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Multiple sclerosis (MS) is a heterogeneous autoimmune disease of central nervous system
caused by a combination of genetic and environmental risk factors. Genetic susceptibility for
MS is associated with alleles of the human leukocyte antigen system (HLA) class | and Il. The
aim of the present study was to evaluate associations between HLA-class | and Il alleles,
genotypes and haplotypes to multiple sclerosis (MS) susceptibility in Croatian population. HLA
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voluntary blood donors. HLA class Il genes were analyzed using PCR-SSP method (CareDx
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alleles and their interactions modulate MS susceptibility and protection in Croatian population.
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1. UVOD

Multipla skleroza (MS) je bolest koju karakterizira kroni¢na upala i demijelinizacija U
srediSnjem Zziv€anom sustavu. Premda je etiologija nepoznata, pretpostavlja se da zajedno
geneticki i okoli$ni ¢imbenici doprinose patogenezi §to pokazuju podatci studija. Pojava MS s
niskom 1 visokom ucestalo§¢u u razli¢itim etnickim skupinama, povecana ucestalost u
obiteljima te visoka ucestalost medu jednojaj¢anim blizancima upucuju na nasljednu sklonost
prema razvoju MS (1).

Vrijeme pojavljivanja bolesti je u dobi izmedu 20-te i 50-te godine Zivota. Kod Zena je MS tri
puta ¢e$¢a u odnosu na muskarce (2).

Postoje cetiri oblika MS: relapsno-remitirajuci, sekundarno-progresivni, primarno-progresivni
i progresivno-relapsni (3). Naj¢esci je relapsno-remitirajuci oblik koji se pojavljuje u 85 %
oboljelih od MS, dok su ostali oblici rjedi (3).

Prva istrazivanja o povezanosti sustava HLA i MS sezu u davnu 1972. godinu kada su Naito 1
sur., Jersild i sur. te Bertrams i sur. objavili radove koji ukazuju na povecanu ucestalost antigena
HLA razreda I, a posebno antigena HLA-A3, -A10, -B7 i B35 u skupini bolesnika s MS u
odnosu na kontrolnu skupinu (4-6).

Kasnije, kad je uspostavljena metoda za serolosko odredivanje antigena HLA razreda Il, i taj
se sustav dovodi u vezu s povecanim rizikom za MS. Uslijedila su mnogobrojna istrazivanja
koja su pokazala da aleli HLA razreda II primarno utje¢u na podloznost za MS (7). Novu
dimenziju istrazivanjima su dale cjelogenomske asocijacijske studije (engl. Genome-Wide
Association Studies, GWAS) (8). GWAS studije su identificirale vise od 200 lokusa povezanih
s rizikom od nastanka MS, no najveéi rizik se ipak povezuje s HLA regijom, preciznije s
lokusom HLA-DRB1, posebno S HLA-DR15 haplotipom (HLA-
DRB1*15:01~DQA1*01:02~DQB1*06:02) i HLA-DRB1*15:01 alelom kao najznacajnijim
podloznim alelom za MS, uglavnom medu ispitanicima europskog podrijetla (9, 10).

| drugi HLA-DRBL1 aleli se navode u istrazivanjima kod bolesnika s MS provedenim u
razli¢itim etnickim grupama: aleli HLA-DRB1*13:03, HLA-DRB1*03:01, HLA-DRB1*08:01,
HLA-DRB1*04:05, HLA-DRB1*15:03 se povezuju s pove¢anom podloznosti za MS, dok su
HLA-DRB1*01, HLA-DRB1*07, HLA-DRB1*11:01, HLA-DRB1*14, HLA-DRB*13 geni/aleli
nadeni kao zastitni ¢imbenici za MS (11-15). Na lokusu HLA-DQBL je alel HLA-DQB1*06:02
znacajno ucestaliji u bolesnika s MS u odnosu na zdrave osobe (13, 15). Medutim, veliki

polimorfizam alela i snazna neravnoteza udruzivanja (engl. Linkage Disequilibrium, LD) kod
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DRB1*15~DQB1*06:02 haplotipa otezavaju odredivanje primarnog podloznog alela. U
brazilskih pacijenata africkog porijekla s MS HLA-DQB1*06:02 alel u odnosu na HLA-
DRB1*15:01 igra primarnu ulogu za podloznost prema MS (16). Nasuprot tome, u radovima
kod Amerikanaca afri¢ckog porijekla nije utvrdena povezanost HLA-DQB1 alela i MS (12).

U mnogim istrazivanjima je uoceno da je podloznost za MS viSe povezana s genotipovima i
haplotipovima u odnosu na povezanost s pojedina¢nim alelima. Dok je MS povezana s HLA-
DRB15 haplotipom u veéine europskih populacija (17-23), u regiji Mediterana se i drugi HLA-
DRB1~DQB1 haplotipovi povezuju s podloznoséu za MS: DRB1*13:03~DQB1*03-01,
DRB1*0405~DQB1*03-01, DRB1*04~DQB1*03:02 i DRB1*03:01~DQB1*02-01 (22, 24).

Znanstveni doprinos

U Hrvatskoj je do sada provedeno jako malo istrazivanja o utjecaju alela HLA razreda I i Il na
podloznost za MS i to na malom broju uzoraka bolesnika s MS i zdrave kontrolne skupine.
Budué¢i da naSe istraZivanje parova obuhvaca znatno vecu skupinu ispitanika hrvatske
populacije (bolesnika s MS i zdravih osoba) ocekujemo dobivanje statisticki vrijednijih
rezultata. Time ¢emo dobiti i precizniju sliku o povezanosti gena HLA te malih genetickih
varijanti i potvrditi pretpostavke o njihovom utjecaju na podloznost za MS u ispitanoj
populaciji. Znanstveni doprinos ove studije bi dakle bio utvrditi rizi¢ni alel(e) i haplotip(ove)
za pojavu MS kao i prisutnost protektivnih alela u populaciji sjeverozapadne Hrvatske.
Povezanost alela sustava HLA s obolijevanjem potvrdila bi tako uklju¢enost sustava HLA kao

jednog od genetickih ¢imbenika koji doprinose razvoju multiple skleroze.

Ciljevi

1. Analizirati alele i haplotipove HLA razreda | (lokusi HLA-A, -B, -C) te razreda Il (lokusi
HLA-DRBL1, -DQA1 i -DQB1) u kontrolnoj skupini koju ¢ine dobrovoljni darivatelji krvi (DDK)
bez povijesti demijelinizacijskih bolesti s podrucja sjeverozapadne (SZ) Hrvatske.

2. Usporediti dobivene rezultate o ucestalosti alela i haplotipova HLA kod DDK s istrazivanjem
provedenim u Hrvatskoj, sa rezultatima okolnih zemalja te drugih nama povijesno povezanih
zemalja Europe.

3. Analizirati alele i haplotipove HLA razreda | (lokus HLA-A, -B, -C) te razreda Il (lokus HLA-
DRB1, -DQA1 i -DQB1) kod bolesnika s MS s podrucja sjeverozapadne Hrvatske.



4. Usporediti alele i haplotipove HLA izmedu skupine bolesnika s MS i kontrolne skupine, te
odrediti potencijalno podlozne kao i zastitne alele, genotipove i haplotipove HLA za nastanak
MS.

5. Analizirati alele HLA razreda I i I1 u odnosu na dob i spol te po¢etak simptoma MS u skupini
bolesnika s MS i odrediti povezanost izmedu tih varijabli i potencijalno podloznih i zastitnih

alela HLA za MS.

Metode

U svrhu odredivanja gena HLA razreda I i II koristili smo metodu lan¢ane reakcije polimerazom
koja koristi alel-specificne oligonukleotidne pocetnice (primere) za odredene sekvence
pojedinih alela HLA (engl. PCR-SSP, Sequence-Specific Primers). Polazni materijal za metodu
tipizacije HLA je genomska DNA. Izolacija genomske DNA napravljena je pomocu silikatnih
membrana koriste¢i komercijalni kit QIAamp DNA Blood Mini Kit (QIAGEN, Njemacka).
Za HLA tipizaciju uporabljeni su komercijalni HLA-SSP kitovi za nisko i visoko razlucivanje
pojedinih lokusa HLA (HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-DRB1, HLA-DQA1, HLA-DQB1)
(CareDx AB, Svedska).

Umnozene sekvence u obliku PCR-SSP produkta provjeravat ¢e se metodom elektroforeze na
komercijalnom Clearose gelu (AL-Labortechnik, Austrija) uz molekularni biljeg od 100 pb.
Specifi¢nost 1 veli¢inu svakog umnoZenog ulomka provjeravat ¢emo pomocu tablica za
interpretaciju, koje su priloZene uz svaki komercijalni HLA-SSP set ili pomoéu HELMBERG
SCORE Software-a (CareDx AB, Svedska).

Hipoteza
Hipoteza istrazivanja je da odredeni aleli, genotipovi i haplotipovi HLA razreda I i Il doprinose
podloznosti za razvoj MS, dok drugi vrSe zastitnu ulogu od razvoja MS na podrucju

sjeverozapadne Hrvatske.



2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Glavni sustav tkivne podudarnosti

Glavni sustav tkivne podudarnost (engl. Major Histocompatibility Complex, MHC) ¢ine geni
koji kodiraju povrsinske peptide vazne za ste¢eni imunolo$ki odgovor u svih kraljeznjaka Koji
je odgovoran za prepoznavanje i razlikovanje vlastitog od stranog (25).

Funkcija molekula MHC je vezanje peptidnih ulomaka patogena te njihovo predoc¢avanje na
povrsini stanica odgovarajué¢im limfocitima T. Posljedica toga je je gotovo uvijek nepovoljna
za patogene, stanice zarazene virusom su uniStene, makrofazi su aktivirani da bi unistili
bakterije u svojim unutarstani¢nim vezikulama, a limfociti B su aktivirani da bi mogli proizvesti
protutijela koja ¢e odstraniti ili neutralizirati izvanstani¢ne patogene (26).

U ljudi je MHC nazvan sustav HLA (engl. Human Leukocyte Antigens), sustav glavnih antigena
tkivne snosljivosti. Pojam ,,leukocitni* u nazivu proizlazi iz ¢injenice da su prvi put otkriveni

na bijelim krvnim stanicama (27).

2.1.1. Povijest sustava HLA

Povijest sustava HLA zapravo poéinje otkricem antigena tkivne podudarnosti i H-2 kompleksa
u miSeva. Britanski lijjecnik 1 patolog Gorer je 1936. godine otkrio antigen zasluzan za
odbacivanje alogeni¢nog tumorskog presatka kod geneticki identi¢nih miSeva (nazvao ga je
antigen I1) (28). U isto vrijeme u Americi geneti¢ar Snell je takoder istrazivao gene koji su kod
miseva zasluzni za rezistenciju na tumorske presatke i nazvao ih H (engl. Histocompatibility)
geni. Nakon zajednickih pokusa sa serumima protiv antigena II, otkrili su prvi alel na H lokusu
te su lokus nazvali H-2 (29). Snell i suradnici su dalje utvrdili da H-2 lokus kodira antigene koji
uzrokuju brzu i snaznu reakciju odbacivanja, pa su ga nazvali glavni sustav tkivne podudarnosti
(engl. Major Histocompatibility Locus), a otkricem i drugih alela H-2 lokus postaje H-2 sustav
(engl. Major Histocompatibility Complex) (30).

MHC, koji je u ljudi kasnije nazvan sustav leukocitnih antigena, HLA, otkrio je 1952. god.
nobelovac Dausset koji je uocio da serumi osoba koji su vise puta primili transfuziju sadrze
protutijela koja aglutiniraju bijele krvne stanice (31). Dausset je aloantigenima prisutnim na
ljudskim leukocitima dao prvobitno ime MAC u Cast volonterima u njegovim istrazivanjima
(27). Antigen MAC (kasnije HLA-A2) bio je prisutan u otprilike 60 % ispitanika. Za svoje
istrazivanje Dausset je 1980. godine (skupa s Snellom 1 Benacerraftom) dobio Nobelovu

nagradu.



Van Rood i Payne su, svaki za sebe, 1958. godine dokazali leukocitne aglutinine u serumu
trudnica (32, 33). Van Rood je 1962. god. definirao leukocitni antigen 4a/4b (kasnije HLA-
Bw4 i HLA-Bw®6), a dvije godine kasnije Payne, skupa s bra¢nim parom Bodmer, LA1 (kasnije
HLA-A1) te LA2 (kasnije HLA-A2) antigene (34, 35). Nakon njih su uslijedila otkri¢a i drugih
antigena i alela HLA. 1967. godine Ceppellini je uveo pojam haplotip HLA za gensku
informaciju koju nose obadvije kromosomske regije HLA, a Klein je uveo pojam HLA razred
I za A, B i C antigene te HLA razred Il da bi opisao DR, DQ i DP antigene (36). 1974. god.
Zinkernagel i Doherty su u svojim istrazivanjima pokazali da proteini koji su kodirani genima
HLA imaju temeljnu ulogu u stecenoj imunosti prezentirajuci antigene limfocitima T, a Don
Wiley i sur. su 1987. god. strukturalnim studijama pokazali da razli¢iti proteini HLA
predoc¢avaju razli¢ite ulomke antigena (37, 38).

Vezu izmedu razliéitih leukocitnih antigena koji su bili otkriveni, kao i njihov polimorfizam i
nasljedivanje, bilo je teSko dokuciti, pogotovo uzmajuéi u obzir samo rezultate pojedinac¢nh
laboratorija. Stoga su ve¢ rano ustanovljene medunarodne radionice (engl. International
Histocompatibility Workshops, IHWs) gdje su znanstvenici usporedivali reagense, tehnike i
rezultate te raspravljali o novim otkri¢ima (29). Radionice su se pocele odrzavati od 1964.
godine, a prva takva je odrzana na inicijativu britansko-americkog imunologa Amosa (29).
Nedugo nakon tre¢eg IHWs 1968. godine osnovan je Odbor za nazivlje HLA (engl. HLA
Nomenclature Committee) koji je, djeluju¢i jo§ i danas, zaduzen za HLA nazivlje tj.
nomenklaturu (29). Na Slici 1. je vidljivo koliko je u zadnjih 30 godina kontinuirano raslo

otkrivanje novih alela HLA razreda I i 11 u tom iznimno polimorfnom sustavu.
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Slika 1. Otkrivanje alela kroz povijest (preuzeto i prilagodeno prema (39)).



2.1.2. Znacajke sustava HLA

Najvaznije znacajke sustava HLA, koje patogenima otezavaju izbjegavanje imunoloskog
odgovora, su veliki broj razli¢itih gena te njihov veliki polimorfizam. Tako je tom je sustavu
otkriveno vise od 250 razli¢itih gena od kojih oko 40 % ima ulogu povezanu s imunoloskim
sustavom (40). To znac¢i da svaki pojedinac posjeduje skup molekula MHC s velikim rasponom
veznih mjesta za razlicite peptide. Polimorfizam znaci da postoje mnogobrojne varijante unutar
istog gena nazvane alelima te su zbog toga geni MHC najpolimorfniji dosad poznati genski
sustav (26). Prema IPD-IMGT/HLA bazi podataka (39) najpolimorfniji lokus HLA razreda I je
HLA-B s do sada otkrivenih 7967 razli¢itih alela, a slijedi HLA-A s 6766 alela. Medu alelima
HLA razreda Il najpolimorfniji je lokus HLA-DRB1 s otkrivenih 2949 alela, a slijedi HLA-
DQB1 s 1997 alela (Slika 2.).
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Slika 2. Raspodjela alela na lokusima HLA (prema (39)).

Vecina HLA alela je srazmjerno ucestala u populaciji pa je mala Sansa da odgovarajuci genski
lokusi smjesteni na oba homologna kromosoma neke osobe imaju iste alele (26). Zbog toga su
vecina osoba heterozigoti za gene koji kodiraju molekule HLA razreda I i II. Specifi¢na
kombinacija HLA alela nadena na jednom kromosomu se naziva haplotip. Jedna od osobitosti
sustava HLA je i visok stupanj neravnoteze udruZzivanja zbog koje se razliciti aleli dva ili viSe
usko vezanih lokusa HLA javljaju ¢esc¢e u istom haplotipu HLA, nego S$to je to oc¢ekivano na

osnovu njihovih pojedinac¢nih ucestalosti (41, 42).



Geni HLA se nasljeduju kodominantno $to znaci da pojedinac istovremeno na svojim stanicama
izrazava antigene koji potjecu od gena naslijedenih od oba roditelja (43). Nekoliko genetickih
mehanizama pridonosi stvaranju novih alela. Novi aleli nastaju to¢kastim mutacijama te
zamjenom gena kada je tijekom mejoze sekvenca jednog gena zamijenjena sekvencom drugog
gena (26). Kao rezultat svega navedenog tesko je nac¢i dva pojedinca koja nisu u srodstvu, a da

imaju isti skup gena HLA.

2.1.3. Organizacija sustava HLA

Geni HLA su smjesSteni na kra¢em kraku kromosoma 6 na odsjeCku 6p21.3 gdje zauzimaju
podrugje od Cetiri milijuna parova baza, $to ¢ini 0,13 % ljudskog genoma te sadrze 0,5 % (>150)

od 32 000 poznatih gena koji kodiraju proteine (Slika 3.) (44).
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Slika 3. Organizacija gena HLA na kromosomu 6. Prilagodeno prema (44).

Geni sustava HLA podijeljeni su u tri osnovne genske regije (45). Regija HLA razreda I,
smjeStena na telomericnom kraju sustava, sadrzava klasi¢ne i neklasicne gene HLA razreda | .
Skupinu klasi¢nih gena HLA razreda I tvore geni HLA-A, -B i -C, ¢ije molekule HLA odlikuje
velika raznovrsnost i tkivna zastupljenost. Geni HLA-E, -F i -G dio su skupine neklasi¢nih gena
HLA razreda | koji se tako zovu jer, za razliku od klasi¢nih gena HLA razreda I, njihovi
produkti ne sudjeluju u predocavanju peptida limfocitima T. Oni su manje polimorfni i mnogi

od tih gena se sada nazivaju HLA razred Ib (26).
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Slika 4. Detaljni prikaz svih lokusa MHC (HLA). Preuzeto i prilagodeno prema (26).

Regija gena HLA razreda II nalazi se na suprotnom, centromeri¢nom kraju sustava i sadrzava
gene koji kodiraju HLA-DR (DRA, DRB1 i, ovisno o haplotipu, DRB3, DRB4, ili DRB5), HLA-
DQ (DQAL, DQB1) i HLA-DP (DPAL, DPB1) gene (Slika 4.) (45). Tu se nalaze i dva TAP
(engl. Transporter associated with antigen processing) gena koja leze unutar regije gena
razreda Il blizu PSMB8 i PSMB9 (engl. Proteasome 20S Subunit Beta 8, 9) gena, dok gen koji
kodira tapasin (TAPB) lezi na rubu najblize centromeri. (Slika 4.). Genska povezanost s genima
MHC T (¢iji produkti dostavljaju citosolne peptide na povrSinu stanice) s genima za TAP,
tapasin i za proteosome (PSMB i LPM) (¢iji produkti dostavljaju peptide iz citosola u
endoplazmatski retikulum) pokazuju da je cijela regija MHC bila odabrana tijekom evolucije
za obradu antigena te njihovo predocavanje (26). Geni HLA-DMA i -DMB kodiraju podjedinice
HLA-DM molekula koje ubrzavaju vezanje peptida na molekule MHC razreda |1, dok HLA-
DOA i -DOB kodiraju molekule HLA-DO koje imaju regulatornu ulogu u tom procesu (43).

Regija gena HLA razreda III, smjeStena izmedu gena razreda | i 11, sadrzava velik broj gena
razli¢itih funkcija, kao npr. gene koji kodiraju komponente komplementa (C2, C4 i faktor B),
¢imbenike tumorske nekroze (engl. Tumor Necrosis Factor, TNF) TNF o i B, proteine
toplinskog Soka (geni HSPA1A, HSPA1B, HSPALL ) te gene za steroidnu 21-hidroksilazu (45).



Sve stanice s jezgrom nose klasi¢ne molekule HLA razreda I. One su u velikim koli¢inama
izrazene nNa mijeloidnim i limfoidnim stanicama, nesto manje na jetri, plu¢ima i bubrezima, a
najrjede na mozdanim stanicama i mis$i¢ima skeleta (40). Kod ljudi, na povrSini citotrofoblasta
posteljice nema antigena HLA-A i -B premda su se pojavili novi dokazi da bi se antigeni HLA-
C mozda mogli nalaziti na posteljici. No, na posteljici su izrazeni HLA-G antigeni koji se jo§
samo nalaze na epitelu timusa i na monocitima nakon aktivacije s y-interferonom (40). Uloga
HLA-G antigena na posteljici nije do kraja razjasnjena, pretpostavlja se da oni sluze kao
zamjena za alodeterminante koje nose klasi¢ne molekule HLA razreda I ili sudjeluju u
preusmjeravanju potencijalno stetnog Th1 odgovora u Th2 tip odgovora (46).

Molekule HLA razreda Il se nalaze samo na antigen-predo¢nim stanicama (APS) (limfocitima
B, dendritickim stanicama, makrofazima i epitelu timusa). lako su molekule HLA razreda |
izraZene na stanicama s jezgrom, njihova ekspresija se moze povecati interferonimatipa I (INF-
a i INF-B) koji se stvaraju tijekom ranog prirodenog imunolo§kog odgovora na mnoge viruse
(45, 47). INF-y moze povecati ekspresiju molekula HLA razreda Il na APS, a na stanicama
kapilarnog endotela i mnogim drugim epitelnim stanicama potaknuti ekspresiju molekula HLA-

razreda II i povecati koli¢inu molekula HLA razreda I (48).

2.1.4. Organizacija gena i molekula HLA razreda |

2.1.4.1. Geni HLA razreda |

Geni koji kodiraju teski lanac molekule HLA razreda | imaju karakteristi¢nu strukturu u kojoj
su razli¢ite domene proteina kodirane s razli¢itim egzonima (Slika 5.) (43). Na 5' kraju vodeci
egzon kodira kratki signalni peptid koji olakSava umetanje a lanca u endoplazmatski retikulum
(engl. Endoplasmic Reticulum, ER) i koji se uklanja proteolitickim enzimima prije nego §to je
molekula izrazena na povrsini stanice. Nakon toga slijede tri izvanstani¢ne domene (al, a2, a3)
kodirane egzonima 2, 3 i 4. Transmembranski dio peptida je kodiran egzonom 5, citoplazmatski
kraj s egzonom 6 i 7, a 3’ netranslacijski kraj s egzonom 8 (49).

Egzor 1 2 3 4 5 6 7 8
o 1
5’ — — i —— 3
L |
tei ka 1
ner L al a2 a3 ™™™ YT

Slika 5. Organizacija gena HLA razreda I. Kratice: L - vode¢i slijed, al - domena al, o2-
domena 02, a3 - domena a3, TM - transmembranska regija; CYT - citoplazmatska regija.

Preuzeto i prilagodeno prema (49).



2.1.4.2. Organizacija molekula HLA razreda |

Molekule HLA I razreda su gradene od dva nekovalentno vezana polipeptidna lanca: teskog o
lanca od 45 kilodaltona (kDa) i lakog lanca B.- mikroglobulina od 12 kDa (Slika 6.) (43). Teski
a lanac graden od 350 aminokiselina, kodiran je genima MHC i sastoji se od tri dijela: karboksi-
terminalnog citoplazmatskog, kratkog hidrofobnog transmembranskog i izvanstani¢nog s tri
domene al, a2 i a3. Amino-terminalni al i a2 segment a lanca stvaraju platformu od osam
antiparalelnih B nabora razapetih izmedu dvije duge paralelne a-zavojnice. Takva struktura ¢ini

pukotinu s dugim o spiralnim naborom sa strane te  plo¢om na dnu (50).

KLASA | MHC Pukotina za pept,d
/ vezanje peptida \

Transmembranska
egija

B2-
mikroglobulin

Disulfidna veza-----

Ig domena

Abbas, Molecular & Cellular immunology, 7 Ed, 2012

Slika 6. Shematska grada molekule HLA razreda I. Preuzeto i prilagodeno prema (45).

Ova pukotina za vezivanje peptida je smjeStena na povrsini molekule HLA razreda I i moze
vezati peptide veli¢ine od 8 do 10 aminokiselina koji ¢e biti predoCeni limfocitima T te je
upravo ona odgovorna za veliki polimorfizam molekula HLA razreda | (49). Geni za 2
mikroglobulin smjesteni su na kromosomu 15. 2 mikroglobulin ne sadrzi transmembransku
regiju i nekovalentno je vezan za a lanac molekule HLA razreda I. B2 mikroglobulin i a3
domena su strukturno sli¢ni konstantnoj regiji imunoglobulina. a3 domene sadrze sekvence
koje reagiraju snazno s CDS8 povrsinskim molekulama nadenim na citotoksi¢nim limfocitima T
(51). Potpuno sastavljena molekula HLA razreda | je trimer koji se sastoji od a lanca, 2
mikroglobulina te vezanog peptida i za stabilnu ekspresiju molekule potrebna je prisutnost sve

tri komponente kompleksa (45).
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2.1.5. Grada gena i molekula HLA razreda Il

2.1.5.1. Organizacija gena HLA razreda Il

Molekule HLA razreda Il su heterodimeri sastavljeni od a i B lanca. Organizacija gena HLA
razreda II je sli¢na organizaciji gena razreda | te su razlic¢ite domene proteina kodirane s
razli¢itim egzonima (Slika 7.) (49). Geni a i B lanca imaju sli¢nu strukturu: egzon 1 kodira
vodeci protein, a egzoni 2 i 3 odreduju dvije izvanstani¢éne domene. Kod gena 3 lanca, egzon 4
odreduje transmembransku domenu, a egzon 5 citoplazmatski kraj. Kod a lanca,

transmembranski i citoplazmatski kraj je kodiran egzonom 4 (52).

1 2 3 4
Egzon .
N y
I a-lanac
| S |
Proteinska L al a2 T™/CIT
domena
Egzon
= 1 2 3 4 5 6 =]
5 | ' . I I 3" | B-lanac
Proteinska i 1 ]
domena L B1 B2 ™ CIT o

Slika 7. Organizacija gena HLA razreda Il. Kratice: L- vode¢i slijed; al - domena al; o2 -
domena a2; Bl - domena B1; B2 - domena B2; TM - transmembranska regija; CIT -

citoplazmatska regija. Preuzeto i prilagodeno prema (49).

