all¢llel
(Mubarak 2013). Szoros kapcsolatot mutattak ki a narcolepsia és a HLA-DQB1*06:02
allél kozott (Chabas, 2003), valamint a pikkelysomor (psoriasis) és a HLA-C*06
allélcsoport kozott (Mallon 1997, Gudjonsson, 2003). Trombotikus trombocitopénias
purpura (TTP) esetében hajlamosité (DRB1*11~DQB1*03 ¢s DRB1*15~DQB1*06) és
protektiv (DRB1*13~DQB1*06 ¢s DRB1*07~DQB1*02) haplotipusokat azonositottak
(Sinkovits 2017).

1.3.2 Szolid szerv transzplantacio

Az un. szolid szervek (vese, sziv, tiidd, m4j, hasnyalmirigy) atiiltetése soran eltérd a
jelentdsége a HLA molekuldknak. Szamos tanulmany foglalkozik azzal, hogy a HLA
antigének egyezése a donor és a recipiens kozott hogyan befolyasolja a szervtalélést,
illetve a HLA-ellenes antitestek jelenléte a szervkilokddés esélyét. A vese atiiltetést
megelézden szelekcids szempont a HLA antigének egyeztetése a recipiens és a donor
kozott, egyrészt annak érdekében, hogy minél jobb egyezéssel torténjen a
transzplantacid, masrészt azért, hogy kizarjuk az olyan HLA antigénnel rendelkezd
donort, amely ellen a recipiens antitesteket termel. (Morath, 2014, Siisal, 2015, Richter,
2016) Sziv és mdj transzplantacional nem szelekcidos szempont a HLA antigének
egyeztetése, de a preformalt antitestek jelenléte ezeknél a szerveknél is rontja a szerv
hosszutava talélését. (Mangiola, 2017, O’Leary, 2014) A transzplantacio esélyének

meghatarozasahoz szintén az adott orszagok HLA diverzitas adatai sziikségesek.
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1.3.3 Hematopetikus 6ssejt transzplantacio

1.3.3.1 A hematopoetikus ossejtatiiltetés altalanossagban

Az elmult 6tven évben a transzplantaciés immunologia dinamikusan fejlédd teriiletté
valt, kiilonosen a vérképzd Ossejt transzplantacioval (hematopoietic stem cell
transplantation - HSCT) foglalkozdé aga. A hematopoetikus Ossejt atiiltetés egyre
sz¢élesebb korben alkalmazott immunterapia lett vilagszerte és hazankban is. Az els6
Magyarorszagon végzett csontveld-transzplantaciéo Kelemen Endre nevéhez flizodik és a
Semmelweis Orvostudoményi Egyetem L.sz. Belklinikan végezték 1975-ben. 1984-t6l
az Orszagos Hematologiai ¢és Vértranszfuzios Intézetben Hollan Zsuzsa vezetésével
indult el a csontveld-atiiltetés, majd 1992-ben a Szent Laszl6 Korhazban Timar Laszlo
iranyitasaval gyermek recipiensek transzplantacioja is elkezddott. (Masszi, 2000) 2016
ota négy allogén vérképzd Ossejt transzplantacios kozpont miikddik Magyarorszagon:
két gyermek (Budapest és Miskolc) és két felndtt (Budapest és Debrecen).

A vérképzo Ossejt transzplantacié soran az intravénasan beadott dssejtek a keringésbe
keriilnek, majd megtalaljadk a csontveldi sztromat és ott megtelepednek (homing).
(Paloczi, 2003) A HSCT soran két fontos cél fogalmazhaté meg. A rovidtavi cél a
leukémias sejtek elpusztitasa, ezért a recipiens sajat csontveldi Ossejtjeit €s az abbol
szarmazo6 minden sejtvonal sejtjeit megsemmisitik. A hosszl tavu cél viszont a recipiens
szervezetében egy 1j, mikodoképes immunrendszer 1étrehozdsa. Ennek érdekében a
hianyz6 sejteket egy masik egyén Ossejtjeivel vagy a sajat csontveldi Ossejtek egy
korabban levett részével potoljak. Mivel a hematopoezis soran minden sejtvonal a
multipotens hematopoetikus 6ssejtbél (HSC) alakul ki, a bejutatott dssejtek képesek a
vérképzO és immunrendszer teljes helyreallitdsara. (6. abra, Rajnavolgyi, 2004) Az
Ossejteket €s progenitorsejteket tartalmazd, transzplanticid céljara alkalmazott
sejtkészitmény a graft. A transzplantici6 a graft eredetének megfelelden lehet autolog
vagy allogén. Az autoldog graft magatol a betegtdl nyerhetd betegségmentes klinikai
stadiumban (remisszid) €és fagyasztas-tdrolas utan késobb keriil transzplantacidra. Az
allogén graft egy egészséges egyéntdl levett donorsejteket jelent. Az allogén graft
testvértol, egyéb rokontdl vagy nem rokon Onkéntes donortdl szdrmazhat. Az allogén
atiiltetés kiilonleges esete a szingén transzplantacid, amelynek soran az egypetéju
ikerpar egészséges tagjatol szarmazik a graft. (Sureda, 2015) Munkank sordn az allogén
transzplantaciora fokuszalunk. Sikeres allogén dssejt-transzplantacid utdn a betegek

kimérak, hiszen a vérképzésiik teljesen, az immunrendszer sejtjei dominaldan egy masik
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egyénbdl szarmaznak, mig szomatikus sejtjeik, kozottiik a csontveld és immunrendszer

sztromasejtjei sajatok.
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B- és T-sejtek, valamint az NK-sejtek szdrmaznak. A mieloid progenitor sejtekbdl

alakulnak ki a monociték, a granulocitak, az eritrocitak és a megakariocitak.

A klinikai gyakorlatban csontvelé (BM), periféridas vér (PBSC) ¢és koldokzsindrvér
(CBU) lehet vérképzo Ossejtforras. (Sureda 2015) Ebben az Osszefliggésben Ossejtnek
tekinthetk azok a progenitor sejtek, amelyek képesek a kemoterdpidval és/vagy
sugarkezeléssel elpusztitott csontveld funkcidjanak a tartds helyreallitdsara. Ezek a
sejtek rendelkeznek az dnmegujulas és a pluripotencia képességével, hordozzak a CD34
sejtfelszini antigént (Ossejt-markert), viszont a sejtfelsziniikrél hidnyoznak a sejtvonal-
elkotelezett antigének. (Paloczi, 2013) A koldokzsinorvér alkalmazasara elsdsorban
gyermekekben van lehetdség, hiszen a sikeres transzplanticio eléfeltétele a megfeleld
mennyiségli CD34+ Gssejt bejuttatasa, €s a koldokzsindrvérben ezeknek a szama nem
feltétlen éri el az atlag felnétt testsulyra szamitott mennyiséget. (Paloczi, 2004) Eleinte
kizarolag csontveld transzplantaciot végeztek, majd fokozatosan nétt a periférias
Ossejtgraftok szama és 2005-t6l jelentds tobbségben iiltetnek be periférias veérbol
szarmaz6 Ossejteket. (Batai, 2017) Ennek megfelelden az altalanossagban hasznalt
»csontveld atiiltetés” terminologia mar nem hasznalhatdé minden esetben, sokkal
pontosabban fejezi ki a folyamatot a ,,vérképzd Ossejt atiiltetés™ kifejezés. A periférias
Ossejtforras elterjedése leginkdbb a donor szempontjabdl magyarazhat6. A csontveld

gylijtés sebészeti uton mutéti beavatkozds soran torténik, ez sok donor szamara
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kockézatosnak tiind beavatkozas. A periférids ssejt donacié soran a donor nagydozisu
granulocita novekedési faktor eldkezelésben részesiil, amely lehetové teszi, hogy a
csontveldbdl a vérbe keriiljenek a transzplantaciora alkalmas dssejtek és elddsejtek. Az
Ossejt gyljtés aferezis révén a keringd vérbol torténik, ez pedig sokkal kevésbé veszi
igénybe a donor szervezetét. (Batai, 2017) (Paloczi, 2004)

A transzplantacié indik4cioit tekintve allogén transzplantaciot foként szerzett Ossejt-
kiindulasu vérképzdérendszeri malignus betegségekben (akut mieloid leukémia (AML),
akut limfoid leukémia (ALL), kronikus mieloid leukémia (CML), aplasztikus anémia
(AA), mielodiszplazias szindroma (MDS)) és egyes velesziiletett immunologiai,
anyagcsere- ¢s vérképzdszervi megbetegedésben alkalmaznak. Autolog transzplantaciot
leginkabb a csontvel6t (legalabbis részben) megkiméld betegségekben, pl. Hodgkin-kor,
nem-Hodgkin limfomak, szolid tumorokban végeznek, de valogatott beteganyagon akut
leukémidkban, illetve mieloma multiplexben is. (Paléczi, 2013) Az elmult 17 évben
jelentdsen megvaltozott a transzplantaciok indikacidja hazai ¢és nemzetkozi
viszonylatban egyarant. Magyarorszdgon 2000-ben ¢és azt megelézéen a CML-ben
szenvedd betegeknél végeztek legnagyobb szamban HSCT-t, de a hatékony
tirozinkinaz-gatlo kezelésnek koszonhetéen jelentdsen lecsdkkent a transzplantaciora
szorul6 CML-es betegek szama. Ezzel egy id6ben (aranyaiban és szamszerlien is)
megndtt az akut leukémidk és az MDS miatt elvégzett Ossejt atiiltetések szama. A
csokkentett intenzitdsu kondicionalo kezelés megjelenésének kdszonhetden kitolddott a
transzplantalt betegek korhatara, tovabba olyan betegeknél is megvalosithatova valt,
akiknél a mieloablativ kondicionaldas (MAC) a magas toxicitdsa miatt életveszélyes
szovédményeket okozna. (Batai, 2017) Igy évrél évre egyre tobb beteget

transzplantalnak vilagszerte és hazdnkban is.

1.3.3.2 A donorkivalasztas szempontjai allogén HSCT elott

Az allogén HSCT utan a szolid szerv transzplantaciotdl eltéré modon kétiranya
felismerési (kilokodési) folyamat torténhet a sejtek felszinén 1évo antigénként viselkedd
HLA molekuldk miatt. Az atiiltetett donor eredetli dssejtekbdl differencialdédott T-sejtek
vagy a grafttal egyidejlileg bekeriilt érett T-sejtek idegenként ismerhetik fel a recipiens
eredeti sejtek felszinén taldlhat6 MHC molekulékat és ez a folyamat immunreakciot
valthat ki. Ezt a folyamatot nevezziik graft versus host betegségnek (GVHD), amely
veszélyt jelent tobb szervrendszerre nézve (bor, bélrendszer, maj) €s stlyos esetben

mortalitast okozhat. Ezzel egyidejlileg 1étrejon a graft versus leukémia hatds (GVL),
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amely a megmaradt tumor sejtek elpusztitasan keresztiil elengedhetetlen a teljes
gyogyulashoz. Természetesen a  szervezetben jelenlévd recipiens eredetii
immunrendszer sejtjei is felismerhetik a donor eredett sejtek felszinén 1évo antigéneket,
ezt a folyamatot nevezziik host versus graft (HVG) reakcionak (kilokddés). Mindkét
folyamat az immunszuppresszalt allapot ellenére bekovetkezhet, ezért a donor valasztas
soran kiemelt jelent6sége van a HLA antigének egyeztetésének a recipiens és a donor
kozott. (Paloczi, 2013) Attol fiiggden, hogy mennyi HLA lokuszt vesziink figyelembe a
recipiens és a donor 0sszehasonlitdsanal, megkiilonboztetlink 8/8-as, 10/10-es és 12/12-
es egyezésii donort. 8/8-as egyezésnél a HLA-A, -B, -C ¢és -DRB1 16kuszt vessziik
figyelembe, 10/10-es egyezést mutatd donornal, ezen kivil a HLA-DQBI-et is
beleszamitjuk és a 12/12-es donor esetén még a HLA-DPBI 16kuszt is egyeztetjik.
Ugynevezett ,,mismatch”-et (HLA eltérés (mismatch - MM) mutaté donor az, aki egy
vagy tobb HLA-lokuszban eltér a recipienstdl. Tovabba, minél nagyobb szamu HLA-
eltérés mutathatod ki egy donor-recipiens parnal, annal nagyobb eséllyel kovetkezik be
akut GVHD. (Shaw, 2010, Morishima, 2015) A 7. abrén jol lathat6 a kiilonbség az akut
GVHD kumulativ incidenciajaban a 12/12-es donor (0 MM) és az 1-4 MM-et mutatd

donorokkal tortén6 atiltetés utan.
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7. Abra: A III-IV-es fokozat akut GVHD kumulativ incidencia gorbéje (Morishima,
2015 nyoman) 0 MM-et mutaté donor: fekete vonal, 1 MM: piros vonal, 2 MM: z61d vonal,
3 MM: kék folytonos vonal, 4 MM: kék szaggatott vonal
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A HLA-eltérések foleg a GVHD esélyének novelésén keresztiil az Osszesitett tulélésre
(Overall Survival — OS) is erésen hatnak. Raadasul nem csak az eltérések szamanak
novekedésével romlik szignifikdnsan az dsszesitett talélés, de rovidtavon kiilonbség van
a HLA-identikus testvér donor, illetve a 8/8-as MUD donor esetén megfigyelt
Osszesitett talélés kozott is. (Batai, 2017) (8. abra) Ezért a HLA-identikus testvérrel
rendelkezd recipienseknél mindig elsddleges valasztas a testvérdonor, még akkor is, ha
a betegnek sok potencidlis donora van az Ossejtdonor regiszterekben. Hosszatdvon
hasonlé eredményeket irtak le testvérdonoros Ossejt atiiltetésnél és 10/10-es MUD
donorokkal végzett transzplantacio soran. (Yakoub-Agha, 2006) Itt fontos megjegyezni,
hogy az elmult évtizedekben a haroméves tulélés szignifikansan nétt. Egy 2015-6s
tanulmanyban tobb mint 15000 MUD donorral (matched unrelated donor - dnkéntes
nem rokon donor) transzplantalt beteg til¢lési adatat hasonlitottak 6ssze a 2000-2004 ¢€s
a 2005-2009 kozotti idészakban. Minden alcsoportban szignifikdnsan nétt a harom éves
tulélés, a novekedés mértéke 7-10% kozott volt. Természetesen tobb tényezd okozza ezt
a jelentds javuldst, de a szerzOk az egyik legfontosabb tényezdként azt emelik ki, hogy a
masodik periddusban sokkal nagyobb szamban voltak azok a betegek, akik DNS-alapu
modszerrel, allél szinten egyeztetett donorral voltak transzplantalva. Emellett azt is
hangsulyozzdk, hogy a National Marrow Donor Program (NMDP) 0Osszesitett
regiszterében mennyire dinamikusan né a donorok szama, amely lehetové teszi a minél

nagyobb mértékiit HLA egyezést mutatd donor kivalasztasat. (Majhail 2015)
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8. Abra Kaplan-Meier szerint abrazolt osszesitett tilélés a donor tipusa szerint (Batai,

2017) Az abran a 2007-2013 kozott a Szent Laszl6 Korhaz Hematologiai és Ossejt-
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transzplantacidés Osztalyan malignus hematologiai korkép miatt transzplantalt betegek
adatai lathatok. A legjobb tulélést a HLA-identikus testvérdonorral atiiltetett recipiensek
mutatjdk, ett6l kis mértékben, de elmarad a 8/8 HLA-egyezést mutatd idegen donoros
atiiltetés. Tovabbi HLA-eltérés a donor és recipiens kozott jelentds romlast eredményez az

Osszesitett talélésben.

A transzplantaci6 indikacidja és az atiiltetés megvaldsulasa kozott eltelt id6 alapvetden
befolyasolhatja a transzplantacidé kimenetelét. Kiilondsen fontos, hogy a kivizsgalt és
kivalasztott donor rendelkezésre alljon, amikor a recipiens remisszioba kertiil, hogy a
transzplantacié minél nagyobb eséllyel johessen létre ebben az ablakperiodusban. A fent
emlitettekbdl lathatd, hogy a legidedlisabb donor egyértelmiien a HLA-identikus testvér,
azonban a betegeknek mindossze 30%-a rendelkezik testvérdonorral. (Gragert, 2014) Ez
egyrészt annak koszonhetd, hogy csak 25% annak az esélye, hogy egy beteg és a
testvére identikus legyen a f6 HLA lokuszokban, masfeldl sok olyan beteg van, akinek
csak egy testvére van, vagy egyaltalan nincs. Amennyiben a recipiens nem rendelkezik
ilyen donorral, alternativ megoldast jelent a teljes egyezést mutatd6 nem-rokon 6nkéntes
Ossejtdonor. Amennyiben nem 4all rendelkezésre HLA-identikus MUD donor,
elvégezhetd a transzplantacid HLA eltérést mutatd idegen donorral is. Szamos (olykor
ellentmondasos) tanulmany foglalkozik azzal, hogy kiilonb6z6 HLA eltérések milyen
hatdssal lehetnek a transzplantacid kimenetelére. Fiirst és mtsai megerdsitette azt a
feltevést, hogy a HLA-A, -B, -C, -DRB1 ¢s —DQB1 lokuszok koziil egyetlen HLA
eltérést vizsgalva a legnagyobb mortalitast a HLA-A, -B, és -DRBI eltérések okozzak.
Tovabba kimutatta, hogy az allél- és allélcsoport szintii eltérésnek ugyanakkora hatasa
van, ezért fontos, hogy a nagyfelbontasu eredmények ismeretében torténjen a
donorvalasztas. (Fiirst, 2013) Egy masik tanulményban Osszefiiggést mutattak ki
(szintén attdl fliggetleniil, hogy kis- vagy nagyfelbontdsu eltérés volt a donor és
recipiens kozott) a HLA-A, -B, -C és -DRBI1 lokuszokban kimutatott egyetlen eltérés
(single mismatch) €s a rosszabb tulélés, illetve gyakoribb GVHD kozott. (Lee, 2007) A
HLA eltérések hatasa viszont attol is fiigg, hogy az eltérés graft versus host (GVH)
vagy host versus graft (HVG) iranyban valésul meg. GVH irdnyu eltérés nagyobb
eséllyel okoz akut GVHD-t, mivel az eltérést mutaté antigén f6 célpontja lehet a donor
T-sejteknek. HVG iranyu eltérés viszont rejekciot indukalhat, hiszen a visszamaradt
recipiens T-sejtek felismerhetik a recipienssel nem egyez6 donor HLA antigént. (Kanda,

2013)
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Neéhany indokolt esettdl eltekintve, a hazai transzplantacios gyakorlat szerint a HLA-
DRBI I16kuszban azonositott eltérés a beteg €és donora kozott nem megengedhetd,
ugyanakkor a hat f6 HLA antigén koziil a DPBI1 eltérés tekintheté a legkisebb
rizikonak. Raadasul a DPB1 16kusznal az epitop analizis alapjan vannak megengedhet6
¢s nem megengedhetd eltérések. (Pidala, 2014) Természetesen, ha adott donor esetén
tobb HLA eltérés figyelhetd meg, akkor a transzplantaciéo szempontjabol kedvezétlen
hatdsok még fokozottabban jelentkezhetnek. (Morishima, 2015) A Transzplanticios
Immungenetikai Laboratorium adott betegnek egyszerre egy donorjeldltet vizsgal ki,
azonban a transzplantacio siirgésségére vald tekintettel indokolt esetben (foként
gyermekeknél) a Regiszter egyszerre két potencidlis donort is bekér. A hatékony
donorkeresési folyamat, a megfeleld donor bekérése megerdsité HLA vizsgalatokra
kiemelten fontos a recipiens szempontjabol, ahol az idétényezd kritikus lehet. Nem
megfelelé donor bekérése esetén nem elhanyagolhatd szempont a vizsgalat koltsége és
tipizalo laboratorium oldalan jelentkezd indokolatlan mintaszam ndvekedés, amely
megnovelheti a mintaatfordulasi id6t. Nehézséget jelent, hogy a regiszterekben elérhetd
donorok eltéré mértékben vannak kivizsgalva, a donorok kb. 20%-anal csak HLA-A ¢és -
B lokuszok tipusa ismert, de egyre nagyobb szamban talalhatok olyan donorok, akiknél
a hat f6 1okusznal (HLA-A, -B, -C, -DRBI1, DQBI1, -DPB1) nagyfelbontasu eredmény
talalhato. Ezekben az esetekben jo eséllyel mar a megerdsitd HLA tipizalas eldtt tudni
lehet, hogy mekkora az egyezés a recipiens ¢s a donorjeldlt kozott. Mig azok a donorok,
akik csak kevesebb lokuszra ¢és kisfelbontassal vagy szerologiai tipizalassal
meghatdrozott adatok allnak rendelkezésre, gyakran mutatnak HLA eltérést a
megerdsitd tipizalds soran, aminek kovetkeztében nem feltétlen lesznek alkalmasak
adott beteg részére.