2.1.5.2. Grada molekula HLA razreda I1

Molekule HLA razreda II se sastoje od dva razli¢ita polipeptidna lanca, o lanca od 33 kDa i
drugog B lanca od 28 kDa koji su povezani nekovalentnim vezama (Slika 8.) (53). Kao i kod
molekula HLA razreda I, molekule razreda II su membranski vezani glikoproteini koji sadrze
vanjsku domenu, transmembanski dio i citoplazmatski sidreni dio. Svaki lanac molekule HLA
razreda Il sadrzi dvije vanjske domene: al 1 02 na jednom, a B1 1 B2 domene na drugom lancu.
a2 i B2 domene imaju imunoglobulinima sliénu strukturu te pripadaju imunoglobulinskoj
superporodici. al i f1 domene formiraju pukotinu za vezivanje peptida. Kao i kod razreda I,
pukotina za vezivanje peptida se sastoji od baze koju ¢ini 8 usporednih f linija i stranice koje
¢ine a zavojnice. Budu¢i da su krajevi pukotine koja veZe peptid u molekuli HLA razreda II

otvoreni, u njega se mogu smjestiti i peptidi ve¢i od 30 aminokiselina (54).
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Abbas, Molecular & Cellular Immunology, 7t Ed, 2012

Slika 8. Shematska grada molekule HLA razreda Il. Preuzeto i prilagodeno prema (45).

2.1.6. Preradivanje i predo¢avanje antigena molekulama HLA razreda |

Molekule HLA razreda I vezu peptide i predoc¢uju ih CD8" limfocitima T (40). Peptidi nastaju
od bjelancevina mikroba (najée$¢e virusa) koji se repliciraju i prezivljavaju u citosolu,
izvanstani¢nih bakterija koje ubacuju bjelancevine u citosol, bjelancevina oStecenih u
stanicnom stresu ili pogresno Sintetiziranih te starijih bjelancevina koji su na kraju svog
stani¢nog ciklusa (55). Bjelancevine razgraduju veliki enzimski kompleksi proteosomi u
peptide koji se nakon toga prenose iz citosola u ER pomocu dimerne prijenosne bjelancevine
nazvane TAP (Slika 9.) (56). Na luminalnoj strani membrane ER bjelancevina tapasin pomaze
vezanju TAP bjelancevine s molekulom HLA razreda I. Nakon §to aminopeptidaza ERAP
(engl. ER - resident aminopeptidase) zavrsno skrati polipeptid na prikladnu veli¢inu, on ulazi
u pukotinu molekule HLA razreda | koja gubi afinitet za tapasin te se kompleks molekule HLA
razreda | i peptida kroz Golgijev aparat prenosi u egzocitotskom mjehuri¢u na povrsinu stanice
gdje ¢e biti prepoznata od T- stani¢nih receptora (engl. T Cell Receptor, TCR) specifi¢nih CD8*
limfocita T (57).
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Slika 9. Put predo¢avanja unutarstani¢nih proteina degradiranih u lizosomima molekulama

a Ianac HLA
razreda |

HLA razreda I. Preuzeto i prilogodeno prema (45).

2.1.7. Preradivanje i predo¢avanje antigena molekulama HLA razreda Il

Veéina peptida povezanih s molekulama HLA razreda Il nastala su od bjelanc¢evinskih antigena
razgradenih u endosomima i lizosomima antigen-predo¢nih stanica. Bjelancevine koji se na
takav nacin unose u stanicu su: izvanstanicni proteini uhvac¢eni pomocu endocitoze, pinocitoze
I fagocitoze; bjelancevine na povrsini stanica te unutarstani¢ne bjelancevine ukljucene u

autofagosome tijekom rutinskog procesa autofagocitoze (55) (Slika 10.).

Bjelancevinski antigen \
,, L

y"‘\
Endociticna HLA-DM )
vezikula {
Egzocitiéna "\
' ~—/ vezikula

CDa+
pomocnicke
T stanice

)

Slika 10. Predo¢avanje molekulama HLA razreda II. Preuzeto i prilagodeno prema (45).

Unesene bjelancevine enzimski se razgraduju u kasnim lizosomima i endosomima kako bi se

stvorili peptidi koji se se mogu vezati u pukotine na molekulama HLA razreda Il (45). Molekule
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HLA razreda Il su sintetizirane u ER i povezane s nepromjenjivim lancem (li) koji stabilizira
molekulu HLA razreda Il i sprjeava vezanje peptida unutar ER. Kompleks molekule HLA 1 Ii
lanca se usmjerava u Golgijev aparat, a zatim i u kasne endosome Kkoji se nazivaju MIIC
odjeljak (engl. MHC Class Il Compartment). Tamo se trimerni li lanac cijepa pomocu
katepsina, ostavljaju¢i peptid CLIP (engl. Class Il-Associated Invariant Peptide) koji je
povezan s molekulom razreda Il u peptid-vezujuéoj puktini (58). CLIP se zamjenjuje s visoko
afinitetnim antigenim peptidom pomoc¢u molekule HLA-DM koja je takoder kodirana unutar
MHC i ima strukturu slicnu molekulama HLA razreda II. HLA-DM nisu polimorfne i ne
izrazavaju se na povrsSini stanica nego djeluju kao peptidni izmjenjivaci, ubrzavajuci
odstranjivanje CLIP-a i zamjenu s peptidom antigena koji ima veci afinitet. Nakon §to su
molekule HLA razreda II stabilizirane peptidima koje su vezale, dostavljaju se na povr$inu APC

gdje su predocene CD4" limfocitima T (59).

2.1.8. T- stani¢no prepoznavanje kompleksa molekule HLA i peptida

Specifi¢no prepoznavanje kompleksa molekule HLA i peptida je posredovano oy TCR na CD8*
limfocitima T koji vezu molekule HLA razreda I t¢ TCR na CD4" limfocitima T koji vezu
molekule HLA razreda Il. Vec¢ina limfocita T prepoznaje peptide, ali ne i druge molekule jer se
peptidi vezu za molekule HLA. Stanice T prepoznaju linearne peptide jer se konformacijske

determinante bjelancevinskih antigena gube tijekom stvaranja tih peptida (45).

aminoki==lina
peptida
kontaktu =3 T

T-stanicni receptor
standooim |

amino kiz=lin=ki -::q:»
meal=kouls HLA

|
SidiriSna - b I i
aminokiselina "-._. _J '-.,..f";\\?i_‘.-__‘ Diepu

PEpTEE ll"'-. HLA ,u"lr E.-'"- HLA

Slika 11. Model T-stani¢nog prepoznavanja kompleksa molekule HLA i peptida. Preuzeto i
prilagodeno prema (45).
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Kod vec¢ine molekula HLA B nabori na dnu pukotine sadrzavaju dzepove u koje se umecu
aminokiselinski ostaci peptida, a druge peptidne aminokiseline mogu sadrzavati postrani¢ne
lance koji se vezu u specifi¢ne dZzepove molekule HLA i nazivaju se sidri$nim aminokiselinama
(Slika 11.) (45). Svaki peptid ima jednu do dvije takve sidrisne aminokiseline i to vjerojatno
povecava veéu varijabilnost ostalih aminokiselinskih ostataka koje zapravo prepoznaju
specifi¢ni limfociti T (40).

Budu¢i da su molekule HLA vrlo polimorfne, razlike u molekulama HLA medu razli¢itim
osobama utjecu na vezivanje peptida kao i na prepoznavanje stanicama T. [zmedu velikog broja
razli¢itih molekula HLA, pojedinacni limfocit T moze prepoznati specificni peptid koji
predocuje samo jedna molekula HLA. Tu pojavu nazivamo spregnuto prepoznavanje ili
spregnutost na molekule HLA (43). TCR prepoznaje nekoliko struktura: dio peptida koji strsi
iz otvorenog gornjeg dijela pukotine molekule HLA te polimorfne aminokiselinske ostatke
molekule HLA (Slika 11.). Peptid je odgovoran za finu specifi¢nost prepoznavanja antigena,
dok su polimorfni aminokiselinski ostaci molekula HLA odgovorni za spregnuto prepoznavanje
(26).

2.1.9. Nazivlje sustava HLA

Ve u pocecima istrazivanja je uoc¢eno da su geni koji kodiraju HLA molekule vrlo polimorfni
i da postoji potreba za sistematizacijom nazivlja (60). Za imenovanje novih gena odnosno alela
osnovan je Odbor za imenovanje Svjetske zdravstvene organizacije WHO (engl. HLA
Nomenclature Committee). Odbor se prvi put sastao 1968. godine i uspostavio Kriterije za
redovite sastanke. Do sada je izdano 19 izvjesca u kojima su dokumentirani antigeni, geni i aleli
HLA (60).

Nazivlje sustava HLA se definira prema metodama koje se upotrebljavaju. Antigeni HLA,
utvrdeni seroloskim metodama oznacavaju se nazivom genskog lokusa (npr. HLA-A, HLA-
DR), zatim slijedi broj¢ana oznaka antigena (npr., HLA-A1, HLA-DR1). U nazivlju za C lokus
se nalazi i slovo “w” (npr. HLA-Cwl, HLA-Cw2) da bi se razlikovao od komponenti
komplementa (49).

Svaki naziv alela HLA ima jedinstveni broj koji se sastoji do cetiri skupa znamenki odvojenih
dvotockom (Tablica 1.) (39). Nomenklatura za alele HLA razlikuje se prema razredu. Za alele
HLA razreda | oznaka HLA-A, HLA-B, i HLA-C se upotrebljava da se oznace genski lokusi.
Zvjezdica (*) znaci da je odredivanje provedeno molekularnom metodom na razini DNA (npr.

HLA-A*), a nakon toga slijede 2 do 8 znamenki: prve dvije znamenke predstavljaju pojedini
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gen odnosno alelnu skupinu, (npr. HLA-A*02). Trecéa i ¢etvrta znamenka se 0dnose na specifi¢ni
alel (npr. HLA-A*02:01). Peta i Sesta znamenka opisuju alelne varijacije, a sedma i osma
predstavljaju varijacije u intronima (49).

Nazivlje za alele razreda Il nije potpuno isto kao i za alele HLA razreda I. Nakon oznake HLA
1 genskog lokusa, slovo “A” ili “B” predstavljaju polimorfni a i  lanac (npr. HLA-DQA, HLA-
DRB, HLA-DPB). Budu¢i da neki lokusi imaju nekoliko gena za o i B lanac, svaki lokus se
oznacava pripadaju¢im brojem (npr. HLA-DQB1). Slijedi 4 do 8 znamenki nakon (*) (npr.
HLA-DQB1*03:01) s istim zna¢enjem kao i kod HLA razreda | (49).

Pored jedinstvenog broja, postoje dodatni sufiksi koji se mogu dodati alelu kako bi oznacili da
li je izrazen ili ne. Aleli za koje se pokazalo da nisu izrazeni - "null™ aleli - dobili su sufiks 'N'.
Aleli za koje se pokazalo da su alternativno izrazeni mogu imati sufiks 'L', 'S', 'C', 'A" ili 'Q":
aleli s niskom ekspresijom (L), topivi aleli (S), aleli koji se mogu nac¢i u citoplazmi (C), oni s

upitnom ekspresijom (Q) ili pak aleli s aberantnom ekspresijom (A) (Tablica 1.) (39).

Tablica 1. Nazivlje HLA sustava. Prevedeno prema (39).

Nazivlje HLA sustava

HLA HLA regija i prefiks za gene HLA

HLA-DRB1 pojedinacni HLA lokus npr. DRB1

HLA-DRB1*13 Grupa alela koja kodira DR13 antigen ili sekvenca homologna
drugim DRB1*13 alelima

HLA-DRB1*13:01 Specifiéni alel HLA

HLA-DRB1*13:01:02 Alel koji se razlikuje od DRB1*13:01:01 alela po istozna¢noj
mutaciji

HLA-DRB1*13:01:01:02 | Alel koji sadrzi mutaciju izvan kodirajuée regije
DRB1*13:01:01:01

HLA-A*24:09N ,Null“ alel - alel koji nema ekspresiju

HLA-A*30:14L Alel koji kodira protein sa znac¢ajno niskom ekspresijom na
povrsini stanice

HLA-A*24:02:01:02L Alel koji kodira protein sa znac¢ajno niskom ekspresijom na
povr$ini stanice, pri ¢emu je mutacija izvan kodirajuce regije

HLA-B*44:02:01:02S Alel koji kodira protein koji je izrazen samo kao topiva
molekula

HLA-A*32:11Q Alel ¢ija mutacija od prije dokazano ima znacajan utjecaj na

ekspresiju na povrsini stanice, te je njegova ekspresija upitna
(engl. Questionable)
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2.2. Multipla skleroza

2.2.1. Uvod

Multipla skleroza (MS) je najces¢a netraumatska kroni¢na upalna bolest srediSnjeg zivéanog
sustavu (SZS) koja pogada mladu odraslu populaciju (61). Kod Zena je uéestalost tri puta ve¢a
nego kod muskaraca, kod postavljanja dijagnoze medijan dobi je 30 godina, a otprilike 5 %
pacijenata je ispod 19 i isto toliko preko 50 godina (62, 63). MS je slozena bolest i pretpostavlja
se da genski Cimbenici skupa s okolisnim, doprinose etiopatogenezi ove kompleksne i
heterogene bolesti, iako potpuna uzro¢no posljedi¢na veza nije do kraja razjasnjena (64).

MS je povijesno klasificirana kao autoimuna bolest posredovana limfocitima T. Medutim,
uspjeSnost terapije usmjerene na limfocite B mijenja ustaljenu dogmu o T-limfocitima
posredovanoj autoimunosti. Pretpostavlja se da je autoimuna patogeneza bolesti obiljezena
migracijom perifernih T i B limfocita u SZS gdje reagiraju na jedan ili vise nepoznatih
mijelinskih ili neuronskih antigena uzrokuju¢i upalu koja uzrokuje demijelinizaciju, gubitak
aksona i kraj neuronalne dehidracije (65). Tradicionalno se smatra boles¢u s dva stadija: ostra
upala odgovorna za relapsno—remitirajuci oblik te odgodena neurodegeneracija koja uzrokuje

nerelapsirajucu progresiju kao npr. u sekundarno i primarno-progresivnoj MS (66).

2.2.2. Etiologija MS

lako toc¢an uzrok MS nije poznat, obzervacijska istrazivanja su pokazala da okoli$ni ¢imbenici
igraju znacajnu ulogu u patogenezi MS ukljucujuéi izlaganje ultraljubicastom B zraCenju,
smanjenu koli¢inu vitamina D u plazmi, infekcije, posebno Epstein—Barr virusnu infekciju,
prekomjernu tjelesnu tezinu, pusenje te povecan unos soli (67).

Od okolisnih ¢imbenika jo§ se spominju i zemljopisna $irina - prevalencija i incidencija rastu s
vecom zemljopisnom S$irinom koja se odnosi na sezonske izmjene izloZenosti suncu, a time i
vitaminu D (68). Migracijska istrazivanja su takoder pokazala da utjecaj okolisa doprinosi
moguc¢em nastanku MS. Rizik za MS je veéi u odraslih osoba nakon preseljenja iz podrucja s
niskim rizikom u zemlju s visokim rizikom za nastanak MS, a jo$ je veci kod njihovog
potomstva ako od pocetka zive u zemlji s visokim rizikom za MS (69).

Istrazivanja su pokazala da i dob preseljenja utjeCe na rizik od MS. Doseljenici koji su se
preselili prije punoljetnosti stekli su rizik svoje nove domovine, dok oni koji se presele u

odrasloj dobi zadrzavaju rizik zemlje prije preseljenja (70).
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Munger i sur. su pokazali da veéi unos vitamina D (oko 700 U dnevno) za 33 % smanjuje
incidenciju MS u usporedbi s nizim unosom vitamina D. Takoder su i visoke vrijednosti 25-
hidroksivitamina D u krvi povezane sa smanjenim rizikom i kasnijim po¢etkom bolesti (71).
Simptomatska EBV infekcija (infektivna mononukleoza) udvostrucuje $ansu za razvoj MS
(72). U studiji Ascheri-ja i sur. gotovo svi pacijenti s MS (> 99 %) su imali infekciju s EBV u
usporedbi s kontrolnom skupinom, a relativni rizik za MS u EBV negativnih pacijenata bio je
jako nizak (OR, 0,06; 95 %CI, 0,03-0,13) (73). Koli¢ina anti-EBV protutijela takoder ima
znacajnu ulogu u nastanku MS, pacijenti s veé¢im titrom protutijela imaju i veci rizik za nastanak
MS (74). | neki drugi virusi se spominju u patogenezi MS, ali za niti jedan povezanost s
nastankom MS nije do kraja razja$njena. Neki mogu djelovati kroz molekularnu mimikriju, dok
drugi mogu interferirati s mehanizmom koji normalno ograni¢ava autoreaktivne stanice T (75,
76).

Debljina i pusenje se takoder dovode u vezu s ve¢im rizikom od MS. Pusenje povecava rizik za
otprilike 50 %, te moze objasniti za 40 % povecéanje incidencije obolijevanja u zena nakon
Drugog svjetskog rata (77). Istrazivanja su pokazala da su organska otapala i pusenje duhana,
za razliku od zvakanja, povezana s nastankom MS uspostavljaju¢i hipotezu da ti agensi
uzrokuju post-translacijsku modifikaciju kroz predo¢avanje antigena u plu¢ima (77).

Nekoliko studija je pokazalo da pretilost u ranom djetinjstvu i pubertetu poveéava podloznost
za MS kod zena. U Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama te u Svedskoj su autori doli do
zakljucka da osobe koje imaju indeks tjelesne mase (ITM) > 30 kg/m? u dobi od 18-20 godina
imaju 2,25 puta veci rizik za razvoj MS u usporedbi s osobama koje imaju normalan ITM (78—
80). Bioloski mehanizmi koji povezuju pretilost i MS su nepoznati, medutim nekoliko hipoteza
je predlozeno. Pretilost obiljezava kroni¢na blaga upala, a kod pretilosti u pubertetu, visoka
koncentracija C-reaktivnog proteina, interleukina-6 te leptin podrzavaju proupalno stanje (81).
Jo§ jedna hipoteza govori o sniZenim koncentracijama cirkulirajuéeg vitamina D koja se ¢esto
uocava kod pretilih 0soba, a koja takoder moze dovesti do povecane podloznosti za MS (82).

I vrsta prehrane utjece na rizik od pojave MS. Mateljan i sur. proucavajuéi incidencije i
prevalencije MS u Hrvatskoj, uocili su da je incidencija u kontinentalnoj Hrvatskoj veca nego
u mediteranskoj Hrvatskoj. Iznijeli su pretpostavku da mediteranska dijeta koja je obiljezena
veéim konzumiranjem povréa, voca i ribe te maslinovog ulja povoljno utjeCe na smanjenje
rizika od MS. Oleokantal, fenolni sastojak ekstra djevicanskog maslinova ulja povoljno djeluje

inhibicijom ciklooksigenaznih enzima COX-1 i COX-2 koji pridonose demijelinizaciji (83).
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O genskoj podlozi govori ¢injenica da jedan od osam bolesnika s MS ima obiteljsku povijest
MS (84). Sadovnick i sur. su pokazali da osobe kojima ili roditelji ili brac¢a ili sestre imaju MS
imaju 3-5 % veci rizik od nastanka MS u usporedbi s 0,1 % u op¢oj populaciji, dok su Hansen
i sur. opisali pojavu MS kod jednojajc¢anih blizanaca u 20-39 % slucajeva (85, 86). Genske
varijacije u regiji HLA na kromosomu 6 pokazale su najjac¢i geneticki utjecaj na razvoj MS, a
povezanost se dogada kroz slozeno medudjelovanje izmedu gena koji povecavaju ili smanjuju
rizik za obolijevanje od MS (87). GWAS studije su identificirale viSe od 200 genskih varijanti
koji povecavaju rizik od MS, medu njima je najznacajniji HLA-DRB1*15:01. Vec¢ina podloznih

alela su povezana s genima koji sudjeluju u imunoloskom putu (8).

2.2.3. Epidemiologija MS
MS je bolest koja je rasprostranjena $irom svijeta, medutim, podaci o incidenciji i prevalenciji
se razlikuju izmedu regija i populacija (Slika 12.). Prevalencija bolesti je u porastu kako u

razvijenim tako i u zemljama u razvoju (66).

Prevalencija MS
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Slika 12. Prevalencija MS u svijetu. Preuzeto iz (88) (https://www.atlasofms.org )

Globalna prevalencija MS je 36 na 100,000 ljudi te se iz toga pretpostavlja da je na svijetu u
2020. godine 2,8 milijuna ljudi bolovalo od MS (89). Rezultati meta-analiza pokazuju da se
incidencija MS s vremenom povecava te je 2013. godine taj broj iznosio 2,3 milijuna oboljelih
od MS. Povecanje se najvise odnosi na povecanje incidencije prvenstveno kod zena (35-37).

Prevalencija MS varira ovisno o zemljopisnoj §irini, etni¢kim grupama te rasi (90, 91). Velik
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broj studija pokazao je da prevalencija raste kako se udaljavamo od ekvatora prema zapadu ili
jugu. Dijelovi Azije, Afrike i Juzne Amerike koji leze na ekvatoru imaju najnizu prevalenciju

MS, dok Kanada i Skotska imaju najvecéu (Slika 13.).

Prevalencija MS u odnosu na geografsku sirinu
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Slika 13. Prevalencija MS u odnosu na zemljopisnu $irinu (preuzeto iz (91)

Pretpostavlja se, kako je ve¢ receno, da ljudi koji Zive na veéim geografskim Sirinama mogu
primiti manju koli¢inu sunevog zracenja te zbog toga imaju manje koli¢ine vitamina D (91).
To su potvrdile studije iz Australije, Novog Zelanda, Japana, Europe i Sjeverne Amerike, dok
je u istrazivanjima u mediteranskoj Europi medu stanovnicima Sardinije, narodom Parsi u Indiji
i kod Palestinaca nadena veca prevalencija, a u zapadnoj Skandinaviji medu Sammi narodom u
Finskoj, Norveskoj 1 §Vedsk0j, Kineza, Japanaca, Afroamerikanaca te Maora na Novom
Zelandu, manja prevalencija nego $to bi se o¢ekivalo u odnosu na zemljopisnu $irinu (90, 92—
99). Pregledni ¢lanci iz 2003., 2008. i 2010. godine su takoder dali suprotne zakljucke.
Zivadinov i sur. su 2003. godine te Koch-Henriksen i Sgrensen 2010. godine dosli do zakljucka
da ne postoji povezanost izmedu incidencije i geografske $irine, dok Alonso i Herman 2008.
godine uocavaju statisticki znacajnu razliku izmedu incidencije i zemljopisne Sirine (68, 100,

101).
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U velikoj meta-analizi 2011. godine Simpson i sur. obraduju 650 podataka o prevalencijama
analiziraju¢i 1 prethodne meta-analize, razloge razlicitih zakljuaka o povezanosti te donose
zakljucak da ipak postoji statisticki znacajna povezanost izmedu incidencije 1 prevalencije MS
1 geografske Sirine dok Rosati i1 sur. ukazuju da osim geografske Sirine i razlicite rasne i etnicke

osobine utjecu na pojavu MS u nekoj regiji (90, 102).

2.2.3.1. Prevalencija MS u Europi

Europa se smatra regijom s visokom prevalencijom MS u kojoj zivi ne$to vise od polovice svih
bolesnika koji boluju od MS (103). Najvecu prevalenciju imaju zapadni dijelovi Velike
Britanije te skandinavske zemlje te ona opada $to se priblizavamo jugu Europe (Slika 14.) (103).

Slika 14. Prevalencija MS u Europi (preuzeto iz (103))

U ltaliji se prevalencija MS krece od 15,78 na 100,000 stanovnika do 197,8 na 100,000
stanovnika s najve¢ima varijacijama prevalencije na Siciliji (104, 105). Na Sardiniji je
zabiljezena najveca prevalencija u odnosu na ostatak Italije koja je bila iznad 100 na 100,000
stanovnika (106, 107). Sto se ti¢e Britanskih otoka, prevalencija se kre¢e od 96/100,000 na
otocima Guernsey i Jersey pa do 200/100,000 stanovnika u Skotskoj i Sjevernoj Irskoj (108—
110). Najveca prevalencija MS (preko 200/100,000) u zemljama nordijske regije je zabiljezena

u zapadnom dijelu Finske te sjevernim seoskim podrudjima Svedske (111, 112). Novija
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istrazivanja iz Norveske, Danske i Svedske govore o prevalenciji 150/100,000 (113-115). Na
Pirenejskom poluotoku najranije studije iz 1980. godine su ukazivale na prevalenciju
15/100,000 na Kanarskim otocima te u Spanjolskom gradu Valenciji, medutim prevalencija je
rasla tijekom godina te je u istrazivanjima iz 2003. i 2007. godine iznosila 72 i 77 na 100,000
stanovnika (116-119). U Belgiji je prevalencija 80/100,000 dok je prosje¢na prevalencija u
Francuskoj 94,7/100,000 stanovnika (92, 120). Prevalencija MS u zemljama sredisnje Europe
(Svicarska, Njemacka, Austrija i Madarska) se kreée od 62/100,000 u Madarskoj do
128/100,000 u Njemackoj (121-125). U zemljama juzne Europe prevalencija se krece od
20/100,000 u Rumunjskoj, 39/100,000 u Bugarskoj dok je u Grckoj prevalencija porasla s
38,9/100,000 prema istrazivanju Piperidou iz 2003. god. na 120/100,00 kako navodi
istrazivanje iz 2008. godine (126-128). U susjednoj Bosni i Hercegovini prevalencija iznosi 27
i 30.9/100,000 stanovnika (129, 130) dok je zajednicko istrazivanje obiteljskog oblika MS iz
2006. provedeno u Hrvatskoj (Gorski Kotar) i susjednoj pokrajini Kocevje u Sloveniji pokazalo
prevalenciju od 151,9 na 100,000 stanovnika (131).

2.2.3.2. Prevalencija u Hrvatskoj

Podaci o prevalenciji MS u Hrvatskoj se baziraju na nekoliko manjih studija provedenih od
1991. do 2002. godine koje su pobrojali Materljan i suradnici i u kojima se uocava da je
raspodjela MS heterogena s najve¢om prevalencijom u regiji Gorskog kotara 122,4/100,000
(132) (Slika 15.).
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Slika 15. Prevalencija MS u Hrvatskoj od 1991.-2000. Preuzeto i prilagodeno prema (132).
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U Osjecko-Baranjskoj Zupaniji je prevalencija iznosila 49,9/100,00 stanovnika, u Varazdinskoj
Zupaniji 29,4/100,000, na sjevernojadranskim otocima 48/100,000, u Lici 30,6/100,000, u Istri
53,3/100,000 te u Dubrovacko- neretvanska zupanija 24,5/100,000 stanovnika (133-136).

Benjak 1 sur. su 2018. godine proveli istrazivanje MS u Hrvatskoj analiziraju¢i podatke iz
nacionalnih registara pacijenata (Centralni zdravstveni informacijski sustav Republike
Hrvatske, podaci Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo te Saveza drustava multiple skleroze
Hrvatske) (137). Oni su utvrdili da je ukupna prevalencija MS u Hrvatskoj 143,8 na 100,000

ljudi §to ¢ini Hrvatsku zemljom s visokom prevalencijom.