Amennyiben adott betegnek szamos potencialis HLA identikus nem-rokon donor all
rendelkezésre az adatbazisban, tovabbi szempontok is figyelembe veheték. A donor
¢letkoraval kapcsolatban eddig ellentmondésos publikéaciok jelentek meg. Még nem
sikeriilt teljes mértékben bizonyitani, hogy az iddsebb donorbol szarmazoé
hematopoetikus Ossejtek atiiltetése esetén valoban lassabb lesz a megtapadéds ¢és
hosszabb a neutropénias ¢és a trombocitopénias allapot. Rezvani és mtsai azt mutattak ki,
hogy 60 ¢év feletti donorbol szarmazé graft nem befolyasolja hatranyosan az allogén
HSCT kimenetelét a fiatal donorokkal Osszehasonlitva. (Rezvani, 2015) A hazai
gyakorlat szerint, amennyiben lehetdség van rd, a fiatalabb donort valasztjak. A donor

neme is figyelembe vehetd szempont lehet. A férfi recipiens-néi donor paroknal
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figyelték meg, hogy magasabb eléfordulési valoszinlisége van a GVHD-nak €és a nem
relapszus okozta mortalitdisnak (NRM), a relapszus esélye viszont alacsonyabb,
Osszehasonlitva a férfi recipiens-férfi donor parokhoz képest. (Randolph, 2004,
Gahrton, 2005) Magyarorszagon is gyakorlat, hogy férfi beteg szamara altaladban férfi
donort vélasztanak. A HLA rendszer és az ABO vércsoport rendszer egymastol
fiiggetleniil 6roklodik, ezért eléfordulhat, hogy egy HLA identikus MUD donor ¢és a
recipiens kozott vércsoport inkompatibilitds all fenn. Eldnyds, ha a beteg és donora
ABO vércsoport kompatibilisek, de ez nem eldfeltétele a sikeres transzplantacidonak.
Brierley és mtsai nem taldltak szignifikans kiilonbséget vércsoport inkompatibilitas
esetén az Osszesitett tulélést, a relapszus-mentes talélést, a nem-relapszus okozta
mortalitast és a relapszus esélyét tekintve. Az akut GVHD-ra szintén nem volt hatassal
az inkompatibilitas, viszont a krénikus GVHD nagyobb eséllyel fordult el azokban az
esetekben, ahol a donor ¢és a beteg kozott minor (donor antitest a recipiens
vorosvértestje ellen irdnyul) vagy major (recipiens antitest a donor vorosvértestje ellen
iranyul) eltérés volt a vércsoportban. (Brierley, 2015) Fontos lehet a citomegalovirus
(CMV) statusz egyeztetése beteg €s donor kozott, kiillondsen gyermek recipienseknél.
Allogén HSCT utdni CMV fertézés (primer fertézés, reaktivacio, feliilfertdzodés mas
CMV torzzsel) kialakulasat leginkabb befolyasold tényezd a recipiens és a donor
szeroldgiai statusza. A legnagyobb rizikot az jelenti, ha egy CMV-szeronegativ beteg
CMV-szeropozitiv donortol kap Ossejtet, az ilyen esetekben a betegeknek kb. 30%-aban
alakul ki primer fertézés. (Ljungman, 2011) A kiilonbozé Ossejt forrasok is
befolyasolhatjdk a transzplanticié kimenetelét, és az Onkéntes Ossejtdonorok nem
minden esetben vallaljak a PBSC mellett a csontveld adast is. Szamos szempont szerint
hasonlithatjuk Ossze Ossejt forrasokat, mindhdrom eltérd elényokkel €s hatranyokkal
rendelkezik. BM és PBSC esetén gyorsabb a megtapadas a CBU grafthoz képest, ezaltal
rovidebb a graft megtapadasa. Rokon donorral végzett atiiltetés esetén sok vizsgalat
tdmasztja ala, de nem rokon donorok esetén is Uigy tiinik, hogy a PBSC ¢és a BM kozott
nincs kiilonbség az 0sszesitett tilélés és a betegség mentes tulélés (disease free survival)
tekintetében hematologiai malignusban szenvedd betegeket vizsgalva. PBSC graft
esetén kisebb az esélye a graft elégtelenségnek, viszont gyakoribb a GVHD, ez részben
annak koszonhetd, hogy tobb érett T-sejtet tartalmaz a csontveld grafthoz képest.
Azonban a GVHD profilaxisban illetve kezelésben hasznalt 1j eljarasoknak
koszonhetden ennek a jelentdsége egyre kisebb. Tovabba a GVHD altal fenntartott GVL

hatds kiemelten fontos a daganatsejtek elpusztitisaban €s ez altal a teljes gyogyulas
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elérésében, illetve a késObbi relapsus megelozésében. BM vagy PBSC grafttal nagyobb
valosziniiséggel jutnak be virusok a recipiens szervezetébe, foleg a CMV atvitelnek
nagy a valoszinilisége, hiszen a feln6tt lakossdg nagy része CMV-szeropozitiv. A CBU-
bol szarmazd donorsejtek viszont még naivak, nem talalkoztak antigénekkel, ezért a
recipiens szervezetében toleransabbak lesznek, kisebb eséllyel okoznak immunolédgiai
szovodményt. A HLA egyezés szempontjabol CBU esetén tobb eltérés is megengedhetd
a kisebb alloreaktivitas miatt. HSCT soran nem eldfeltétel, hogy a donor és a recipiens
azonos ABO vércsoporttal rendelkezzen, azonban vércsoport inkompatibilitas esetén a
csontveld graftot plazma és/vagy vordsvértest-mentesiteni kell. PBSC és CBU sokkal
kevesebb vordsvértestet és plazmat tartalmaz a csontveld grafthoz képest, ezért nincs
szlikség voOrosvértest- és/vagy plazmamentesitésre. (Cheuk, 2013) (Masszi, 2000,
Péaloczi konyvfejezet, 2013) Gyermekeknél a csontveld graft preferalt a PBSC-vel
szemben, ez kiilondsen benignus betegségekre igaz, ahol nincs sziikség GVL hatasra,
viszont a csontveld graftnak koszonhetden kisebb eséllyel kovetkezik be GVHD.
Végezetiil szempont lehet a donort biztositd regiszter lokalizacidja, hiszen logisztikai
tényezok is befolyasolhatjak az dssejt adas létrejottét, illetve a levett Ossejtkészitmény
szallitasi idejét, minds€gét.

A fent emlitettekbdl lathatd, hogy nagyon sok szempont vehetd figyelembe és ezek
eltér6 mértékben befolyasolhatjdk a transzplantici®é kimenetelét, raadasul a
szakirodalomban sokszor ellentmondasos eredmények talalhatok ezzel kapcsolatban. Az
talan egyértelmii, hogy a HLA-nak van a legnagyobb szerepe a HSCT kimenetelét
tekintve, de a tobbi tényezd mar bonyolult mérlegelést igényel. Természetesen a
meghatarozott iranyelveket figyelembe véve, de valgjdban minden betegnél egyedileg
lehet csak donteni, hogy a transzplantacié melyik donorral torténjen meg.

A nemzetkozi regiszterekben az eurdpai szarmazast betegek kb. 75%-anak sikertil 8/8-
as donort talalni. (Gragert, 2014) Ennek ellenére el6fordulhat, hogy egy recipiensnek
nagyon kevés potencialis donora van, példaul egy Magyarorszagon ritka haplotipus
kovetkeztében, amely a nemzetkdzi regiszter adatbazisdban sem fordul elé vagy csak
néhany donorban. (Viszonyitasképpen, gyakori haplotipusokkal rendelkezd betegnek
tobb szaz, akar tobb ezer potencidlis donor is rendelkezésre allhat.) Foként emiatt
szlikséges alternativ transzplantacios modszerek bevezetése mas Ossejforrasokkal.
Eloszor a koldokzsinorvérbdl izolalt dssejtgraft jelentett megoldast a recipiensek egy
részének, de gy tlnik, hogy sokkal elterjedtebb lesz a haploidentikus donorokkal

torténd  atiiltetés. Két személy akkor haploidentikus egymadssal, ha mindketten
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hordoznak egy kozos haplotipust. (lasd. HLA rendszer oOroklodése c. fejezet)
Haploidentikus donor elvileg minden recipiens szdmara elérhetd, hiszen a beteg
sziileivel és a gyermekeivel biztosan hordoz egy k6zds haplotipust, amennyiben nem
tortént rekombindcio. A testvérek pedig 50%-ban lehetnek haploidentikusak a
recipienssel. Ezért kis szamu potencidlis donornal, illetve, ha a beteg klinikai allapota
megkoveteli a siirgds transzplantaciot, elindulhat a kivizsgalas haploidentikus rokon
donor irdanyba is egyidejiileg a MUD donor kereséssel. A fentiekbdl kdvetkezik, hogy
haploidentikus donor esetén a 12 f6 HLA allélcsoport koziil 6 allélcsoportban biztosan
lesz egyezés a recipienssel, tovabbi egyezés viszont csak kis valdszintiséggel fordulhat
el6. Haploidentikus transzplantacional tehat kifejezett GVHD-ra és nagy eséllyel
rejekciéra  kell szadmitani, aminek a megelézésére a poszttranszplantacios
ciklofoszfamidot alkalmazzdk az atiiltetést kovetd 3-4. napon. Ebben a fazisban az
Ossejtek csontveldi sztromaba keriilése még folyamatban van, tehat ezek a sejtek nem
osztddnak. Az alloreaktiv T-sejtek (donor és recipiens eredetli sejtek) azonban
proliferalnak ¢és igy a ciklofoszfamid célzottan tudja Oket tdmadni és apoptozist
generdlva elpusztitani Oket, megakadalyozva a stlyos GVHD illetve rejekcio
kialakulasat. (Luznik, 2010) Az AML-es betegeknél esetében kimutattak, hogy a
haploidentikus, illetve MUD donorral végzett HSCT kozott nincs szignifikans

kiilonbség az Osszesitett tilélés tekintetében. (9. dbra) (Ciurea, 2015)
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9. Abra Kaplan-Meier szerint dbrazolt sszesitett ttlélés a donor tipusa szerint MAC
(A) és RIC (B) kezelést kovetéen (Ciurea 2015 nyoman) A haploidentikus (folytonos

vonal) és 8/8-as MUD donorral (szaggatott vonal) végzett atiiltetés utan detektalt 3 éves
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Osszesitett talélés nem kiilonbdzik szignifikansan fiiggetleniil az alkalmazott kondicionald

kezeléstdl. (A zardjelben a betegek életkora lathato.)

A nemzetkdzi gyakorlatban 2016-t6] megfigyelhetd, hogy bizonyos esetekben a MUD
donoros HSCT-t haploidentikus donorral helyettesitik. (Passweg, 2018) A hazai
gyakorlatban fdleg azoknal a betegeknél jon szoba a haploidentikus HSCT, akiknek
nincs megfeleld6 MUD donoruk vagy nagyon siirgdssé valik a transzplantacid. Gyermek
recipiensekben mar évek ota alkalmazzak bridging-terapiaként, de 2017-ben kis
szamban felnétt betegeknél is végeztek hazankban haploidentikus donorral

transzplantaciot.

1.3.3.3 Nemzetkozi 6ssejtdonor regiszterek és a Magyar Ossejtdonor Regiszter

Az elmult évtizedben harom {6 tendencia figyelhetd meg a vérképzd Ossejt atiiltetési
gyakorlatban. Egyrészt, a kevésbé toxikus kondiciondld kezelések kovetkeztében
jelentdsen kitolddott a transzplantalhatd betegek korhatara. Masrészt, a legaltalanosabb
Ossejt forras a periférids vérbol szarmazéd vérképzo Ossejtek lettek. Tovabba, jelentdsen
megnétt a kereslet a nem-rokon donorok irdnt (Gratwohl, 2009). A szervdonacidk
tobbségétdl eltéréen a HSCT soran az dssejt mindig €16 donortdl szarmazik, hasonloan a
vérhez. Ha egy beteg nem rendelkezik HLA-identikus testvérdonorral, akkor a donor
lehet Ossejt donorként regisztralt onkéntes idegen donor vagy nem HLA-identikus
csaladi donor. A HLA génekre jellemz6é nagyfoku genetikai polimorfizmus miatt az
emberi populacio eltéré6 HLA-mintazattal jellemezhetd egyedekbdl all, ezen kiviil
kiilonb6zdé populacidokban is eltérnek a HLA allél és haplotipus frekvencia értékek.
Napjainkban a csokkend gyermekvallalas kovetkeztében egyre tobb betegnek csak egy
testvére van, vagy egyaltalan nincs testvére, az & esetiikben HLA-identikus
donorkeresés kizarolag a vérképzd dssejtdonor regiszterekben torténhet. Egyrészt annak
a ténynek, hogy azonos etnikai hattérrel rendelkezd beteg €s donor nagyobb eséllyel
lesz HLA-identikus (Arrieta-Bolanos, 2010), masrészt a fent emlitett szocioldgiai
valtozasnak a hatdsara alakultak regiszterek vilagszerte és Magyarorszagon is. Ezt a
valtozast egyébként jol mutatja a Szent Laszl6 Korhdz Hematologiai és Ossejt-
transzplantacios Osztalyan végzett testvérdonoros és MUD donoros transzplanticiok
szamanak valtozasa az elmult években. (Batai, 2017) Hasonl6 a helyzet Eurépéban, ahol

2009 6ta a MUD HSCT-k szdma meghaladja a testvérdonoros atiiltetések szamat.
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(10.abra) (Passweg, 2018) Az abran lathaté a haploidentikus atiiltetések szamanak

novekedése is.
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10. abra: Nemzetkozi Ossejtatiiltetések szama a donor tipusa szerint 1990 és 2016
kozott. (Passweg, 2018 nyoman) 2009-t61 nagyobb szamban végeznek Ossejt
transzplantaciot nem rokon Onkéntes donorral (MUD), mint HLA-identikus testvér

donorral.

Az elsO regisztert 1974-ben az Anthony Nolan Alapitvany hozta létre Angliaban, a
Nemzetk6zi Csontvelddonor Adatbazis (Bone Marrow Donors Worldwide - BMDW)
pedig 1988-ban indult. A jelenleg nyilvantartott donorok szama elérte a 30 milliot
(www.bmdw.org), e nagy szam ellenére is van olyan beteg, akinek nem lehetséges teljes
vagy elfogadhato meértékli HLA-egyezést mutatdé donort taldlni, ezért az egyes
orszagoknak érdeke a sajat nemzeti regiszterét fejleszteni. Egyrészt a donorszam,
masrészt a donorok kivizsgaltsagi szintjének ndvelése lehet cél, annak érdekében, hogy
az adott népességre jellemz6é HLA-all¢leket hordozd donorokat hatékonyabban lehessen
megtalalni. A Magyar Ossejtdonor Regiszter 1991-ben alakult (akkor még Magyar
Csontvelédonor Regiszter néven), kezdetben azzal a céllal, hogy a hematopoetikus
Ossejt transzplanticiora vard6 magyar betegeknek nemzetkozi regiszterekben keressen
megfeleld donort. 1992-ben a Regisztert bejegyezték a Nemzetkozi Csontvelddonor
Szervezetbe (WMDA), a kiilfoldi regiszterekkel valdo kozvetlen kapcsolat pedig a
parizsi kozponth Eurdpai Donor Titkarsdgon (European Donor Secretariat — EDS)
keresztiil indult el, és ugyanebben az évben jott 1étre a kapcsolat a BMDW-vel is. A
magyar donorok toborzasa 1990-1991-ben kezdddott, jelenleg minddssze 7000 donor
van nyilvantartva. A donoraink legnagyobb részénél HLA-A, -B, -DRBI1 16kuszok
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kisfelbontasti eredménye all rendelkezésre, csak azoknal a donoroknal végezziik el az
akik konkrét betegnél keriilnek kivalasztasra. A Regiszter legfobb feladata megfeleld
donorok keresése a magyar és nemzetkézi adatbazisban a magyar betegek részére,
tovabba potencialis magyar donorok aktivalasa kiilfoldi betegek szamara. A magyar
betegek részére kivizsgalt potencidlis donorok 76%-a a Német Ossejtdonor Regiszter
tagja. 1990 és 2016 kozott dsszesen 17 magyar donor kertilt kivéalasztasra, ebbdl 12
esetben magyar beteg, 3 esetben az USA-ban és 1-1 esetben Németorszagban, illetve
Gorogorszagban kezelt recipiens szdmara adomdnyoztak Ossejtet. (Az adatokat a
Magyar Ossejtdonor Regiszter munkatarsai bocsatottik rendelkezésiinkre. Szakmai

Beszamolo, 2014)

1.3.3.4 A Transzplantacios Imnmungenetikai Laboratérium Kivizsgalasi

algoritmusa HSCT elott

Vérképzo Ossejt atiiltetést megeldzoen a donorkeresés csaladvizsgalattal kezdddik. (11.
abra) Az Orszagos Vérellatd Szolgalat (OVSz) Transzplanticiés Immungenetikai
Laboratériumaban (tovabbiakban Laboratérium) a recipiens és a sziilok (amennyiben
elérhetdk) esetében a HLA-A, -B, -C, -DRBI1 és -DQBI, a testvéreknél pedig a HLA-A,
-B ¢és -DRBI lokuszokat tipizaljuk. A csaladvizsgalat soran két fontos cél fogalmazhato
meg. Egyrészt meghatarozzuk, hogy van-e a betegnek HLA-identikus testvérdonora
vagy nincs. A masik cél a sziildi HLA tipusok megallapitdsa a haplotipus
meghatdrozasahoz. A HLA antigének kodomindns 6roklédésének koszonhetden 25%
annak a valoésziniisége, hogy egy beteg HLA identikus a testvérével. 50% pedig annak a
valoszinlisége, hogy haploidentikusak, vagyis a HLA-lokuszokat vizsgalva félig
egyeznek, tehat az egyik sziil6tdl ugyanazt a haplotipust 6rokolték, a masik sziil6tol
pedig eltérét. (3. dbra) Amennyiben a recipiensnek van HLA identikus testvérdonora, a
Nemzeti Ossejt Transzplantacios Bizottsag (tovabbiakban Transzplantacios Bizottsag)
engedélyével torténik a megerdsit6 HLA tipizalas, amely soran kizarjuk a
rekombinacidt €s az esetleges mintacserét, illetve bizonyitjuk a beteg és testvére
allélszintli egyezését. A rekombinacié valdszinlisége kevesebb, mint 1%, de altala 0j
haplotipusok johetnek 1étre (részletesebben lasd 1.1.1. fejezet). A csalddvizsgalat soran,
ahol csak kisfelbontasu HLA tipizalas all rendelkezésre, nem minden esetben lehet
meghatarozni a haplotipusokat, ezért megkiilonboztetiink genotipus és fenotipus szinten

identikus testvéreket. Megtorténhet olyan eset, amikor fenotipus szinten egyez0
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testvérek egyikénél rekombinacid jatszodik le, és 6k valdjaban allél szinten nem
egyeznek, ennek a lehetdségét ki kell zarni. A Transzplantacios Bizottsdg dont a
recipiens transzplantacids varolistara helyezésérol.