2.2.3.3. Povezanost MS sa spolom

Sto se ti¢e razdiobe prema spolu, u veéini studija u Europi je uéestalost ve¢a u Zena s omjerom
3:1 (2). U studiji provedenoj u Hrvatskoj Benjak i sur. su 2018. godine, medu 6160 pacijenata
koji boluju od MS, nasli da je 72 % bilo zena (omjer zene/muskaraci 2,49) (137).

2.2.4. Imunopatogeneza MS

Sastav plakova, odgovor na terapiju i zivotinjski model eksperimentalnog alergijskog
encefalitisa (engl. Experimental Allergic Encephalomyelitis, EAE) ukazuju da je klju¢ni
dogadaj u patogenezi MS aktivacija autoreaktivnih mijelin specifi¢nih CD4" limfocita T (138).
Nije poznat uzrok aktivacije autoreaktivnih limfocita T. Pretpostavlja se da su mijelinski
bazi¢ni protein (MBP), mijelinski oligodendrocitni glikoprotein (engl. Myelin Oligodendrocyte
Glycoprotein, MOG) i proteolipidni protein glavni antigeni na koje su usmjereni autoreaktivni
CD4" limfociti T (3).

Pomo¢nic¢ki limfociti T tipa 1 (Thl) i tipa 17 (Th17) CD4" stanica T imaju glavnu ulogu na
molekularnom nivou kao geni kandidati za razvoj MS zahvaljujuci polimorfizmu gena koji
kodiraju kljuéne regulatorne molekule NF-kB (nuklearni ¢imbenika kapa-B) signalnog puta
(139).

Aktivirani autoreaktivni limfociti T izraZzavaju na svojoj povrsini adhezivne molekule koje im
omogucuju vezanje na endotelno-mozdanu barijeru (engl. Endothelium-Brain Barrier, EBB)
(Slika 16.) (140). U isto vrijeme aktivirani limfociti T proizvode enzime matriks
metaloproteinaze (MMP) koji uzrokuju otvore u EBB, ometajuci polupropusnost i posljedi¢no
omogucavaju aktivaciju limfocita T u mozdanom parenhimu (141). Mikroglije u SZS

predocavaju mijelinski bazicni protein (MBP) aktiviranim limfocitima T koji uslijed
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reaktivacije otpustaju proupalne citokine koji pridonose daljnjom pogorSanju polupropusnosti

EBB i nastanku upalnih lezija (142).
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Slika 16. Imunopatogeneza MS. Preuzeto i prilagodeno prema (141).

lako se HSV-6, virus herpes zostera, John Cunningham virus (JCV), Mycoplasma pneumoniae
i Chlamydia pneumoniae dovode u vezu s MS, EBV se ipak najées¢e spominje (143) kako je
ve¢ opisano u pod-poglavlju 2.2.2. Analiza imunolos§kog odgovora pokazala je prisutnost
limfocita T koji pokazuju specifi¢nost za MBP kao i za EBV jezgreni antigen 1 (engl. EBV
nuclear antigen 1, EBVNAL) (144). Lang i sur. su pokazali da T stani¢ni receptor kod
pacijenata s MS prepoznaje molekulu HLA-DR15 (u kojoj je B lanac kodiran alelom HLA-
DRB1*15:01) koja prezentira MBP kao i molekulu HLA-DR52 (u kojoj je B lanac kodiran
alelom HLA-DRB5*01:01) koja prezentira peptid EBV (145). Odredivanje kristalne strukture
ova dva kompleksa molekula HLA i virusnih peptida je otkrilo sli¢nu strukturu povrSine koja
se prezentira. Ovo pruza dokaz da je jedan od uzroka nastanka imunoloskog odgovora
mimikrija koja ukljuéuje molekule HLA. Pomo¢nicki limfociti T izolirani iz SZS pacijenta s
MS su bili u stanju prepoznati vlastite stanice B promijenjene Epstein-Barr virusom (146).

Paroni i sur. su pokazali da se Th1/Th17 sredi$nje memorijske stanice koje uobic¢ajeno migriraju
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putem kimokinskog gradijenta u SZS nalaze u poveéanoj koncentraciji u perifernoj krvi (147).
Ove stanice snazno reagiraju protiv antigena JCV ili autoantigena mijelinskog podrijetla. Za
pretpostaviti je da TCR autoreaktivih limfocita dijeli sli¢an afinitet za MBP i peptid mikroba
zbog koje se dogada krizna reaktivnost. Medutim, afinitet autoreaktivnih TCR je nizi za
mikrobne antigene nego za MBP (148). Pretpostavlja se da nakon pocetne aktivacije na
mikrobne antigene, autoreaktivni limfociti T s niskoafinitetnim TCR te posljedi¢no upala u
SZS, ostecenje potaknuto interferonom-y (IFN-y), interleukinom-17 (IL-17) i faktorom
stimulacije  kolonije granulocita-makrofaga (engl. Granulocyte-Macrophage Colony-
Stimulating Factor, GM-CSF) vode nakupljanju klonova autoreaktivnih limfocita T s ve¢im
afinitetom za vlastite antigene (149).

Nekoliko starijih studija koje su uklju¢ivale EAE su pokusale definirati specifi¢nost, ekspresiju
T stani¢nih receptora, spregu s HLA molekulama i funkcionalni profil mijelin - reaktivnih
stanica T. Temelje su postavili Madsen i sur. koji su su u radu na animalnom modelu pokazali
da transgeni¢ni rekombinaza-deficijentan (Rag—/—) mis kod kojeg je izrazen HLA-DR2 i ljudski
MBP specifi¢ni TCR razvije bolest (150). Taj rad je dokazao da su transgeni¢ni limfociti T
specifi¢ni za HLA-DR2-vezani MBP peptid dovoljni za razvoj bolesti (150).

Genain i sur. su u EAE studiji nasli autoreaktivna protutijela i stanice B specificne za MOG
koja utjecu na strukturni integritet mijelinskog omotaca dok su Voskuhl i sur. pokazali da su
Th1 pomoc¢nicki limfociti T dominantna podvrsta koja je specifiéna za imunodominantnu regiju
MBP (151, 152).

lako se u patogenezi MS najées¢e navodi dominantna uloga limfocita T, Duddy i sur. te Bar-
Or i sur. su pokazali da i limfociti B doprinose nastanku MS kroz predocCavanje antigena
stimuliraju¢i autoreaktivne limfocite T te su izvor autoprotutijela na razlicite dijelove mijelina,
aksona i neurona. Oni nadalje oblikuju T-stani¢ni odgovor otpustajuci razlicite citokine koji
aktiviraju regulatorne limfocite T (153, 154). Prisutnost oligoklonskih vrpca IgG u
cerebrospinalnoj tekucini (CST) bolesnika s MS upucuje na to da su limfociti B ukljuceni u
patogenezu MS (155). No osim MS, i u drugim stanjima kao npr. u diseminiranom
encefalomijelitisu ili u neuroboreliozi se mogu naci oligoklonske vrpce IgG u cerebrospinalnoj
tekucini. Medutim nakon detekcije u CST-u bolesnika s MS, oligoklonske vrpce 1gG
perzistiraju zauvijek dok kod drugih bolesti ve¢inom nestaju nakon nekoliko tjedana ili mjeseci
(156).
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2.2.5. Patologija MS

Patoloski koncept MS kao diseminiraju¢e plakovima slicne skleroze (engl. Plaque - Like
Sclerosis) je utemeljen prije viSe od 150 godina (157). | zaista, demonstracija diseminacije u
prostoru (promjene u mnogim djelovima SZS, uklju¢ujuéi bijelu tvar, sivu tvar, mozdano deblo,
kraljezni¢nu mozdinu i vidni zivac) i vremenu (mnogobrojne epizode razvoja lezija kroz
vrijeme) i danas predstavlja osnovu dijagnoze MS (158).

Lezije u MS mogu se pojaviti po cijelom SZS, ali se najlakse mogu uo¢iti u bijeloj tvari kao
zariSna podruc¢ja demijelinizacije, upale i glijalne reakcije. Dokazi iz magnetske rezonance i
biopsija ukazuju da je najraniji stadij demijelinizacije bijele mozdane tvari heterogen i razvija
se tijekom mjeseci (159). Prema specifiécnom imunoloS$kom obrascu rane demijelinizacije,
analiza aktivnih lezija kroz vrijeme i mjesto, ukazuje da pojedinacni efektorni imuni
mehanizam dominira kod svake osobe. Lucchinetti i sur. su opisali ¢etiri najéesc¢a temeljna
obrasca demijelinizacije koja se temelje na gubitku proteina mijelina, smjeStaju i
rasprostranjeno$¢u plakova, nacinu oligodendrocitne destrukcije i imunopatoloskog dokaza
aktivacije komplementa (159).

Mijelin nije prisutan samo u bijeloj tvari nego se demijelinizacija u MS dogada i u sivoj tvari
(160). Oko tre¢ina kortikalnih lezija su perivaskularne. Cesto je upala oko krvnih Zila blizu
leukokortikalnog spoja te demijelinizacija pogada i sivu i bijelu tvar (158). Kortikalne lezije su
manje obuhvaéene upalom nego njihovi odgovarajuc¢i analozi u bijeloj tvari i imaju znac¢ajno
manju krvno-mozdanu propusnost (161). Lezije u lednoj mozdini su glavni klinicki uzrok
invaliditeta. Perivaskularne i cirkumferencijalne demijelinizacije su ¢esto visoko upalne i mogu
zahvatiti sivu tvar (162). Atrofija ledne mozdine je posljedica zari$ne upalne demijelinizacije i
udaljene neuroaksonalne degeneracije (163).

Opticki Zivac je isto glavna meta u MS te je gubitak grani¢nih retinalnih ganglija dobro opisan.
Ostecenje mreZnice se procjenjuje optickom koherentnom tomografijom koja pokazuje
znacajno razrjedenje ziv€anih vlakana mreznice i slojeva ganglijskih stanica u unutrasnjem

mrezastom sloju unato¢ nedostatku mijelina (164).

2.2.6. Klini¢ka slika MS

MS se klasificira na temelju klinickog tijeka, aktivnosti bolesti i neuropatoloskih nalaza u
specifiénim dijelovima SZS. 1990. godine uspostavljena je podjela MS na getiri klini¢ka
fenotipa: relapsno-remitirajuci, sekundarno-progresivni, primarno-progresivni i progresivno-

relapsni (165). 2013. godine je izdana revizija podjele MS koja je ugradila zajedno upalni
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(aktivni/relapsni oblik MS) te neurodegenerativni (progresivni) aspekt sa stalnim pogorsanjem
klinicke neuroloske disfunkcije/invaliditeta bez oporavka (166). Takva podjela razlikuje
klini¢ki izolirani sindrom i relapsno-remitiraju¢i oblik koji mogu biti aktivni i neaktivni. U
drugu skupinu pripadaju primarno-progresivni i progresivni poslije pocetnog relapsnog oblika
koji se dijele na aktivni s progresijom, aktivni oblik bez progresije, neaktivni oblik s
progresijom te neaktivni oblik bez progresije (166).
Vecina pacijenata (85 %) razvije relapsno-remitirajuéi oblik MS (RRMS) koji je karakteriziran
epizodama Zzari$nih neuroloskih ispada koji mogu trajati od 24 sta do nekoliko mjeseci prije
povlacenja simptoma (167, 168). Ponavljanjem novih relapsa, sve se intenzivnije oStecuju
aksoni §to dovodi do sve tezih neuroloskih ispada (168). Kod jednog odredenog broja
pacijenata, nakon jednog ili dva desetljeca, dogada se smanjenje novih egzacerbacija, ali s
daljnjom progresijom bolesti te takvi pacijenti mogu razviti sekundarno-progresivni oblik
bolesti (61). Primarno-progresivan oblik bolesti je rjedi, a karakterizira ga postupno pogorsanje
bolesti bez relapsa (168).
Klini¢ke manifestacije bolesti su razli¢ite te mogu uklju¢ivati razne sustave (Slika 17.) (61,
168):
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Slika 17. Najcesc¢i simptomi kod MS, prema (168).
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2.2.7. Dijagnosticki aspekti MS

MS se dijagnosticira na temelju klini¢kih simptoma, magnetske rezonance (MR), MR u kojoj

se primjenjuje kontrast - gadolinij, neurofizioloSkih parametara koji uklju¢uju vidne evocirane

potencijale i nalaza oligoklonskih vrpca 1gG u likvoru (167). Do sada su koristeni razliciti

Kriteriji u dijagnostici MS. Od 1983. do 2001. godine su se upotrebljavali Poserovi kriteriji, a
od 2001. McDonaldovi kriteriji koji su do sada dozivjeli nekoliko revizija (Tablica 2) (169,

170).

Tablica 2. McDonaldovi kriteriji za dijagnozu MS

Klini¢ka prezentacija

Drugi kriteriji potrebni za postavljanje

dijagnoze

>2 napadaja, objektivan klinicki dokaz >2
lezije ili objektivan klinicki dokaz 1 lezije s
razumnim povijesnim dokazom prethodnog

napadaja

Nisu potrebni

>2 napadaja; objektivan klinicki dokaz 1

lezije

Diseminacija u prostoru: >1 T2 lezije u
najmanje 2 od 4 tipiéne regije SZS
(periventrikularna, jukstakortikalna,
infratentorijska ili oStecenja ledne mozdine)
ili novi klinicki napadaji koji zahvacaju

druge lokacije

>1 napadaj; objektivni klini¢ki dokaz >2

lezije

Diseminacija u vremenu:

Istovremena  prisutnost  asimptomatskih

lezija koje se imbibiraju/ne imbibiraju
gandolinijem kroz bilo koje vrijeme; ili
nova(e) T2

gandolinijem utvrdena MR-om, bez obzira

lezija(e) koja se imbibira

na vrijeme u odnosu na pocetni pregled ili

drugi klini¢ki napadaj
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Tablica 2. - nastavak

>1 napadaj; objektivni klini¢ki dokaz 1 lezije
(monosimptomatski,  klinicki  izolirani
sindrom - engl. clinically isolated syndrome,
CIS)

Diseminacija u vremenu i prostoru u MR-u:
a) Za diseminaciju u prostoru: >1 T2 lezija
U najmanje 2 od 4 tipi¢ne regije SZS
(periventrikularna,  jukstakortikalna,
infratentorijska ili oStecenja ledne
mozdine), ili novi klinicki ispadi koji
zahvacaju druge lokacije
b) Za diseminaciju u vremenu:
Istovremena  prisutnost  asimptomatskih
lezija koje se imbibiraju/ne imbibiraju
gandolinijem kroz bilo koje vrijeme, ili nove
T2 lezija(e) i/ili osteCenje(a) koje(a) se
imbibiraju gandolinijem utvrdena MR-om
bez obzira na vrijeme u odnosu na pocetni

pregled ili drugi klinicki napadaj

Podmukla progresija od pocetka bolesti
(PPMS)

1 godina pogorSanja bolesti (retrospektivno
ili prospektivno odredena) i 2 od 3 slijedeca
Kriterija:

a) Dokaz diseminacije u prostoru temeljen
na >1 T2 lezije u regijama SZS
karakteristiénim za MS
(periventrikularna,  jukstakortikalna,
infratentorijska ili oSteCenja ledne
mozdine)

b) Dokaz diseminacije u prostoru u
kraljeZni¢noj mozdini koja se temelji na
>2 oStecenja na mozdini

c) Pozitivan likvorski nalaz
(ologoklonalne vrpce u livoru (ne i u

serumu) ili povecan IgG indeks.
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Oni ukljucuju demonstraciju diseminacije lezija u prostoru (promjene u vise neuroanatomskih
lokacija koje su povezane s boles¢u) ili vremenu (vise epizoda ili razvoj lezija kroz vrijeme)
(170).

U postavljanju dijagnoze vaznu ulogu ima i iskljuc¢ivanje drugih stanja koja mogu zahvatiti

CNS; infekcije, zlocudne, cerebrovaskularne, metabolicke i toksi¢ne bolesti (168).

2.2.8. Lijefenje MS

U akutnoj fazi bolesti lijeCenje se provodi kortikosteroidima, dok se za prevenciju novih relapsa
I progresije bolesti tj. za smanjenje demijelinizacijskih oStec¢enja vidljivih u MR Koristi
imunomodulacijsko lije¢enje (eng. Disease Modifying Therapy, DMT). Terapiju dijelimo na
lijekove prve i druge linije. Prvu liniju terapije Cine interferon beta, glatiramer acetat,
teriflunomid 1 dimetil fumarat. Drugu liniju terapije c¢ine natalizumab, fingolimod,
alemtuzumab, okrelizumab i kladribin (171). Imunoglobulini nisu u §iroj uporabi i obi¢no se
koriste u tezim oblicima bolestima, posebno u akutnim relapsima koji ne reagiraju na

kortikosteroidnu terapiju (168).

2.3. HLA sustav i bolesti

Geni HLA se prvi put povezuju s bolestima otkricem povezanosti izmedu HLA-B |
Hodgkinovog limfoma 1967. godine (172). No glavna revolucija u geneti¢koj epidemiologiji
je zapocela 1972. kad su Falchuk i sur. opazili jaku povezanost izmedu HLA-B8 i celijakije, a
Russell i sur. su pokazali povezanost HLA-A13 i psorijaze (173, 174). Nakon toga u slijede¢im
desetlje¢ima razlic¢ite genomske analize MHC su bile uspjesne u pronalasku velikog broja gena
unutar regije HLA koji su povezani s nastankom odredenih bolesti, a posebno autoimunih (175).
To se i o¢ekivalo jer geni iz te regije kodiraju proteine kljucne za imunitet, ukljucujuéi nekoliko
kontrola obrade i prezentacije antigena (176). No, poznato je i da gene HLA, osim velikog
broja, karakterizira i visoki polimorfizam te jaka neravnoteza udruzivanja koja otezava
pronalazak gena odgovornih za nastanak bolesti (177). Klasi¢ni geni HLA razreda | i Il se
najces¢e dovode u vezu s bolestima, a najvaznija uloga molekula HLA razreda I i Il je
predocavanje razli¢itih antigenih peptida limfocitima T omogucéujuéi imunoloskom sustavu
razlikovanje vlastitog od stranog (177). Specificno prepoznavanje razli¢itih HLA-peptid
kombinacija je posredovano off T stani¢nim receptorom (TCR) na CD8" limfocitima T koji se

vezu na molekule HLA razreda | te na CD4" limfocitima T koji se vezu na molekule HLA
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razreda Il. TCR se sastoji od a i  lanca koji imaju varijabilni dio odgovoran za prepoznavanje

antigena te konstantni dio (45).

Specifiénost HLA-peptid-TCR medudjelovanja je okosnica steCene obrane u rjeSavanju

infekcija i tumora zadrzavajuci pritom toleranciju prema vlastitom te sprjecavajuci autoimune
bolesti (43).

2.3.1. Mehanizam nastanka autoimunih bolesti povezan s molekulama HLA

Predlozeno je nekoliko medusobno povezanih mehanizama koji objasnjavaju povezanost

molekula HLA s autoimunim bolestima (Slika 18.) (177):

a)

b)

Konvencionalno spajanje. a i 3 lanci TCR su smjesteni dijagonalno u odnosu na peptid
¢ime se osigurava maksimalna pokrivenost povrsine koju ¢ini kompleks HLA - peptid.
Kod alternativnog spajanja a.i B lanci TCR su smjeSteni okomito u odnosu na os peptida
¢ime se ograniCava potpuno prekrivanje povrSine kompleksa HLA-peptid. Time je
smanjen afinitet TCR za HLA-peptid i izbjegnuta negativna selekcija u timusu. Primjer
takvog spajanja je naden kod MS. Ob.1A12 TCR koji je izoliran iz CD4" limfocita
pacijenta s MS prepoznaje aminokiselinske ostatke 85-99 imunodominantog peptida
MBP predo¢enog molekulama HLA-DR15. Ob.1A12 TCR se spaja sa strane preko
amino-terminalnog dijela HLA-peptidne strukture (150).

Nisko-afinitetno posredovanje bijegu iz timusa. 1E6 TCR koji je izoliran iz CD8*
limfocita T kod pacijenta s dijabetesom tipa I posreduje uni$tavanje f stanica gusterace
prepoznavanjem aminokiselina 15-25 preproinzulinske (PPI) signalne molekule
predoCene pomocu molekula HLA-A2 (HLA-A*02:01) (178). lako je vezanje
konvencionalno s cijelom povrsinom, afinitet 1E6 TCR za kompleks HLA-peptid je vrlo
nizak i moze biti ispod granice negativne selekcije u timusu, ali dovoljan da potakne
stani¢no ubijanje B stanica gusteraée CD8" limfocitima T (178). Razina molekule PPI
koja moze biti predo¢ena je pod utjecajem promjenjivog broja uzastopnih ponavljanja
(engl. Variable Number of Tandem Repeats, VNTRS) na 5 kraju regulatorne regije gena
INS (179). Prisutnost nekoliko VNTRs je snazni rizi¢ni ¢imbenik za dijabetes tipa | i
povezan je s niskom razinom PPI kodirajuce transkripcije mRNA u timusu (179).

TCR stabilizacija slabog HLA-peptidnog kompleksa. Takav mehanizam se takoder
spominje kao jedan od mogucih razloga nastanka MS. MS2-3C8 TCR je izoliran iz
CD4" limfocita u pacijenta s relapsno-remitiraju¢im oblikom MS koji veze peptid MBP
predogen molekulama HLA-DR4. MS2-3C8 TCR CD4" limfocita su preneseni u HLA-
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d)

f)

9)

h)

DR4 transgeniénog misa koji je razvio bolest SZS (180). Kako je kompleks HLA-DR4-
MBP peptid vrlo nestabilan, niska koli¢ina autoantigena u timusu moze sprijeciti MS2-
3C8 TCR limfocita T da prime dovoljan signal za negativnu selekciju u timusu (181).
Medutim na periferiji (u SZS) gdje je gustoca antigena veca, jaca je i aktivacija limfocita
T s TCR MS2-3C8 kompleksom (182).

Varijacije u pukotinama molekula HLA - mogu dovesti do prednosti u predoc¢avanju
samo odredenog ogranicenog skupa samopeptida ili samopeptidi niskog afiniteta mogu
omoguciti autoreaktivnim limfocitima T da izbjegnu toleranciju i udu u periferiju. Kao
posljedicu imamo populaciju Th i T regulatornih (T reg) stanica koje ne prepoznaju sve
molekule vlastitog organizma (183).

Molekularna mimikrija. Otkriveno ja da su u pacijenata s MS TCR kriznorektivni prema
HLA-DR15 vezanim MBP i peptidnim ulomcima EBV-a (148, 184).

Postranslacijska modifikacija (PTM). PMT kroz deamidaciju, citrulinizaciju,
glikozilaciju ili fosforilaciju moze stvarati neoantigene (185) Na taj je nacin HLA
posredovano predo¢avanje neoantigena jo§ jedan mehanizam kako limfociti T mogu
djelovati na vlastite stanice. U celijakiji HLA-DQZ2.5 i HLA-DQ8 molekule predo¢avaju
glijadine (peptide glutena) koji podlijezu reakcijama deamidacije pod utjecajem
transglutaminaze 2 (186).

Hibridni peptidi. Stvaranje hibridnih vlastitih peptida u perifernom tkivu predstavlja jos
jedan mehanizam za stvaranje neoantigena. Proizvodnja peptida proteosomalnom
degradacijom unutarstani¢nih bjelancevina koje trebaju biti predo¢ene molekulama
HLA razreda Il moze rezultirati stvaranjem spojenih epitopa (187). Kod dijabetesa tipa
1, molekule HLA razreda Il mogu predocCavati takve hibridne antigene nastale
kovalentnim kriznim spajanje peptida (188). Patogeni¢ni CD4* limfociti T izolirani iz
misjih modela za dijabetes tipa I prepoznaju proinzulinske hibridne peptide prisutne u
sekretornim granulama 3 stanica gusterace (188).

Stabilnost HLA. Post-translacijska regulacija stabilnosti HLA takoder bi mogla biti
razlog autoreaktivnosti. Tapasin stabilizira konformaciju molekule HLA razreda | koja
na sebe joS nije vezala peptidni ulomak, poveéavajué¢i moguénost da se na molekulu
veze peptid sa §to ve¢im afinitetom. Postoje razliciti stabilni ili manje stabilni alotipovi
proteina pojedinih alela. Tako su kod molekula HLA-DQ proteini povezani s nastankom
dijabetesa tip 1 nestabilni, dok su alotipovi povezani sa zastitom od dijabetesa tip 1

stabilni (189). Relativna nestabilnost odredenih proteina HLA razreda II bi mogla
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)

djelomi¢no objasniti zasto su isti aleli HLA povezani s rizikom za jednu, a zastitom za
drugu autoimunu bolest (190). Na primjer haplotip HLA-DRB1*15:01~HLA-
DQB1*06:02, koji kodira zajedno manje stabilan protein HLA-DR15 i intrinzi¢ni
stabilni protein HLA-DQ6, zastitni je za dijabetes tip 1, autoimuni poliglandularni
sindrom i imunoglobulin IgA deficijenciju, a podlozan za MS i narkolepsiju (11, 191).
Polimorfni ostaci na povrs$ini molekula HLA izlozenih TCR-u mogli bi odabrati
autoreaktivne T stanice ili ne bi odabrali dobru T reg populaciju. PredloZeno je da bi
zaStitni ucinci uoéeni kod specifiénih molekula HLA mogli biti posljedica stvaranja T
reg stanica koje su u stanju zadrzati autoreaktivne stanice T i sprijeciti autoimunost (39).
Studije kod reumatskog artritisa (RA) pokazuju da populacije T reg-a ne drze pod
kontrolom autoreaktivne limfocite T Sto sugerira da bi RA mogao biti povezan s
neuspjehom u zastiti, a ne sa sklonoS¢u bolesti (192).

Prezentacija endogenih antigena HLA razreda Il. lako molekule HLA razreda Il
tradicionalno predoc¢avaju egzogene antigene, a razred | endogene antigene, to ne mora
uvijek biti tako i moze se vidjeti prezentacija endogenih antigena molekulama HLA
razreda Il i egzogenih antigena molekulama HLA razreda I. To moze promijeniti na¢in

prezentacije antigena imunoloskom sustavu i biti pokreta¢ autoimunosti (193).
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Slika 18. HLA-ovisni molekularni mehanizmi vezanja peptida i T stani¢nih receptora.

a) konvencionalno vezanje, b) alternativno vezanje, c) TCR stabilizacija slabog HLA-peptidnog
kompleksa, d) varijacije u pukotinama HLA, e) molekularna mimikrija, f) postranslacijska
modifikacija - izmijenjeno HLA vezanje, g) postranslacijska modifikacija- izmijenjeno
predoCavanje antigena, h) HLA predocavanje hibridnih peptida, i) Stabilnost HLA. Preuzeto i
prilagodeno prema (177).