Amennyiben a recipiensnek nincsen HLA-identikus csalddi donora, a Magyar
Ossejtdonor Regiszter (tovabbiakban Regiszer) elézetes keresés soran felméri, hogy a
kisfelbontasi. HLA tipus alapjan hény potencidlis donora van a betegnek a hazai
donorok kozott, illetve a nemzetkdzi regiszterek kozos adatbazisdban. Ebben a
folyamatban van jelentdsége annak, hogy a recipiens milyen haplotipusokat hordoz,
hiszen igy figyelembe lehet venni adott haplotipus foldrajzi elterjedését, és ez altal
célzottabb keresésre van lehetdség annak a foldrajzi régionak a regiszterében, ahol
gyakoribb az eldfordulédsi valdszinlisége a recipiens altal hordozott haplotipusnak. A
potencialis donorok szamat a Regiszter kozvetiti a Nemzeti Ossejt Transzplantacios
Bizottsag felé. Amennyiben a Transzplantacidos Bizottsdg indokoltnak tartja és
engedélyezi az idegen donoros keresést, a betegtdl 1j vérmintat kap a Laboratorium
nagyfelbontéasu vizsgalatok elvégzéséhez. A HLA-A, -B, -C, -DRBI, -DQB1, valamint -
DPBI l6kuszok nagyfelbontasu eredményének ismeretében a Regiszter a potencidlis
donorok koziil kivalasztja a legmegfelelobbet. A klinikus partner a keresési stratégiat
befolyasold tényezdk kozlésével segiti a Regiszter munkdjat (diagndzis, preferalt
Ossejtforras, transzplantacio siirgdssége, stb.) A Regiszter kiegészitd adatokat kérhet be
a kulfoldi  donorokrol  (életkor, nem, CMV-statusz, vércsoport), amelyek
befolyasolhatjak a donor kivalasztast. (a donor kivalasztds szempontjait lasd 1.3.3.2
fejezet) Megfeleld potencialis donor kivalasztisa esetén vérmintat kap a Laboratorium a
donorjel6lttél megerdsitd nagyfelbontasu vizsgélatra. A donor esetében is HLA-A, -B, -
C, -DRBI, -DQBI, valamint -DPB1 vizsgalatok késziilnek, majd egy Osszehasonlitd
leleten feltiintetjik az egyezés mértekét a vizsgalt HLA 16kuszok tekintetében.
Amennyiben a transzplantaciot végzd klinikus elfogadja a potencialis donort, a beteg
donorkeresési statuszbdl transzplantacids vardlistara keriil. Abban az esetben, ha adott
recipiensnek nagyon kevés potencialis MUD donora van (n<20) vagy a transzplantacié
valik nagyon siirgetéve, a Transzplantacids Bizottsag egyidej alternativ donorkeresésre
ad engedélyt, igy parhuzamosan torténik MUD donor ¢és haploidentikus rokon

donorkeresés.

37



DOI:10.14753/SE.2018.2209

Csaladvizsgalat
(beteg, szll6k, testvérek Magyar Ossejtdonor
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11. Abra: Donorkeresési algoritmus Magyarorszagon HSCT-t megelozéen. A
donorkeresési folyamat els6 1épése a recipiens, valamint a sziilok, testvérek HLA tipusanak
kisfelbontasi meghatarozasa. HLA-identikus testvér donorral rendelkezd betegeknél a
transzplantidcié a megerdsit0 HLA vizsgéalat utdn végezheté el. HLA-identikus csaladi
donor hianyaban &ssejtdonor regiszterekben torténhet keresés, nagyfelbontasi HLA
vizsgalatot kovetéen keriilhet kivalasztasra az Onkéntes Ossejt donor. Tovabba
haploidentikus csaladi donor is valaszthatd, amennyiben sem a recipiens, sem a donor nem

termel HLA-ellenes antitesteket a masik ellen.

1.3.3.5 A HLA rendszer vizsgalatanak klinikai jelentésége a HSCT soran

Gyakori allélekkel vagy haplotipussal rendelkezd recipiens szamara tobb szaz vagy akar
tobb ezer donor is rendelkezésre allhat, ezzel szemben, ritka alléllel vagy haplotipussal
rendelkezd recipiensek szamara még a tobb millié donort tartalmazé regiszterekben is
kihivast jelent megfeleld donort talalni. Kiillonbdzd populaciok eltérd genetikai profillal
rendelkeznek, ez egyrészt a genetikai sodrodas hatdsa, masrészt a nagy foldrajzi
tavolsagokat legy6z6 népvandorlasok kovetkezménye. (Sanchez-Mazas, 2012)
Jelentdsen lerdviditheti a keresési folyamatot és megndvelheti a beteg esélyeit a
gybgyulasra, ha azonos etnikai hattérrel rendelkezé donorok kozott torténik a keresés.
Tovabbi fontos paraméter lehet egy adott haplotipus esetén a kapcsoltsagi egyensulytol
valo eltérés mértéke. Populacio-specifikus nagyfelbontdsu haplotipus gyakorisag
eloszlas vizsgalatok is segithetnek a donorkeresésben, kiillondsen azoknal a donoroknal,
akiknél valamelyik HLA l6kusz csak kisfelbontassal vagy egyaltalan nincs tipizalva.
Ezekben az esetekben nagy valoszintiséggel megmondhatd az egyezés mértéke, ha
rendelkezésre allnak adott populacional allél és haplotipus frekvencia adatok. A fent

emlitettekbdl lathatd, hogy ugyan a legtobb HLA diverzitassal foglalkozé tanulmanynak
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az elsddleges célja, hogy a populaciok eredetérdl, illetve a migracio soran bekovetkezett
genetikai keveredésrdl szolgaltasson Uj informéciot, ezzel egyidejlileg szamos hasznos
adattal segiti a megfeleld Ossejtdonor keresés folyamatat. Az egyes populaciokat jol
reprezentaljak az Ossejtdonor regiszterekben 1évé donorok, hiszen véletlenszeriien
jelentkeznek az orszag egész teriiletérdl, dedikaltan egészségesek és megfelelden nagy
elemszamot is biztositanak. Szamos orszag arra is nagy hangsulyt fektet, hogy az etnikai
kisebbségek is megfeleld 1étszamban képviseltessék magukat a regiszterekben. (Balas,

2010, Grubic, 2014, Schmidt, 2009, Sanchez-Mazas, 2012)
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2 Célkituzések

A hematopoetikus Ossejt atiiltetést megeldézden kifejezetten nagy jelentdsége van a null
allélek azonositasanak. A HLA-C*04:09N az egyike a leggyakoribb null alléleknek,
ezért a C*04:09N alléllal kapcsolatos vizsgalatok soran az alabbi célokat fogalmaztuk

meg:

1. aHLA-C*04:09N allél azonositasara alkalmas modszer 1étrehozésa

2. a HLA-C*04:09N allél gyakorisaganak meghatarozasa a magyar populacioban
(n=7345).

3. a HLA-C*04:09N all¢lt hordozo haplotipusok gyakorisdganak meghatdrozasa a

magyar populacidban

A vérképzd Ossejt transzplantacid eldtt jelentdsen lerdviditheti a donorkeresési
folyamatot és ez altal megndvelheti a recipiens gyogyulasi esélyeit, ha hasonl6 genetikai
hattérrel rendelkezd dnkéntes dssejtdonorok kozott torténik a keresés. Szinte mindegyik
eurdpai populaci6 HLA frekvencia adata elérhetd publikalt tanulmanyokban vagy
online HLA-adatbazisban. Magyar HLA allélcsoport gyakorisag adatokat reprezentativ
mintaszamon kordbban nem kozoltek. Munkank egy 1) és atfogd képet kivan adni a
magyar populacio és Magyarorszag legnagyobb etnikai kisebbségét alkoté magyar roma

populéci6 elhelyezkedésérdl a HLA allélcsoportok genetikai térképén.

4.  Munkank célja volt, hogy 2402 magyar onkéntes hematopoetikus Ossejtdonor
korében megallapitsuk a HLA-A, HLA-B ¢s HLA-DRBI lékuszokban az
allélcsoport frekvenciakat.

5. Masik célunk volt, hogy egy 186 fobol allo magyarorszagi roma populacidban
meghatarozzuk a HLA-A, HLA-B ¢és HLA-DRBI lokuszokban az allélcsoport
gyakorisagokat.

6. A magyar kohorszban és a magyarorszagi roma csoportban a populaciégenetikai
paraméterek meghatdrozasdhoz ¢s ezek Osszehasonlitasdhoz az alabbi céljaink
voltak:

A. a HWE egyensulytdl valo eltérés meghatarozasa a vizsgalt populaciokban

B. akapott allélcsoport frekvencia (AF) értékek 6sszehasonlitdsa
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a kumulativ allélcsoport frekvencia értékek meghatarozdsa a vizsgalt
populacidokban
a géndiverzitds ¢és a becsiilt heterozigdtasdg meghatarozasa a vizsgalt
populaciokban
Munkank tovabbi célja volt, hogy szisztematikus 6sszehasonlitast végezziink a két
magyarorszagi  csoport, tovabba kozép- ¢és délkelet-eurdpai  kohorszok
(Csehorszag, Ausztria, Horvatorszadg, Szerbia, Romania) és mas roma eredetii
csoportok (spanyolorszagi roma, Eszak-Gudzsarat (India)) kozott. Annak
érdekében, hogy feltérképezziik a genetikai kapcsolatokat a kilenc populacio
kozott, célunk volt:
a kilenc csoport paronkénti és lokuszonkénti Gsszehasonlitasa az F-statisztika
segitségével, amely az allélcsoport frekvenciakat veszi alapul.
a kilenc populéacié kozott a genetikai tdvolsdgok meghatarozasa 16kuszonként,

valamint a tadvolsagok grafikus abrazolasa két dimenzioban.
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3 Anyagok és modszerek

3.1 Vizsgalt csoportok

3.1.1 Vizsgalt csoportok a HLA-C*04:09N vizsgalatokhoz

A HLA-C*04:09N allélgyakorisag ¢és haplotipus vizsgalatokhoz hdrom csoportot
analizaltunk. (2. tablazat) Az els6 csoport 1953 f6 nem rokon onkéntes csontveldi
Ossejtdonorbol allt (1-es csoport). A HLA-A ¢és —B tipus meghatarozasa kezdetben
szerologiai modszerrel, a DRB1 16kusz esetében PCR-SSP moédszerrel tortént, 2007-t61
kezdddden viszont mindharom HLA Iokusz tipizalasit PCR-SSP vagy PCR-SSO
modszerrel végeztik. Megvizsgaltunk tovabba 717 HSCT-re varé beteget (2-es
csoport), ebben a csoportban a HLA-A, -B, -C, -DRB1 ¢s —-DQB1 16kuszok PCR-SSO
vagy SBT modszerrel lettek tipizdlva. A harmadik csoport klinikai szempontbol
valtozatos, tobbek kozott, HSCT-re, illetve szolid szerv transzplantacidra varo betegeket
is tartalmazott. Esetilkben a HLA-A, -B, -C, -DRBI1 tipizalas szerologiaval vagy PCR-
SSP modszerrel tortént. Ezt a csoportot tovabb bontottuk két részre, 2238 fonél
rendelkezésre allt DNS-minta (3a), ami lehetdséget adott utdlagos molekularis biologia
vizsgalatok elvégzésére, mig 2437 fonél tarolt DNS-minta nem volt elérhetd (3b). A 2-
es és 3-as csoport egyarant tartalmaz HSCT-re varo betegeket, a két csoportot azért nem
egyesitettiilk, mert idében és a vizsgalt HLA-16kuszok ¢s a HLA-tipizald6 modszerek

tekintetében is teljesen elkiiloniiltek egymastol.

2. tablazat: A HLA-C*04:09N allélgyakorisag és haplotipus frekvencia vizsgilatokhoz felhasznalt
populaciék

Klinikailag valtozatos

Csontvel6i csoport
) HSCT
bssejt (3) )
betegek Osszesen
donorok DNS nem
(2) DNS
(L elérhetd
elérhet6 (3a)
(3b)

Gylijtés id6tartama 1996-2014 | 2010-2014 | 1983-2007 1983-2007 -
Vizsgalt kromoszémak szdma
(2n)

3906 1434 4476 4874 14690

(HLA-A, -B, -DRBI tipus

elérhetd)

42



DOI:10.14753/SE.2018.2209

3.1.2 Vizsgalt csoportok a HLA-A, -B, és -DRBI1 l6kuszokat 6sszehasonlito

vizsgalatokhoz

3.1.2.1 Magyarorszagi populaciok

Osszesen 2402 egészséges, nem rokon, dnkéntes magyar Ossejt donor HLA-A, -B, és —
DRBI tipizélasi eredményeit vizsgaltuk. A donorok 57%-a férfi, 43%-a nd, €letkoruk
18 és 62 év kozott volt. A Magyar Ossejtdonor Regiszterbe 1990 és 2012 kozott
jelentkeztek. Ez a csoport reprezentdlja a magyar atlagpopulécidt, mindegyikiik magyar
allampolgér, de nem zarhat6 ki, hogy donornak jelentkezett olyan személy is, aki mas
etnikai kozosséghez tartozik. Ezen a csoporton kiviil 186 egészséges, onkéntes, magyar
roma Ossejt donor HLA-A, -B és —-DRBI allélcsoport frekvencia adatait analizaltuk. A
donorok toborzasa 2004 és 2005 kozott tortént két foldrajzi régiobdl, egyrészt Hajdu-
Bihar megyébdl, masrészt Mohacsrol és kornyekérdl. A csoport tagjai onbevallas ttjan
vallottdk magukat romanak. A vizsgalt személyek 60%-a férfi és 40%-a nd, az életkor
pedig 18 és 62 év kozott alakult. A Roma kohorsz esetén minden erdfeszitést
megtettiink, hogy a kozeli rokonsdgban all6 személyeket kizarjuk, de a roma nép
¢letmo6djabol és kulturdlis szokasaibol eredden rejtett kapcsolatok lehetnek a vizsgalt
személyek kozott. Ez befolyasolhatja az eredményeket, de izolalt populacidk esetén,
nem zarhato ki a rokoni kapcsolatok jelenléte. (Sanchez-Mazas, 2012)

A Magyar Ossejtdonor Regiszterbe torténd jelentkezéskor, minden donor aldir egy
beleegyezd nyilatkozatot, amelyben hozzédjarul a HLA adatainak tudoményos célra
torténd felhasznalashoz. Mindkét csoport HLA tipizalasat a Budapesti Transzplantacios
Immungenetikai Laboratérium végezte. Az izoldlt DNS-t minden donor esetében
anonim médon azonosité szammal taroljuk.

A magyar populacidt reprezentald csoport esetén a HLA-tipizalas heterogén volt, a
felbontas mértékét, a tipizalt 16kuszok szamat, illetve a tipizalasi modszert tekintve. Ez
utobbi annak koszonhetd, hogy a Laboratoriumban a DNS alapu tipizalas el6szor a
HLA-DRBI1 l6kusznal lett bevezetve €s csak évekkel késébb tértiink at arra a HLA-A és
—B 16kszoknal is. Ezért azokat a mintakat valasztottuk ki, akiknél a HLA-DRBI lokusz
DNS alapu tipizalassal rendelkezésre allt (n=2402). Ebben a csoportban nem volt
minden mintandl elérheté a HLA-A ¢és HLA-B 16kusz tipizalasi eredménye, ezért ennél
a két lokusznal kisebb mintaszammal dolgoztunk (HLA-A: n=1644; HLA-B: n=1653).

Ez a tény nem befolydsolta az eredményeket, hiszen az egyes lokuszokat kiilon-kiilon
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elemeztiikk és hasonlitottuk O0ssze mas populéciokban talalt allélcsoport frekvencia

adatokkal.

3.1.2.2 Kozép- és délkelet-eurdpai és roma eredetii populaciok

Az Osszehasonlitd vizsgalatokhoz hasznalt populaciokat (3. Téblazat) egyrészt a
foldrajzi elhelyezkedésiik, masrészt az etnikai eredetiik alapjan vélasztottuk ki. Az elsd
szempont szerint Magyarorszaggal kozvetleniil szomszédos orszagok koziil Ausztriat
(n=200), Horvatorszagot (n=4000), Szerbiat (n=1992) ¢és Romaniat (n=6936)
reprezentald populaciok keriiltek be a tanulmanyba. A szlovédk populdcid helyett -
adathiany miatt - a kozvetetten hataros Csehorszagot reprezentald csoportot (n=310)
vizsgaltuk, ez azért is tekinthetd jogos helyettesitésnek, mert az Osztrak-Magyar
Monarchia egyik utdédallamaként a két nemzet egylittmiikodése hozta Iétre
Csehszlovakiat, amely 1918-1938 és 1945-1992 kozott allt fenn.

Az etnikai hovatartozast figyelembe véve a magyarorszagi roma csoport mellé¢ egy
masik europai roma populécidt valasztottunk Spanyolorszagbdl (Andaluzia; n=99).
Tovabba a roma népcsoport feltételezett 6shazajaban, az Indidban elhelyezkedd Eszak-
Gudzsaratban €16 csoportot (n=338) is bevettiikk a vizsgalatokba. Az Osszehasonlitd
populacidgenetikai vizsgalatokhoz bevélasztott populaciok HLA frekvencia adatai
egyrészt nemzetkézi szakirodalomban publikdlt eredmények, masrészt az
www.allelefrequencies.net HLA adatbazisban talalhatok meg.

A foldrajzi elhelyezkedés és a feltételezett kozos etnikai eredet mellett iranyadd volt
Sanchez-Mazas ¢és mtsai (Sanchez-Mazas, 2012) 4altal megéllapitott minimalis
elemszam (n=100), amelytdl egyediil a Spanyolorszagi Roma csoport esetében voltunk
kénytelenek eltekinteni (n=99). Tovabbi szempont volt, hogy minden populacional

rendelkezésre alljon a HLA-A, -B és -DRB1 16kuszok frekvencia adatai.
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3. Tablazat A HLA-A, -B, -DRBI1 allélcsoport gyakorisag vizsgalatokhoz felhasznalt populiciok

Forras
Populacio neve Rovidités n Publikalt allelefrequencies.net
adat oldalra feltoltotte:
jelen
Magyarorszag HUN 2402 -
tanulmany
. jelen
Magyarorszagi Roma | HUN-GYP | 186 -
tanulmany
Ausztria AUS 200 - Faé (2007)
Horvatorszag CRO 4000 | Grubic (2014) -
Csehorszag CZE 310 | Riccio (2013) -
Constantinescu
Romania ROM 6936 -
(2003)
Szerbia SER 1992 | Andric (2014) -
Spanyolorszagi Roma | SPA-GYP 99 - Lopez Nevot (2005)
Eszak-Gudzsarat
. IND 338 - Shah (2012)
(India)

n: elemszam (a vizsgalt személyek szama)

3.2 Molekularis biolégiai médszerek

A DNS izolalast és a HLA tipizalast az OVSz Transzplantacios Immungenetikai

Laboratoriuméban végeztiik.