2.3.2. HLA i MS

Kao $to je u prethodnim poglavlju re¢eno, razlike u molekulama HLA kod bolesnika i zdravih
ispitanika imaju za posljedicu i sklonost prema odredenim bolestima pa tako i MS kroz
predoCavanje razlic¢itih antigena autoreaktivnim limfocitima T (7). Mnogi polimorfizmi
molekula HLA utje¢u na promjene aminokiselinskih ostataka koji su smjesteni u pukotinama

za vezanje antigena, a te sitne varijacije u redoslijedu mogu znaciti i razliku izmedu mogucnosti
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ili nemoguénosti predoc¢avanja specifi¢nih peptida autoreaktivnim limfocitima T (194). Jedan
od dobro proucenih primjera je i medudjelovanje MBP (pretpostavljeni autoantigen u MS) i
molekuli HLA-DR15 (¢iji B lanac kodira alel HLA-DRB1*15:01) koje poc¢iva na aminokiselini
valinu na poziciji 86 B1 lanca. Taj valin je prisutan i kod molekule HLA-DR15 kodirane alelom
HLA-DRB1*15:03 koji se takoder spominje kao podlozan za MS, ali nije prisutan kod alela
HLA-DRB1*15:02 za kojeg nije dokazan u¢inak na rizik od MS (194).

Prva istrazivanja koja su pokusala naci povezanost izmedu polimorfizma alela HLA razreda I i
rizika od nastanka MS su provedena 1972. godine. Bertrams i sur. te Naito i sur. su nasli,
koriste¢i seroloSko odredivanje antigena HLA na leukocitima, da je antigen HLA-A3 vise
zastupljen u bolesnika s MS u odnosu na kontrolnu skupinu (4, 195). Nakon toga se antigeni
HLA-B7 te HLA-DRw2 dovode u vezu s podlozno$¢u prema MS (5, 196, 197).

Medutim, naknadno se uspostavilo da za ove povezanosti HLA s MS nisu direktno odgovorrni
pojedina¢ni navedeni antigeni HLA, ve¢ su posljedica jake neravnoteze udruzivanja gena koji
ih kodiraju (1).

Poslije su istrazivanja pokazala i vezu alela HLA razreda Il s rizikom od MS (Tablica 3.).
Najve¢i broj istrazivanja je ukazao na povezanost polimorfizma lokusa HLA-DRB1 s
nastankom MS (198). U populaciji europskog podrijetla primarni riziéni ¢imbenik je HLA-
DRB1*15:01, otprilike 60 % osoba europskog porijeklanosi ovaj alel u usporedbi s 20-25 %
etnicki podudarnih  zdravih ispitanika (7). Taj alel je dio haplotipa HLA-
DRB1*15:01~DQA1*01:02-DQB1*06:02 takoder povezanog s podloznoséu za MS, a koji
kodira stani¢ne povrSinske glikoproteine koji mogu predocavati peptide antigena limfocitima
T(2).

Kod ispitanika africkog podrijetla alel HLA-DRB1*15:03 doprinosi riziku od MS (12, 198,
199). Gen HLA-DRB1*03 i alel HLA-DRB1*13:03 takoder doprinose riziku od MS, dok HLA-
DRB1*08:01 u prisutnosti HLA-DRB1*15:01 povecava rizik od MS (9, 200, 201). Na Sardiniji,
u Australiji, kod Amerikanaca africkog porijekla te u Japanu HLA-DRB1*04:05 se povezuje s
podloznoséu prema MS (12, 22, 24, 202, 203). Alel HLA-DRB1*03:01 je povezan s nastankom
MS na Sardiniji te kod drugih ispitanika europskog podrijetla (11, 22, 24).

Kod lokusa HLA-DQB1, alel HLA-DQB1*06:02 se povezuje s nastankom MS u Sjevernoj
Americi, dok studije kod Amerikanaca africkog porijekla nisu nasle povezanost HLA-
DQB1*06:02 s MS bez prisutnosti HLA-DRB1*15 (16, 198). Vecina istraZivanja su zapravo
pokazala da aleli HLA-DQAL i -DQB1 doprinose riziku od nastanka MS kroz epistatska
medudjelovanja putem genotipskih i haplotipskih povezanosti (7, 9, 11, 17, 18).
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Osim podloznosti za nastanak MS, aleli HLA imaju i zaStitini u¢inak od MS (Tablica 3.).
Najcesce spominjani zastitni alel HLA razreda | je HLA-A*02:01, a istrazivanja su pokazala da
ima zastitni efekt neovisno o alelima HLA razreda II (9, 11, 219). Medu alelima lokusa HLA-
B, u studiji Moutsinias i sur. i u velikoj GWAS studiji HLA-B*44:02 se pokazao kao zastitni
alel (9, 11). Medutim kasnija istrazivanja su pokazala da je u LD s genom HLA-C*05 koji je
takoder u istrazivanjima pokazao zaStitu za nastanak MS neovisno o HLA-DRBI rizi¢nim
alelima (208). Kad su nasljedeni skupa, HLA-C*05 povecava zastitni efekt gena HLA-A*02
(219).

Najceséi geni/aleli HLA razreda II koji su vise zastupljeni u zdravih ispitanika u odnosu na
bolesnike s MS su: HLA-DRB1*14, HLA-DRB1*07:01, HLA-DRB1*04, HLA-DRB1*11 (13,
14, 210, 214, 217). Zastita posredovana genom HLA-DRB1*14 se pretpostavlja da je
dominantna, ponistavajuci sklonost za MS koja se povezuje s alelom HLA-DRB1*15:01 (14).
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Tablica 3. Aleli, genotipovi, i haplotipovi HLA povezani s sklono$¢u za MS — pregled svjetske literature.

<Populacija Podlozni aleli, genotipovi i haplotipovi | ZasStitni aleli, genotipovi i haplotipovi | Reference
HLA HLA
Ispitanici europskog | -DRB1*03, -A*02:01, (9, 11, 14, 201)
podrijetla -DRB1*15, -B*44:02,
-DRB1*15:01, -B*38:01,
-DRB1*13:03, -B*55:01,
-DQB1*06:02, -DRB1*14,
-DRB1*03:01, -DRB1*07
-DRB1*08:01,
-DQB1-03:02,
-DRB1*15:01/08:01,
-DRB1*15:01~DQB1*06:02,
-DQA1*01:01~ DRB1*15:01,
-DQB1*03:01~ DQB1*03:02
Sami -DRB1*08:01~DQB1*04:02, (204)
(populacija u Norveskoj) | -DRB1*15:01~DQB1*06:02
Belgijanci -B*07, -A*02, (21)
-DRB1*15, -B*44,
-DQB1*06, -DRB1*04,
-DRB1*15~ DQB1*06 -DRB1*07
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Tablica 3. - nastavak

-DRB1*13~DQB1*06,
-DRB1*11~DQB*03

Skandinavci -B*14, -A*02, (208)
-DRB1*15:01, -B*12,
-DRB1*01,
-DRB1*07
Litvanci -DRB1*08, -DRB1*01, (209)
-DRB1*15 -DRB1*03,
-DRB1*16
Slovaci -DRB1*03, -DRB1*07, (20)
-DRB1*15, -DRB1*13,
-DQB1*06, -DQB1*03,
-DRB1*15/*15, -DRB1*13/*11,
-DQB1*06/*06, -DQB1*05/*03,
-DRB1*15~DQB1*06 -DQB1*03/*03,
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Tablica 3. - nastavak

Spanjolci -DRB1*15, -DRB1*11, (17, 18, 210)
-DRB1*03, -DRB1*16,
-DRB1*04:02, -DRB1*01:01,
-DRB1*13:03, -DQA1*01:01,
-DRB1*15:01, -DQB1*03:03,
-DQA1*01:02, -DQB1*05:01
-DQB1*03:01, -DRB1*01:01~DQA1*01:01~DQB1*05:01
-DQB1*06:02,
-DRB1*15:01~DQA1*01:02~DQB1*06:02,
-DRB1*04:02~DQA1*03:01~DQB1*03:02,
-DRB1*013~DQA1*05~DQB1*03:01
Talijani -C*05 -A*02 (219)
Talijani -DRB1*15:01, (211)
(regija -DQB1*03:01,
Friuli-Venecija- Giulija) | -DQB1*03:02,
-DQB1*06:02,
-DQB1*06:03
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Tablica 3. - nastavak

-DRB1*15:01~DQB1*06:02~DQA1*01:02

Talijani -DRB1*13:03~DQB1*03:01, -DRB1*07:01~DQB1*02:01, (22, 24)
(regija Sardinija) -DRB1*04:05~DQB1*03:01, -DRB1*16:01~ DQB1*05:02,
-DRB1*03:01~DQB1*02:01, -DRB1*14:01-4~ DQB1*05:031,
-DRB1*15:01~DQB1*06:02, -DRB1*04:03~ DQB1*03:04,
-DRB1*04:05~DQB1*03:02 -DRB1*15:02- DQB1*06:01
Talijani -DRB1*15:01, (23)
(regija Sicilija) -DRB1*04,
-DQB1*03:02,
-DRB1*04:00~DQB1*03:02
Austrijanci -DRB1*15:01 (212)
Hrvati (regija Gorski | -DRB1*15, -A2, (213)
Kotar) -DRB1*04, -B27,
-DQB1*03:03, -DQA1*05:05,
-DQB1*06:02, -DQB1*02:01,
-DRB1*15~DQA1*01:02~DQB1*06:02 -DQB1*05:02,
-DRB1*07~DQA1*02:01~DQB1*02:02
Greci -DRB1*15:01, (19)
-DQB1*06:02,
-DQA1*01:02,
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Tablica 3. - nastavak

Maltezani

HLA-DRB1*15

HLA-DRB1*11

(214)

Kolumbijci

-DRB1*15,
-DRB1*15:01,
-DRB1*15:03,
-DRB1*01:03,
-DQB1*06,

-DQB1*06:02

-DRB1*14,
-DRB1*04,
-DRB1*07:01

(13, 206)

Amerikanci africkog

porijekla

-DRB1*15:01,
-DRB1*03:01,
-DRB1*04:05,
-DRB1*15:03

-A*02:01

(12, 198, 199)

Brazilici

-DRB1*15:01,
-DRB1*15:03,
-DQA1*02:01,
-DQA1*03:01,
-DQB1*03:01,
-DQB1*03:03,
-DQB1*04:01,
-DQB1*06:04

(207)
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Tablica 3. - nastavak

Australci -DRB1*15:01, -DRB1*07:01, (202)
-DRB1*04:05, -DRB1*04:07,
-DRB1*11:04, -DRB1*09:01
-DRB1*13:03
Askenazi i -DRB1*15:01, (205)
ne-Askenazi Zidovi -DRB1*08:01,
-DRB1*13:03,
-DRB1*03:011,
-DQA1*01:02,
-DQA1*04:01~DQB1*06:02,
-DRB1*15:01~DQA1*01:02~DQB1*06:02,
-DRB1*13:03~DQA1*05~DQB1*03:01
Japanci -DRB1*04:05, -DRB1*01:01, (203)
-DRB1*15:01 - DRB1*09:01,
-DRB1*13:02,
-DRB1*15:02
Kinezi -DRB1*15 -DRB1*09:01 (215)
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Tablica 3. - nastavak

Iranci -DRB1*15:01, -DRB1*01:1, (216, 217)
-DRB1*03, -DRB1*10:01,
-DQB1*03:03, -DQB1*03:03
-DRB1*11/15,
-DRB1*15:01/07:01-
Saudijci -DRB1*15:01, -DQB1*02:02, (218)
-DQB1*02:01, -DQB1*05:03,
-DQB1*06:02, -DQB1*06:14
-DQB1*06:03
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2.4. Zemljopisni i povijesni podaci o sjeverozapadnoj Hrvatskoj

2.4.1. Zemljopisni podaci
Sjeverozapadna Hrvatska je jedno od tri statisticka podrucja Hrvatske koje je odredio Drzavni

zavod za statistiku (DZS) 2008. godine (220) (Slika 19.).
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Slika 19. Karta Republike Hrvatske. Preuzeto iz (221).
Crnim krugom je oznaCen prostor sjeverozapadne Hrvatske prema Klasifikaciji prostornih
jedinica za statistiku, DZS, 2008. godine (220).

Sastoji se od ovih Zupanija: Grad Zagreb, Zagrebacka Zupanija, Krapinsko-zagorska zupanija,
Varazdinska zupanija, Koprivni¢ko-krizevacka zupanija te Medimurska zupanija (220).
Sjeverozapadna Hrvatska na sjeverozapadu granici sa Slovenijom, a na sjeveru s Madarskom.
Prema zadnjem popisu stanovnistva iz 2011. god. na podruc¢ju SZ Hrvatske je zivjelo 1 645 854
stanovnika (222).

2.4.2. Povijesni podaci koji su utjecali na danasnji genski sastav stanovnistva SZ Hrvatske
Prostor SZ Hrvatske su kroz povijest naseljavali razli¢iti narodi koji su mogli pridonijeti
danasnjem polimorfizmu gena sustava HLA (223). U razdoblju od pocetka 1. tisu¢ljec¢a pr. Kr.,
na podrucju danaS$nje Hrvatske se pocinju se oblikovati razli¢ita ilirska plemena (224). U
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podruc¢ju SZ Hrvatske su obitavali panonski Iliri: Breuci, Oserijati i Jasi. Oko prve polovice IV.
st. pr. Kr. Kelti dolaze na to podrucje iz sjeverne ltalije i s Alpa (225). Panonija dolazi pod
rimsku vlast nakon Oktavijanovog pohoda 35. — 33. g. pr. Kr. (226). Rimska vladavina
prostorima danasnje sjeverozapadne Hrvatske zavrSava prodorom barbara Gota u III. stolje¢u
(226). U V. stoljecu podrucje sjeverozapadne Hrvatske naseljava isto¢no germanski narod
Langobardi (227).

U ranom srednjem vijeku, nakon povlacenja Langobarda, podrucje sjeverozapadne Hrvatske
pocinju naseljavati Avari i slavenski narod Hrvati. Najpoznatija i najprihvatljivija teorija o
porijeklu Hrvata govori da su oni, prije seobe, nastanjivali plodne srednjoeuropske krajeve koji
se nalaze izmedu rijeka Visle, Dnjepra, Desne, Zapadne Dvine i Karpata (226). Tako je
etnografski sastav Sjeverozapadne Hrvatske, poslije doseljavanja Hrvata obuhvaéao jos rimske
koloniste i poromanjene starosjedioce (llire). 796. godine nakon niza ratova taj prostor pada
pod franacku vlast koja uspostavlja Donjopanonsku knezevinu (227). Pocetkom 10. stoljeca
uslijed madarskih napada franacka vladavina dozivljava svoj konacni pad. Godine 1091.
Ladislav 1. , madarski kralj s vojskom prelazi Dravu i zauzima gotovo cijelo Hrvatsko
kraljevstvo te se osniva i1 Zagrebacka biskupija. Nakon izumiranja domace dinastije
Trpimirovica, Sabor (parlament) je izglasao personalnu uniju Hrvatske i Ugarske (1102. —1300.
i 1307. — 1526.). Arpadovié¢i daruju madarskim, njemackim (pretezno iz Stajerske) i ¢eskim
plemi¢ima zemlju/posjede? te na taj nacin do 13. stolje¢a traje naseljavanje podruéja
sjeverozapadne Hrvatske (227).

Za vrijeme turskih osvajanja izmedul5. i18. stolje¢a ponovo se mijenja sastav stanovnistva SZ
Hrvatske. Da se obrane od Turaka Hrvati ulaze 1527. godine u sastav Habsburske monarhije
sve do njezina raspada 1918. godine (228). U 16. stoljecu se na podruéju Hrvatske osniva VVojna
krajina koja je podijeljena na dva dijela, u slavonskom koji je obuhvacao i dijelove SZ Hrvatske
naseljava se velik broj vojnika s njemackoga govornog podruéja (229). Njemacko-hrvatski
jezi¢ni dodiri nastavljaju se zatim doseljavanjem velikog broja obitelji s njemackoga govornog
podrucja za vrijeme vladavine Marije Terezije (1763. — 1770.) te Josipa Il. (1782. —1788.)
posebno u SZ Hrvatsku (228). Budu¢i da su veliki dijelovi Hrvatske bili pod turskom vlaséu u
16.1 17. stoljecu se na prostor SZ Hrvatske doseljavaju Hrvati iz podrucja sjeverne Dalmacije,
Like, Krbave i drugih hrvatskih zemalja pokorenih od strane Turaka te Srbi u Hrvatsku vojnu
krajinu (228). Iseljavanja prema Sjeverozapadnoj Hrvatskoj se nastavljaju za vrijeme prvog
svjetskog rata 1914.- 1918.
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Godine 1918. je propala Austro-Ugarska monarhija i proglasena Drzava Slovenaca, Hrvata i
Srba, 1921. godine Kraljevina Srba, Hrvata i Slovenaca, a 1929. i Kraljevina Jugoslavija (230).
Nova drzava provodi 1921. kolonizaciju rubnih dijelova SZ Hrvatske.

U periodu 1941.-1945. uspostavlja se Nezavisna Drzava Hrvatska te se doseljavaju opet
Nijemci i pripadnici Islamske vjerske zajednice iz Bosne i Hercegovine (230).

Od 1945. do 1948. godine u sklopu Jugoslavije odvija se djelomicno i kolonizacija SZ Hrvatske
stanovniStvom iz podrucja Dalmacije, Like, Korduna i Hrvatskog primorja (230). Pedesetih
godina proslog stoljeca sastav stanovni$tva SZ Hrvatske se opet mijenja uslijed procesa
repatrijacije Madara, Ceha i Slovaka, dok su se Nijemci iselili u posljednjim ratnim godinama
ili neposredno nakon rata (231). Dogada se i stihijsko napustanje sela, ubrzana industrijalizacija
1 napucivanje gradova.

Struktura stanovniStva se ponovo promijenila od 1991. do 1995. godine, za vrijeme rata u
Hrvatskoj kad su prognanici iz okupiranih dijelova Hrvatske, a 1992. i izbjeglice iz susjedne
Bosne i Hercegovine dolazili na prostor SZ u kojem je jedan dio tih ljudi ostao Zivjeti (232).
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3. ISPITANICI | METODE

3.1. Ispitanici

U istrazivanju parova smo analizirali uzorke 173 pacijenta s relapsno-remitiraju¢im podtipom
MS koja je dijagnosticirana na temelju McDonaldovih kriterija iz 2010. godine (170) koji su
opisani u poglavlju 2.2.6. Dijagnosticki aspekti MS. Pacijenti su obradeni na Klinici za
neurologiju Klinicke bolnice ,,Sveti Duh*.

Kontrolna skupina je sastavljena od uzoraka 205 zdravih osoba bez autoimunih bolesti koju
¢ine dobrovoljni darivatelji krvi (DDK) Hrvatskog zavoda za transfuzijsku medicinu (HZTM)
u Zagrebu bez simptoma neuroloskih bolesti. Sudionicima kontrolne skupine su do 2003.
godine odredeni genotipovi i aleli HLA razreda I i II. Dio rezultata prikazan je u radovima
Drazi¢ i sur. iz 2000. i 2001. godine (233, 234). Dodatno molekularno testiranje polimorfizama
lokusa visoke rezolucije razreda Il (HLA-DRB1 i HLA-DQAL) zbog otkri¢a novih alela
provedeno je 2017. godine.

Ispitanici studije (pacijenti s MS i kontrolna skupina) su stanovnici sjeverozapadne Hrvatske.
Eticka odobrenja za ovaj rad dali su Eticko povjerenstvo KB ,,Sveti Duh*, Eticko povjerenstvo
HZTM-a te Eti¢ko povjerenstvo Medicinskog fakulteta u Zagrebu. Svi sudionici su potpisali
informirani pristanak za sudjelovanje u ovom istrazivanju. Slijedeée varijable su zabiljezene za
svakog ispitanika: spol, dob kod ukljucivanja u studiju za pacijente s MS i kontrolnu skupinu

te dob pocetka bolesti za pacijente.

3.2. Metode

3.2.1. Tipizacija HLA

Geni HLA razreda 1 i II odredeni su lan¢anom reakcijom polimerazom (engl. Polymerase
Chain Reaction, PCR) koristec¢i alel-specificne oligonukleotidne pocetnice (engl. Single
Specific Primers, SSP) za odredene sekvence pojedinih alela HLA (PCR-SSP). Polazni
materijal za metodu tipizacije HLA je genomska DNA.

3.2.2. Izolacija genomske DNA iz leukocita pomocu testnog paketa
Izolacija dezoksiribonukleinskih kiselina iz bioloSkog materijala pomoc¢u silika-gel membrane
temeljena je na postupku vezanja-ispiranja-eluiranja. Nukleinske kiseline se adsorbiraju na

silika-gel membranu u prisutnosti kaotropnih soli koje uklanjaju vodu iz hidratiziranih
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molekula u otopini. Svi ostali stani¢ni dijelovi koji po sastavu nisu nukleinske kiseline, kao §to

su polisaharidi i proteini se ne adsorbiraju, te se uklanjaju ispiranjem. Nakon ispiranja,

procis¢ena nukleinska kiselina visokog prinosa se eluira s kolone u malom volumenu pufera ili

bidestilirane vode i spremna je za uporabu u molekularnim metodama.

Svim je ispitanicima uzet uzorak periferne krvi sa EDTA, u epruvete Vacutainer (Becton-

Dickinson, Njemacka) od 3 ml. Uzorci su centrifugirani tijekom 10 min na 2500 okretaja, a

zatim je izdvojen leukocitno-trombocitni medusloj (eng. Buffy Coat) u ¢istu epruvetu.

3.2.2.1. Izolacija DNA iz leukocita pomoc¢u QIAamp DNA Blood Mini kita

Priprema reagensa

Radna otopina proteinaze; u bocicu sa liofiliziranom proteinazom dodati proteinaza
otapalo prema uputi na naljepnici boc€ice. Otopljeni sadrzaj promijesati, alikvotirati i
pohraniti na -20 °C do uporabe.

Pufer AW1; dodati apsolutni etanol u pufer AW1 prema uputi na naljepnici bocice.

Pufer AW2; dodati apsolutni etanol u pufer AW2 prema uputi na naljepnici bocice.

Postupak izolacije

U epruvetu od 1,5 mL dodati 20 pL proteinaze i 200 pL leukocitno-trombocitnog
medusloja

Zatim dodati 200 pL lizirajuéeg pufera (AL) i muckati pomoc¢u muckalice 15 s. Uzorak
inkubirati 10 minuta na 56 °C.

Dodati 200 uL apsolutnog etanola (96-100 %) i snazno muckati pomo¢u muckalice 15
S.

Mjesavinu dodati na kolonu postavljenu u epruvetu od 2 mL i centrifugirati 1 minutu
na 11500 okretaja u minuti.

Kolonu prenijeti u novu epruvetu od 2 mL, a epruvetu s filtratom baciti. Dodati 500 pL
pufera za ispiranje kolone (pufer AW1). Centrifugirati 1 min na 11500 okretaja/min.
Odbaciti epruvetu s eluatom, a kolonu prenijeti u novu epruvetu. Dodati 500 uL pufera
za ispiranje na kolonu (AW2). Centrifugirati 3 min na 14000 okretaja.

Eluat baciti. Kolonu postaviti na istu praznu epruvetu i ponovo centrifugiranjem kroz
jednu minutu na maksimalnom broju okretaja, odstraniti ostatke pufera za ispiranje

kolone.
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e Epruvetu s eluatom odbaciti, a kolonu postaviti u novu epruvetu od 1,5 mL i dodati
pazljivo izravno na kolonu 300 pL pufera za eluciju (AE pufer) ili bidestilirane vode.
e Ostaviti stajati na sobnoj temperaturi 5 min.
e Centrifugirati 1 min na 11500 okretaja/min.
e Ponovljenim dodavanjem AE pufera ili bidestilirane vode, te centrifugiranjem tijekom
1 minute moze se povecati prinos DNA za 15-20 %.
e FElucija se moze provesti i s TE puferom pH 8,0 ili bidestiliranom vodom.
Prema preporukama proizvodaca prinos DNA izolirane iz Buffy coata je 15-25 pg/ mL, Sto
odgovara preporu¢enom prinosu za umnozavanje PCR-SSP metodom (Product Insert,
Instructions for Use, Olerup SSP, CareDx AB).

3.2.3. Umnozavanje ciljne sekvence lan¢anom reakcijom polimerazom sa specifi¢nim

poc¢etnicama za sekvencu (PCR-SSP)

Lancana reakcija polimerazom (PCR) je in vitro reakcija umnozavanja ciljnog dijela DNA
pomocu enzima Taq polimeraze, koriste¢i specificne pocetnice koje prepoznaju i
komplementarno se vezu na dijelove DNA kalupa (Slika 20.). PCR-SSP metoda (CareDx AB,
Svedska) je inaGica lan¢ane reakcije polimerazom u kojoj se koriste gen specifi¢ne (nisko
razlu¢ivanje) ili alel specificne pocetnice (Visoko razlucivanje tipizacije HLA). Slijedi postupak
umnozavanja DNA, u tijeku kojeg se u ciklusima denaturacije, vezanja pocetnica i produljenja
lanca, umnazavaju ciljni slijedovi gena. Preduvjet za izvodenje reakcije je poznavanje slijeda
nukleotida rubnih dijelova odsje¢ka DNA koji se Zeli umnoZiti, na temelju kojeg se konstruiraju
pocetnice i postojanje pocetne molekule DNA koja u reakciji ima ulogu kalupa tj. predloska za
lanac nukleotida u nastanku. PCR-SSP metoda se zasniva na nemoguénosti Taq polimeraze da
popravi neslaganje u jednoj bazi na 3' kraju DNA pocetnice. Dakle, kada je nukleotid na 3' kraju
pocetnice komplementaran sekvenci na kraju alela do¢i ¢e do umnoZavanja ulomka. Kada 3'
nukleotid pocetnice nije komplementaran kalupu, nece do¢i do umnozavanja sekvence ili ¢e se
umnoziti u vrlo maloj koli¢ini. U svakoj SSP reakciji istodobno se radi umnozavanje ulomka
ubikviternog gena, u ovom slucaju je to ulomak gena za humani hormon rasta, (engl. Human
Growth Hormone, HGH) , koji sluzi kao interna pozitivna kontrola, da bi se potvrdila prisutnost

DNA u reakcijskoj smjesi.
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Slika 20. Prikaz PCR-SSP metode. Preuzeto iz (235)

(https://www.britannica.com/science/polymerase-chain-reaction ).

Za tipizaciju HLA koristeni su komercijalni HLA-SSP kitovi za nisko razlu¢ivanje pojedinih
lokusa HLA (HLA-A, -B, -C, -DRB1, -DQB1), a za lokuse HLA-DRB1, -DQAL i -DQB1

ucinjena je i tipizacija na razini visokog razlucivanja radi odredivanja pojedinih alela.

3.2.3.1. Protokol za pripravljanje PCR-mjesavine (po jednoj PCR reakciji, a broj reakcija
ovisi 0 broju pocetnica) — prema uputstvu proizvodaca koje se nalazi u svakom kompletu
U epruvetu od 2 mL treba dodati:

e 6 pL master-mix-a (sadrzanog u SSP kitovima)

e 9,45 ulL aqua pro injectione

e 4uL DNA

e 0,15 uL Tag DNA polimeraze

U svaku jaZicu PCR plocice treba dodati 10 pL priredene PCR mjeSavine i zatvoriti ju.

Svi postupci pripreme za PCR izvode se u kabinetu s laminarnim protokom zraka (Iskra PIO,

Slovenija).

3.2.3.2. Lanc¢ana reakcija polimerazom
e Smjestiti plo¢icu u PCR uredaj ( Applied Biosystems, SAD).

e Izabrati odredeni program i ukljuciti uredaj. Program umnozavanja je prikazan u Tablici 4.
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Tablica 4. Program za umnoZzavanje odsjeCaka DNA metodom PCR-SSP

Korak Broj ciklusa Temperatura Vrijeme umnozavanja
1. 1 94°C 2 min
2. 10 94°C 10s
65°C 60 s
3. 20 94°C 10s
61°C 50s
72°C 30s
4. odrzavanje 4°C 00

3.2.4. Gel elektroforeza

Detekcija produkata PCR-SSP umnozavanja se vrs$i pomocu elektroforeze na gotovim PCR
CheckIT Wide Mini kliroznom gelovima 4X25 uz etidijev bromid (AL-Diagnostic GMBH,
Austrija). Cjelokupni sadrzaj (10 uL) svake pojedine jaZice Se otpipetira na gel. Etidijev bromid
je supstancija koja se umrezava u niti DNA, a obasjana UV svjetlom svijetli. Nakon zavrSene
elektroforeze, gel se pogleda pod UV iluminatorom na 312 nm i dokumentiraju umnozene vrpce

pomocu fotografiranja kamerom (Slika 21.).

Interna kontrola
(pozitivna)

Zi i Jazica broj 22:
Jazica broj 9: ]}

0 e specifi&naJ ) | specificna
amplifikacija, 210 pb. ..

amplifikacija, 235 pb.
DNA

Slika 21. Elektroforeza na agaroznom gelu za HLA-DRB1*07 (vlasnistvo HZTM). Interna

kontrola je gen HGH, veli¢ina fragmenta 515 pb, 430 pb ovisno o jaZzici.
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3.2.5. Interpretacija nalaza

Specifi¢nost svake pojedine PCR amplifikacije provjeravamo pomocu tablica za interpretaciju,
koje se nalaze prilozene u svakom komercijalnom HLA SSP setu i pomo¢u HELMBERG
SCORE Software-a (CareDx AB, Svedska).

3.3. Statisticke metode

Racunalni program Arlequin 3.11 koristila sam za procjenu uocene heterozigotnosti i o¢ekivane
heterozigotnosti te za testiranje Hardy-Weinberg ravnoteze (HWE) pri ¢emu je koriSten
algoritam Markovljevi lanci (Markov Chain) (236). Ucestalosti alelnih skupina i alela HLA kod
pacijenata s MS i kontrolne skupine su izraunate izravnim brojanjem. Medijan, standardna
devijacija (SD), aritmeticka sredina te interkvartilni raspon su izracunati za demografske
karakteristike svih ispitanika. Usporedba izmedu pacijenata s MS i kontrolne skupine za
kategorije spola je napravljena pomocu y? testa, a za prosje¢nu dob kod uklju¢ivanja u
istrazivanje pomocu Mann-Whitney testa. Za usporedbu ucestalosti alela, genotipova i
haplotipova HLA izmedu bolesnika i kontrolne skupine je upotrijebljen %2 test ili Fisher-ov
egzaktni test (gdje je bilo <5 ispitanika) te je odreden omjer izgleda (engl. Odds Ratio, OR) s
95 % intervalom pouzdanosti (engl. Confidence Interval, Cl). Sve P-vrijednosti < 0,05 se
smatraju znacajne. Da bi izbjegli potencijalne smetnje uzrokovane malim brojem uzoraka,
analizirali smo samo one alele koji su uoceni kod najmanje pet ispitanika kod kontrolne ili
skupine bolesnika. Bonferronijeva korekcija za viSestruka testiranja je primijenjena mnoZenjem
izracunate P-vrijednosti s brojem usporedba za svaki lokus (P korigirana, Pkor.). Ucestalosti

haplotipova su izraCunate pomocu programa Arlequin 3.11 (236).
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4. REZULTATI

4.1. Znacajke ispitanika

Demografski podaci o ispitivanoj populaciji su prikazani u Tablici 5. Od 173 bolesnika oboljela
od multiple skleroze, 132 (76,30 %) su zenskog, a 41 (23,70 %) muskog spola. Prosje¢na dob
bolesnika je 43,04 + 11,59 godina, dok je prosje¢na dob kod koje su nastali simptomi MS 36,34
+ 11,04 godina. Kontrolna skupina dobrovoljnih darivatelja krvi se sastojala od 149 muskaraca
(72,68 %) 1 56 zena (27,32 %) s prosjecnom dobi 40,03 + 11,36 godina. lako je postojala
statistiCka znacajna razlika u raspodjeli prema spolu izmedu bolesnika oboljelih od MS,
dobiveni podaci su koristeni samo za usporedbu izmedu udestalosti alela, genotipova te

haplotipova HLA kod pacijenata i kontrola.

Tablica 5. Demografske znacajke pacijenata s MS i kontrolne skupine. Kvalitativni podaci su

prikazani kao srednja vrijednost sa standardnom devijacijom.

Bolesnici (N =173) Kontrole (N = 205) P-vrijednost
Spol, Zenski, n (%) 132 (76,30) 56 (27,32) < 0,001
Spol muski, n (%) 41 (23,70) 149 (72,68) < 0,001
Dob, aritmeticka sredina,

43,04 + 11,59 (34-51) | 40,03 + 11,36 (32-49) 0,024

SD (IQR)
Dob kod pojave simptoma,
aritmeti¢ka sredina, SD 36,34 + 11,04 (27-44) /
(IQR)

Kratice: IQR = interkvartilni raspon; SD = standardna devijacija.
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4.2. Raspodjela ucestalosti gena/alela HLA razreda 1| i Il u kontrolnoj skupini
dobrovoljnih darivatelja krvi sjeverozapadne Hrvatske

4.2.1. Odredivanje Hardy-Weinberg ravnoteze za lokuse HLA-A, -B, -C, -DQA1, -DQB1,
-DRB1

Za svaki od ispitivanih lokusa (HLA-A, -B, -C, -DQAL, -DQB1, -DRB1) izracunata je uocena te
oc¢ekivana heterozigotnost. Nijedan lokus nije pokazao znacajnu devijaciju od Hardy-Weinberg

ravnoteze (Tablica 6.).

Tablica 6. Hardy-Weiberg ravnoteza za lokuse HLA razreda I i 1l.

Uocena heterozigotnost Ocekivana heterozigotnost P-vrijednost
HLA-A 0,8734 0,8205 0,137
HLA-B 0,9612 0,9308 0,174
HLA-C 0,8725 0,8617 0,748
HLA-DQA1 0,8276 0,8538 0,469
HLA-DQB1 0,8781 0,8800 0,953
HLA-DRB1 0,9512 0,9320 0,408

4.2.2. Raspodjela ucestalosti gena HLA razreda | u kontrolnoj skupini

U Tablici 7. prikazana je analiza u¢estalosti gena na lokusima HLA-A, -B i -C. Na lokusu HLA-
A nasli smo Sesnaest razli¢itih gena. Trinaest gena HLA-A je zastupljeno s ucestalo§¢u vecom
od 1 %. Najucestaliji aleli su: HLA-A*02 (30,24 %), -A*03 (16,59 %), -A*24 (11,22 %), -A*01
(10,24 %) te -A*11 (7,80 %). Lokus HLA-B je bio zastupljen kod zdrave kontrolne skupine s
dvadeste pet razli¢itih gena od kojih je sedamnaest ucestalo vise od 1 %. Medu genima na
lokusu HLA-B najucestaliji su HLA-B*51 (12,19 %), -B*35 (10,24 %), -B*07 (9,27 %), -B*18
(9,27 %) te -B*44 (7,56 %). Kod lokusa HLA-C smo nasli petnaest razli¢itih gena. U Tablici 7.
su prikazani samo geni ¢ija je ucestalost > 1 %. Najucestaliji je HLA-C*07 (25,85 %), slijede
HLA-C*12 (17,80 %), -C*04 (10,49 %), -C*02 (9,51 %) i -C*03 (8,29 %) geni.
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Tablica 7. Raspodjela gena na lokusima HLA-A, -B i -C u kontrolnoj skupini (N = 210).

HLA-A HLA-B HLA-C

Gen Ucestalost (%) Gen Ucestalost (%) Gen Ucestalost (%)
*01 10,24 *Q7 9,27 *01 3,90
*02 30,24 *08 5,61 *02 9,51
*03 16,59 *13 2,68 *03 8,29
*11 7,80 *14 2,19 *04 10,49
*23 1,71 *15 4,39 *05 3,41
*24 11,22 *18 9,27 *06 6,82
*25 3,66 *27 6,82 *07 25,85
*26 3,90 *35 10,24 *08 1,95
*30 1,46 *38 5,12 *12 17,80
*31 1,95 *39 3,66 *14 3,66
*32 3,41 *40 4,88 *15 4,39
*33 2,19 *44 7,56
*68 3,66 *49 3,41

*50 1,95

*51 12,19

*52 1,95

*56 1,71

Prikazani su samo geni ¢ija je ucestalost > 1 %.

U kontrolnoj skupini dobrovoljnih darivatelja krvi napravljena je i analiza haplotipova

sastavljenih od dva (HLA-A i -B) i tri (HLA-A, -B i -C) lokusa (Tablica 8.).
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Tablica 8. Analiza haplotipskih veza izmedu lokusa HLA-A, -B i -C u populaciji zdravih

ispitanika kontrolne skupine (N = 205).

HLA-A~B haplotip | N, ucestalost (%) HLA-A~B~C haplotip N, ucestalost (%)
*02~*51 24 (5,87) *01~*08~*07 17 (4,00)
*03~*07 16 (3,88) *03~*07~*07 16 (3,90)
*01~*08 16 (3,83) *02~*27~*02 14 (3,32)
*02~*27 15 (3,52) *25~*18~*12 12 (3,00)
*25~*18 14 (3,49) *24~*Q7~*07 10 (2,26)
*03~*35 13 (3,25) *02~*40~*03 9(2,21)
*02~*44 13 (3,18) *11~*35~*04 8(1,94)
*02~*18 13 (3,14) *02~*18~*07 8 (1,94)
*24~*07 12 (2,82) *02~*51~*14 7(1,70)
*02~*40 11 (2,27) *02~*15~*03 7(1,70)
*02~*15 9(2,18) *02~*44~*05 6 (1,46)
*11~*35 9(2,18) *02~*07~*07 6 (1,46)
*26~*38 9(2,18) *24~*52~*12 6 (1,46)
*02~*07 8 (1,77) *32~*40~*02 5 (1,25)
*03~*18 7 (1,65) *68~*35~*04 5(1,25)
*02~*35 7(1,63) *02~*51~*02 5(1,25)
*02~*39 6 (1,44) *33~*14~*08 5(1,22)

Prikazani su samo haplotipovi ¢ija je ucestalost > 1 %.

Kod haplotipa HLA-A~B nadeno je ukupno 189 pretpostavljenih haplotipova. Sedamnaest

pretpostavljenih haplotipova je uoceno kod minimalno 1 % ispitanika kontrolne skupine.
Najucestaliji su HLA-A*02~B*51 (5,87 %), HLA-A*03~B*07 (3,88 %), HLA-A*01~B*08 (3,83
%), HLA-A*02~B*27 (3,52 %), HLA-A*25~B*18 (3,49 %), HLA-A*03~B*35 (3,25 %) i HLA-

A*02~B*44 (3,18 %).

Medu HLA-A~B~C haplotipovima HLA-A*01~B*08~C*07 je naj¢esce zastupljen u kontrolnoj
skupini (4,00 %), a slijede HLA-A*03~B*07~C*07 (3,90 %), HLA-A*02~B*27~C*02 (3,32 %),
HLA-A*25~B*18~C*12 (3,0 %) i HLA-A*24~B*07~C*07 (2,26 %).
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4.2.3. Usporedba ucestalosti gena kontrolne skupine sjeverozapadne Hrvatske na
lokusima HLA-A, -B i -C kontrolne skupine sjeverozapadne Hrvatske s drugim studijama
U Tablicama 9., 10. i 11. usporedili smo ucestalosti gena lokusa HLA- A, -B i -C u kontrolnoj
skupini sjeverozapadne Hrvatske s ucestalostima alela u drugim studijama iz Hrvatske:
istrazivanje iz 2014. godine na 4000 darivatelja krvotvornih mati¢nih stanica (KMS) - Hrvatska
2 za gene na lokusima HLA-A i -B te istrazivanje Zunec i Grubi¢ na 120 darivatelja solidnih
organa - Hrvatska 3 za gene na lokusu HLA-C (237, 238). Usporedili smo takoder ucestalosti
gena na lokusima HLA- A, -B i -C u kontrolnoj skupini naSeg istrazivanja s uéestalosti alela u
susjednim zemljama te u nekim nama blizim zemalja Europe (ucestalosti Su preuzete sa stranice
http://www.allelefrequencies.net/ (237) te iz originalnih radova autora iz tih zemalja).

Nije bilo statisti¢ki znacajne razlike u ucestalosti gena izmedu naSeg rada i izmedu populacija

Hrvatska 2 te Hrvatska 3 na sva tri lokusa (Tablica 9., 10., i 11.).
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Tablica 9. Usporedba ucestalosti gena na lokusu HLA-A u kontrolnoj skupini Sjeverozapadne Hrvatske s ucestalostima alela u susjednim zemljama,

nekim drzavama Europe te u skupini Hrvatska 2.

Hrvatska - Hrvatska 2 | Slovenijai Italija Njemackai Srbija BIH Austrija Madarska
HLA-A* | nasastudija | (N=4000) | (N=130) | (N=674) | (N=11.407) | (N=1992) | (N =134) (N=200) | (N=1644)
(N =205) (%) | (%) (238) (%) (239) | (%) (237) | (%) (237) | (%) (240) | (%) (237) (%) (237) | (%) (241)
01 10,24 12,46 9,30 11,70 14,97 14,26 13,43 14,50 15,2
02 30,24 31,32 26,10 26,80 29,21 29,47 34,70 31,20 29,2
03 16,59 12,42 15,00 11,80 15,40 11,32} 15,67 15,20 11,87
11 7,80 6,91 7,20 5,30 5,13 6,13 4,85 3,201 6,0
23 1,71 2,50 3,10 3,20 2,43 2,23 2,23 2,20 3,0
24 11,22 11,39 9,70 10,90 9,50 11,09 10,07 10,50 8,9
25 3,66 3,14 2,00 1,107 2,27 2,64 2,23 2,20 4,0
26 3,90 4,81 5,10 5,90 3,40 6,02 4,10 4,20 5,3
30 1,46 1,71 2,00 5,007 2,27 2,11 0,37 3,80 2,8
31 1,95 2,31 3,10 2,80 2,32 1,93 1,86 2,00 1,4
32 3,41 3,93 3,90 3,90 3,77 4,77 1,49 2,80 3,6
33 2,19 2,05 2,00 2,70 1,30 2,54 0,37 1,00 1,5
68 3,66 4,61 4,30 4,00 4,13 4,22 6,71 4,13 4,2

iUCestalost pojedinih gena je izracunata na temelju ucestalosti fenotipova pretpostavljajuci da je populacija pod Hardy-Weinbergovim proporcijama.

+ P<0.05
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Tablica 10. Usporedba ucestalosti gena lokusa HLA-B u kontrolnoj skupini sjeverozapadne Hrvatske s u¢estalosti alela u skupini Hrvatska 2 te

susjednih zemalja i nekih nama blizim drzava Europe.

HLA. nHa;Zasttsukjij:a\ Hrvatska 2 | Slovenijai Italija Njemacka | Makedonija BIH Austrija Madarska Srbija

o (N = 209 (N=4000) | (N=130) | (N=159311) | N=1140 | (N=286) | (N=134) | (N=2736) | N=1644 | N=1992
) (%)(238) | (%) (239) | (%) (242) | (%) (237) | (%) (243) | (%) (237) | (%) (244) | (%) (241) | (%) (240)

07 9,27 7,09 13,20 5,707 13,10 6,29 6,71 11,61 8,1 4,97F
08 5,61 7,78 7,60 5,90 10,00+ 5,94 8,20 7,92 10,3} 8,63
13 2,68 3,77 3,50 3,40 3,20 3,15 1,11 3,10 4,0 3,29
14 2,19 2,47 1,20 3,60 2,53 2,45 1,11 2,44 3,0 3,16
15 4,39 4,81 3,50 5,20 7,96 1,22 3,35 7,96 4,7 3,66
18 9,27 8,18 8,00 9,70 4,607 14,69 8,20 6,57 9,6 9,89
27 6,82 6,21 6,40 1,907 4,34 4,02 4,85 4,42 4,7 5,00
35 10,24 13,19 12,30 15,90+ 10,00 16,08 9,32 10,00 11,3 13,13
38 512 4,39 4,70 3,50 2,22 3,32 4,10 2,51 41 5,62
40 4,88 3,77 4,70 2,70 6,56 4,95 5,50 6,6 4,4 3,61
44 7,56 9,30 9,70 9,20 12,767 7,87 14,921 12,951 12,27 9,12
51 12,19 11,36 7,60 10,40 6,197 14,69 10,82 8,18 6,8 12,85
57 1,5 2,66 3,50 4,907 3,61 1,40 2,98 3,57 2,5

tUCestalost pojedinih gena je izracunata na temelju ucestalosti fenotipova pretpostavljaju¢i da je populacija pod Hardy-Weinbergovim proporcijama. T P<0.05
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Tablica 11. Usporedba ucestalosti gena lokusa HLA-C u kontrolnoj skupini sjeverozapadne Hrvatske s ucestalosti alela u skupini Hrvatska 3 te

susjednih zemalja i nekih nama blizih drzava Europe.

Hrvatska - Ny Italija N y y
- Hrvatska 3 Slovenija i ) ) Srbija Makedonija Grcka Austrija
nasa studija Sjeverna Pavia
HLA-C* (N =120) (N =130) (N =1992) (N = 256) (N=759) | (N=1368)
(N =205) (N = 685) (%)
(%) (237) (%) (239) (%) (240) | (%) (242) | (%) (237) | (%) (244)
(%) (237)
01 3,90 8,75 4,30 5,60 6,92 4,37 3,78 4,47
02 9,51 7,08 8,50 6,80 6,92 6,82 7,77 7,26
03 8,29 4,58 11,00 2,501 5,97 4,55 5,50 10,24
04 10,49 12,08 14,50 20,407 13,52 18,367 17,68+ 12,52
05 3,41 3,75 4,70 1,207 3,46 4,85 3,92 6,96
06 6,82 10,00 10,10 1,901 10,06 6,12 9,42 9,94
07 25,85 22,8 28,20 24,10 24,84 27,97 19,19 29,02
08 1,95 1,67 1,20 3,10 4,08 2,80 3,37 1,89
12 17,80 10,42 12,80 5,607 13,52 12,76 14,51 8,257
14 3,66 2,08 0,80 2,50 3,77 3,50 3,58 1,789
15 4,39 4,17 3,10 1,201 4,71 6,82 6,05 3,677

tUCcestalost pojedinih gena je izracunata na temelju ucestalosti fenotipova pretpostavljajuéi da je populacija pod Hardy-Weinbergovim proporcijama.

+ P<0.05
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4.2.3.1. Raspodjela ucestalosti alela HLA razreda Il u kontrolnoj skupini

U Tablici 12. je prikazana raspodjela alela na lokusima HLA-DRB1, -DQAL1 i -DQB1. Ukupno
smo nasli trideset Cetiri alela HLA-DRB1 u kontrolnoj skupini zdravih ispitanika. Devetnaest
alela ima ucestalost ve¢u od 1 % te ¢ine ukupno 93,55 % svih HLA-DRBL1 alela.

Tablica 12. Raspodjela alela na lokusima HLA-DRB1, -DQA1 i -DQB1 u kontrolnoj skupini
(N = 205).

HLA-DRB1* N (%) HLA-DQAL* | N (%) | HLA-DQBL1* | N (%)
01:01 39 (9,51) 01:01 46 (11,97) 02:01 44 (10,73)
01:02 6 (1,46) 01:02 103 (24,87) 02:02 23 (5,61)
03:01 42 (10,24) 01:03 29 (7,07) 03:01 97 (23,65)
04:01 13 (3,17) 01:04 17 (4,14) 03:02 22 (5,36)
04:02 7 (1,71) 01:05 6 (1,46) 03:03 5 (1,22)
04:04 8 (1,95) 02:01 26 (6,34) 04:02 15 (3,65)
07:01 27 (6,58) 03:01 24 (5,61) 05:01 54 (13,17)
08:01 14 (3,41) 03:03 10 (2,68) 05:02 48 (11,71)
08:04 7 (1,71) 04:01 16 (3,91) 05:03 14 (3,41)
10:01 6 (1,46) 05:01 46 (10,98) 06:01 4 (1,00)
11:01 40 (9,75) 05:05 83 (20,24) 06:02 34 (8,29)
11:04 30 (7,31) 06:03 28 (6,82)
12:01 9(2,19) 06:04 10 (2,43)
13:01 27 (6,58)

13:02 16 (3,90)
14:54 9(2,19)
15:01 35 (8,53)
16:01 43 (10,48)
16:02 6 (1,46)

Prikazani su samo aleli ¢ija je uCestalost > 1 %.

Najucestaliji je alel: HLA-DRB1*16:01 (10,48 %), slijede HLA-DRB1*03:01 (10,24 %),
-DRB1*11:01 (9,75 %), -DRB1*01:01 (9,51 %), -DRB1*15:01 (8,53 %) i -DRB1*11:04 (7,31
%). Najucestaliji medu 16 analiziranih alela na lokusu HLA-DQA1 su HLA-DQA1*01:02

(24,87 %), -DQAL*05:05 (20,24 %), -DQA1*01:01 (10,97 %), -DQA1*05:01 (10,98 %) te
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-DQA1*01:03 (7,07 %). Na lokusu HLA-DQB1 smo nasli Sestanest razli¢itih alela. Medu njima
je 13 alela s ucestalos¢u > 1 %. Medu njima najucestaliji alel je HLA-DQB1*03:01 (23,65 %),
zatim slijede HLA-DQB1*05:01 (13,17 %), -DQB1*05:02 (11,71 %), -DQB1*02:01 (10,73 %)
i -DQB1*06:02 (8,29 %).

4.2.3.2. Usporedba ucestalosti alela na lokusima HLA-DRB1, -DQAL1 i -DQBL1 iz kontrolne
skupine sjeverozapadne Hrvatske s drugim studijama

U Tablicama 13., 14. i 15. usporedili smo ucestalosti alela na lokusima HLA-DRB1, -DQA1 i -
DQB1 u kontrolnoj skupini sjeverozapadne Hrvatske s ucestalostima alela u drugim studijama
iz Hrvatske: istrazivanje iz 2014. godine na 4000 darivatelja KMS- Hrvatska 2 za alele na
lokusu HLA-DRBY, istrazivanje iz 2000. godine Grubi¢ i sur. - Hrvatska 4 za alele na lokusima
HLA-DQAL te na istrazivanje Grubic i sur. iz 1995. za HLA-DQBL1 alele - Hrvatska 5 (223, 238,
245). Usporedili smo takoder ucestalosti alela na lokusima HLA-DRB1, -DQAL i -DQBL1 u
kontrolnoj skupini s ucestalostima u susjednim zemljama te u nama blizim zemljama Europe
(uCestalosti su preuzete sa stranice http://www.allelefrequencies.net/ (237) te iz originalnih
radova autora iz tih zemalja). Nije bilo statisti¢ki znacajne razlike u ucestalosti alela izmedu
naseg rada i izmedu populacija Hrvatska 2 te Hrvatska 4 u svim analiziranim alelima na
lokusima HLA-DRBL1, -DQA1 i -DQB1 osim kod alela HLA-DQB1*04:02 gdje je ucestalost tog
alela kontrolne skupine iz naseg istrazivanja iznosila 3,7 % dok je u skupini Hrvatska 4 bila
0,84 %.
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Tablica 13. Usporedba ucestalosti najéesé¢ih alela lokusa HLA-DRB1 u nasoj kontrolnoj skupini s ucestalostima u susjednim zemljama, nekih drzava

Europe te u skupini Hrvatska 2.

Hrvatska - Hrvatska 2 Slovenija* Italija Njemacka | Makedonija | Njemackai Austrija
HLA-DRB1* naga studija (N=4000) | (N=140) | (N=975) | (N=39689) | (N=158) | (N=1028) | (N =200)
(N = 205) (%) (%) (238) (%) (237) | (%) (242) | (%) (237) | (%) (237) (%) (246) | (%) (237)
01:01 9,51 9,79 12,25 6,40 8,90 8,20 9,73 12,10
03:01 10,24 10,01 11,68 9,30 10,20 6,70 10,75 11,80
04:01 3,17 2,96 2,89 1,70 6,84 1,30 3,26 6,80
07:01 6,58 9,78 13,39+ 12,50+ 12,247 7,30 10,36 13,40+
08:01 3,41 2,94 3,61 2,10 2,66 1,90 3,45 1,50
11:01 9,75 7,88 7,42 12,00 7,95 9,20 5,897 9,00
11:04 7,31 7,66 6,19 10,00 3,60 13,90 6,86 3,80
13:01 6,58 6,44 6,19 5,40 7,80 7,30 6,03 6,20
13:02 3,90 4,41 3,61 4,80 4,18 3,20 4,38 6,20
15:01 8,53 8,71 8,56 5,60 12,85 4,40 10,26 12,70
16:01 10,48 9,41 2,897 4,90 2,607 14,90 8,12 2,501

*Ucestalost pojedinih alela je izraCunata na temelju ucestalosti fenotipova pretpostavljaju¢i da je populacija pod Hardy-Weinbergovim proporcijama.

{Registar donora KMS - bosansko-hercegovacka manjina.