3.2.1 DNS izolalas

A vizsgalatokhoz alvadasgatolt periférids vérmintabol izolalt genomialis DNS-t

hasznaltunk. Az izolalast a gyartd protokolljanak megfelelden ,,kis6zasos” modszerrel

végeztik (Gentra Puregene Blood Kit, Qiagen). Az eljards a vorosvértestek

hipozmotikus lizisével kezdddik, majd a fehérvérsejtek feltarasat kovetden ammonium-

acetattal kicsapjuk a fehérjéket, és eltavolitjuk a rendszerbdl. A DNS-t izopropanollal,

illetve 70%-o0s etanollal mossuk, végiil a kiszaritott DNS-t megfeleld6 DNS pufferben

tisztasagat, végiil a koncentracidt 50 ng/ul-re allitottuk be.
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3.2.2 HLA allélcsoportok meghatarozasa

A HLA tipizalashoz felhasznalt két DNS-alapt modszerrel (PCR-SSP, PCR-SSO)
kisfelbontasi HLA eredményeket hatdroztunk meg. Mindkét esetben a primerek adott
HLA lokusz esetén az antigénkotd zsebet meghatarozd exonok amplifikélasara vannak
tervezve (HLA I-es osztaly: exon2 és exon3; HLA II-es osztaly: exon3). A PCR-SSP ¢és
PCR-SSO modszernél a primerek pontos szekvencidja nem ismert, a gyartd megadja,
hogy melyik exonon van a tapadasi helyiik, tovabbd, hogy melyik all¢l amplifikalasara

képesek és mekkora terméket hoznak 1étre.

3.2.2.1 Polimeraz lancreakcio szekvencia specifikus primerekkel (PCR-SSP)

A PCR-SSP modszert a gyartd protokolljanak megfeleléen végeztiik (Olerup SSP). A
modszer sordn tobb szekvencia specifikus primert alkalmazunk, ezek kiilon-kiilon
reakcidban tudnak kik6tddni a velilk komplementer HLA allélhoz. Ha a primer nem tud
kikotédni a vizsgalni kivant mintdban jelenlévé HLA allélhoz, mert az amplifikacios
primerek 3’ vége nem illeszkedik a cél szekvencidhoz, akkor nem képzdédik rola
specifikus termék. Minden reakciéban a HLA-allélra specifikus primerek mellett jelen
van egy bels6 amplifikacids kontrollként szolgald primer par (multiplex PCR), amely a
huméan novekedési hormon gén egy szakaszara specifikus, és megfeleld PCR
koriilmények és DNS koncentracié esetén mindig képez terméket. A PCR reakci6 utan
2%-0s agardzon gélelektroforézissel szétvalasztjuk a termékeket méret szerint, majd a
szoftverrel (Helmberg Score), illetve a gyart6d altal kiadott megoldo kulcs segitségével
torténik. A program a pozitiv reakciok kiilonb6z6 kombinacidjabdl allapitja meg a HLA

tipust.

3.2.2.2 Polimeraz lancreakcio és szekvencia specifikus oligonukleotid hibridizacio

(PCR-SSO)
A PCR-SSO modszernél is a gyari leirast kovettiik (One Lambda). A metodika els6

Iépése egy PCR reakcido (amplifikacid), amelynek soran az antigén kotd zseb
kialakitasaért felelés exonokat sokszorositjuk fel. A primerek biotinnal vannak jelolve,
igy a keletkez6 PCR termékek is jeldlve lesznek. Az ellen6rzd gélelektroforézis 2%-os
agaroz gélen torténik, ezt kovetden a PCR-termékeket hibridizaltatjuk 5,6 pm atmérdja
polisztirén mikrogydngyok felszinéhez kovalensen kikotott  jeldletlen

oligonukleotidokhoz (hibridizacid). Mivel a hordozéhoz fixalt jeldletlen probahoz
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hibridizal a jelolt PCR termék, ezt a modszert reverz SSO-nak (rSSO) nevezziik.
Kiilonb6z6 gyongyok felszinén a hibridizaciés probak kiilonbozé HLA-
allélcsoportokkal komplementerek és az antigén kotd zseb kialakitasaért felelds exonok
polimorf régidira vannak tervezve. (A gyongyok szdma lokuszonként eltéré: HLA-A:
82, HLA-B: 100, HLA-C: 62, HLA-DRBI1: 75, DQAI1 és DQBI: 93.) A gyongyok
belseje meg van festve kiilonbdzd aranyban hasznalt vords és infravords festékkel. A
két festek kiillonbozd aranya 100 féle gyongy azonositdsat eredményezi. Az aramlasi
citometria elvén miikodd rendszer sordn a két festék kiilonbozoé intenzitdsu
kombinacioja lehetdvé teszi minden egyes gyongy azonositasat. A hibridizacié utan
sztreptavidinnel konjugalt fikoeritrint adunk a rendszerhez (jellés). A sztreptavidin
hozza kapcsolodik a biotinhoz és ez altal a PCR termékhez, a fikoeritrin pedig
gerjesztés hatasara fluoreszcens fényt bocsat ki, amit a Luminex 200 miiszer detektalni
képes. A miiszerben talalhatd piros l1ézer gerjeszti, ennek kdvetkeztében azonositja a
specifikus gyongydket, mig a zold lézer a gyongyok felszinéhez kotddd jelolt
molekuldkat gerjeszti és az igy keletkezett fluoreszcens jel intenzitdsat méri a miiszer
(detektalas). A kiilonb6zo gyongyokon mért reakciok kombinaciojabol allapithatd meg

a HLA tipus. A kiértékelés a Fusion szoftver segitségével torténik.

3.2.3 A HLA-C*04:09N jelenlétének direkt meghatarozasa allélspecifikus
PCR-rel

A HLA-C*04:09N jelenlétének direkt meghatarozasdhoz Iétrehoztunk egy 1j
allélspecifikus PCR rendszert. A primertervezés soran a HLA-C*04:09N-re tervezett
oligonukleotidok koziil a Pinto és mtsai altal is hasznalt primereket alkalmaztuk,
valamint a HLA-I-es osztidlya gének kozelében elhelyezkedd HLA-H (HFE) génre
terveztiink primereket (HHC1 ¢és HHC2). Az utoébbi primerpart amplifikdcios
kontrollként hasznaltuk, hogy kizarjuk azokat az eseteket, amelyekben a C*04:09N-re
specifikus primerekkel kapott negativ reakcid hatterében a nem megfeleld mindségi
DNS vagy PCR koriilmény allt. Tovabba minden sorozatmérésnél hasznaltunk pozitiv
kontroll mintat, amely bizonyitottan hordozta a C*04:09N allélt. A mintat Prof. Marie-
Paule Emonds a mecheleni (Belgium) HLA laboratérium vezetéje bocsatotta
rendelkezésiinkre. (A pozitiv kontroll személy HLA tipusa: A*01; A*23; B*44; B*57;
C*04:09N; C*06; DRB1*07; DRB1*11; DQB1*02; DQB1*03; DPB1*04.) A primerek
szekvenciaja és a PCR koriilmények a 4. és 5. tablazatban talalhatok. Az allélspecifikus

PCR-nél un. touch down PCR-t alkalmaztunk, amelynek Iényege, hogy az anellacios
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homérsekletet folyamatosan csokkentjilk 1-3 °C-kal ciklusonként. A primerek
kitapadésa a célszekvencidhoz magasabb homérsékleten specifikusabb, ezért kevesebb
aspecifikus termék keletkezik a kezdeti ciklusok soran. A kiértékelést 3%-os agar6z

gélelektroforézissel végeztiik.

4. tablazat: A HLA-C*04:09N allél azonositasara létrehozott allélspecifikus PCR soran

hasznalt primerek szekvenciai

Primer-péarok | szekvenciaik termék méret
C4-9N-7F 5’-GTCTCTCATCGCTTGTAAG-3’

C4-1-8R 5’-GCAGAAAGAGATGCCAGAGG-3’ 276 b
HHCI: 5’-TGGCAAGGGTAAACAGATCC-3’

HHC2: 5’-CTCAGGCACTCCTCTCAACC-3’ 393 bp

5. tablazat: Az allélspecifikus touch down PCR koériilményei

PCR koriilmények ciklusszam

95°C 30’ 1

95°C 30" 65°C 30 72°C 45 3
95°C 30"  62°C 30 72°C 45 3
95°C 30 61°C 30 72°C 45 3
95°C 30"  60°C 30 72°C 45 15
95°C 30> 59°C 30 72°C 45 15
72°C 7’ 1

3.24 A HLA-C*04:09N jelenlétének indirekt meghatarozasa

A C*04:09N allél két haplotipusban fordul a HLA-
A*02~B*44~C*04~DRB1*07 és a HLA-A*23~B*44~C*04~DRB1*07 haplotipusban.
Erre alapozva a HLA-C*04:09N jelenléte lesziikitheté azokra a személyekre, akik

eld6 a leggyakrabban,

hordozzak a fenti allélkombinacidkat. Azonban a vizsgalt személyek nagy részénél csak
HLA-A, -B és —DRBI tipizalasi eredmények alltak rendelkezésre. Ezért a HLA-
C*04:09N vizsgalatokhoz felhasznalt harom csoportban (1-es csoport, 2-es csoport, 3a
csoport) a HLA-A*02, B*44, DRBI1*07 allélcsoportokat hordozd személyeknél
elvégeztiik a HLA-C potlo tipizalasit PCR-SSO-val, hiszen a DNS-alapt moédszerrel
tipizalt személyek koziil potencialisan azok hordozhatjdk a C*04:09N allélt, akik
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hordozzak a C*04 allélcsoportot, mivel az, hogy a genetikai allomanyban jelen van a
C*04 allélcsoport, még nem feltétleniil jelenti azt, hogy a fehérjetermék expresszalodik
a sejt felszinén. (A 3b csoportban ezt a vizsgalatot nem tudtuk elvégezni, mert nem allt
rendelkezésre DNS.) Amennyiben jelen volt a C*04 allélcsoport, allélspecifikus PCR-
rendszerrel hatdroztuk meg a null allél jelenlétét. A vizsgalt személyeknek volt egy
része, akiknél a HLA-C lokusz tipizaldsa szerologiai modszerrel tortént. Azon
személyeknél, akiknél ezzel a moddszerrel csak egy HLA-Cw4 antigént (a C*04
szerologiai megfeleléje a Cw4) lehetett azonositani, nem eldonthetd, hogy valdéban
homozigotak Cw4-re vagy a szeroldgiai modszer korlatai miatt (lasd. 1.1.4) nem lehetett
detektalni a méasik HLA-C antigént vagy ténylegesen nem jelenik meg a sejt felszinén a
gén termék a null allél kdvetkeztében. Az ilyen esetekben szintén elvégeztiik a HLA-C
lokusz tipizalasait DNS-alapti modszerrel, és ahol a C*04 mellett nem detektaltunk
masik allélcsoportot allélspecifikus PCR-rendszert alkalmaztunk. A C*04:09N masik
gyakori megjelenési forméaja a HLA-A*23, B*44, DRB1*07 allélkombinaci6, amely
kozel 100%-ban kapcsolt a HLA-C*04 allélcsoporttal, ezen allélkombinacié hordozasa
esetén nem tipizaltuk a HLA-C Iokuszt, hanem feltételeztiik a C*04 jelenlétét és
valamennyi esetben elvégeztik az allélspecifikus PCR-rendszert. A HLA-
A*23~B*44~C*04~DRB1*07 haplotipus gyakorisaga 0,007 kaukazusi populacidban.
Ennél nagysagrendekkel ritkdbb egy masik haplotipus (f=0,00007), amelyben a HLA-
C*04 helyett a C*16 allélcsoport (HLA-A*23~B*44~C*16~DRB1*07) szerepel.
(www.allelefrequencies.net, belépve 2014. oktdber 1-én) Azokban az esetekben teljes
biztonsaggal kizarhaté volt a HLA-C*04:09N jelenléte, ahol a szeroldgiai mddszerrel a
Cw4 antigén mellett egy masik antigén jelenlétét is azonositottuk. Ezeket a mintakat

negativnak értékeltiik a C*04:09N jelenléte szempontjabol.

3.2.5 Sanger szekvenalas

Az azonositott C*04:09N all¢él megerdsitéséhez kiilon szekvenald primert terveztiink
(C4-1-8R-seq: 5’-TCCCACACAGGCAGCTGTC). Megismételtilk az allélspecifikus
PCR-t amplifikécios kontroll primerek hasznalata nélkiil, azért hogy elkeriiljiik a termék
g¢lbol torténd kivagasat. Ezt kovetéen a felszaporitott PCR-terméket ExoSAP
enzimkeverékkel tisztitottuk, amely a nem beépiilt primereket lebontja és defoszforilalja
a nukleotidokat. A szekvenald reakcio soran a C4-1-8R-seq primert hasznaltuk. Az igy
kapott terméket Sephadex G-50-nel tisztitottuk, ezt kdvetden a szekvenalas ABI3100

Genetic Analyzer késziiléken tortént.
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3.3 Populacidogenetikai modszerek

3.3.1 Allélcsoport frekvencia értékek, Hardy-Weinberg egyensily és

becsiilt heterozigotasag meghatarozasa Gene[RATE] program segitségével

A Gene[RATE] program (http://hla-net.eu, Nunes JM, 2010, 2014) , transliterate tool”
funkcioja segitségével végeztiik el a HLA tipizalasi adatok eldkészitését. Kis szdmban
eléfordultak nagyfelbontasti eredmények, ezért eldszor az adatokat egységesitettiik,
vagyis minden minta esetében kisfelbontasi eredménnyé alakitottuk. Az allélcsoport
gyakorisagok szamitdsdra szintén a Gene[RATE] programot hasznaltuk az egyes
populécioknal  16kuszonként kiilon-kiilon. Gene[RATE] program segitségével
meghataroztuk, hogy a vizsgalt populaciok Hardy-Weinberg egyensulyban vannak-e,
tovabba a heterozigotasag (H) mértékét. A géndiverzitasnak szamszerli indikatora a
becsiilt heterozigotasag (estimated heterozygosity) mértéke, amely a kovetkezd képlettel
szamolhat6 ki: H=1-Yp?, ahol a p; az i-dik allél gyakorisaga. A H értéke 0-1 kozott
mozoghat, ahol H=0 azt jelenti, hogy egyaltalan nincs heterozigotasag, az 1-hez kozeli
szam sok hasonld gyakorisagot mutatd allélra utal és nagy populacion beliili diverzitast

mutat. (Schmidt, 2010, Testi, 2011)

3.3.2 Kumulativ allélcsoport frekvencia értékek szamitasa

A populéciokban jelenlévd diverzitds szamszerlsitésére a kumulativ allélcsoport
frekvenciakat szdmitottuk ki. Ennek soran lokuszonként sorba rendeztiik az allélcsoport
gyakorisdg értékeket, megnéztik, hogy a leggyakoribb allélcsoport milyen
gyakorisaggal fordul eld, majd azt hatdroztuk meg, hogy az els6 két, harom, négy, stb.
leggyakoribb allélcsoport a vizsgalt csoportban milyen frekvenciat mutat. A kumulativ
allélcsoport gyakorisagokat abrazoltuk az all¢lcsoportok szaméanak a fiiggvényében.
Fontos paraméter volt, hogy hanyadik allélcsoportnal éri el az 0sszesitett gyakorisag a

100%-ot, illetve mennyire egyenletesen vagy meredeken emelkedik a gorbe.

3.4 Statisztikai modszerek

3.4.1 Az AF értékek osszehasonlitasa

Az egyes allélcsoport frekvencia értékek paronkénti Osszehasonlitdsat chi-négyzet

probaval végeztik el a GraphPad InStat program segitségével. A valasztott
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szignifikancia szint minden esetben p<0,05 volt. A tobbszords tesztelés miatt
Bonferroni korrekcios szamitasokat végeztiink. Az allélcsoport frekvencidk paronkénti
Osszehasonlitasat azért tartottuk fontosnak a magyar és a magyar roma populacio kozott,
mert az F-statisztika és a nem-metrikus sokdimenzids skaldzas modszere is az
allélcsoport frekvencia értékeket egylitt analizdlva hatdrozza meg, hogy két populécio
kozott van-e genetikai kapcsolat vagy nincs. Arnyalni szerettiik volna eredményeinket
azzal, hogy meghatarozzuk, konkrétan mely allélcsoportok kozott van szignifikans

kiilonbség a csoportok kozott.

3.4.2 F-statisztika

A vizsgalt populaciok kozott fennallo genetikai rokonsagi fok meghatdrozasahoz
hagyoméanyos Wright-féle F-statisztika vizsgdlatot hasznaltunk. A kilenc csoportot
paronként és lokuszonként hasonlitottuk Ossze egymassal. A parokra vonatkoz6 Fsr
értékeket és azok statisztikai szignifikancidjat az Arlequin szoftver segitségével
hataroztuk meg. (Excoffier, 2010) A valasztott szignifikancia szint minden esetben
p<0,05 volt. Az F-statisztika az allélcsoport gyakorisagokat veszi alapul, és az Fgr érték
a populacio differenciacios index, amely dimenzi6é nélkiili szdm. A Wright-féle Fgsr
érték azt mutatja meg, hogy a vizsgalt csoportokban meglévd totalis molekularis
variancia mekkora része tulajdonithaté a populaciok kézott 1€vo variancianak. (Wright,
1951) A péronként szadmitott Fsr index ad informaciét a populaciok kozott 1évo
genetikai tavolsagrol. A Reynolds-féle genetikai tavolsdg (DR) kozvetleniil az Fgr
értekekre éptil. (Reynolds, 1983) A Reynolds féle tavolsag linearizalt Fsr-eredetli
tavolsadg, amelynek evolucios jelentdésége van ugyanakkor nem-metrikus természeti,
ezért nem tekinthetd matematikai tavolsagnak. Az Fgr értéket kozos leszdrmazasi

egylitthatonak is szoktak nevezni. (Wright, 1951)

3.4.3 Nem-metrikus sokdimenzios skalazas (Non-metric Multidimensional
Scaling Analysis, NMDS)

A populéciok kozott 1évo genetikai tavolsagokat a nem-metrikus sokdimenzids skalazas
(NMDS) modszerével abrazoltuk. A sokdimenzids skéaldzds egy olyan elemzési
modszer, amellyel egy halmaz objektumai kdzott a paronkénti tavolsagokat ismerve,
azok geometriai abrazolasa készitheté el. A modszer sordn adatredukcios eljardssal
abrazoljuk a vizsgalt csoportokat két- vagy haromdimenzids térben, és ennek soran a

vizsgalt objektumok -egy bizonyos hiba hataron beliil- ugyanolyan tavolsagban
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helyezkednek el egymastol, mint az eredeti sokdimenzids térben. A csOkkentett
kiterjesztésli térben két hasonld elemet két egymashoz kozel 1évo pont, két nagyon
kiilonb6z6 objektumot pedig két tavoli pont jelenit meg. A populaciok kozotti
paronkénti genetikai tdvolsag értékeket matrix forméaban kapjuk meg. A koordinatak
értelmezését az abrdzolt pontok helyzetének vizsgalataval végezziik. A tengelyek
beskalazasaval minden objektumhoz skalaértéket kapunk a tengelyeknek megfeleld
dimenziok mentén. A vizsgalt csoportokat szeretnénk az eredeti sokdimenzids térhez
viszonyitva a legpontosabban &brazolni, ugyanakkor, éppen az adatredukcié miatt,
mindenképpen kell hibaval szamolnunk. Ezért sziikséges, hogy olyan objektiv
mérdszamok alljanak rendelkezésre, amelyek a kapott tdvolsdgok illeszkedésének a
pontossagardl adnak informaciot. A stress fliggvények azt vizsgaljak, hogy a modell
altal meghatarozott térben, mekkora az eltérés az eredeti tavolsagok és a modell altal
létrehozott tavolsagok kozott. A fliggvényekbdl szamitott stress érték a legfontosabb
mérészam, amely az illeszkedésnek a mindségét, tigynevezett ,,josdgat” mutatja. (6.
tablazat) Minél kisebb értéket mutat, annal kisebb informécioveszteség tortént. Ha tehat
tokéletes a megfelelés az eredetileg érzékelt és az abrazolt kiilonbségek kozott, akkor a
hiba ¢és a stress érték is zérus. (Fontos megjegyezni, hogy néha az s-stress mutato helyett
az Ggynevezett stress mutatd értékét hasznaljak, mely az s-stress mutatd négyzetgyoke.)