+P<0.05
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Tablica 14. Usporedba ucestalosti najcescih alela lokusa HLA-DQAL u naSoj kontrolnoj skupini s ucestalosti U susjednim zemljama, u nekim

drzavama Europe te u skupini Hrvatska 4.

Hrvatska Hrvatska 4 Slovenija™ (N = Italija Njemacka™ (N | Makedonija Greka
HLA-DQA1* -naga studija | (N = 210) (N=179) | = 111) ( %) | (N =103) N =500

N =205 (%) | (%) (245) 140) (%) (237) %) (237) | (237) (%) (237) (%) (237)
01:01 10,97 15,7 19,37 10,00 9,44 12,10 6,30
01:02 24,87 29,0 23,84 13,707 21,70 29,60 24,80
01:03 7,07 6,2 1,81 6,70 6,51 5,30 5,80
01:04 4,14 - - 3,90 3,66 - 5,90
02:01 6,34 7,9 12,597 15,407 13,517 2,90 8,00
03:01 5,61 - 6,67 4,70 11,96 16,007 7,80
04:01 3,91 3,8 3,61 1,90 3,20 0 0,30F
05:01 10,98 27,6+ 31,88+ 40,807 26,447 32,50+ 6,80
05:05 20,24 - - - - - 32,501

**Ucestalost pojedinih alela je izraGunata na temelju uéestalosti fenotipova pretpostavljajuci da je populacija pod Hardy-Weinbergovim proporcijama.

U studiji Grubié i sur. iz 2000. godine prikazana je frekvencija alela HLA-DQA1*03 koja je bila 10,0 %.

+P<0.05

64



-----

drzavama Europe te u skupini Hrvatska 4.

Hrvatska Hrvatska 5 Slovenijai | Italija Njemacka | Makedonija | Njemacka™ | Austrija
HLA-DQB1* | -nasa studija (N = 238) (N=140) | (N =2087)| (N=174) |(N=172) |(N=4856) | (N =200)

(N =205) (%) | (%) (223) (%) (237) | (%) (242) | (%) (237) | (%) (237) | (%) (246) | (%) (237)
02:01 10,73 13,44 22,547 7,79 18,707 -2 16,467 12,80
02:02 5,61 - - 7,71 0,60t -2 - 9,80
03:01 23,65 23,53 23,84 30,337 21,00 25,00 27,32 19,70
03:02 5,36 3,78 4,39 5,92 5,20 6,40 11,39% 7,20
04:02 3,65 0,84+ 3,61 3,14 2,90 1,50 2,17 1,50
05:01 13,17 12,18 14,21 11,79 13,20 7,30 8,69 13,80
05:02 11,71 10,92 4,39 7,00 2,607 17,20 6,63t 3,00F
05:03 3,41 5,04 4,76 6,88 3,20 5,80 5,70 2,50
06:02 8,29 8,82 8,89 3,45% 16,70 6,90 5,07 12,50
06:03 6,82 6,72 6,67 5,70 9,20 5,80 5,74 6,50
06:04 2,43 3,79 3,61 3,31 2,40 1,70 3,01 5,50

tUCestalost pojedinih alela je izraunata na temelju ucestalosti fenotipova pretpostavljaju¢i da je populacija pod Hardy-Weinbergovim proporcijama.

@Na stranici http://www.allelefrequencies.net/ autori iz Makedonije su upisali ué¢estalost HLA-DQB1*02 alela 15,40 %.

""Registar donora KMS - turska manjina.

+P<0.05
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U Tablici 16. su prikazani najucestaliji haplotipovi u kontrolnoj skupini koji ukljucuju dva
lokusa HLA-DRB1 i HLA-DQBL te tri lokusa HLA-DRB1, HLA-DQA1 i HLA-DQBL.

Tablica 16. Ucestalost HLA-DRB1~DQB1 i HLA-DRB1~DQA1~DQB1 haplotipova u
kontrolnoj skupini (N = 205).

Haplotipovi Ucestalost | Haplotipovi Ucestalost
HLA-DRB1~DQB1 N (%) HLA-DRB1~DQA1~DQB1 N (%)
*01:01~*05:01 36 (9,51) | *01:01~*01:01~*05:01 38(9,27)
*03:01~*02:01 42 (10,24) | *03:01*05:01~*02:01 37 (8.99)
*07:01~*02:02 23 (5,61) *04:01~*03:01~*03:02 6 (1,46)
*08:01~*04:02 9 (2,20) *04:02~*03:01~*03:02 5(1,22)
*10:01~*05:01 6 (1,46) | *04:04~*03:01~*03:02 5(1,22)
*11:01~*03:01 40 (9,76) *07:01~*02:01~*02:02 21 (5,12)
*11:04~*03:01 27 (6,59) | *08:01~*04:01~*04:02 8 (1,95)
*13:01~*06:03 25(6,10) | *10:01~*01:05~*05:01 6 (1,46)
*13:02~*06:04 10 (2,44) *11:01~*05:05~*03:01 38 (9,27)
*15:01~*06:02 32(8,29) | *11:04~*05:05~*03:01 27 (6,59)
*16:01~*05:02 39(9,51) | *13:01~*01:03~*06:03 24 (5,85)
*13:02~*01:02~*06:04 10 (2,44)
*14:54~*01:04~*05:03 9(2,2)
*15:01~*01:02~*06:02 31 (7,60)
*16:01~*01:02~*05:02 39 (9,51)

Medu HLA-DRB1~DQB1 haplotipovima najucestaliji je HLA-DRB1*03:01~DQB1*02:01
(10,24 %), slijede ga HLA-DRB1*11:01~DQB1*03:01 (9,76 %), HLA-
DRB1*16:01~DQB1*05:02 (9,51 %), HLA-DRB1*01:01~DQB1*05:01 (9,51 %) te HLA-
DRB1*15:01~DQB1*06:02 (8,29 %).

Najucestaliji HLA-DRB1~DRB1~DQB1 haplotipovi u naSem istrazivanju su: HLA-
16:01~DQA1*01:02~DQB1*05:02 (9,51 %), HLA-DRB1*01:01~DQA1*01:01~DQB1*05:01
(9,27 %), HLA-DRB1*11:01~DQA1*05:05~DQB1*03:01 (9,27 %), HLA-
DRB1*03:01~DQA1*05:01~DQB1*02:01 (8,99 %) i HLA-
DRB1*15:01~DQA1*01:02~DQB1*06:02 (7,60 %).
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4.3. Usporedba ucestalosti gena/alela HLA razreda | i 1l izmedu pacijenata oboljelih od
MS i kontrolne skupine

4.3.1. Usporedba gena HLA razreda I izmedu pacijenata oboljelih od MS i kontrolne
skupine

U skupini bolesnika smo nasli petnaest razli¢itih gena HLA-A. Najucestaliji su geni HLA-A*02
(24,28 %), -A*03 (18,50 %), -A*24 (13,58 %) te -A*01 (13,29 %) (Tablica 17.). Kod zdravih
ispitanika kontrolne skupine gen HLA-A*02 je ucestaliji (30,24 %) u usporedbi sa skupinom
bolesnika s MS (24,28 %), ali ne postoji statistiCka znacajnost (P = 0,206). Geni HLA -A*03
(18,50 % vs. 16,59 %), -A*24 (13,58 % vs. 11,22 %) te -A*01 (13,29 % vs. 10,24 %) su
ucestaliji kod pacijenata s MS, ali takoder bez statisticke znacajnosti izmedu ispitivanih

skupina.

Tablica 17. Raspodjela gena na lokusu HLA-A kod pacijenata s MS (N = 173) i zdrave kontrolne
skupine (N = 205).

MS Kontrolna skupina Ny
HLA-A* P-vrijednost
N (%) N (%)
01 46 (13,29) 42 (10,24) NZ
02 84 (24,28) 124 (30,24) NZ
03 64 (18,50) 68 (16,59) NZ
11 25 (7,23) 32 (7,80) NZ
23 3(0,87) 7(1,71) NZ
24 47 (13,58) 46 (11,22) NZ
25 12 (3,47) 15 (3,66) NZ
26 11 (3,18) 16 (3,90) NZ
30 7(2,02) 6 (1,46) NZ
31 7 (2,02) 8 (1,95) NZ
32 16 (4,62) 14 (3,41) NZ
33 7(2,02) 9(2,19) NZ
68 11 (3,18) 15 (3,66) NZ

Kratice: MS = multipla skleroza, NZ = nije statisti¢ki znacajno.

Prikazani su samo geni koji su zastupljeni >1 % u skupini MS ili u kontrolnoj skupini.
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Ukupno su nadena dvadeset Cetiri gena HLA-B kod bolesnika s MS. Osamnaest gena HLA-B ima
ucestalost > 1 % (Tablica 18.) Kod bolesnika s MS, geni HLA-B*35 (14,74 % vs. 10,24 %), -
B*18 (12,72 % vs. 9,27 %) i -B*07 (11,27 % vs. 9,27 %) su ucestaliji u odnosu na kontrolnu
skupinu, ali bez statisticke zna¢ajnosti. U zdravoj populaciji HLA-B*51 (12,27 % vs. 11,27 %)

je ucestaliji u odnosu na skupinu bolesnika s MS, ali takoder bez statisticke znacajnosti.

Tablica 18. Ucestalost gena na lokusu HLA-B kod pacijenata s MS (N = 173) i zdrave kontrolne
skupine (N = 205).

MS Kontrolna skupina B
HLA-B* P-vrijednost
N (%) N (%)
07 39 (11,27) 38 (9,27) NZ
08 22 (6,35) 23 (5,61) NZ
13 8 (2,31) 11 (2,68) NZ
14 11 (3,17) 9(2,19) NZ
15 17 (4,91) 18 (4,39) NZ
18 44 (12,72) 38 (9,27) NZ
27 16 (4,62) 28 (6,82) NZ
35 51 (14,74) 42 (10,24) NZ
38 11 (3,18) 21 (5,12) NZ
39 10 (2,89) 15 (3,66) NZ
40 13 (3,77) 20 (4,88) NZ
44 26 (7,51) 31 (7,56) NZ
49 5 (1,45) 14 (3,41) NZ
50 1(0,3) 8 (1,95) NZ
51 39 (11,27) 50 (12,19) NZ
52 5 (1,45) 8 (1.95) NZ
56 5 (1,45) 7(1,71) NZ
57 7 (2,02) 6 (1,46) NZ

Kratice: MS = multipla skleroza, NZ = nije statisti¢ki znacajno.

Prikazani su samo geni koji su zastupljeni >1 % u skupini MS ili u kontrolnoj skupini.
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Kod bolesnika s MS nadeno je ukupno trinaest gena HLA-C, dok je njih jedanaest zastupljeno s
ucestalos¢u > 1 % (Tablica 19.). Najucestaliji geni kod oboljelih od MS su HLA-C*07 (30,06
%), -C*04 (16,47 %), -C*06 (7,23 %), Gen HLA-C*04 je jedini ucestaliji u skupini bolesnika s
MS s grani¢nom znacajnos$¢u (P = 0,05), dok ucestalost ostalih gena nema statisticku znac¢ajnost.
U kontrolnoj skupini geni HLA-C*02 (9,51 %), -C*03 (8,29 %) -C*12 (17,80 %) su ucestaliji
nego kod bolesnika s MS, Samo je HLA-C*12 statisticki vise zastupljen u kontrolnoj skupini u
odnosu na skupinu bolesnika s MS (P = 0,004). Kada se primjeni korekcija za 13 testiranih gena

dobivamo grani¢nu statisticku zna¢ajnost (Pkor = 0,052).

Tablica 19. Raspodjela gena na lokusu HLA-C kod pacijenata s MS (N = 173) i kontrolne skupine
(N = 205).

HLA-C* M3 Kontrole OR (95 % CI) P-vrijednost
N (%) N (%)
01 18 (5,20) 16 (3,90) NZ
02 22 (6,36) 39 (9,51) NZ
03 25 (7,23) 34 (8,29) NZ
04 57 (16,47) 43 (10,49) 1,58 (0,98-2,55) 0,05
05 16 (4,62) 14 (3,41) NZ
06 25 (7,23) 28 (6,82) NZ
07 104 (30,06) 106 (25,85) NZ
08 11 (3,18) 8 (1,95) NZ
12 41 (11,85) 73 (17,80) 0,51 (0,32-0,81) 0,004
14 10 (2,89) 15 (3,66) NZ
15 12 (3,47) 18 (4,39) NZ

Kratice: Cl = interval pouzdanosti, NZ = nije statisti¢ki zna¢ajno, MS = multipla skleroza, OR = omjer izgleda.
Geni sa zna¢ajnom razlikom u ucestalosti izmedu bolesni¢ke i kontrolne skupine su oznaceni plavom bojom.

Prikazani su samo aleli koji su zastupljeni >1 % u skupini MS ili u kontrolnoj skupini.

4.3.2. Usporedba udestalosti alela HLA razreda II izmedu pacijenata oboljelih od MS i
kontrolne skupine

Na lokusu HLA-DRBL je nadeno ukupno trideset Cetiri alela od kojih dvadeset ima ucestalost >
1 %. Raspodjela alela na lokusu HLA-DRBL1 kod pacijenata s MS i kontrolne skupne je prikazana
u Tablici 20. HLA-DRB1*15:01 je statisticki znacajno ¢es¢i kod bolesnika s MS u usporedbi s

kontrolnom skupinom i nakon Bonferronijeve korekcije za 34 testirana alela (P< 0,0001, Pkor =
69



0,0034, OR = 3,17). HLA-DRB1*11:01 alel je naden manje zastupljen u bolesnika oboljelih od
MS u odnosu na kontrolnu skupinu, ali se statisticka znacajnost gubi nakon korekcije P
vrijednosti (P = 0,004, Pkor = 0,136, OR =0,39).

Tablica 20. Raspodjela alela HLA-DRB1 medu pacijentima s MS (N = 173) i kontrolnom

skupinom (N = 205).

MS Kontrolna skupina .
HLA-DRB1* OR (95 % CI) P-vrijednost
N (%) N (%)

01:01 30 (8,67) 39 (9,51) NZ
01:02 3(0,87) 6 (1,46) NZ
03:01 29 (8,38) 42(10,24) NZ
04:01 11 (3,21) 13 (3,17) NZ
04:02 12 (3,47) 7(1,71) NZ
04:03 6 (1,73) 2 (0,49) NZ
04:04 5 (1,44) 8 (1,95) NZ
07:01 25 (7,22) 27 (6,58) NZ
08:01 10 (2,89) 14 (3,41) NZ
08:04 1(0,29) 7(1,71) NZ
10:01 5 (1,44) 6 (1,46) NZ
11:01 16 (4,62) 40 (9,75) 0,39 (0,21-0,74) 0,004
11:03 6 (1,73) 3(0,73) NZ
11:04 21 (6,07) 30 (7,31) NZ
12:01 4 (1,16) 9(2,19) NZ
13:01 28 (8,09) 27 (6,58) NZ
13:02 10 (2,89) 16 (3,90) NZ
14:01 5 (1,44) 4(0,97) NZ
14:54 4 (1,16) 9(2,19) NZ
15:01 69 (19,94) 35 (8,53) 3,17 (1,95-5,17) <0,0001F
15:02 7 (2,02) 4 (0,97) 2,12 (0,61-7,36) NZ
16:01 22 (6,36) 43 (10,48) 0,60 (0,34-1,06) NZ
16:02 2 (0,58) 6 (1,46) 0,39 (0,08-1,95) NZ

Aleli sa znacajnom razlikom u ucestalosti izmedu bolesni¢ke i kontrolne skupine Su oznaceni plavom bojom.

1P vrijednost ostaje statisticki znacajna nakon Bonferronijeve korekcije za 34 HLA-DRBL1 alela.

Kratice: Cl = interval pouzdanosti, MS = multipla skleroza, NZ = nije statisticki zna¢ajno, OR = omjer izgleda.
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Ucestalost alela HLA-DQB1 kod pacijenta s multiplom sklerozom i kontrolne skupine je
prikazana u Tablici 21.

Tablica 21. Raspodjela HLA-DQB1 alela medu pacijentima s MS (N = 173) i kontrolnom
skupinom (N = 205).

MS Kontrolna skupina .
HLA-DQB1* OR (95% CI) P-vrijednost
N (%) N (%)

02:01 31 (8,96) 44 (10,73) NZ
02:02 14 (4,05) 23 (5,61) NZ
03:01 57 (16,47) 97 (23,65) 0,59 (0,38-0,90) 0,014
03:02 33(9,54) 22 (5,36) 2,07 (1,15-3,72) 0,016
03:03 12 (3,47) 5(1,22) NZ
04:02 7 (2,02) 15 (3,65) NZ
05:01 38 (10,98) 54 (13,17) NZ
05:02 29 (8,38) 48 (11,71) NZ
05:03 9 (2,60) 14 (3,41) NZ
06:01 6 (1,73) 4 (1,00) NZ
06:02 66 (19,07) 34 (8,29) 2,87 (1,76-4,69) <0,0001+
06:03 30 (8,67) 28 (6,82) NZ
06:04 10 (2,89) 10 (2,43) NZ

Aleli sa znacajnom razlikom u ucestalosti izmedu bolesnicke i kontrolne skupine su oznaceni plavom bojom.
1P vrijednost ostaje statisti¢ki zna¢ajna nakon Bonferronijeve korekcije za 18 HLA-DQB1 alela.

Kratice: Cl = interval pouzdanosti, MS = multipla skleroza, NZ = nije statisticki znacajno, OR = omjer izgleda.

U bolesnika s MS, na HLA-DQBL1 lokusu, otkriveno je osamnaest razlicitih alela. Najucestaliji
su HLA-DQB1*06:02 (19,07 %), HLA-DQB1*03:01 (16,44 %), HLA-DQB1*05:01 (10,98 %) i
HLA-DQB1*02:01 (8,96 %). HLA-DQB1*06:02 i HLA-DQB1*03:02 su bili statisticki zna¢ajno
vise prisutni u skupini bolesnika oboljelih od MS, ali je samo HLA-DQB1*06:02 ostao i dalje
znacajan nakon Bonferronijeve korekcije za 18 alela (P < 0,0001, Pkor = 0,002, OR = 2,87).
HLA-DQB1*03:01 (P = 0,014, Pkor = 0,252, OR = 0,59) alel je statisticki manje ucestao u
pacijenata s MS, ali samo prije Bonferronijeve korekcije.

U usporedbu ucestalosti HLA-DQAL1 alela pacijenta oboljelih od MS i zdravih DDK kontrolne
skupine ukljuc¢eno je 11 alela koji imaju ucestalost ve¢u od 1 % od ukupno 12 nadenih alela na

lokusu HLA-DQA1 (Tablica 22.). HLA-DQA1*01:02 (P = 0,021) i HLA-DQA1*03:01 (P =
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0,011) su statisticki znacajno ucestaliji u bolesnika s MS u odnosu na kontrolnu skupinu DDK.
HLA-DQA1*05:05 je statisticki ucestaliji u kontrolnoj skupini DDK tj. ima zastitni efekt na
obolijevanje od MS (P = 0,04). Nakon Bonferonijeve korekcije za 12 testiranih alela statisti¢ku

znacajnost gube sva tri alela.

Tablica 22. Ucestalost HLA-DQAL alela kod pacijenata s MS (N = 173) i zdravim ispitanicima
(N =205).

MS Kontrolna skupina -
HLA-DQAL1* OR (95 % CI) P-vrijednost
N (%) N (%)
01:01 33 (9,54) 42 (11,22) NZ
01:02 106 (30,64) 89 (25,12) 1,61 (1,07-2,43) 0,021
01:03 33(9,54) 29 (7,07) NZ
01:04 9 (2,60) 17 (4,14) NZ
01:05 5 (1,44) 6 (1,46) NZ
02:01 25 (7,25) 26 (6,34) NZ
03:01 34 (9,83) 22 (5,85) 2,14 (1,2,-3,85) 0,011
03:03 9 (2,60) 10 (2,43) NZ
04:01 9 (2,60) 16 (3,91) NZ
05:01 31 (8,96) 45 (11,21) NZ
05:05 49 (14,16) 78 (20,24) 0,64 (0,41-0,98) 0,04

Aleli sa znacajnom razlikom u ucestalosti izmedu bolesnicke i kontrolne skupine su oznaceni plavom bojom.

Kratice: Cl = interval pouzdanosti, MS = multipla skleroza, NZ = nije statisti¢ki zna¢ajno, OR = omjer izgleda.

Medu HLA-DRB1 genotipovima, HLA-DRB1*01:01/*13:01 (P = 0,033) i HLA-
DRB1*07:01/*15:01 (P = 0,045) su nadeni statisti¢ki znacajnije ucestaliji kod pacijenata s MS
u odnosu na kontrolnu skupinu (Tablica 23.). Medu genotipovima HLA-DQB1, poveéana
ucestalost genotipa HLA-DQB1*03:02/*06:02 (P = 0,0315) je nadena kod pacijenata s MS.
Medutim, sve navedene asocijacije su izgubile statisticku znacajnost nakon Bonferronijeve

korekcije za 9 ukljuc¢enih HLA-DRB1 i 17 HLA-DQBL1 genotipova.
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Tablica 23. Raspodjela HLA-DRB1 i HLA-DQB1 genotipova u pacijenata s MS (N = 173) i
kontrolne skupine (N = 205).

o MS Kontrolna skupina §
HLA genotipovi OR (95 % ClI) P-vrijednost
N (%) N (%)
DRB1 genotipovi
*01:01/*13:01 10 (5,8) 3(1,5) 4,13 (1,12-15,26) 0,033
*03:01/*15:01 9(5,2) 3(1,5) NZ
*03:01/*13:01 1(0,6) 8(3,9) NZ
*03:01/*16:01 2(1,2) 6 (2,9) NZ
*07/01/*15:01 7 (4,0) 1(0,5) 8,60 (1,05-70,62) 0,045
*07:01/*16:01 0 6 (2,9) NZ
*11:01/*11:04 2(1,2) 5(2,4) NZ
*11:01/*15:01 4 (2,3) 5(2,4) NZ
*11:01/*16:01 3(1,7) 5(2,4) NZ
DQBL genotipovi

*02:01/*03:01 4 (2,3) 14 (6,8) NZ
*02:01/*03:02 6 (3,5) 0 (0) NZ
*02:01/*06:02 9(5,2) 3(1,5) NZ
*02:01/*06:03 1(0,6) 7(3,4) NZ
*02:02/*03:01 1(0,6) 8(3,9) NZ
*03:01/*03:01 5(2,9) 10 (4,9) NZ
*03:01/*03:02 2(1,2) 8(3,9) NZ
*03:01/*05:01 8 (4,6) 7(3,4) NZ
*03:01/*05:02 8 (4,6) 10 (4,9) NZ
*03:01/*06:02 10 (5,8) 12 (5,9) NZ
*03:01/*06:03 5(2,9) 4 (2,0) NZ
*03:02/*06:02 8 (4,6) 1(0,5) 9,89 (1,22-79,89) 0,031
*05:01/*06:02 4 (2,3) 6 (2,9) NZ
*05:01/*06:03 10 (5,8) 5(2,4) NZ
*05:02/*05:02 5(2,9) 6 (2,9) NZ
*05:03/*06:02 5(2,9) 2(1,0) NZ

Genotipovi sa zna¢ajnom razlikom u ucestalosti izmedu bolesnicke i kontrolne skupine su oznaceni plavom bojom.
Prikazani su samo genotipovi s u¢estaloséu > 1 %. Kratice: Cl = interval pouzdanosti, MS = multipla skleroza, NZ

= nije statisticki znacajno, OR = omjer izgleda.
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4.3.3. Usporedba haplotipova koju ¢ine geni/aleli HLA razreda I i II izmedu pacijenata
oboljelih od MS i kontrolne skupine

Kod kontrolne skupine i bolesnika s MS je napravljena analiza ucestalosti haplotipova
sastavljenih od dva lokusa (HLA-A~B, HLA-A~DRB1, HLA-B~DRB1, HLA-DRB1~DQB1, HLA-
DQA1~DQB1), tri lokusa (HLA-A~B~C i HLA-DRB1~DQA1~DQB1) te Sest lokusa (HLA-
A~B~C~DRB1~DQA1~DQB1) te je usporedena ucestalost svih navedenih haplotipova u
pacijenta oboljelih od MS i zdravih DDK kontrolne skupine. U Tablicama 24., 25., 26. i 27. su
prikazane samo one kombinacije haplotipova za koje je pronadena statisticki znacajna razlika u

ucestalosti izmedu bolesnicke i kontrolne skupine.

U kontrolnoj skupini dobrovoljnih darivatelja najucestaliji HLA-A~DRB1 haplotipovi su HLA-
A*01~DRB1*03:01 (4,69 %), HLA-A*02~DRB1*01:01 (4,20 %), HLA-A*02~DRB1*03:01
(3,62 %) te HLA-A*02~DRB1*07:01 (3,23 %) (Tablica 24.). Najvecu ucestalost u bolesnika s
MS imaju HLA-A*02~DRB1*15:01 (6,45 %), HLA-A*03~DRB1*15:01 (5,63 %) te HLA-
A*01~DRB1*03:01 (3,92 %) haplotipovi. Haplotipovi HLA-A*02~DRB1*15:01 i HLA-
A*03~DRB1*15:01 su statisti¢ki ucestaliji u bolesnika nego u kontrolnoj skupini. Medutim samo
je HLA-A*02~DRB1*15:01 haplotip zadrzao statisticku znac¢ajnost nakon korekcije P vrijednosti
za 15 haplotipova koji su uzeti za daljnju analizu (Pkor = 0,0045), Rezultati pokazuju da je
haplotip HLA-A*02~DRB1*07:01 statisti¢ki znac¢ajno ucestaliji u kontrolnoj skupini u odnosu
na ucestalost kod bolesnika s MS (P = 0,019), ali prije korekcije (Pkor = 0,285). Haplotip HLA-
A*03~DRB1*11:01 nije naden u bolesnika dok je prisutan u kontrolnoj skupini s grani¢no

statisti¢ki znacajnom razlikom u ucestalosti (P = 0,05).
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Tablica 24. Ucestalost HLA-A~DQB1 haplotipova u bolesnika s MS (N = 173) i kontrolne
skupine (N = 205).