(Kruskal, 1964)

6. tablazat: Az NMDS soran hasznalt stress fiiggvények értékelése (Kruskal, 1964 nyoman)

s-stress | mindség megjegyzes

0 tokéletes o tokéletes illeszkedés

0-0,05 kivalo e valoszinlileg minden relevans informacidt tartalmaz
0,05-0,1 |jo o megfeleld, az eredmények értelmezhetok

e az eredmények tobbnyire értelmezhetdk, de
0,1-0,2 elfogadhat6
fenntartassal kezelendok

e adott dimenziészdmndl csak nagy informacio-
nem
0,2 folott veszteséggel abrazolhato
megfeleld
e sziikséges a dimenzidk szamanak novelése

Esetlinkben az allélcsoport frekvencidkon alapuld Reynolds féle genetikai tavolsagokat

vehetjiik alapul a populaciok kozott, amely azonban nem-metrikus természetli, ezért
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nem tekinthetd matematikai tavolsdgnak. Emiatt nem-metrikus tobbdimenzios skaldzas
(NMDS) segitségével végeztiik el a kilenc populacid Gsszehasonlitasat és abrazoltuk

grafikusan két dimenzidban az R program (Ihaka, 1996) segitségével.
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4 Eredmények

4.1 A HLA-C*04:09N alléllal kapcsolatos vizsgalatok eredményei

4.1.1 A HLA-C*04:09N allél gyakorisaganak meghatarozasa

Létrehoztunk a HLA-C*04:09N jelenlétének meghatarozasdhoz egy uj allélspecifikus
PCR rendszert. Az allélspecifikus PCR soran kapott gélelektroforézis képe a 12. dbran
lathato.

M
- Kontroll termék
- ; ' (393 bp)
HLA-C*04:09N

specifikus termék
(276 bp)

200 bp =— —<_

12. abra: A HLA-C*04:09N meghatarozasara létrehozott allélspecifikus PCR Kkiértékelése
gélelektroforézissel

M: molekulasuly marker, amely ismert méretii linearis DNS molekulak keveréke

1: C*04:09N-negativ minta: csak a HHC-1 és HHC-2 primerek altal felszaporitott amplifikacios
kontroll terméket tudtuk detektalni, a C*04:09N-re specifikus primerek nem adtak terméket

2: C*04:09N-hordozé minta: mindkét primerparral kaptunk terméket

NT: negativ kontroll (dH,0)

Meghataroztuk a HLA-C*04:09N allél frekvenciajat 7345 fobol allo beteganyagon,
amely jol reprezentalja a magyar populaciot. Mivel két jellemz6 haplotipusra (HLA-
A*02, B*44, C*04, DRB1*07, illetve HLA-A*23, B*44, C*04, DRB1*07) lehetett
sztikiteni a C*04:09N all¢l el6fordulasat, ezért nem volt sziikséges a teljes mintaszdmon
alkalmazni az allélspecifikus PCR-t, a vizsgalt mintdk nagy részénél kizarhat6 volt a
HLA-C*04 jelenléte, és ezaltal a C*04:09N allél jelenléte is.

Osszesen 44 olyan személyt azonositottunk, aki hordozza a HLA-A*02, B*44, C*04,
DRBI1*07 allélkombinaciét. (7. tablazat) Ezek koziil 25 esetben a szeroldgiai
modszerrel kapott eredmény alapjan, 18 esetben pedig az allélspecifikus PCR

segitségével zartuk ki a C*04:09N jelenlétét. A 44 személyt vizsgalva minddssze
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PCR

allélkombinacidt a hadrom vizsgélt csoportban. Egyetlen esetben sem azonositottuk a

HLA-C*04:09N allélt,

allélspecifikus

61
PCR-rel =zartuk ki

esetben

szerologiai

a jelenlétét.

modszerrel,

53 esetben pedig

Az eredményeinket Osszesitve

megallapithatjuk, hogy a HLA-C*04:09N allél gyakorisdga a magyar populacidoban

0,0068% (1/14690).

7. tablazat A C*04:09N allél jelenlétének vizsgalatara iranyulé allélspecifikus PCR és szerolégiai

modszerrel kapott eredmények osszesitése

Klinikailag | Klinikailag
valtozatos | valtozatos
Csontveld HSCT modszer /
csoport csoport
donorok betegek Osszesitett
M @ (DNS (DNS nem AF (3)
>
elérhetd) elérhetd)
(3a) (3b)
HLA-A*02, B*44, C*04, 0 2 12 11 szerologia
DRB1*07 allélkombinaciot 12+1
4 2 0 AS-PCR
hordozé kromoszémak szama pozitiv
(%) 13 (0,33) 6(0,41) 14 (0,31) 11(0,22) | Y44(0,29)
e ————————————————————————
0 6 20 35 szeroldgia
HLA-A*23, B*¥44, DRB1*07
32 11 10 0 AS-PCR
allélkombinacidt hordozo
AL x114
kromoszoémak szama (%) 32(0,82) 17 (1,2) 30 (0,67) 35(0,72) 0.78)

4.1.2 A HLA-C*04:09N allélt hordoz6 haplotipusok gyakorisaganak

becslése

A C*04:09N szorosan asszocialt a HLA-B*44:03 allélhoz, tovabba eddig csak a HLA-
A*02~B*44:03~DRB1*07:01~DQB1*02, HLA-A*23:01~B*44:03~
DRB1*07:01~DQB1*02 haplotipusban irtdk le.
1000

illetve a
Figyelembe véve a haplotipus
frekvencia adatokat fonél nagyobb mintaszamok esetén
(www.allelefrequencies.net), azt feltételeztiik, hogy ha a B*44 és a DRB1*07 egyiitt
fordul el6 az A*02 vagy A*23 allélcsoporttal, és egyidejiileg jelen van a C*04
allélcsoport is, ez csak akkor fordulhat eld, ha a HLA-B lokuszban a B*44:03 allél van
jelen. Tehat, ha HLA-C*04-et detektaltunk, a fenti feltételezésre alapozva, nem
teszteltiik kiilon a B*44:03 allél jelenlétét, hanem a szoros kapcsoltsagra vald tekintettel
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elfogadtuk azt. A HLA-A*23, B*44 ¢s DRB1*07 nincsenek kapcsoltsagi egyensulyban
egymassal, vagyis nagy valdsziniiséggel egylitt fordulnak el és 6roklédnek tovabb az
utdédokba. Ez a haplotipus a HLA-C*04:01 allélt is gyakran hordozza. Kbzel 100-szor
nagyobb annak a valosziniisége, hogy a C*04:01 all¢él fordul eld, mint hogy attol eltérd
allél van jelen.

Ezeket az adatokat alapul véve eldszor megallapitottuk, hogy a C*04 allélcsoport jelen
van-e a vizsgalt személyekben. Ennek érdekében, egyrészt elvégeztiik a HLA-C lokusz
tipizalasat azoknal a betegeknél, akik hordoztak a HLA-A*02, B*44, DRB1*07
allélkombinaciot és rendelkezésre allt a DNS-minta. A HLA-A*23, B*44, DRB1*07
allélkombinaciot hordozdk esetében, azonban a HLA-C lokusz tipizalasat elhagytuk,
mivel a fentiek alapjan elhanyagolhatd az esélye annak, hogy ebben az
allélkombinacioban mas HLA-C allélcsoport legyen, mint C*04.

Az 1953 csontveld donor (1-es csoport) korében végzett vizsgalatok alapjan 13 f6
(0,66%) hordozott HLA-A*02, B*44, C*04, DRB1*07 allélkombinaciot, valamint 32 {6
(1,64%) hordozott HLA-A*23, B*44, DRB1*07 allélkombinéciot. Ebben a csoportban
nem vizsgaltuk a csalddtagokat, ezért a haplotipusokat nem tudtuk meghatarozni. A
HSCT el6tt allo betegek esetében (2-es csoport) hasonld eredményeket kaptunk. A
HLA-A*02, B*44, C*04, DRB1*07 allélkombinaciot 0,84% (6/717) hordozta, a HLA-
A*23, B*44, DRB1*07 allélkombinaciot pedig 2,37% (17/717). Ebben a csoportban
néhany beteg eset¢ben a rutindiagnosztikai csaladvizsgalat soran a sziiloket is
vizsgaltuk, igy kilenc esetben meg tudtuk erdsiteni, hogy a vizsgalt allélkombinaciok
valds haplotipust alkottak. (A sziiléket ebbe a tanulmdnyba nem vettik bele.) A
klinikailag valtozatos csoport (3a+3b) esetében a betegek 0,53%-aban (25/4575)
mutattunk ki HLA-A*02, B*44, C*04, DRB1*07 allélkombinaciot, tovabba 1,39%-uk
(65/4675) hordozza egyiittesen a HLA-A*23, B*44, DRB1*07 all¢lcsoportokat. A
csaladvizsgalatok alapjan ebben a csoportban 17 betegben sikeriilt bizonyitani, hogy a
fenti allélkombinacidok valds haplotipust alkotnak, a tobbi esetben nem tudtuk a
haplotipusokat meghatarozni. A HLA-haplotipus adatbazisokban 1évo frekvencia adatok
alapjan az Osszes detektalt allélkombinacid6 nagy valdszintiséggel haplotipusnak

feleltethetd meg. (allelefrequencies.net; bethematchclinical.org)
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4.2 A HLA-A, -B és -DRBI allélcsoport gyakorisag vizsgalatok a

magyarorszagi populaciokban

4.2.1 A Hardy-Weinberg egyensuly ellendrzése

A HLA-A, -B ¢és —-DRBI allélcsoport frekvencia értékek meghatarozasdhoz vizsgalt két
magyarorszagi populécioban a genotipus eloszlas mindharom vizsgalt 16kusz esetén
Hardy-Weinberg egyensulyban van. Igy a vizsgalt populaciokban véletlenszerii
parosodasi rendszer valdsul meg. Az egyensulytol valo eltérés egyik esetben sem
szignifikans, (a p értékek a 8. tdblazatban talalhatok), ebbdl kovetkezik, hogy a vizsgalt
csoportokban mért frekvencia adatok jol reprezentaljdk a magyar populdcidoban és a
magyarorszagi cigany populacidban jelenlévd allélgyakorisagokat, ezért a kapott
értékek felhasznalhatok a két populdcio egymassal, illetve mas populaciokkal torténd

Osszehasonlitasahoz. (Riccio, 2013)

8. tablazat: A Hardy-Weinberg egyensily vizsgalat p értékei

HLA-A HLA-B HLA-DRB1
HUN 0,54 0,07 1,00
HUN-GYP 0,87 0,82 0,59

A két vizsgalt magyarorszagi csoportban (HUN: magyar populaci6, HUN-GYP: magyar
roma csoport) a Hardy-Weinberg egyensulytol valo eltérés egyik lokusznal sem volt

szignifikans.

4.2.2 Allélcsoport gyakorisagok

DNS-alapt modszerekkel meghatarozott kisfelbontasi HLA-A, -B, -DRBI1 adatokat
retrospektiven elemeztiink egy magyar onkéntes Ossejt donorokbol allé reprezentativ
csoportban (n=2402, a tovabbiakban ,,HUN” csoportként hivatkozunk rd). Tovabba egy
magyar cigany Onkéntes Ossejt donorokbodl all6 csoportban kapott HLA adatokat
vizsgaltunk (n=186, a tovabbiakban ,,HUN-GYP” csoportként hivatkozunk ra). Az
allélcsoport frekvencia adatok a 9. tablazatban talalhatok.

A HLA-A lokusz vizsgdlatandl a huasz kiilonb6zd allélcsoport koziil valamennyit
azonositottunk a HUN csoportban, és minddssze 15 allélcsoportot a HUN-GYP
csoportban. Mindkét mintdban az A*02 all¢lcsoport mutatta a legnagyobb frekvenciat
(HUN: 29,2% ¢és HUN-GYP: 30,4%), a masodik leggyakoribb all¢lcsoport az A*01 lett
(15,2% és 27,4%), azonban a HUN-GYP csoportban szignifikdnsan nagyobb volt ez az
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érték (p<0.0001). A HUN populaciéban a harmadik legnagyobb gyakorisagi értéket az
A*03 mutatta (11,8%), viszont a HUN-GYP csoportban ez az érték szignifikansan
kisebbnek bizonyult (3,5%) (p<0.0001). Mésrészrdl, az A*11 allélcsoport 18,8%-ban
volt jelen és ezzel az értékkel a harmadik leggyakoribb allélcsoport a HUN-GYP
mintdban. A HUN csoportban ezzel szemben az A*11 szignifikdnsan ritkabban volt
jelen (6,0%) (p<0.0001). A negyedik legnagyobb frekvencidt mindkét csoportban az
A*24 mutatta (8,9% ¢és 7%). A HUN populacidbban még egy olyan allélcsoport volt,
amelynek a frekvencidja meghaladta az 5%-ot, az A*26 (5,3%-ban volt jelen), viszont a
HUN-GYP csoportban a tobbi allélcsoport gyakorisaga nem érte el az 5%-os értéket. A
HUN csoportban a legkisebb frekvencia értékeket (<1%) a kovetkezd allélcsoportok
mutattak: A*31, A*36, A*23, A*25 A*34 és A*66. Ot olyan allélcsoport volt,
amelyeket a HUN populacioban detektaltak, de a HUN-GYP csoportban egyaltalan nem
volt kimutathatd (A*29, A*30, A*69, A*74, A*80).

A HLA-B 16kusz esetében tapasztaltuk a legnagyobb diverzitast mindkét csoportban. A
HUN csoportban 28 db, a HUN-GYP mintdban 26 db allélcsoportot detektaltunk. A
HUN populacioban a legnagyobb mértékben reprezentalt allélcsoportok a kdvetkezok
voltak: B*44 (12,2%), B*35 (11,3%), B*08 (10,3%), B*18 (9,6%), B*07 (8,1%) és
B*51 (6,8%). Ezzel szemben a HUN-GYP csoportban csak a B*35 frekvencidja
(11,6%) volt Osszemérhetd ezekkel az értékekkel, a B*44 (5,6%) és B*08 (6,5%)
allélcsoport gyakorisag értékek szignifikansan kisebbek voltak, mint a HUN csoportban
kapott értekek (p=0.0003; p=0.024). Tovabba, a B*18, B*07 ¢s B*51 frekvenciaja az
5%-ot sem érte el. A HUN-GYP mintaban a leggyakoribb allélcsoportok a kovetkezdk
voltak: B*52 (14,2%), B*40 (13,4%), B*35 (11,6), B*57 (7,0%), B*08 (6,5%) és
B*27% (6,2%). A HUN-GYP csoportban azonositott két leggyakoribb allélcsoport a
HUN populécioban szignifikansan kisebb értéket mutatott (2,0% és 4,4%; p<0,0001). A
legkevésbé gyakori (<1%) allélcsoportok a HUN mintadban a kovetkezdk voltak: B*58,
B*56, B*45, B*53, B*47, B*48, B*78 ¢és B*73. Né¢hany ezek kozil a HUN-GYP
csoportban is 1%-nal kisebb frekvencia értéket mutatott, viszont a B*54 allélcsoportot
kizarolag a HUN-GYP populacioban detektaltuk. A HLA adatbazisban hivatalosan
nyilvantartott allélcsoportok koziil a B¥42 és B*46 nem volt kimutathat6 egyik vizsgalt
csoportban sem. (Robinson J, 2015)

A tizenharom HLA-DRBI allélcsoport koziil mindegyiket azonositottunk a HUN
populacioban. Az elsé hat leggyakoribb csoport a DRB1*11 (15,4%), DRB1*03
(12,4%), DRB1*13 (12,2%), DRB1*07 (11,4%), DRB1*04 (11,0%) ¢és DRB1*15
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(10,6%). Ezeket az eredményeket Osszehasonlitva a HUN-GYP csoportban kapott
értékekkel (ahol Gsszesen 11 kiilonbozd allélcsoportot azonositottunk), azt talaltuk,
hogy a DRB1*13 frekvenciaja szignifikdnsan kisebb volt az utobbi csoportban (6,2%;
p<0,001). A HUN-GYP mintaban a DRB1*15 (17,7%) mutatta a legnagyobb frekvencia
értéket, ezt kovette a DRB1*03 (16,9%) és DRB1*14 (13,5%). A DRB1*15 ¢és a
DRB1*14 ehhez képest szignifikansan kisebb mértékben fordult eld6 a HUN mintaban
(10,6% (p<0,001) és 5,1% (p<0,001). Mindkét populdcidoban ugyanannak a két
allélcsoportnak (DRB1*10, DRB1*09) a frekvencidja nem érte el az 1%-ot, tovabba a
HUN-GYP csoportban nem azonositottunk DRB1*08 ¢s DRB1*12 allélcsoportot.

Itt fontos megemliteni, hogy az allélcsoport frekvencia értékek kozott megallapitott
szignifikans kiilonbségek, a tobbszords tesztelés miatt végzett Bonferroni korrekcids
szamitasokat kdovetden is szignifikansak maradtak, kivéve a B*08 esetén.

A magyar populacido €s a magyar roma populacio allélcsoport frekvencia értékeit
feltoltottik a www.hla-net.eu oldalra, ezaltal Magyarorszag felkeriilt Europa HLA

térképére.

9. Tablazat: Allélcsoport frekvencia adatok a magyar populaciéban (HUN) és a magyar roma
(HUN GYP) populaciéban a HLA-A, -B és -DRBI1 lokuszok tekintetében

HLA-A HLA-B HLA-DRBI1
HUN- HUN- HUN-
HUN GYP HUN GYP HUN GYP
(n=1644)  (n=186) (=1653)  (n=186) (n=2402)  (n=186)
allél- allél- allél-
AF (%)  AF (%) AF (%)  AF (%) AF (%)  AF (%)
csoport csoport csoport
A*02 29,2 30,4 B*44 12,2 5,6 DRB1*11 15,4 11,5
A*01 15,2 27,4 B*35 11,3 11,6 DRB1*03 12,4 16,9
A*03 11,8 3,5 B*08 10,3 6,5 DRB1*13 12,2 6.2
A*24 8.9 7,0 B*18 9,6 3,5 DRB1*07 11,4 11,5
A*11 6,0 18,8 B*07 8,1 1,9 DRB1*04 11,0 7,7
A*26 5,3 3,0 B*51 6.8 3,8 DRBI1*15 10,6 17,7
A*68 4.2 1,1 B*15 4,7 3,8 DRB1*01 8,5 4.2
A*25 4,0 0,5 B*27 4,7 6,2 DRB1*16 7.4 9,6
A*32 3,6 4,6 B*40 4.4 13,4 DRB1*14 5,1 13,5
A*23 3,0 0,5 B*38 4,1 4.6 DRB1*08 2,5 0,0
A*30 2.8 0,0 B*13 4,0 0,27 DRB1*12 2,0 0,0
A*29 1,9 0,0 B*14 3,0 1,6 DRB1*10 0,9 0,38
A*33 1,5 1,1 B*57 2,5 7,0 DRB1*09 0,58 0,77
A*31 1,4 0,8 B*39 2,2 1,1
A*66 0,85 0,3 B*52 2,0 14,2
A*74 0,15 0,0 B*41 1,9 3,0
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HUN- HUN- HUN-
HUN GYP HUN GYP HUN GYP
(n=1644)  (n=186) (n=1653)  (n=186) (n=2402)  (n=186)
allél- allél- allél-
AF (%) AF (%) AF (%)  AF (%) AF (%) AF (%)
csoport csoport csoport
A*69 0,12 0,0 B*49 1,7 1,3
A*34 0,09 0,3 B*55 1,2 3,2
A*36 0,06 0,8 B*50 1,1 0,54
A*80 0,03 0,0 B*37 1,1 0,0
B*58 0,88 3,5
B*56 0,67 1,3
B*45 0,57 0,27
B*53 0,36 0,0
B*47 0,33 0,27
B*48 0,15 0,54
B*78 0,09 0,54
B*73 0,06 0,0
B*54 0,0 0,54
k 20 15 k 28 26 k 13 11
H 0,856 0,788 H 0,928 0,922 H 0,893 0,874

n=vizsgalt személyek szama; AF=allélcsoport frekvencia; k=azonositott allélcsoportok szama; H=becstilt
heterozigotasdg; Az allélcsoportok a HUN csoportban detektalt frekvencia értékek szerint vannak
csokkend sorba rendezve. A HUN-GYP csoportban kapott harom leggyakoribb AF érték felkoveér
betiitipussal van kiemelve mindharom HLA 16kuszban.