MS Kontrolna

HLA-A~DRB1 haplotip N (%) skupina OR (95% CI) P-vrijednost

N (%)
A*01~DRB1*03:01 14 (3,92) | 19 (4,69) NZ
A*02~DRB1*12:01 1(0,87) 6 (1,54) NZ
A*02~DRB1*03:01 6 (1,72) 15 (3,62) NZ
A*02~DRB1*15:01 22 (6,45) 3(0,68) 9,81 (2,88-33,38) 0,0003
A*02~DRB1*16:01 6 (1,85) 17 (4,18) 0,40 (0,15-1,03) 0,06
A*02~DRB1*01:01 12(3,52) | 17 (4,20) NZ
A*02~DRB1*07:01 4 (1,08) 13 (3,23) 0,09 (0,01-0,66) 0,019
A*02~DRB1*11:01 1(0,73) 13 (3,22) NZ
A*03~DRB1*15:01 19(5,63) | 11(2,58) 2,18 (1,00-4,71) 0,040
A*24~DRB1*13:01 10 (2,95) 3(0,82) 4,13 (1,12-15,26) 0,033
A*02~DRB1*04:01 6 (2,17) 9 (2,21) NZ
A*03~DRB1*13:01 5(1,52) 7 (1,63)
A*03~DRB1*11:01 0 9 (2,25) 0,06 (0,0034-1,03) 0,050
A*03~DRB1*11:04 6 (1,74) 8 (1,64) NZ
A*24~DRB1*11:04 0 8 (1,63) NZ

Haplotipovi sa zna¢ajnom razlikom u udestalosti izmedu bolesni¢ke i kontrolne skupine su oznaéeni plavom bojom.
TP vrijednost ostaje statisti¢ki zna¢ajna nakon Bonferronijeve korekcije za 15 HLA-A~DRB1 haplotipova.

Kratice: Cl = interval pouzdanosti, MS = multipla skleroza, NZ = nije statisti¢ki znacajno, OR = omjer izgleda.

U Tablici 25. su prikazani rezultati analize povezanosti HLA-DRB1~DQB1 haplotipova s rizikom
od nastanka MS. Ukljucéeni su samo oni haplotipovi koji su zastupljeni u najmanje 1 % uzoraka
bilo pacijenata ili zdravih ispitanika. Za tri haplotipa je nadeno da su statisticki znac¢ajno povezani
s obolijevanjem od MS: HLA-DRB1*04:02~DQB1*03:02 (OR = 4,13, P = 0,034), HLA-
DRB1*07:01~DQB1*03:03 (OR = 6,23, P = 0,019) i HLA-DQB1*15:01~DRB1*06:02 (OR =
2,75, P<0,0001); HLA-DRB1*11:01~DQB1*03:01 (OR = 0,42, P = 0,037) ima zastitni u¢inak
na obolijevanje od MS. Medutim, samo HLA-DRB1*15:01~DQB1*06:02 haplotip je ostao
statisticki znacajno ucestaliji kod bolesnika oboljelih od MS nakon Bonferronijeve korekcije za
15 haplotipova ukljucenih u analizu (Pkor = 0,0015).
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Tablica 25. Ucestalost HLA-DRB1~DQB1 haplotipova u bolesnika s MS (N = 173) i kontrolne
skupine (N = 205).

HLA-DRB1~DQB1 MS Kontrolna skupina -
o OR (95 % CI) P-vrijednost
haplotipovi N (%) N (%)
*01:01~*05:01 29 (8,38) 36 (9,51) NZ
*03:01~*02:01 29 (8,38) 42 (10,24) NZ
*04:01~*03:02 10 (2,89) 8 (1,95) NZ
*04:02~*03:02 12 (3,47) 5(1,22) 2,98 (1,03-8,64) 0,044
*07:01~*02:02 13 (3,76) 23 (5,61) NZ
*07:01~*03:03 11 (3,18) 4 (0,98) 3,41 (1,07-10,92) 0,038
*08:01~*04:02 5 (1,45) 9 (2,20) NZ
*10:01~*05:01 5(1,45) 6 (1,46) NZ
*11:01~*03:01 15 (4,62) 40 (9,76) 0,39 (0,21-0,73) 0,0037
*11:04~*03:01 20 (6,07) 27 (6,59) NZ
*13:01~*06:03 26 (7,51) 25 (6,10) NZ
*13:02~*06:04 9 (2,60) 10 (2,44) NZ
*15:01~*05:02 4 (1,16) 1(0,24) NZ
*15:01~*06:02 63 (18,21) 34 (8,29) 2,88 (1,78-4,66) <0,0017
*16:01~*05:02 22 (6,36) 39 (9,51) NS

Haplotipovi sa zna¢ajnom razlikom u ucestalosti izmedu bolesni¢ke i kontrolne skupine su ozna¢eni plavom bojom.
1P vrijednost ostaje statisti¢ki zna¢ajna nakon Bonferronijeve korekcije za 15 HLA-DRB1~DQB1 haplotipova.

Kratice: Cl = interval pouzdanosti, MS = multipla skleroza, NZ = nije statisti¢ki znac¢ajno, OR = omjer izgleda.

Kod bolesnika s MS najucestaliji HLA-A~B~C haplotipovi su HLA-A*01~B*08~C*07* (5,18
%), HLA-A*03~B*07~C*07 (4,77 %), HLA-A*11~B*35~C*04 (4,54 %) te HLA-
A*11~B*35~C*04 (4,0 %) (Tablica 26.). Haplotip HLA-A*24~B*35~C*04 je statisti¢ki
ucestaliji u bolesnika s MS u odnosu na kontrolnu skupinu DDK (P = 0,046) gdje nije uocen niti
jedan takav haplotip. U kontrolnoj skupini haplotip HLA-A*02~B*40~C*03 je znacajno
ucestaliji (P = 0,039) u odnosu na skupinu bolesnika s MS, ali prije korekcije P vrijednosti za 14

analiziranih haplotipova.
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Tablica 26. Usporedba ucestalosti haplotipova HLA-A~B~C u populaciji bolesnika s MS
(N = 173) i kontrolne skupine (N = 205).

HLA-A~B~C MS Kontrolna skupina .
o OR (95% CI) P-vrijednost

haplotipovi N (%) N (%)

*01~*08~*07 18 (5,18) | 17 (4,00) NZ
*02~*15~*03 5(1,55) | 7(1,70) NZ
*02~*18~*07 5(1,44) [8(1,99) NZ
*02~*18~*12 7(1,88) | 2(0,05) NZ
*02~*27~*02 6(159) |14 (3,32) NZ
*02~*40~*03 1(0,27) 10 (2,45) 0,11(0,01-0,08) 0,039
*02~*51~*14 0 7 (1,75) NZ
*03~*07~*07 17 (4,77) |16 (3,9) NZ
*03~*18~*07 7(2,000 [3(0,07) NZ
*03~*35~*04 16 (4,54) |10 (2,44) NZ
*11~*35~*04 14 (4,00) | 8(1,91) NZ
*24~*07~*07 2 (0,048) |10 (2,26) NZ
*24~*35~*04 8(2,13) 0 18,51 (1,05-326,54) | 0,046
*25~*18~*12 9(2,60) | 12(3,00) NZ

Haplotipovi sa zna¢ajnom razlikom u udestalosti izmedu bolesni¢ke i kontrolne skupine su oznaéeni plavom bojom.

Kratice: Cl = interval pouzdanosti, MS = multipla skleroza, NZ = nije statisticki zna¢ajno, OR = omjer izgleda.

Prikazani su samo haplotipovi koji su zastupljeni >1 % u skupini MS ili u kontrolnoj skupini.

Medu HLA-DRB1~DQA1~DQB1 haplotipovima, 20 haplotipova je zastupljeno s vise od 1 %
ucestalosti medu bolesnicima s MS ili kontrolnom skupinom (Tablica 27.).
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Tablica 27. Ucestalost HLA-DRB1~DQA1~DQB1 haplotipova u bolesnika s MS (N = 173) i
kontrolne skupine (N = 205).

Kontrolna
HLA-DRB1~DQA1~DQB1 MS _ P-
haplotipovi N (%) skupina OR (3 %c) vrijednost
N (%)

*01:01~*01:01~*05:01 28 (8,14) 35 (9,27) NZ
*03:01~*05:01~*02:01 29 (8,43) 37 (8,99) NZ
*04:01~*03:01~*03:02 8 (2,33) 6 (1,46) NZ
*04:02~*03:01~*03:02 8(2,33) 5(1,22) NZ
*04:03~*03:01~*03:02 6 (1,74) 0 15,96 (0,89-285,51) 0,059
*04:04~*03:01~*03:02 4 (1,16) 5(1,22) NZ
*07:01~*02:01~*02:02 12 (3,49) 21 (5,12) NZ
*07:01~*02:01~*03:03 11 (3,20) 4 (0,98) 3,41 (1,07-10,93) 0,038
*08:01~*04:01~*04:02 | 4 (1,16) 8 (1,95) NZ
*10:01~*01:05~*05:01 5 (1,45) 6 (1,46) NZ
*11:01~*05:05~*03:01 14 (4,36) 38 (9,25) 0,39 (0,20-0,74) 0.004
*11:03~*05:05~*03:01 6 (1,74) 2 (0,49) NZ
*11:04~*05:05~*03:01 19 (5,81) 27 (6,59) NZ
*13:01~*01:03~*06:03 26 (7,56) 24 (5,85) NZ
*13:02~*01:02~*06:04 9 (2,62) 10 (2,44) NZ
*14:54~*01:04~*05:03 | 4 (1,16) 9(2,2) NZ
*15:01~*01:02~*06:02 | 56 (17,73) 31 (7,60) 2,70 (1,64-4,45) 0,0001 7
*15:02~*01:03~*06:01 6 (1,74) 4 (0,98) NZ
*16:01~*01:02~*05:02 21 (6,10) 39 (9,51) NZ

Haplotipovi sa zna¢ajnom razlikom u udestalosti izmedu bolesni¢ke i kontrolne skupine su oznaéeni plavom bojom.
P vrijednost ostaje statisticki znacajna nakon Bonferronijeve korekcije za 20 HLA-DRB1~DQA1~DQB1
haplotipova.

Kratice: Cl = interval pouzdanosti, MS = multipla skleroza, NZ = nije statisti¢ki znacajno, OR = omjer izgleda.

Haplotipovi HLA-DRB1*15:01~DQA1*01:02~DQB1*06:02 (P = 0,0001) i HLA-
DRB1*07:01~DQA1*02:01~DQB1*03:03 su statisticki ucestaliji kod bolesnika s MS u odnosu
na zdrave osobe kontrolne skupine (P = 0,038). Nakon korekcije P vrijednosti za 20 analiziranih
haplotipova samo HLA-DRB1*15:01~DQA1*01:02~DQB1*06:02 ostaje statisticki znacajan

(Pkor = 0,002). Naprotiv, haplotip HLA-DRB1*11:01~DQA1*05:05~DQB1*03:01 (P = 0,004)
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je statisticki ucestaliji u kontrolnoj skupini, ali samo prije Bonferronijeve korekcije za 20

ukljucenih haplotipova.

U Tablici 28. su prikazani rezultati analize povezanosti HLA-A~B~C~DRB1~DQA1~DQB1
haplotipova s rizikom od nastanka MS. Ukljuceni su samo oni haplotipovi koji su zastupljeni u

najmanje 1 % uzoraka bilo pacijenata ili zdravih ispitanika.

Tablica 28. Ucestalost HLA-A~B~C~DRB1~DQA1~DQB1 haplotipova u bolesnika s MS
(N = 173) i kontrolne skupine (N = 205).

HLA-A~B~C~DRB1~DQA1~DQB1 Kont.rolna N
haplotipovi MS, N (%) skupina, P-vrijednost
N (%)

*01~*08~*07~*03:01~*05:01~*02:01 | 11 (3,16) 12(293) |NZ
*01~*08~*07~*15:01~*01:02~*06:02 | 6 (1,73) 0 0,052
*02~*07~*07~*15:01~*01:02~*06:02 | 5 (1,45) 3(0,73) NZ
*02~*07~*07~*13:01~*01:03~*06:03 | 5 (1,45) 0 NZ
*02~*15~*03~*04:01~*03:01~*03:02 | 4 (1,16) 3(0,73) NZ
*02~*18~*07~*11:04~*05:05~*03:01 | 5(1,45) 4 (0,98) NZ
*02~*18~*12~*15:01~*01:02~*06:02 | 6 (1,73) 0 0,052
*02~*27~*02~*01:01~*01:01~*05:01 | 1 (0,29) 5(1,22) NZ
*02~*27~*02~*16:01~*01:02~*05:02 | 2 (0,58) 6 (1,46) NZ
*03~*07~*07~*15:01~*01:02~*06:02 | 10 (2,91) 8 (1,95) NZ
*03~*35~*04~*01:01~*01:01~*05:01 | 4 (1,16) 3(0,61) NZ
*03~*35~*04~*15:01~*01:02~*06:02 | 5 (1,45) 0 NZ
*11~*35~*04~*01:01~*01:01~*05:01 | 8 (2,31) 2 (0,37) 0,04°
*24~*07~*07~*15:01~*01:02~*06:02 | 1 (0,29) 6 (1,46) NZ
*25~*18~*12~*15:01~*01:02~*06:02 | 2 (0,58) 4 (1,00) NZ

Haplotipovi sa znac¢ajnom razlikom u ucestalosti izmedu bolesnicke i kontrolne skupine su oznac¢eni plavom bojom.
Kratice: Cl = interval pouzdanosti, MS = multipla skleroza, NZ = nije statisticki zna¢ajno, OR = omjer izgleda.
20OR (95 % CI) = 15,94 (0,89-285,18)

® OR (95 % CI) =4,92 (1,03-23,49)
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U kontrolnoj skupini je nadeno ukupno Sest haplotipova koji imaju ucestalost > 1 %. Medu njima
je najucestaliji HLA-A*01~B*08~C*07~DRB1*03:01~DQA1*05:01~DQB1*02:01 (2,93 %), a
slijede ga HLA-A*03~B*07~C*07~DRB1*15:01~DQA1*01:02~DQB1*06:02 (1,95 %) te HLA-
A*02~B*27~C*02~DRB1*16:01~DQA1*01:02~DQB1*05:02 i HLA-
A*24~B*07~C*07~DRB1*15:01~DQA1*01:02~DQB1*06:02 koji svaki ima ucestalost 1,46 %.
U skupini bolesnika s MS nadeno jedanaest haplotipova s ucestalos¢u > 1 %. Najucestaliji su
HLA-A*01~B*08~C*07~DRB1*03:01~DQA1*05:01~DQB1*02:01 (3,16 %) te HLA-
A*03~B*07~C*07~DRB1*15:01~DQA1*01:02~DQB1*06:02 (2,91 %). Na trecem i Cetvrtom
mjestu su HLA*11~B*35~C*04~DRB1*01:01~DQA1*01:01~DQB1*05:01 (2,31 %) i
HLA*01~B*08~C*07~DRB1*15:01~DQA1*01:02~DQB1*06:02 (1,73  %).  Haplotip
HLA*11~B*35~C*04~DRB1*01:01~DQA1*01:01~DQB1*05:01 je statisticki ucestaliji u
bolesnika s MS u odnosu na kontrolnu skupinu (P = 0,04), ali samo prije Bonferronijeve
korekcije za 15 analiziranih haplotipova. Haplotipovi HLA-
A*01~B*08~C*07~DRB1*15:01~DQA1*01:02~DQB1*06:02 i HLA-
A*02~B*18~C*12~DRB1*15:01~DQA1*01:02~DQB1*06:02 su statisti¢ki grani¢no ucestaliji

u skupini bolesnika s MS dok u kontrolnoj skupini nisu uoceni ti pretpostavljeni haplotipovi.

4.3.4. Analiza po spolu i dobi nastanka MS u bolesnika prema prisutnosti alela
HLA-DRB1*15:01

U Tablici 29. je prikazana razdioba po spolu i dobi bolesnika s MS i kontrolne skupine s obzirom
na prisutnost alela HLA-DRB1*15:01.

Tablica 29. Usporedba dobi i spola prema prisutnosti alela HLA-DRB1*15:01 u bolesnika s MS

HLA-DRB1*15:01 HLA-DRB1*15:01
pozitivni negativni P-vrijednost
N =64 N =109
Zene 52 (81,25 %) 80 (73,40 %)
Muskarci 12 (18,75) 29 (26,60) 0,255*
Dob nastanka bolesti,
aritmeticka sredina,
SD (interkvartilni 35,6+11,0 (26-46) 36,0+11,1 (27-43) 0,735**
raspon)
* 42 =1 205
**7 =0,339

Kratice: SD = standardna devijacija

80



Nije nadena statisticki znacajna razlika po spolu izmedu HLA-DRB1*15:01 pozitivnih i
bolesnika koji ne nose HLA-DRB1*15:01 alel. Dob nastanka bolesti u bolesnika koji su nosioci
HLA-DRB1*15:01 alela je niza (35,6 godina) u odnosu na prosje¢nu dob pri kojoj su nastali
simptomi kod bolesnika bez HLA-DRB1*15:01 alela (36,0 godina), ali bez statisticke

znacajnosti.

4.3.5. Usporedba alela sa statisticki zna¢ajnom povezanosti s MS ovisno o HLA-
DRB1*15:01 statusu kod pacijenata s MS i kod kontrolne skupine

U Tablici 30. su analizirani aleli za koje je pronadena statisticki znacajna razlika u ucestalosti

medu bolesnicima s MS u odnosu na kontrolnu skupinu.

Tablica 30. Usporedba gena/alela sa statisticki znacajnom povezanosti s MS ovisno o HLA-
DRB1*15:01 statusu kod pacijenata s MS i kod kontrolne skupine

HLA-DRB1*15:01 pozitivni HLA-DRB1*15:01 negativni
MS Kontrolna MS Kontrolna
bolesnici skupina | P -vrijednost | bolesnici | skupina | P-vrijednost

HLA- (N=64) | (N=33) (N =109) | (N=172)
C*12 18 7 0,025 25 66 0,401
DRB1*11:01 4 5 0,165 12 40 0,012
DQA1*01:02 22 13 0,198 86 90 <0,0001
DQA1*03:01 8 1 0,161 26 23 0,012
DQA1*05:05 10 11 0,119 39 72 0,501
DQB1*03:01 0 0 0 57 97 0,678
DQB1*03:02 0 0 0 33 24 0,001
DQB1*06:02 55 30 0,484 12 5 0,001

Aleli statisticki znacajno ucestaliji su obojani plavom bojom .

Kratice: MS = multipla skleroza

Nakon §to su ispitanici podijeljeni u dvije skupine: HLA-DRB1*15:01 pozitivni i HLA-
DRB1*15:01 negativni, aleli HLA-DQB1*06:02, HLA-DQB1*03:02 i HLA-DQA1*03:01 su
ostali statisticki ucestaliji u bolesnika s MS negativnih za alel HLA-DRB1*15:01. Alel HLA-
DRB1*11:01 je ostao statisti¢ki ucestaliji u kontrolnoj skupini kod HLA-DRB1*15:01 negativnih
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ispitanika. Gen HLA-C*12 je ostao statisti¢ki znac¢ajno ucestao samo U skupini bolesnika s HLA-
DRB1*15:01 alelom dok je alel HLA-DQA1*01:02, nakon razdvajanja na HLA-DRB1*15:01
pozitivne 1 negativne ispitanike postao statisticki znacajno ucestaliji u kontrolnoj skupini HLA-
DRB1*15:01 negativnih ispitanika (P = 0,0001). Aleli HLA-DQA1*05:05 i HLA-DQB1*03:01
su izgubili statistiCku znacajnost kod HLA-DRB1*15:01 pozitivnih i HLA-DRB1*15:01

negativnih ispitanika kontrolne skupine.
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5. RASPRAVA

Multipla skleroza je bolest ¢iji uzrok nije do kraja razjasnjen, ali se pretpostavlja da okoli$ni,
genski 1 imunoloski ¢imbenici utjecu na podloznost nastanka MS. Od genskih ¢imbenika najvise
se spominje sustav HLA, posebno geni HLA razreda | i Il (247).

Hrvatska se ubraja medu zemlje s najve¢om prevalencijom MS (prevalencija veca od 100
bolesnika na 100.000 stanovnika) koja prema istrazivanju iz 2018. iznosi 143,8 na 100.000
stanovnika (137). Mnoge dosadasnje studije su pokazale da prevalencija raste od juga prema
sjeveru s najvec¢om stopom medu zapadnoeuropskim stanovnistvom (248). Budu¢i da je Hrvatska
zemlja srediSnje 1 jugoisto¢ne Europe, prema tim bi spoznajama trebala imati puno manju
prevalenciju.

Cilj ovog istrazivanja parova je bio analizirati raspodjelu gena sustava HLA razreda I i 1l u
bolesnika s MS 1 kontrolne skupine dobrovoljnih davatelja krvi te utvrditi potencijalno rizi¢ne i
zaStitne alele, genotipove i1 haplotipove HLA za pojavu MS na podru¢ju sjeverozapadne
Hrvatske.

Sjeverozapadna Hrvatska se sastoji se od ovih Zzupanija: Grad Zagreb, Zagrebacka Zzupanija,
Krapinsko-zagorska zupanija, Varazdinska Zupanija, Koprivnicko-krizevacka zupanija te
Medimurska zupanija (220).

Kroz povijest su ovo podrucje nastanjivali razli¢iti narodi te je genska raznolikost ovog podrucja
posljedica mnogobrojnih migracija. Tako su u razdoblju prije Krista ovaj prostor naseljavali Iliri,
Kelti, Grei 1 Rimljani, u srednjem vijeku Avari i Slaveni, a u 7. stoljecu poslije Krista dolaze
Hrvati. Povijest tih prostora su obiljezile i migracije tijekom unije s Madarima, turska osvajanja
u drugoj polovici 15. 1 16. stoljeca, unija s Austrijom te u novije vrijeme migracije unutar bivse
Jugoslavije te za vrijeme rata u Hrvatskoj (230, 249).

U nasem istrazivanju smo nakon provedene genotipizacije za lokuse HLA-A, -B, -C, -DQAL, -
DQB1 te -DRB1 izracunali odstupanja od Hardy-Weinbergovog zakona ravnoteze
upotrebljavaju¢i ukupni heterozigotni genotip za svaki lokus. Analiza dobivenih rezultata
pokazala je da ne postoji statisticka znacajna razlika u broju uoc€enih i ocekivanih genotipova za
svih Sest ispitivanih lokusa. Sli¢ne rezultate su dobili i autori istrazivanja provedenog Hrvatskoj
na 4000 dobrovoljnih davatelja krvotvornih mati¢nih stanica (238).

U kontrolnoj skupini smo kod lokusa HLA-A nasli $esnaest razli¢itih gena. Najucestaliji su geni
HLA-A*02 (30,24 %), -A*03 (16,59 %), -A*24 (11,22 %), -A*01 (10,24 %) te -A*11 (7,80 %).
Istrazivanje provedeno u Hrvatskoj 2014. godine kod darivatelja KMS je takoder pokazalo da su
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najucestaliji geni HLA-A*02 (31,32 %), -A*03 (12,42 %), -A*24 (11,39 %), -A*01 (12,46 %) te
A*11 (6,91 %) (238). Slicne ucestalosti gena lokusa HLA-A su nadene u susjednim drzavama
Sloveniji, Italiji, Njemackoj, Srbiji, Bosni i Hercegovini, Austriji te Madarskoj (236, 240-244,
250). Jedino su statisticki znacajno ucestaliji gen HLA-A*30 u Italiji, dok je znaCajno manja
ucestalost gena HLA-A*25 bila u istrazivanjima u Italiji, -A*03 u Srbiji i Madarskoj te -A*11
alela u Austriji (237, 240, 241).

Kod HLA-B lokusa dva najucestalija gena u nasoj kontrolnoj skupini su HLA-B*51 (12,19 %) i
-B*35 (10,24 %). Isti geni su najucestaliji u Italiji, Srbiji i u prethodnom istraZivanju iz Hrvatske,
s tim da je kod tih istrazivanja gen HLA-B*35 na prvom mjestu (238, 240, 242).

U Makedoniji najucestaliji su HLA-B*35 te B*51 i -B*18 koji dijele drugo mjesto, u Sloveniji -
B*07 i -B*35, u Njemackoj -B*07 i -B*44, u Austriji -B*44 i -B*07, a u Bosni i Hercegovini -
B*44i-B*51 (236,242,244,250). U naSem istraZivanju na treCem i Cetvrtom mjestu po ucestalosti
su HLA-B*07 (9,27 %) i -B*18 (9,27 %). Statisti¢ki znacajne razlike u ucestalosti gena lokusa
HLA-B izmedu naseg istrazivanja i istrazivanja u susjednim i nama povijesno bliskim zemljama
su: Italija i Srbija imaju znacajno manju zastupljenost gena HLA-B*07, Njemacka -B*18 i -B*51,
a ltalija -B*27 u odnosu na nasu kontrolnu skupinu (237, 240, 241). Zemlje koje imaju znacajno
viSu ucestalost gena iz lokusa HLA-B su Njemacka i Austrija za gen HLA-B*08, Italija za -B*35
I -B*57, a Njemacka, Austrija, Madarska i BIH za HLA-B*44 (237, 241, 242, 244).

HLA-C*07 (25,85 %) je najucestaliji gen medu HLA-C lokusom kod kontrolne skupine iz naseg
istraZivanja §to je u skladu s rezultatima svih istraZivanja u nama susjednim europskim zemljama
te s prethodnim istrazivanjem iz Hrvatske na 120 davatelja solidnih organa (237, 241, 243, 244,
250). HLA-C*12 je drugi najcesce zastupljen gen (17,80 %) dok je u svim analiziranim radovima
on bio na tre¢em mjestu iza HLA-C*04 (237, 240, 242, 244, 250). U nasoj studiji HLA-C*04 je
trec¢i po zastupljenosti na lokusu HLA-C. U skladu s naSim istrazivanjem su rezultati studije iz
nama susjedne pokrajine Vojvodine na 400 ispitanika (HLA-C*07 [24,20 %], -C*12 [16,70 %] i
-C*04 [12,20 %]) (237).

Geni HLA-C*03, *05, *06, *12 i -C*15 su statisticki manje ucestali u Italiji, -C*12 u Austriji
dok je HLA-C*04 statisticki ucestaliji u Italiji, Makedoniji i Grékoj u odnosu na nase istrazivanje
kontrolne skupine (237, 242, 244).

Proveli smo, medu zdravim ispitanicima sjeverozapadne Hrvatske, analizu uestalosti alela HLA
razreda Il. Kod HLA-DRBL1 lokusa najucestaliji alel je HLA-DRB1*16:01 (10,48 %), slijede
HLA-DRB1*03:01 (10,24 %), -DRB1*11:01 (9,75 %), -DRB1*01:01 (9,51 %), -DRB1*15:01
(8,53 %) i -DRB1*11:04 (7,31 %). HLA-DRB1*16:01 je najucestaliji alel u Makedonaca dok je
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statisticki manje zastupljen u populaciji iz Slovenije, Njemacke i Austrije (237, 243). Drugi po
ucestalosti u nasoj studiji je HLA-DRB1*03:01 koji je na prvom mjestu po ucestalosti u studiji
provedenoj u Hrvatskoj na 4000 darivatelja mati¢nih krvotvornih stanica, u populaciji Slovenaca,
Talijana, Nijemaca i Austrijanaca kao i u bosansko-hercegovackoj manjini koja zivi u Njemackoj
(237, 238, 244, 248). U hrvatskoj studiji su Grubic i sur. naglasili da su aleli HLA-DRB1*11:01
I -DRB1*11:04 sli¢no zastupljeni medu ispitanicima i da je to u skladu s padaju¢om ucestalosti
alela HLA-DRB1*11:04 od juga do zapada Europe, $to je u skladu s naSom studijom gdje je
ucestalost HLA-DRB1*11:04 (7,31 %) manja od ucestalosti alela HLA-DRB1*11:01 (9,8 %)
(238). Nasuprot tome, alel HLA-DRB1*11:01 je statisticki manje zastupljen medu
bosanskohercegovackom manjinom u Njemackoj u odnosu na nasu kontrolnu skupinu (246).