4.2.3 Kumulativ allélcsoport frekvencia értékek és géndiverzitas

A HLA-A, -B, -DRBI 16kusznal szdmitott kumulativ allélcsoport frekvencia értékek
grafikus reprezentacidja a 13. dbran lathato. A HUN populacio (13. dbra/A) esetén a
legnagyobb diverzitast és a legegyenletesebb emelkedést a HLA-B 16kusznal mutattunk
ki, mig a HLA-A és -DRBI lokuszoknal kisebb diverzitas volt megfigyelheté. Ehhez
hasonl6 eredményeket kaptunk a HUN-GYP (13. abra/B) minta esetén, kivéve a HLA-
A 16kusznal, ahol sokkal meredekebb gorbét kaptunk, mint a HUN csoportban. A harom
leggyakoribb allélcsoporthoz tartoz6 kumulativ frekvencia érték a HUN csoportban
56,2%, ehhez viszonyitva szignifikdnsan magasabb volt a HUN-GYP csoportban
detektalt értek (76,6%). A tobbi 16kusz esetén a kiilonbség nem szignifikans (HLA-B:
39,2% vs. 33,7%; HLA-DRB1: 48,1% vs. 40,0%).

A becsiilt heterozigotasagi értékek (H) mindkét populdcidban magasak voltak (HUN:
HLA-A (0,86) HLA-B (0,93) ¢és HLA-DRBI1 (0,89) és HUN-GYP HLA-A (0,79) HLA-
B 0,92 ¢és HLA-DRB1 (0,87) (10. tablazat)), chi-négyzet probaval paronként

Osszehasonlitva az eredményeket, a HLA-A 16kusznal kaptunk szignifikans kiilonbséget
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a HUN-GYP csoportban szignifikansan kisebb értéket detektaltunk a HUN csoporthoz
képest (0,79 vs 0,86).

A B
— 100 — e~ 100 —
2 L= - £ 7T - —
& 80 - . HUN 8 80+ / e HUN-GYP
(X} / - Q -
E 60 A / - E 60 | V/\\
z +5~—3 allélcsoport: 56,2% z s 3 allélcsoport: 76,6%
[ /, [ -
€ a0/ ) s 404/,
2 { HLAA = { HLAA
= 20 14 — - -HLAB S 204y — - -HLAB
E — — HLADRB1 E — — HLADRB1
2 ot e g
13 5 7 911131517 19 21 23 25 27 29 13 5 7 911131517 1921 23 25 27 29
allélcsoportok szama allélcsoportok szama

13. dbra: A kumulativ allélcsoport frekvencia értékek grafikus abrazolasa A kumulativ
allélcsoport gyakorisagokat abrazoltuk az allélcsoportok szaméanak a fiiggvényében a
magyar populacioban (HUN) és a magyar roma populacioban (HUN-GYP). Fontos
paraméter, hogy hanyadik allélcsoportnal éri el az Osszesitett gyakorisag a 100%-ot, illetve
a gorbe meredeksége ad informaciét a vizsgalt csoportokban jelen 1évé diverzitas

mértékérdl.

10. tablazat: A becsiilt heterozigdtasagi értékek a magyar (HUN) és a magyar roma (HUN-GYP)
populaciéban a HLA-A, -B, -DRBI1 tekintetében

HUN HUN-GYP
HLA-A 0,86 0,79
HLA-B 0,93 0,92
HLA-DRB1 0,89 0,87

Mindkét populacioban a HLA-B lokusz mutatja legnagyobb heterozigotasagi értéket. A két csoportot

egymasoz hasonlitva a HLA-A 16kusz esetében kaptunk szignifikans kiilonbséget.

4.3 A magyarorszagi populaciok osszehasonlitasa nemzetkozi

adatokkal

4.3.1 F-statisztika

A két hazai csoport és az Ausztridt (AUS), Horvatorszagot (CRQ), Csehorszagot
(CZE), Roméaniat (ROM) és Szerbiat (SER) reprezentald csoportok, valamint az Eszak-
Gudzsarat (IND) és Andaluziai Cigany (SPA-GYP) populacio kozott jelenlévo
genetikai kapcsolatok meghatarozasara F-statisztikai analizist hasznaltunk, amely az

allélcsoport frekvencidkat veszi alapul. A vizsgalt csoportokat paronként és a HLA-A, -
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B ¢és -DRBI1 I6kuszokra kiilon-kiilon hasonlitottuk Ossze az Arlequin program
segitségével. A vizsgalt csoportokban detektalt allélcsoport gyakorisag értékeket a 11.
tablazatban gytijtottiik ossze.

Az Fgr értékek és a hozzajuk tartozd p értékek a 12. tdblazatban talalhatok. A HLA-A
lokusz vizsgélata sordn detektaltuk a legtobb genetikai kapcsolatot. Magyarorszag ¢€s
Ausztria (p>0,05), illetve Magyarorszdg és Csehorszag (p>0,05) kozott egyértelmii
kapcsolat figyelheté meg, tovabba Ausztria Csehorszaggal (p>0,05), Horvatorszaggal
(p>0,05) ¢és Szerbiaval (p>0,05) is rokonsdgot mutat. Romania minden vizsgalt
csoporttdl szignifikdnsan kiilonbozik és a roma eredetii populacidk sem mutatnak
rokonsagot sem egymassal, sem az eurdpai csoportokkal. A fent emlitett eredményektdl
eltéréden a HLA-B 10kuszt analizalva Magyarorszag és Ausztria, illetve Magyarorszag és
Csehorszag kozott nem lathatdo genetikai kapcsolat, Ausztria egyediil Csehorszaggal
mutat rokonsagot (p>0,05). Ehhez hasonléan Ausztria ¢s Csehorszdg a HLA-DRBI1
l6kuszban sem mutatott szignifikans kiilonbséget. Szintén a HLA-B ¢és -DRBI1 lokuszt
vizsgalva a magyarorszagi cigdny populdcié az andaliziai cigany csoporttal genetikai
rokonsagot mutat (p>0,05), viszont Eszak-Gudzsarattol szignifikinsan kiilonbozik

mindhérom vizsgalt HLA 16kuszban.
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11. tablazat: A Kkilenc populicioban detektalt allélcsoport frekvencia (AF) és becsiilt
heterozigotasagi értékek (H) a HLA-A, -B, és —-DB1 lokuszokban (A populaciokhoz

tartoz6 referenciakat lasd a 3. tdblazatban.)

HLA-A HUN-GYP HUN CRO AUS ROM SER IND CZE SPA-GYP
allele group N=186 N=1644 N=4000 N=200 N=6936 N=1992 N=338 N=310 N=99
A*01 0.2742 0.1521 0.1246 0.1450 0.1200 0.1426 0.1923 0.1558 0.2790
A*02 0.3038 0.2923 0.3024 0.3120 0.2600 0.2947 0.2101 0.2876 0.1620
A*03 0.0349 0.1180 0.1242 0.1520 0.0900 0.1132 0.0740 0.1608 0.0190
A1 0.1882 0.0596 0.0691 0.0320 0.0800 0.0612 0.1257 0.0403 0.1690
A*23 0.0054 0.0298 0.0250 0.0220 0.0300 0.0223 0.0133 0.0401 0.0060
A*24 0.0699 0.0888 0.1139 0.1050 0.1200 0.1109 0.1420 0.0948 0.1040
A*25 0.0054 0.0401 0.0314 0.0220 0.0300 0.0264 0.0015 0.0287 0.0060
A*26 0.0296 0.0526 0.0481 0.0420 0.0500 0.0602 0.0473 0.0352 0.0390
A*29 0.0000 0.0189 0.0091 0.0200 0.0200 0.0073 0.0281 0.0210 0.0260
A*30 0.0000 0.0280 0.0171 0.0380 0.0200 0.0211 0.0148 0.0274 0.0260
A*31 0.0081 0.0143 0.0231 0.0200 0.0200 0.0193 0.0163 0.0194 0.0000
A*32 0.0457 0.0356 0.0393 0.0280 0.0400 0.0477 0.0385 0.0306 0.0260
A*33 0.0108 0.0146 0.0205 0.0100 0.0300 0.0254 0.0651 0.0113 0.0450
A*34 0.0027 0.0009 0.0004 0.0080 0.0000 0.0000 0.0000 0.0016 0.0000
A*36 0.0081 0.0006 0.0001 0.0000 0.0400 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
A*66 0.0027 0.0085 0.0039 0.0020 0.0000 0.0038 0.0000 0.0065 0.0580
A*68 0.0108 0.0423 0.0461 0.0420 0.0300 0.0422 0.0296 0.0355 0.0120
A*69 0.0000 0.0012 0.0009 0.0000 0.0000 0.0018 0.0014 0.0000 0.0000
A*74 0.0000 0.0015 0.0001 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
A*80 0.0000 0.0003 0.0007 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
blank 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0200 0.0000 0.0000 0.0034 0.0230
H 0.788 0.856 0.851 0.839 0.878 0.854 0.867 0.849 0.846

HLA-B HUN-GYP HUN CRO AUS ROM SER IND CZE SPA-GYP
allele group N=186 N=1653 N=4000 N=200 N=6936 N=1992 N=338 N=310 N=99
B*07 0.0188 0.0808 0.0709 0.1290 0.0500 0.0497 0.0459 0.1161 0.0250
B*08 0.0645 0.1028 0.0778 0.1100 0.0600 0.0863 0.0444 0.0903 0.0810
B*13 0.0027 0.0399 0.0377 0.0550 0.0300 0.0329 0.0237 0.0500 0.0050
B*14 0.0161 0.0302 0.0247 0.0280 0.0200 0.0316 0.0030 0.0226 0.0350
B*15 0.0376 0.0472 0.0481 0.0650 0.0300 0.0366 0.1139 0.0742 0.0500
B*18 0.0349 0.0959 0.0818 0.0520 0.1000 0.0989 0.0444 0.0645 0.0350
B*27 0.0618 0.0472 0.0621 0.0480 0.0400 0.0500 0.0252 0.0323 0.0400
B*35 0.1156 0.1125 0.1391 0.1150 0.1400 0.1313 0.1243 0.0855 0.1160
B*37 0.0000 0.0106 0.0094 0.0100 0.0000 0.0133 0.0340 0.0161 0.0050
B*38 0.0457 0.0408 0.0439 0.0220 0.0300 0.0562 0.0044 0.0242 0.0100
B*39 0.0108 0.0224 0.0309 0.0080 0.0300 0.0314 0.0030 0.0161 0.0300
B*40 0.1344 0.0445 0.0377 0.0500 0.0500 0.0361 0.1036 0.0613 0.0860
B*41 0.0296 0.0191 0.0085 0.0150 0.0200 0.0133 0.0030 0.0113 0.0200
B*42 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0015 0.0000 0.0000
B*44 0.0565 0.1216 0.0930 0.1200 0.0800 0.0916 0.0681 0.1403 0.0810
B*45 0.0027 0.0057 0.0019 0.0050 0.0000 0.0010 0.0030 0.0032 0.0200
B*46 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0003 0.0030 0.0000 0.0000
B*47 0.0027 0.0033 0.0014 0.0020 0.0000 0.0050 0.0044 0.0032 0.0000
B*48 0.0054 0.0015 0.0014 0.0000 0.0000 0.0010 0.0089 0.0016 0.0000
B*49 0.0134 0.0166 0.0193 0.0080 0.0200 0.0294 0.0104 0.0258 0.0350
B*50 0.0054 0.0112 0.0147 0.0180 0.0200 0.0113 0.0207 0.0145 0.0250
B*51 0.0376 0.0684 0.1136 0.0520 0.0900 0.1285 0.1124 0.0548 0.0760
B*52 0.1425 0.0197 0.0146 0.0150 0.0400 0.0118 0.0710 0.0129 0.1010
B*53 0.0000 0.0036 0.0068 0.0080 0.0200 0.0023 0.0015 0.0016 0.0050
B*54 0.0054 0.0000 0.0003 0.0050 0.0000 0.0003 0.0000 0.0000 0.0000
B*55 0.0323 0.0121 0.0125 0.0120 0.0200 0.0113 0.0192 0.0129 0.0350
B*56 0.0134 0.0067 0.0099 0.0080 0.0100 0.0113 0.0044 0.0081 0.0050
B*57 0.0699 0.0254 0.0266 0.0300 0.0100 0.0188 0.0607 0.0484 0.0710
B*58 0.0349 0.0088 0.0105 0.0080 0.0200 0.0085 0.0385 0.0081 0.0000
B*73 0.0000 0.0006 0.0009 0.0020 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
B*78 0.0054 0.0009 0.0000 0.0000 0.0300 0.0000 0.0000 0.0000 0.0050
blank 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0400 0.0000 0.0000 0.0000 0.0030
H 0.922 0.928 0.927 0.923 0.935 0.925 0.924 0.926 0.933

HLA-DRB1 HUN-GYP HUN CRO AUS ROM SER IND CZE SPA-GYP
allele group N=186 N=2402 N=4000 N=200 N=6936 N=1992 N=338 N=310 N=99
DR*01 0.0423 0.0849 0.1130 0.1380 0.0800 0.1029 0.0165 0.1048 0.0610
DR*03 0.1692 0.1245 0.1001 0.1180 0.1100 0.1087 0.1592 0.0790 0.1790
DR*04 0.0769 0.1097 0.0958 0.0950 0.0900 0.0899 0.0856 0.1145 0.0870
DR*07 0.1154 0.1145 0.0978 0.1320 0.0700 0.0713 0.1036 0.1758 0.1070
DR*08 0.0000 0.0248 0.0343 0.0250 0.0200 0.0309 0.0195 0.0290 0.0050
DR*09 0.0077 0.0058 0.0026 0.0080 0.0000 0.0038 0.0075 0.0081 0.0000
DR*10 0.0038 0.0090 0.0104 0.0020 0.0100 0.0110 0.0541 0.0112 0.0460
DR*11 0.1154 0.1542 0.1668 0.1430 0.1900 0.1689 0.1021 0.1548 0.0870
DR*12 0.0000 0.0204 0.0154 0.0120 0.0200 0.0191 0.0390 0.0128 0.0050
DR*13 0.0615 0.1216 0.1205 0.1420 0.1500 0.1323 0.1246 0.1193 0.0360
DR*14 0.1346 0.0506 0.0388 0.0250 0.0700 0.0542 0.0931 0.0242 0.1880
DR*15 0.1769 0.1062 0.1002 0.1320 0.0900 0.0984 0.1847 0.1274 0.1430
DR*16 0.0962 0.0739 0.1043 0.0280 0.1000 0.1087 0.0105 0.0387 0.0560
blank 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0002 0.0000
H 0.874 0.893 0.892 0.880 0.886 0.893 0.883 0.881 0.875

Roviditések: HUN-GYP: magyar roma; HUN: Magyaro; CRO: Horvato; AUS: Ausztria;
ROM: Roménia, SER: Szerbia; IND: India; CZE: Cseho; SPA-GYP: spanyol roma; N:

elemszam; H: becsiilt heterozigotasag
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12. Tablazat Az Fgy értékek (atlo alatt) és a hozzajuk tartozo p értékek (atlé felett) a
HLA-A (A), HLA-B (B) és HLA-DRB1 (C) lékuszokra. Az F-statisztikat, amely az
allélcsoport gyakorisag értékek veszi alapul, a populdciok paronkénti &sszehasonlitasahoz
hasznaltuk. A nem szignifikans p értékek (p>0,05), amelyek adott populdcidk kozotti
genetikai kapcsolatot jelentenek, piros szinnel vannak kiemelve. A tobbi p érték fekete

szinnel van szedve.

A
Fsi/p HUN- SPA-
értékek GYP HUN CRO AUS ROM SER CZE GYP IND
HUN-GYP * 0 0 0 0 0 0 0,00208 | O
HUN 0,02357 | * 0,0001 0,17226 0 0,00604 | 0,07583 | O 0
CRO 0,02725 | 0,00102 | * 0,10623 0 0,0103 0,00505 | O 0
AUS 0,03312 | 0,00056 | 0,00085 * 0 0,08712 | 0,8809 0 0
ROM 0,02519 | 0,00374 | 0,00315 0,00603 * 0 0 0 0
SER 0,02439 | 0,00055 | 0,00034 0,00106 0,00285 | * 0,00554 | 0 0
CZE 0,03108 | 0,00078 | 0,00191 -0,00109 0,00599 | 0,00197 | * 0 0
SPA-GYP 0,01359 | 0,0323 0,0379 0,04344 0,02791 | 0,03324 | 0,03844 | * 0,00089
IND 0,0161 0,01199 | 0,01273 0,01714 0,0077 0,01041 | 0,01518 | 0,00873 | *

(B)
Fsi/p HUN- SPA-
értékek GYP HUN CRO AUS ROM SER CZE GYP IND
HUN-GYP * 0 0 0 0 0 0 0,06029 | O
HUN 0,02116 | * 0 0,00594 0 0 0,001 0 0
CRO 0,02179 | 0,00252 | * 0 0 0 0 0 0
AUS 0,02393 | 0,00182 | 0,00548 * 0 0 0,55747 | O 0
ROM 0,01738 | 0,00531 | 0,00367 0,01014 * 0 0 0 0
SER 0,0241 0,00351 | 0,00082 0,00934 0,00404 | * 0 0 0
CZE 0,02365 | 0,00235 | 0,00695 -0,00022 0,01124 | 0,01001 | * 0 0
SPA-GYP 0,00248 | 0,00964 | 0,0094 0,01209 0,00791 | 0,01103 | 0,01131 | * 0,00297
IND 0,01139 | 0,01463 | 0,01151 0,01482 0,01218 | 0,01431 | 0,01328 | 0,00486 | *

©
Fsi/p HUN- SPA-
értékek GYP HUN CRO AUS ROM SER CZE GYP IND
HUN-GYP * 0 0 0 0 0 0 0,17672 | O
HUN 0,01154 | * 0 0,00119 0 0 0 0 0
CRO 0,01677 | 0,00165 | * 0 0 0,0002 0 0 0
AUS 0,01913 | 0,00285 | 0,00454 * 0 0 0,1287 0 0
ROM 0,01698 | 0,00328 | 0,00256 0,00929 * 0 0 0 0
SER 0,01582 | 0,00229 | 0,00056 0,00678 0,00086 | * 0 0 0
CZE 0,02057 | 0,00396 | 0,00605 0,00119 0,012 0,0099 * 0 0
SPA-GYP 0,00171 | 0,0187 0,02557 0,02662 0,02539 | 0,02415 | 0,02893 | * 0,0002
IND 0,00851 | 0,01236 | 0,02061 0,01505 0,0192 0,0194 0,01779 | 0,0107 *

4.3.2 Nem-metrikus sokdimenzios skalazas

Az F-statisztikdval Osszehasonlitott csoportokat tovabb vizsgaltuk a nem-metrikus
sokdimenzios skalazas modszerének segitségével €s 10kuszonként abrazoltuk dket. (14.

abra) Az Osszes s-stress-érték kivalonak bizonyult (HLA-A: 6,4x10”; HLA-B: 0,004;
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HLA-DRBI1: 0,00001). A tovabbiakban a sokdimenzids skalazas elsé dimenziojat
MDS1-nek jeloljiik, a masodik dimenziot pedig MDS2-nek. Mindharom 16kusznal egy
kifejezett tagolodas figyelhetd meg az 1. tengely (MDS1) mentén. A hat nem-roma
eredetli eurodpai populacio az egyik oldalon csoportosul, mikézben a két cigany és az
indiai eredetli csoport a masik oldalon. Bizonyos kiilonbségekkel tovabbi genetikai
elkiiloniilés figyelheté meg az utdbbi harom populaciot vizsgalva az 1. és/vagy a 2.
tengely (MDS2) mentén a harom lokusznal. A HLA-B lokusz alapjan a két cigany
populécio (HUN-GYP ¢és SPA-GYP) rokonsadgot mutat egymadssal, az indiai csoporttdl
viszont tavol helyezkedik el, ez a kapcsolat még kifejezettebb a HLA-DRBI1 16kusz
esetén és még inkabb elkiiloniilnek az IND populédciotol. Ezzel szemben a HLA-A
l6kusznal a 2. tengely mentén kifejezetten tavol helyezkednek el egymastol. A HLA-B
¢s —DRBI1 Ilo6kuszokat vizsgalva az eurdpai populaciok elhelyezkedése is hasonld
egymashoz képest. Mindkét 16kusznal a 2. tengely mentén a HUN populacié erdsen
koézponti poziciot foglal el. Egyik oldalan a CZE ¢s AUS helyezkedik el, ez a két
csoport rdadasul nagyon kozel van egymashoz. A HUN csoport masik oldalan a CRO,
SER ¢és ROM populéciok csoportosulnak. A HLA-A lokusznal olyan nagy a genetikai
tavolsag a HUN-GYP ¢és SPA-GYP csoport kozott, dsszehasonlitva a nem-cigany
csoportok kozotti tavolsaghoz képest, hogy a két cigany populacio kiilonleges helyzete
miatt az eurdpai populaciok egymasra vetlilnek. Ezért a grafikus 4&brazolast
megismételtiik a cigdny populaciok eltavolitasaval €s igy az eurdpai populaciok

elhelyezkedésében hasonlo eredményt kaptunk, mint a HLA-B és -DRB1 esetén.

65



DOI:10.14753/SE.2018.2209

HLA-A
L
0.01 4 SPAGYP
ROM
SER
CRO
0.00 - | ':D aon
AUS e
-0.01 4
L]
HUN-GYP
HLA-B
0.01 -
L]
. ROM
IND -
SER
i CRO
£ 0.00
L]
= SPA-GYP »
HUN
]
HUN-GYP CZE * aus
-0.01 4
HLA-DRB1
0.01 -
2 L]
IND el
L
AUS
0.00 - P
HUN
L]
. HUN-GYP -
SPA-GYP .CRO
SER
L]
ROM
-0.01 =
1 1 1 1 1
-0.03 -0.02 -0.01 0.00 0.01
MDS1

66




MDS2

DOI:10.14753/SE.2018.2209

WSJ HLA-A
INO AUS CZE
[ ]
.
HUN
0.000 =
.
SER
.
CRO
0.005 =
ROM
0010~ T T 1 1
0.010 0.005 0.000 0.005
MDS1

14. abra: A genetikai tavolsagok abrazolasa a kilenc vizsgalt populacié kozott nem-
metrikus sok dimenzios skalazas (NMDS) modszerrel Az NMDS soran az allélcsoport
frekvencidkon alapulé Reynolds féle genetikai tavolsagokat adatredukcids eljarassal
segitségével készitettiik el. A sokdimenzios skalazas elsé dimenzidjat MDS1-nek jeloljiik, a
masodik dimenziot MDS2-nek. Két hasonldé objektumot ebben a térben két egymashoz

kozeli pont, két jelentdsen kiilonb6z6 objektumot két tavoli pont reprezental.
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5 Megbeszélés

Munkénk sordn meghataroztuk a HLA-C*04:09N allél gyakorisagat reprezentativ
magyar populacioban. Osszesen egy esetben tudtuk a C*04:09N allélt kimutatni 7345
vizsgalt személy koziil, ez alapjan az allélgyakorisag 0,0068%. Eddig harom
tanulmanyban talalhaté adat a C*04:09N allél frekvencidjaval kapcsolatban. Pinto és
mtsai kaukazusi szarmazasi amerikai személyeket vizsgalva azt tapasztaltak, hogy a
HLA-A*23:01~B*44:03~C*04 haplotipussal rendelkezé személyek 33%-a hordozta a
C*04:09N all¢lt. Az altaluk vizsgalt populacioban a HLA-A*23:01~C*04:01 haplotipus
gyakorisaga 1,1% volt, a HLA-A*23:01~B*44:03 haplotipus pedig a vizsgalt
személyek 0,75%-aban fordult eld. Ezek alapjan a C*04:09N allél frekvenciajat 0,1%-
0,25%-ra (2-5/2000) becsiilték. (Pinto, 2003) Downing és mtsai 8412 wales-1 6nkéntes
csontveld donort vizsgalva 11 esetben azonositott C*04:09N allélt, ez alapjan az
allélfrekvencia 0,065% volt. (Downing, 2002) Potok és mtsai 340 kromoszémat
vizsgaltak, amelyek HLA-C*04 hordozok voltak és harom esetben mutattdk ki a
C*04:09N allél jelenlétét (0,88%). A C*04 allélcsoport frekvencidgja 12,16% a
kaukédzusi szarmazasti amerikai populacioban (www.allelefrequencies.net), e két adat
alapjan a C*04:09N all¢lfrekvencidja 0,107%-ra becsiilheté a vizsgalt populacidoban.
Chi-négyzet probaval hasonlitottuk 0ssze a magyar populdcidban meghatarozott értéket
¢s a nemzetkdzi irodalomban talalt adatokat. A magyar populdcioban kimutatott
allélfrekvencia érték szignifikansan kisebb volt mindharom fent emlitett populdcidoban
talalt értékekhez képest (p=0,043-0,0001, p=0,018 és p=0,001). Ugyanezen a vizsgalt
anyagon meghataroztuk a becsiilt haplotipus frekvencia értékeket a HLA-
A*02~B*44~C*04~DRB1*07 ¢és a HLA-A*23~B*44~DRB1*07 haplotipusok
esetében. Az elébbi haplotipus esetében az 1, 2 és 3a csoportokban 33 kromoszémat
talaltunk a 9816-bol, ahol eléfordult az A*02~B*44~C*04~DRB1*07 allélkombinacio,
igy a becsiilt haplotipus gyakorisdg 0,336%. (A 3b csoportot ennél a kérdésfeltevésnél
kizartuk, mivel tarolt DNS minta nem allt rendelkezésre a HLA-C I16kusz
meghatarozasdhoz.) A HLA-A*23~B*44~DRB1*07 all¢lkombinaciot 114 vizsgalt
személyben azonositottuk a teljes beteganyagban. A szakirodalom szerint ezek az
allélcsoportok nagy valdszinliséggel haplotipusban fordulnak eld, ezért a becsiilt
haplotipus gyakorisag 0,78% (114/14690). A kapott értékek Osszhangban vannak a
nemzetkdzi HLA adatbazisban (www.allelefrequencies.net) talalt adatokkal. Kaukézusi

eredetti, 1000 elemszamot meghaladd populaciokban az A*02~B*44~C*04~DRB1*07
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haplotipus gyakorisdga 0,03%-1,22% kozott volt, az A*23~B*44~DRB1*07
haplotipusé pedig 0,32%-1,29% kozotti értéket mutatott.  Felhasznalva a HSCT
recipiensek (2-es, 3-as csoport) vizsgalatba be nem valasztott sziileinek HLA adatait, 20
esetben sikeriilt megerdsiteni, hogy a HLA-A*23, B*44, C*04, DRBI1*07
allélkombindcio valos haplotipus. A www.allelefrequencies.net adatai alapjan azt
feltételezziik, hogy az altalunk azonositott valos haplotipusok a kovetkezd alléleket
hordozzak: A*23:01, B*44:03, DRB*07:01. Pinto és mtsai tanulményéaban azonositott
A*23:01~B*44:03~DRB*07:01~DQB1*02 haplotipusok egyharmada volt pozitiv a
C*04:09N allélre. Ezzel szemben a magyar csoportban, abban a 20 esetben, ahol a
HLA-A*23, B*44, C*04, DRB1*07 allélkombinacié fordult el egyetlen C*04:09N
allélt sem tudtunk azonositani (p=0,0086). A vizsgalt mintdnkban egyediili C*04:09N
allél, amelyet sikeriilt azonositanunk ¢éppen az A*02, B*44, DRBI1*07
allélkombinacioban fordult eld.

Tovabbd, egy Magyarorszagot jol reprezentald Onkéntes vérképzd Ossejt donor
csoportot és Magyarorszdg legnagyobb etnikai kisebbségét, a roma ko6zosséget
reprezentald cigadny Ossejt donorokat vizsgaltunk a HLA allélcsoportok diverzitasa
szempontjabol. Elséként hatdroztunk meg DNS-alapu HLA allélcsoport frekvencia
értekeket és a két csoport Osszehasonlitasa alapjan, szdmos allélcsoport szignifikansan
gyakrabban fordult el a magyarorszagi cigany populdcidban, a magyar populacidhoz
képest (pl.: A*01; A*11; B*40; B*52; DRB1*14 ¢s DRB1*15). Mas allé¢lcsoportok
gyakorisaga viszont szignifikansan alacsonyabb volt (pl.: A*03; B*07; B*18; B*44 ¢és
DRB1*13) a magyar roma csoportban. Ezek az eredmények sok szempontbol
Osszhangban vannak Gyoddi és mtsai kordbbi tanulmanyéaval, ahol a fent emlitett
allélcsoportok szeroldgiai megfeleldjét vagy a nagyobb un. ,,broad” csoportot vizsgalva
hasonl6 szignifikans kiilonbségeket talaltak a magyar és a magyar roma csoportban az
Al, A3, B7, Bl12, B40, B52 antigén frekvencidk esetén. (A B*44 szeroldgiai
megfeleldje a B44(12), a B44 és B45 a kozos B12 csoportba tartozik.) Az Al11-nél nem
mutattak ki szignifikdns kiilonbséget, de a roma csoportban fordult elé gyakrabban
(12,1% vs. 7,3%). Egy kivétel volt minddssze, ahol sajat eredményeinkkel ellentétben
tendencia sem volt detektalhatd, a B18 esetén kozel azonos frekvencia értéket kaptak a
magyar és a roma csoportban (7,3% ¢és 8,3%). (Gyodi, 1981) Az eltérés magyarazhatd
egyrészt, azzal, hogy a DNS-alapu moddszerek megbizhatobb eredményt adnak a
kordbban hasznalt szerologiai tipizalashoz képest, illetve a jelen tanulmany joval

nagyobb mintaszamot dolgoz fel a magyar populaciot tekintve (n=587). A HLA-DRBI1
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l6kusznal nem volt lehetséges a DNS-alapti és a szeroldgiai modszerrel meghatarozott
eredmények tényleges Osszehasonlitasa, mert a DR13 és a DR14 is a DR6 broadba
tartozik, amely frekvenciaja a cigdny csoportban szignifikdnsan magasabb volt a Gyodi-
féle tanulmanyban. Az altalunk vizsgalt magyar populacioban a DRB1*13, a roma
csoportban pedig a DRB1*14 fordult el gyakrabban. Ha 6sszevonjuk a DRB1*13 ¢és
*14 csoportot ¢és igy viszonyitjuk egymashoz a frekvencidkat, tehat 1étrehozunk egy
virtualis DR6 csoportot, akkor a Gyddi-féle munkahoz hasonloan esetiinkben is a roma
mintaban volt nagyobb a frekvencia (19,7% vs. 17,3%), de a kiilonbség nem volt
szignifikans.

A géndiverzitds szempontjabol kiilon-kiilon megvizsgalva mindkét populaciot, a HLA-
B lokusz esetén detektaltuk a legtobb allélcsoportot mindkét populdcioban (HUN:28 és
HUN-GYP:26). Ez az eredmény egybevag az irodalmi adatokkal, amely szerint a f6
HLA 16kuszok koziil a HLA-B lokusz a legpolimorfabb és a HLA-B esetén
azonositottak a legtobb allélcsoportot és allélt. (Robinson J, 2015) Ezzel dsszhangban
vannak az altalunk detektalt becsiilt heterozigotasagi értékek, amelyek szintén a HLA-B
lokusznal voltak a legmagasabbak (HUN: 0,93 és HUN-GYP: 0,92). A HLA-DRBI1
gén sokkal kisebb mértékben mutat polimorfizmust, hiszen 0Osszesen tizenhdrom
allélcsoport 1étezik, amelyek koziil mindegyik el6fordult a magyar csoportban és csak a
DRBI1*08 és DRB1*12 nem volt jelen a roma populaciéban. A becsiilt H értékek ebben
az esetben sem tértek el szignifikdnsan. A két populacié kumulativ AF értékeit
abrazolva a HLA-B ¢és HLA-DRBI esetén a gorbék hasonld lefutdst mutattak
l6kuszonként egymashoz hasonlitva a két populacidoban.

A legnagyobb kiilonbségeket minden szempontbdl a HLA-A lokuszban detektaltuk. A
husz kiilonbozé HLA-A allélcsoport koziil valamennyi eléfordult a magyar
populéacidban. Ezzel szemben, a magyar cigany csoportban az A*30, A*29, A74, A*69
¢s A*80 nem fordult elé egy vizsgalt személyben sem, igy a roma csoportban csak
tizenot féle HLA-A allélcsoportot azonositottunk. Az A*74 és A*80 esetében ezt az
eredményt okozhatja a magyar roma populacié kis elemszdma. Ezek az allélcsoportok
ugyanis a tanulmanyunkban vizsgalt kilenc csoport koziil csak a nagy elemszamu
magyar ¢s horvat populacioban fordultak eld, és a frekvencidjuk ebben a két csoportban
is rendkivil alacsony volt (AF: 0,01%-0,15%). A tobbi vizsgalt populacidban viszont a
magyar roma csoporthoz hasonléan nem fordultak el6 (AF: 0%). (11. tdblazat) Az A*29
és A*30 allélcsoport azonban minden mas altalunk vizsgalt populédciéban jelen volt

(AF: 0,73%-3,8%), a spanyol roma mintdban (n=99) raadasul 2,6%-ban fordult eld,
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ezért ennél a két allélcsoportnal nem valdszinii, hogy a magyar roma csoport kis
mintaszama miatt nem lehetett detektalni. Tovabba a becsiilt heterozigotasag értéke a
magyar roma csoportban volt a legalacsonyabb (0,79) a HLA-A 16kusz tekintetében, a
tobbi csoportban ennél szignifikansan magasabb értéket detektaltunk (0,84-0,88). Ezen
kiviil szignifikdnsan nagyobb értéket kaptunk a magyar roma populacidban a harom
leggyakoribb allélcsoporthoz tartoz6 kumulativ AF értékeket dsszehasonlitva a magyar
csoportban kapott értékkel (76,6% vs. 56,2%). Ez az eredmény jol latszik a kumulativ
AF értékek grafikus abrazolasanal is, hiszen a HLA-A 16kusznal sokkal meredekebb
gorbét kaptunk a roma csoportban a magyar kohorszhoz hasonlitva.

A magyar és magyar roma csoport vizsgalatanal a HLA-A lokuszban megfigyelt tobb
szempontbol is szignifikdns kiilonbség feltételezhetéen az alapité hatasnak (founder
effect), illetve a genetikai sodrodasnak a kdvetkezménye, amely a ciganysag Indiabol
torténd kivandorlasa soran kovetkezett be, tobb mint ezer évvel ezelott. Az 6shazabol
csak egy kis létszdmu csoport vandorolt el, amely nem reprezentalhatta pontosan a
populacié eredeti genetikai Osszetételét, egyes allélcsoportok eldforduldsa sokkal kisebb
lehetett, mint a kiindulasi populaciéban volt. Kis populadciokban erés a genetikai
sodrodas, ennek koszonhetéen az alapité populdciobdl bizonyos HLA allélcsoportok
teljesen eltlinhettek, masok pedig felszaporodtak. Az Aaltalunk vizsgalt roma
populacidban feltételezhetden a fent emlitett A*29 és A*30 allélcsoport veszett el
teljesen, mig az A*02, A*01 és az A*11 gyakorisdga annyira megnétt, hogy nem csak a
harom legnagyobb frekvencia értéket mutatjak, hanem a detektalt gyakorisagi értékek
Osszege meghaladja a 76%-ot. Az alapito hatast a cigany kozdsségekben felerdsitette a
nagymértékben jelen 1évd izolaltsag és endogamia is. (Mendizabal 2011, 2012) Itt
fontos kiemelni, hogy a HLA-A lokusz tekintetében a spanyol roma populacid
nagymértékben kiilonbozik az Osszes tobbi vizsgalt csoporttél, a magyar cigany
populéciot is ideértve. Ez a jelenség szintén a multbeli alapitd hatasnak, illetve egy
filogenetikai eldgazasnak az eredménye. Az is figyelemreméltdo, hogy a spanyol
mintaban a diverzitas mértéke (H=0,85) eléri azt a szintet, amelyet a tobbi europai
csoportban figyeltink meg. (11. tablazat) Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a
torténelmiik soran kevésbé endogam ¢életmodot folytattak.

Az F-statisztika vizsgalatok soran kapott eredményeket alatamasztjak az allélcsoport
frekvencia értékek Osszehasonlitdsa. A HLA-A lokuszban Magyarorszdg és Ausztria
genetikai hasonlosagot mutat az Fgr értékek alapjan. Ezt megerdsiti, hogy a magyar

populécidoban azonositott négy leggyakoribb allélcsoport az A*02; A*01; A*03 és
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A*24. Ausztriaban ugyanez a négy allélcsoport adja a legnagyobb frekvencia értékeket,
de a sorrend A*02; A*03; A*01 és A*24-re valtozik. A gyakorisag értékek viszont
szignifikansan nem kiilonbéznek egymastol ( p>0,05). (11. tablazat)

Munkank tovabbi fontos eredménye, hogy a magyar csoportot és a magyar roma
populéciot 6sszehasonlitottuk tovabbi 6t kozép- és délkelet-europai orszag adataival
(Csehorszag, Ausztria, Horvatorszag, Szerbia, Romadnia), valamint 2 roma-eredetii
kohorsszal (spanyolorszagi cigany, Eszak-Gudzsarat (India)). A kilenc populacio
Osszehasonlitasahoz alkalmazott F-statisztika ¢s NMDS modszerrel kapott eredmények
megerdsitik egymadst, valamint szintén azt mutatjak, hogy a HLA-B ¢s HLA-DRBI1
l6kuszoktol eltérd genetikai kapcsolatok vannak jelen a HLA-A esetén. A HLA-B és
HLA-DRBI1 vizsgalatakor a magyarorszagi cigany ¢és a spanyolorszagi cigany csoport
egymashoz kozel helyezkedik el. Ezt az eredményt aldtdmasztja az F-statisztika
vizsgalat, amely szerint a két csoport nem kiilonbozik egymastol szignifikansan.
Mindkét 16kusz esetén a két cigany populacio és az E-Indiai Gudzsarat csoport
hatérozottan elkiiloniil a kozép- ¢és délkelet-eurdpai csoportoktol, amely alatdmasztja a
feltételezett kozos szdrmazast. (Mendizabal, 2011, 2012) A HLA-A 16kusznal viszont
nagy genetikai tavolsag figyelhetdé meg a két roma populacié kozott, és az Fgr értékek is
szignifikansan kiilonbdznek egymastol. Eredményeink azt mutatjak, hogy a HLA-B és —
demografiai hatasok, példaul a genetikai sodrodas, a HLA-B ¢és HLA-DRBI esetén
pedig feltehetéen az Un. kiegyensulyozd szelekcid volt hangsulyos. (Buhler, 2011,
Sanchez-Mazas, 2013) Ennek eredményeképpen a két utdbbi 10kusznal a populdcidk
kozti differencidlodés folyamata lelassult és a populaciok kozott jelenlévd genetikai

kapcsolatok allandosultak.
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6 Kovetkeztetések

A transzplantaciés immunolédgia €s azon beliil is a vérképz6 dssejt atiiltetés napjainkban
dinamikusan fejlodé tudomanyteriilet. A transzplantacid sikerességét alapvetden
befolyasolja a recipiens és a donor kozotti HLA egyezés mértéke. Munkank egy uj és
atfogd képet kivan adni a magyar populacid és a magyar roma populacio
elhelyezkedésérél a HLA allélcsoportok genetikai térképén. Hazankban ilyen jellegli
0sszehasonlitd tanulmany kordbban nem késziilt, noha nagyon fontos teriiletrdl van szo6.
A genetikai diverzitast és a HLA allélcsoport gyakorisagokon alapuld genetikai
tdvolsdgokat meghatarozva, kimutattuk, hogy a magyar populacidé szignifikdnsan
kiilonbozik a legnagyobb magyar etnikai kisebbségtdl, a magyar cigany populaciotol. A
magyar roma csoport ugyanakkor egy masik europai (spanyol) roma populacioval
hasonld genetikai profilt mutat, tovabba kevésbé kifejezett formaban, de ez a két
populacié rokonsagot mutat a romak feltételezett Oshazajabol szarmazd csoporttal, az
Indidban talalhato észak-gudzsarati csoporttal. A magyar populéaci6 a hozza foldrajzilag
is kozel elhelyezkedd eurdpai csoportokkal mutat hasonlosagot a genetikai térképen, a
kozép-eurdpai (Ausztria, Csehorszag) és a délkelet-europai (Horvatorszag, Szerbia,
Romaénia) populaciok kozott helyezkedik el intermedier pozicioban. Ezek az
eredmények tovabb erdsitik azt a feltevést, amely szerint a HLA polimorfizmus
vizsgalatok alkalmasak populaciok kozotti genetikai kapcsolatok meghatarozésara,
ezaltal a populaciok eredetének tisztazasara. Ez a tanulmany alapot biztosit tovabbi
populdcidgenetikai  vizsgalatokhoz, amelyek a magyar populdcio vagy a
Magyarorszagon €16 etnikai csoportok genetikai diverzitasaval foglalkoznak. A
magyarorszagi allélcsoport frekvencia vizsgalatokat szeretnénk kiterjeszteni tovabbi
HLA-l6kuszokra (HLA-C, -DQBI1, -DPBI), illetve fontosnak tartjuk ezeket a
vizsgélatokat nagyfelbontasi HLA eredményeken is elvégezni. Az &ssejtdonor keresés
szempontjabol pedig kiilondsen fontos célkitlizés két-, harom- négy- és Otpontos
haplotipusok meghatarozasa, féleg a recipiensek €s az alacsony mértékben tipizalt
donorjeldltek egyezési esélyeinek meghatdrozasdban. A magyar populdcioban mért
allélcsoport gyakorisag eredmények a fent emlitetteken kiviil hivatkozhatod referenciat
jelentenek magyar betegek korében végzett barmely betegségasszocialt HLA-A, -B, és -
DRBI1 vizsgalat soran.

Tanulményunkbol levonhaté masik fontos kovetkeztetésiink, hogy a HLA 16kuszokra

eltérd evolucids folyamatok hatnak. Kimutattuk, hogy a HLA-A esetén kisebb mértéki
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diverzitas figyelhetdé meg, valamint a populaciok kozott jelenlévd differencialodas
kifejezettebb, mint a HLA-B és -DRB1 16kuszban. Eredményeinket korabban megjelent
munkak tdmasztjak ald. (Nunes 2014, Sanchez-Mazas 2007, 2013, Solberg 2008)

A populacidgenetikai eredményeink azonban éppen a kiilonb6z6 etnikai csoportok
kozott fennalld genetikai kapcsolatok feltérképezésével klinikai jelentdséggel is birnak,
legféképpen a hematopoetikus Ossejt transzplantacio teriiletén. A kevésbé toxikus
kondicionald kezelések megjelenésével kitolodott a transzplantdlhaté betegek felsd
korhatdra, Magyarorszagon is évrél évre egyre nagyobb szdmban végeznek allogén
Ossejt transzplantaciot. A betegeknek azonban csak kisebb része rendelkezik HLA-
identikus testvérdonorral, amely az atiiltetés sikeressége szempontjabol a legidealisabb
valasztds. A betegek nagyobb része HLA-egyeztetett nem rokon donortdl kaphat
vérképzd Ossejteket. Magyarorszagon 2017-t6l bevezették felndtt recipienseknél is a
haploidentikus donorral térténd transzplantaciot, de varhatéan az Ossejt donor
regisztereknek tovabbra is nagy jelentdségiik lesz. Elméletileg haploidentikus donor
mindenkinek rendelkezésre allhat, hiszen a recipiens sziilei és gyermekei biztosan, a
testvérei pedig kis valoszintiséggel alkalmas haploidentikus donorok lehetnek. Azonban
fontos megjegyezni, hogy a betegek egy része, ¢éppen a vérképzorendszeri
megbetegedések jellegébdl fakaddan politranszfundalt, €s egyrészt emiatt, masrészt nék
esetében a terhességek miatt HLA-ellenes antitesteket termelhetnek a potencidlis
haploidentikus donorok ellen. Szintén problémat jelenthet, ha a donor immunizalodott a
recipiens ellen terhesség vagy mas ok miatt. Ezekben az esetekben deszenzitizacids
protokollok sziikségesek, vagy tovabbra is az Ossejtdonor regiszterekben torténik HLA-
egyeztetett donorkeresés.

Minden orszagnak érdeke a kozosségi Ossejt donor regiszter fejlesztése.
Tanulményunkbol egyértelmiien kidertil, hogy adott betegnek az etnikai hovatartozasa
nagyon fontos informacié a donorkeresésnél. A magyar betegek helyzete kedvezdbb,
hiszen a vizsgalt magyar populaci6 a kdrnyezd orszagokkal nagy genetikai hasonlosagot
mutat, és ez igaz az O0sszehasonlitasba nem bevalasztott német populécidra is, hiszen a
magyar betegek legnagyobb része HLA-egyeztetett német donortol kap Ossejtgraftot. A
roma etnikai kozosséghez tartozo recipienseknek azonban nagyon kis eséllyel lehet
talalni megfeleld donort a populdcidgenetikai értelemben vett eurdpai szarmazasu
onkéntes dssejt donorok kozott. SOt, eredményeink azt mutatjdk, hogy a magyar roma
csoport annak ellenére, hogy a HLA-B ¢és —DRBI1 1okusz tekintetében genetikai

hasonlésagot mutat a masik két roma eredetli csoporttal, a HLA-A lokusz
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szempontjabol viszont genetikailag tavol vannak egymastol. Kovetkezésképp,
legnagyobb eséllyel olyan magyar onkéntes donorok kozott talalhatnank alkalmas
donorokat, akik maguk is a magyarorszagi roma etnikai kzosséghez tartoznak. Ehhez a
Magyar Ossejtdonor Regiszterben 1évé donorok szamanak novelése lenne sziikséges,
rdadasul célzottan a roma kisebbség megszolitasa jelenthetne igazi megoldast.
Természetesen ez lehetdséget jelentene Eurdpdban vagy mashol €16 roma betegek
szdmara is. A létszam novelése mellett, a donorok kivizsgalasi szintjének ndvelése is
fontos lenne, a jelenleg rutinszerien tipizalt HLA-A, -B, és —DRBI1 Ilo6kuszok
kisfelbontast meghatarozasat érdemes lenne tovabbi 16kuszokra kiterjeszteni (HLA-C, -
DQBI, -DPB1) és legaldbb a DRBI1 esetén nagyfelbontdsu vizsgdlatra cserélni. Itt
fontos megjegyezni, hogy a HLA tipizalds mindségének javitasa érdekében 2014 ota
rutinszertien kizarjuk a leggyakoribb null alléleket a recipienseknél és a kivalasztott
donoroknal. Ez annak ellenére fontos, hogy tanulmanyunk egyik fontos eredménye
éppen az, hogy a magyar populacidban a C*04:09N allél szignifikansan ritkdbban fordul
eld, mint mas vizsgalt paneurdpai csoportban.

A Magyar Ossejtdonor Regiszterben nyilvantartott donorok minél jobban vannak
kivizsgalva és minél nagyobb a szamuk, annal nagyobb valdszintiséggel keriilhetnek
kivalasztasra magyar vagy kiilfoldi recipiens szdmara. A transzplantacié indikacidja és a
tényleges megvalodsulasa kozott eltelt id6 alapvetden befolyasolhatja a transzplantacid
sikerességét. A donorkeresés sok részfolyamatbol tevédik dssze, a Magyar Ossejtdonor
Regiszternek kiemelt szerepe van a donorkeresés/kivalasztas folyamatdban. Kiilondsen
akkor van ennek jelentdsége, ha a beteg HLA tipusa (haplotipusa) nem gyakori a
regisztralt donorok kozott. Teljesen kivizsgalt, HLA-egyez6 donor hianyaban a
populéacidgenetikai eredmények figyelembevételével, a beteggel egyezd etnikai hatterti
donorok kozotti célzott keresés lehet a leghatékonyabb, amelynek sordn a
populdcidgenetikai adatokra alapozva a nem meghatarozott 10kuszok HLA tipusa is
prediktalhatd. A hazai donorallomany éltalanos novelése azért is célszerli lenne, mert
logisztikai szempontokat figyelembe véve, hamarabb valdsulhat(na) meg egy Ossejt
atiiltetés magyar donor esetén (behivas, vizsgalatok elvégzése, Ossejtgyljtés, esetleges
donor limfocita infazid, stb.). Tervezhetobb lenne a transzplantacio, amely kiilondsen
fontos azokban az esetekben, ahol rovid ablakperidodus all rendelkezésre. Nem utolso
szempont a financidlis kérdés figyelembevétele, amely szintén kedvezObben alakulna

egy magyar donor kivalasztasa esetén.
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7 Osszefoglalas

A vérképzd Ossejt transzplantacid (HSCT) sikerességét alapvetéen befolyasolja a
recipiens ¢és a donor human leukocita antigénjei (HLA) kozott kimutathatd egyezés
mértéke. A null allélek kizarasa alapvetd fontossagua HSCT elott. Az egyik leggyakoribb
null allél, a C*04:09N frekvencidjat hataroztuk meg a magyar populacidoban (n=7345).
A detektalt érték (0,0068%) szignifikdnsan alacsonyabb, mint a nemzetkdzi
szakirodalomban talalhat6 adatok. Jelentdsen lerdviditheti a donorkeresési folyamatot és
megnovelheti a beteg gyogyulasi esélyeit, ha a beteggel azonos etnikai hatterii donorok
kozott torténik a keresés. Munkéank egy 0j és atfogd képet ad a magyar populacié ¢€s a
magyar roma csoport elhelyezkedésérdl a HLA allélcsoportok genetikai térképén.
Elséként hataroztunk meg DNS-alapit HLA-A, -B és -DRBI1 allélcsoport frekvencia
értékeket a magyar populacioban €s Magyarorszag legnagyobb etnikai kisebbségét
alkotdé roma csoportban. Kimutattuk, hogy a magyar populacido szignifikansan
kiilonbozik a magyar roma populaciotol. Ez kiilondsen igaz a HLA-A lokuszra,
amelynél a detektalt allélcsoportok szamaban, a kumulativ all¢lcsoport gyakorisdgokban
¢s a heterozigotasagban detektalt szignifikans kiilonbségek egymast alatdmasztva azt
mutatjadk, hogy a magyar roma populacioban kisebb a géndiverzitds a magyar
populécidhoz képest. Ez feltételezhetéen az alapitod hatasnak a kovetkezménye, amely a
ciganysag Indiabol torténd kivandorlasa sordn kovetkezett be, illetve ezt a hatast a roma
kozosségekre jellemzo izolaltsag ¢s endogamia is felerdsithette. Tovabbi populaciokra
kiterjesztett szisztematikus 0sszehasonlitd vizsgalatok sordn kimutattuk, hogy a magyar
populacié a hozza foldrajzilag kozel elhelyezkedd csoportokkal mutat genetikai
rokonsagot, intermedier pozicidban elhelyezkedve Ausztria és Csehorszag, valamint
Horvéatorszag, Szerbia és Romania kozott. A HLA-B és —DRB1 16kuszoknal a magyar
roma csoport egy masik eurdpai (spanyol) roma populacidoval mutat hasonld genetikai
profilt, és kevésbé kifejezett formaban rokonsagot mutat a romak feltételezett
Oshazajabol szarmazo6 észak-gudzsarati csoporttal. A HLA-A 16kusznal megfigyelhetd
nagy genetikai tavolsag arra utal, hogy a HLA lokuszokra eltérd evolucids hatasok
érvényesek. Klinikai kovetkeztetése eredményeinknek, hogy a magyar betegek részére
realis esély van eurdpai regiszterekben megfelelé donort taldlni, mig a magyar roma
etnikai kozosséghez tartozo recipienseknek legnagyobb eséllyel veliik azonos etnikai
hatteri donorok kozott taldlhatdo alkalmas donor. Ennek érdekében a magyar roma

kisebbség korében célzott donortoborzas jelenthetne megoldast.
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8 Summary

The efficiency of hematopoietic stem cell transplantation (HSCT) is essentially affected
by HLA match between the recipient and the donor. It is important to exclude the
presence of null alleles before HSCT. We determined that the allele frequency of HLA-
C*04:09N in the Hungarian population (n=7345) was 0.0068%, which was significantly
lower compared to other populations. Taking into account the ethnicity of the recipient
and the registered donors is expected to increase the efficiency of unrelated donor
searches and to shorten the delay of the process. Our study provided new and
comprehensive aspects of genetic differences based on HLA diversity between
Hungarian population and the largest minority group, Hungarian Gypsies. In these two
groups DNA-based HLA-A, -B and -DRBI allele group frequencies were defined at the
first time by our group. We determined that the Hungarian population and Hungarian
Gypsy cohort significantly differed for all analyzed loci, especially for HLA-A.
Significant differences in the number of detected allele groups, cumulative allele group
frequencies and heterozygosity values supporting each other showed that the genetic
diversity for HLA-A was lower among Hungarian Gypsies compared to the general
Hungarian population. These results are most probably the consequence of both a strong
founder effect followed by genetic drift that occurred when Gypsies migrated out of
India and of a rather high level of endogamy and isolation in this population. Moreover,
the systematical examination of further populations indicated that the genetic distance
was small between Hungary and geographically closely located populations, namely
Hungarians were found in an intermediate position between the Czechs and Austrians,
on one side and the Croats, Serbs and Romanians, on the other side. For HLA-B and
HLA-DRBI1, Hungarian Gypsy and Spanish Gypsy populations appeared to be related
to each other and to a lesser extent, to North Gujarat, the putative ancestral geographic
area of present-day European Gypsies. However, on the genetic map, these three
cohorts were projected far apart from each other for HLA-A suggesting that different
evolutionary effects influence particular HLA loci. The clinical consequence of our
work is that whereas suitable donors for a Hungarian recipient can be found with high
probability in European registries, HLA-identical donors for a Hungarian Gypsy patient
are only available among volunteers with the same ethnical background. In order to
improve the current situation, targeted donor recruitment would be beneficial in

Hungarian Gypsy minority group.
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12 Fuggelék

12.1 Abrik jegyzéke

1.

wohk wD

o o =2

11.
12.

13.
14.

Abra: A HLA génkomplex elhelyezkedése a 6. kromoszomén

Abra: Az MHC-I és MHC-II molekulék felépitése

Abra: A HLA gének 6roklésmenete

Abra: A HLA-rendszer nevezéktana

Abra: A C*04:01 és C*04:09N allélek nukleotid és aminosav szekvenciajaban
azonositott kiilonbség

Abra: A huméan hematopoézis

Abra: A TII-IV-es fokozata akut GVHD kumulativ incidencia gorbéje

Abra: Kaplan-Meier szerint dbrézolt 5sszesitett tilélés a donor tipusa szerint
Abra: Kaplan-Meier szerint dbrézolt 5sszesitett tilélés a donor tipusa szerint
MAC (A) és RIC (B) kezelést kdvetden

Abra: Nemzetkozi dssejtatiiltetések szama a donor tipusa szerint 1990 és 2016
kozott.

Abra: Donorkeresési algoritmus HSCT-t megeldz3en

Abra: A HLA-C*04:09N meghatirozaséara létrehozott allélspecifikus PCR
kiértékelése gélelektroforézissel

Abra: A kumulativ AF értékek grafikus abrazolasa

Abra: A genetikai tivolsagok abrazolasa a kilenc vizsgalt populacié kozott NMDS

modszerrel

12.2 Tablazatok jegyzéke

tablazat: A f6 HLA lokuszokban azonositott all¢lek, fehérjék és null allélek szdma
tablazat: A HLA-C*04:09N allélgyakorisag és haplotipus frekvencia
vizsgélatokhoz felhasznalt populéciok

tablazat: A HLA-A, -B, -DRBI1 allélcsoport gyakorisag vizsgalatokhoz felhasznalt
populéciok

tablazat: A HLA-C*04:09N allél azonositasara 1étrehozott allélspecifikus PCR
soran hasznalt primerek szekvenciai

tablazat: Az allélspecifikus PCR kortilményei

tablazat: Az NMDS soran hasznalt stress fliggvények értékelése
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tablazat: A C*04:09N allél jelenlétének vizsgalatara iranyulo allélspecifikus PCR
¢s szeroldgiai modszerrel kapott eredmények Osszesitése

A Hardy-Weinberg egyensuly vizsgalat p értékei

tablazat: All¢lcsoport frekvencia adatok a magyar populacioban (HUN) és a
Magyar Roma (HUN GYP) populédcioban a HLA-A, -B ¢és -DRBI1 16kuszok
tekintetében

tablazat: A becsiilt heterozigdtasagi értékek a magyar és a magyar roma
populéacidoban a HLA-A, -B, -DRBI tekintetében

tablazat: A kilenc populacioban detektalt allélcsoport frekvencia és becstilt
heterozigdtasag értékek

tablazat: Az Fgr értékek (atlo alatt) és a hozzajuk tartozo p értékek (atlo felett) a
HLA-A (A), HLA-B (B) és HLA-DRBI (C) lokuszokra
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