U istraZivanjima iz Slovenije, Italije 1 Njemacke alel HLA-DRB1*07:01 je statisticki ucestaliji u
tim populacijama u odnosu na nasu kontrolnu skupinu (237, 242).

U na$oj studiji najucestaliji alel HLA-DQAL lokusa je HLA-DQA1*01:02 (24,87 %), $to je u
skladu s prethodnim istrazivanjem u Hrvatskoj (245). U slovenskoj, njemackoj i makedonskoj
populaciji najucestaliji je alel HLA-DQA1*05:01, a slijedi ga -DQA1*01:01 (237). U nasem
istrazivanju na drugom mjestu je HLA-DQA1*05:05 koji nije zabiljeZen u prethodnoj studiji
Grubi¢ 1 sur. (245) U studiji provedenoj u Gorskom Kotaru u Hrvatskoj na 63 ispitanika
ucestalost tog alela je bila 2.4 % (213). Inace, podaci o ucestalosti aela HLA-DQA1*05:05 na
razini Europe 1 svijeta su oskudni. U Europi je tek nekoliko istraZivanja zabiljeZeno na stranici

Allele Frequency Net Database (Slika 22 .)

P Allele
Line Allele Population lhttot:;:r‘:lt\:'::l:ill:le .Frequfzncy Sasri\lzle "\[:(:t:;:::‘ Distribution? ::spc:::,it:(piz; Notes?
(in_decimals)
1 DQAT*05:05 “ Azores Terceira Island 0.1480 "l 130 See {1
2 DQA1*05:05 mimm Croatia Gorski Kotar Region 0.0240 63 See =
3 DQA1*05:05 h Czech Republic pop 3 378 0.2060 180 See t> )
4 DQA1*05:05 e England pop 2 01010 M 114 See vt
5 DQA1*05:05 E Greece pop 5 0.3250 N 500 See 1>
6 paa1+05:05 ] [ raly Bergamo 475 03100 E— 101 See o
7 paa1+05:05 ] ] 1taly North pop 3 49.5 03050 — 97 See '
8 pa1+05:05 ] [ italy Rome 52.6 02960 |- 100 See Yo
9 DQA1*05:05 = Netherlands pop 2 29.0 0.1573 155 See '
10 DQAT1*05:05 n Portugal Azores Terceira Island 27.2 0.1447 A 130 See (>
11 DQA1*05:05 : Spain Murcia 0 173 See e
12 DQA1*05:05 Z Spain Valencia 28.1 0.1520 ST See Yo

Slika 22 . Ucestalosti HLA-DQA1*05:05 alela
(preuzeto iz (237), http://www.allelefrequencies.net/ )
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Pretpostavka je da su studije s kojima smo radili usporednu analizu za lokus HLA-DQAL koristile
metode koja nisu razlikovala HLA-DQA1*05:05 od HLA-DQA1*05:01. Pera i sur. su u svom
istrazivanju koristili metodu sekvenciranja za odredivanje alela HLA-DQAL lokusa koja je
ukljucivala i analizu egzona 1 i 3 koji su bitni za razlikovanje alela HLA-DQA1*05:01 i —
DQA1*05:05. Rezultati ovog istrazivanja pokazali su da je od 94 uzorka, prethodno odredenih
kao HLA-DQA1*05:01 PCR-SSP metodom (Dynal, Oslo, Norveska), samo njih 29 doista i i bilo
pozitivno za alel HLA-DQA1*05:01, dok se za preostala 65 ispitanika pokazalo da nose alel HLA-
DQA1*05:05 (251).

Istraziva¢i iz Grcke koju su unijeli ucestalosti alela HLA-DQA1*05:05 na stranicu
http://www.allelefrequencies.net/ su dobili da je navedeni alel statisticki ucestaliji u Grékoj u
odnosu na nase istrazivanje (237). Alel HLA-DQA1*02:01 je statisticki znacajno ucestaliji u
Sloveniji, Italiji i Njemackoj, -DQA1*03:01 u Makedoniji, dok je alel -DQA1*04:01 statisticki
manje ucestao u Gr¢koj u odnosu na kontrolnu skupinu iz naseg istrazivanja (237).

Kod lokusa HLA-DQBL1 u zdravih ispitanika sjeverozapadne Hrvatske je najucestaliji alel HLA-
DQB1*03:01 (23,65 %) s$to je u skladu s rezultatima ostalih studija u susjedstvu i ranije studije
u Hrvatskoj (223, 237, 242, 243, 244). Slijede¢i po ucestalosti u nasoj studiji je HLA-
DQB1*05:01 (13,17 %) kao i u istrazivanjima medu talijanskom i austrijskom populacijom (237,
242) dok je u prethodnoj studiji iz Hrvatske na 238 ispitanika, u Sloveniji na 140, u Njemackoj
na 174 te medu turskom manjinom u Njemackoj na 4856 ispitanika alel HLA -DQB1*02:01 bio
drugi po ucestalosti medu alelima HLA-DQB1 lokusa (223, 237, 242, 246).

U nasem radu alel HLA-DQB1*02:02 je statisticki ucestaliji u odnosu na istrazivanje iz
Njemacke, -DQB1*05:02 u odnosu na radove iz Njemacke, Austrije i medu turskom manjinom
u Njemackoj, a -DQB1*06:02 je statisticki ucestaliji medu populacijom SZ Hrvatske u odnosu
na ispitanike iz Italije (237, 242, 246). U populaciji zdravih ispitanika SZ Hrvatske alel HLA-
DQB1*02:01 je znaCajno manje ucestao u odnosu na radove iz Slovenije, Njemacke 1 medu
turskom manjinom koja zivi u Njemackoj te je alel HLA-DQB1*03:01 ucestaliji u radu iz Italije,
a HLA-DQB1*03:02 medu turskom manjinom koja zivi u Njemackoj u odnosu na nase
istrazivanje (237, 242, 246).

U kontrolnoj skupini zdravih ispitanika smo analizirali i HLA-A~B te HLA-A~B~C haplotipove.
Analiza haplotipova HLA-A~B je pokazala da je najucestaliji haplotip HLA-A*02~B*51 (5,87
%). Sli¢na ucestalost je zabiljezena i u studiji iz 2000. godine provedenoj na 210 hrvatskih
ispitanika iz 105 obitelji seroloskim odredivanjem antigena HLA-A i -B te u studijama iz
Makedonije i Grcke (237, 243, 245). Slijedeci po ucestalost su bili HLA-A*03~B*07 (3.88 %) i
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HLA-A*01~B*08 (3.83 %) s nizom ucestalosti u odnosu na raniju studiju iz Hrvatske (5.0 % 1 6
%), a s viSom ucestalosti u odnosu na studiju iz Makedonije u kojoj je obuhvaceno 286 ispitanika
(243, 245). Najucestaliji haplotip u koji su ukljuéena tri lokusa HLA-A, -B i -C u naSoj studiji je
HLA-A*01~B*08~C*07 (4 %). Sli¢ne ucestalosti za taj haplotip su nadene u Makedoniji i
Kataloniji (Spanjolska) dok je na Sardiniji uéestalost bila znadajno snizena u odnosu na nasu
studiju (1 %) (237, 243).

U kontrolnoj skupini sjeverozapadne Hrvatske, medu haplotipovima sastavljenim od lokusa
HLA-DRB1 i HLA-DQBL1 najucestaliji su HLA-DRB1*03:01~DQB1*02:01 (10,24 %), HLA-
DRB1*11:01~DQB1*03:01 (9,76 %), -DRB1*16:01~DQB1*05:02 (9,51 %), -
DRB1*01:01~DQB1*05:01 (9,51 %) te -DRB1*15:01~DQB1*06:02 (8,29 %). U radu Grubic¢ i
sur. u hrvatskoj studiji najucestaliji haplotip HLA-DRB1~DQBl1 je HLA-
DRB1*16:01~DQB1*05:02 (9,32 %), a slijede ga HLA-DRB1*15:01~DQB1*06:02 (8,90 %) i
HLA-DRB1*01:01~DQB1*05:01 (8,90 %) koji u nasem istrazivanju dijeli trece i ¢etvrto mjesto
s HLA-DRB1*16:01~DQB1*05:02 s ucestalos¢u od 9,51 % (223). U ltaliji je HLA-
DRB1*11:01~DQB1*03:01 zastupljen sa slicnom ucestalosti kao 1 nasem istrazivanju (242).
Medu haplotipovima HLA-DRB1~DQA1~DQB1 u kontrolnoj skupini iz naSeg rada najucestaliji
su haplotipovi HLA-DRB1*16:01~DQA1*01:02~DQB1*05:02 [ HLA-
DRB1*01:01~DQA1*01:01~DQB1*05:01, sto je u skladu s istrazivanjem Klitz i sur. na velikoj
skupini Amerikanaca koji su europskog porijekla (252).

I na kraju, kod kontrolne skupine u nasSem istraZivanju, analizirane su ucestalosti haplotipova
sastavljenih od 6 lokusa HLA-A, -B, -C, -DRB1, -DQAL1 i- DQB1. Medu njima je najucestaliji
HLA-A*01~B*08~C*07~DRB1*03:01~DQA1*05:01~DQB1*02:01 (2,93 %). Radi o tzv.
ocuvanom haplotipu (engl. Ancestral Haplotype, AH 8.1) koji je jedan od najucestalijih
haplotipova uopce, a pogotovo u populacijama europskog porijekla (253). Slijede ga HLA-
A*03~B*07~C*07~DRB1*15:01~DQA1*01:02~DQB1*06:02 (1,95 %) te  HLA-
A*02~B*27~C*02~DRB1*16:01~DQA1*01:02~DQB1*05:02 [ HLA-
A*24~B*07~C*07~DRB1*15:01~DQA1*01:02~DQB1*06:02. Ovi rezultati su skladu s
istrazivanjem Grubi€ 1 sur. provedenim 2000. u hrvatskoj populaciji (245).

Usporedili smo ucestalosti gena i alela na lokusima HLA-A, -B, -C, -DRB1, -DQAL i - DQB1
izmedu bolesnika koji imaju relapsno-remitirajuci oblik MS i kontrolne skupine dobrovoljnih
darivatelja krvi. U nasem istrazivanju medu genima lokusa HLA-A niti jedan od gena nije bio
statisti¢ki znacajno ucestaliji bilo u skupini bolesnika s MS ili u skupini zdravih ispitanika. HLA-

A*02 gen je potvrden kao najucestaliji zastitni alel u ispitivanju provedenom na populacijama
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pacijenata iz Italije (OR = 0,61, P < 5,8x10°), Svedske (OR = 0,63, P = x10*?), Belgije (OR =
5,6, P = 0,03) i Tasmanije (OR = 0,51; P = 0,05) (21, 254-256). HLA-A*02 gen je ucestaliji u
nasoj studiji (30.2 %) kod zdravih ispitanika u odnosu na skupinu bolesnika s MS (24,3 %), ali
ne postoji statisticka znacajnost (P = 0,2061). Od podloznih gena za MS u literaturi se navodi
HLA-A*03 (257, 258). U nasoj studiji je HLA-A*03 takoder ucestaliji kod bolesnika s MS, ali
bez statisticke znacajnosti. Nasuprot tome Chao i sur. te Lincoln i sur. su na velikom uzorku
pacijenata iz Kanade i Finske pokazali da niti jedan gen iz lokusa HLA-A nije povezan sa
zaStitnom ulogom ili podloznos$¢u za MS §to je u skladu s naSom studijom (259, 260).

Medu genima lokusa HLA-B u nasoj studiji, nismo nasli statisticki podlozan ili zastitni gen za
nastanak MS. Gen HLA-B *07 je nesto ucestaliji u skupini bolesnika s MS u odnosu na kontrolnu
skupinu (11,27 % nasuprot 9,27 %) kao i HLA-B*35 i -B*18, ali bez statisti¢ke znac¢ajnosti. HLA-
B*51 je ucestaliji u kontrolnoj skupini, ali bez statisti¢ke znacajnosti. HLA-B*07 se pokazao kao
podlozni gen u nekoliko studija, ali samo u kombinaciji s genom HLA-DRB1*15 (21, 257, 258).
U skandinavskoj populaciji su HLA-B*12 i -B*18 bili ucestaliji u skupini bolesnika s MS, no
samo kada su HLA-DRB1*15 pozitivni ispitanici iskljuceni iz analize (208). U istrazivanju SNP
(engl. Single Nucleotide Polymorphisms) na 17.465 bolesnika i 30.385 kontrola europskog
podrijetla zastitni aleli su ukljucivali HLA-A*02:01 (OR = 0,67), HLA-B*44:02 (OR = 0,78),
HLA-B*38:01 (OR = 0,48) i HLA-B*55:01 (OR = 0,63) (11). Healy i sur. su kod 532 pacijenata
iz Sjeverne Amerike nasli da gen HLA-B*44 smanjuje podloznost za MS te da je kod pacijenta
koji imaju taj alel sporija progresija bolesti (261).

Kod lokusa HLA-C u kontrolnoj skupini iz nase studije gen HLA-C*12 je statisticki ucestaliji u
odnosu na u bolesnike s MS (OR = 0,52, P = 0,004). Istrazivanje provedeno u Svedskoj i
Norveskoj je pokazalo da je HLA-C*12 ucestaliji u kontrolnoj skupini u odnosu na skupinu s
MS, ali samo ako se analiziraju HLA-DRB1*15 pozitivni ispitanici (208).

Najcesci zastitni gen HLA-C*05 utvrden u vise studija (255, 262, 263) nije uoc¢en u nasoj studiji.
Sli¢ne rezultate su dobili autori studije iz Juznog Brazila gdje nije nadena znaCajna ucestalost u
frekvencijama gena HLA-C*05 izmedu skupine bolesnika i kontrolne skupine (263).

Prije analize podloZnih 1 zastitnih alela HLA razreda II u naSem istraZivanju, treba ponovo
naglasiti da se podloznost za MS najcesce povezuje ] HLA-
DRB1*15:01~DQA1*01:02~DQB1*06:02 haplotipom. Medutim, izrazeni LD u regiji HLA
razreda II, otezava prepoznavanje primarnog alela podloznosti za MS jer su navedeni aleli

gotovo uvijek prisutni zajedno na haplotipu DR2 (9, 10).
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Medu alelima HLA-DRB1 lokusa, nasli smo statisticki znacajnu povezanost izmedu HLA-
DRB1*15:01 alela i podloznosti za MS u pacijenata sjeverozapadne Hrvatske (Pkor = 0,034).
Prethodna studija iz Gorskog Kotara na 42 pacijenta i 63 zdrave osobe je takoder pokazala
statisti¢ki znacajnu povezanost izmedu HLA-DRB1*15 alelne skupine i MS (213). Alel HLA-
DRB*15:01 je istaknut kao podlozan za razvoj MS u mnogim zemljama u nasem susjedstvu. U
studiji iz Austrije analizirano je 39 SNP kod 883 pacijenta i 972 ispitanika iz kontrolne skupine.
Rs 3135388 (HLA-DRB1*15:01) je naden ucestaliji kod bolesnika (p < 0,01) (212). Sli¢ne
rezultate su dobili tipizacijom HLA-DRB1 Ballerini i sur. u kontinentalnoj Italiji te Saruhan-
Direskeneli i sur. u Turskoj (264, 265). Alel HLA-DRB1*15:01 je naden kao primarni rizi¢ni
¢imbenik za MS i kod drugih europskih populacija: Gréke, Slovacke i Malte (19, 20, 214) te u
preglednom ¢lanku Zhanga i sur. medu bolesnicima europskog porijekla (14). Autori iz Malte su
analizirali prevalencije MS 1 ucestalosti alela HLA-DRB1*15:01 prema zemljopisnoj Sirini (od
Norveske do Kanarskih otoka) te istaknuli da populacije Juzne Europe (Sicilija, Sardinija, Grcka
1 Bugarska), kad se usporede s drugim europskim zemljama, imaju vecu prevalenciju MS (do
150 na 100.000 stanovnika) nego $to bi se o¢ekivalo u odnosu na ucestalosti DRB1*15 gena (od
4,3-6 %) (214). Ta spoznaja se moze odnositi i na nasu studiju jer smo kod bolesnika oboljelih
od MS nasli ucestalost alela HLA-DRB1*15:01 od 8,5 % sli¢nu zemljama juzne Europe, dok je
prevalencija MS (143.8/100.000) (137) usporediva sa zemljama Zapadne Europe kao npr. u
Skandinavskim zemljama i Ujedinjenom Kraljevstvu (150/100.000 ili visa) (247).

Jacina asocijacija DRB1*15:01 alela s MS u naSoj studiji je sli¢na jacini asocijacija iz vecéine
drugih europskih studija te nositelji ovog alela imaju tri puta veéi rizik od obolijevanja od MS
(266).

Buduc¢i da je vecina studija o povezanosti alela DRB1*15:01 radena u Europi, rezultati za druge
populacije su malobrojni. Istrazivanja provedena u kineskoj, iranskoj, africko-americkoj te
africko-brazilskoj populaciji su pokazala visu prevalenciju DRB1*15:01 alela u bolesnika s MS
(198, 207, 215, 217). Meta-analiza Mohajera i sur. je pokazala da je u zemaljama Bliskog istoka
I Sjeverne Afrike alelna skupina HLA-DRB1*15 povezana s rizikom od nastanka MS, ali je
prosjeéna snaga asocijacija u toj regiji manja nego u studijama provedenim medu ispitanicima
europskog porijekla (OR = 1,6 u grupi s analiziranim frekvencijama alela i OR = 2,51 u grupi s
analiziranim fenotipovima) (267). U sjevernoj Aziji (OR = 1,81) te u Amerikanaca africkog
porijekla je takoder HLA-DRB1*15:01 statisticki zna¢ajno ucestaliji (OR = 1.93) u bolesnika s
MS, uz manju prosjecnu snagu asocijacije u odnosu na studije iz Europe (12, 268). Autori su

naglasili da je, buduci su aleli DRB1*15:01 i DQB1*06:02 u uskoj neravnotezi udruzivanja (LD)
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u europskim populacijama, tesko razluciti koji je od navedenih alela zapravo primarni ¢imbenik
povezan s podloznoséu za MS. Medutim, u afriCkoameric¢koj populaciji, zbog nizeg LD izmedu
ovih alela, jasno je da je to alel DRB1*15:01 (12, 268).

HLA-DRB1*11:01 je jedini alel kod HLA-DRBI lokusa koji se pokazao kao zastitni ¢imbenik
za MS (P =0.004; OR = 0.39), iako povezanost nije bila zna¢ajna nakon korekcije P vrijednosti
za viSestruka ponavljanja. U nasoj studiji, ucestalost alela HLA-DRB1*11:01 je bila statisticki
znacajno niza u bolesnika s MS u odnosu na kontrolnu skupinu, $to je u suglasnosti s prethodnim
istrazivanjima u Italiji i Malti (214, 264). Zastitna uloga HLA-DRB1*11 je istaknuta u meta-
analizi Zhang i sur. u bolesnika europskog porijekla kao i kod stanovnika zapadne Australije te
Kanade (14, 202, 269). Wu i sur. su izvijestili o zastitnoj ulozi HLA-DRB1*11:01 ako se
istrazivanje provodi s genotipizacijom visokog razlu¢ivanja u odnosu na tipizaciju niskog
razlu€ivanja, a takav nalaz je sukladan s rezultatima naSe studije (202). Autori navedenog
istrazivanja su naglasili da tipizacija HLA visokog razlufivanja omogucéava pouzdanije
prepoznavanje kako podloznih tako i zastitnih alela za razliku od tipizacije niskog razlu¢ivanja
bududi se unutar iste alelne skupine mogu nalaziti i podlozni i zastitini aleli (202). Pregledni rad
Mohajera 1 sur. je takoder pokazao da medu stanovnicima Bliskog istoka 1 Sjeverne Afrike
DRB1*11 alelna skuoina ima zastitnu ulogu u nastanku MS (267).

Zarizi¢ni gen HLA-DRB1*04, koji se navodi u istrazivanju Crni¢-Martinovi¢ i sur. 2010. godine
u regiji Gorskog kotara koje je podrucje visokog rizika za razvoj MS, u naSoj studiji nije
pronadena povezanost s MS (213).

U naSem istrazivanju na lokusu HLA-DQAL, aleli HLA-DQA1*01:02 (OR =1.61, P =0.021) i
HLA-DQA1*03:01 (OR =2.14, P = 0.011) su statisticki znacajno ucestaliji u bolesnika s MS u
odnosu na zdravu kontrolnu skupinu prije korekcije P vrijednosti.

Alel HLA-DQA1*01:02 je ¢e$¢i u bolesnika s MS u provinciji Baskiji na sjeveru te Malagi na
jugu Spanjolske (17, 18) $to je u skladu s naSom studijom. IstraZivanje na velikom broju
ispitanika u Kanadi (N = 3008) pokazalo je da HLA-DQA1*01:02 povecava rizik od nastanka
MS kada je prisutan i HLA-DRB1*15:01 alel (270). Za razliku od tih istrazivanja, Alves-Leon i
suradnici su nasli poveéanu ucestalost HLA-DQA1*02:01 kod bolesnika oboljelih od MS u
brazilskoj populaciji (207).

Od zastitnih alela na lokusu HLA-DQAL, statisticki je zna¢ajan HLA-DQA1*05:05 alel (P =0,04;
OR = 0,64), no nakon korekcije za 12 nadenih alela, gubi statisticku znacajnost.

Pandit i suradnici su 2016. godine objavili da je u njihovom istrazivanju HLA-DQA1*05:01

ucestaliji u ispitanika kontrolne skupine (P = 0,04), ali samo prije korekcije P vrijednosti (268).
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Rezultati analize HLA-DQB1 alela kod pacijenata s relapsno-remitiraju¢im oblikom MS i zdravih
ispitanika kontrolne skupine u naSoj studiji su pokazali da su aleli HLA-DQB1*06:02 i -
DQB1*03:02 ucestaliji kod bolesnika s MS, dok je HLA-DQB1*03:01 alel ucestaliji kod zdravih
ispitanika. HLA-DQB1*06:02 je statisticki zna¢ajno povezan s rizikom od MS i nakon
Bonferronijeve korekcije za 18 testiranih alela (OR = 2.87, Pkor = 0.002). Sli¢ne zakljucke je
donijelo istrazivanje Crni¢-Martinovic i sur. u prethodnoj studiji iz Hrvatske (213).

Fernandez i sur. su pokazali da su aleli DRB1*15:01, DQA1*01:02 i DQB1*06:02 ucestaliji kod
pacijenata s MS u odnosu na kontrolnu skupinu, ali je HLA-DQB1*06:02 jedini alel koji je ostao
znadajan i nakon multivarijantne logisticke regresije u studiji iz Malage, Spanjolska (17).
Istrazivanja u Grckoj, Slovackoj 1 Belgiji su takoder pokazala da je HLA-DQB1*06:02 statisticki
ucestaliji u bolesnika s MS (19-21).

Studija provedena medu brazilskim pacijentima africkog porijekla je pokazala da HLA-
DQB1*06:02 alel povecéava rizik nastanka MS kod bolesnika koji nemaju HLA-DRB1*15:01 alel
te su zbog toga autori zakljucili da je HLA-DQB1*06:02 neovisan rizi¢ni ¢imbenik za MS (16).
Nasuprot tome, istraZivanja provedena kod Amerikanaca africkog porijela 1 pacijenata iz Sicilije
su pokazala da je HLA-DRB1*15:01 alel povezan s povecanim rizikom za MS bez ikakve
povezanosti s HLA-DQB1*06:02 alelom (12, 23).

I studijama na misevima transgeni¢nim za HLA se htjelo razgraniciti da li je primarni alel
podloznosti za MS iz DRB1 ili DQB1 lokusa. Kaushanski i sur. su u takvoj jednoj studiji na
miSevima pokazali da je podloZnost za MS sli¢noj bolesti izazvanoj mijelin oligodendrociti¢nim
bazi¢nim proteinom ili proteolipidnim proteinom odredena HLA-DQB1*06:02 umjesto HLA-
DRB1*15:01 alelom (271).

U nasoj studiji smo nasli ve¢u frekvenciju HLA-DQB1*03:01 u kontrolnoj skupini u odnosu na
skupinu pacijenata s MS (23,65 % nasuprot 16,47 %, P = 0,014), dok je HLA-DQB1*03:02 bio
ucestaliji u pacijenata s MS (9,54 % nasuprot 5,36 %, P = 0,016). Sve su te HLA-DQB1*03
asocijacije izgubile znacajnost nakon Bonferronijeve korekcije za 18 alela. U literaturi smo nasli
nekoliko radova koji govore o povezanosti HLA-DQB1*03:01 alela s rizikom od obolijevanja od
MS. U studijama Wernecka i sur. i Kolaee i sur. nadena je smanjena prevalencija HLA-
DQB1*03:01 alela u pacijenata s MS u odnosu na zdrave osobe iz kontrolne skupine (8,8 %
prema 19,1 % te 20 % prema 29,02 %) (217, 263). Nasuprot tome, HLA-DQB1*03:01 je
identificiran kao podlozan alel u pacijenata s MS iz Spanjolske provincije Baskije, ali samo prije
korekcije P vrijednosti (18). Rezultati analize SNP podataka iz 11 kohorta sastavljenih od

pacijenata s MS europskog podrijetla su pokazali da je HLA-DQB1*03:02 dominantni podlozni
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alel, ali njegov rizi¢ni efekt moze biti poniSten medudjelovanjem s alelom HLA-
DQB1*03:01(11). U studiji iz Slovacke kod 282 pacijenta sa sporadicnim oblikom MS radena je
HLA-DRBL1 i -DQB1 genotipizacija niskog razlu¢ivanja te je utvrden HLA-DQB1*03 gen s viSom
ucestalo$¢u u bolesnika s MS (OR = 2,8 Pkor = 0,003), ali nakon eliminacije nositelja HLA-
DRB1*15 gena (20).

U nasoj populaciji bolesnika s MS nismo uocili vecu ucestalost alela HLA-DQB1*03:03 u
bolesnika s MS kao $to su opisali autori prethodne studije na podruéju Gorskog Kotara u
Hrvatskoj (213).

Nedavne studije su naglasile vaznost epistaticCkog medudjelovanja kod HLA-DRB1 alela
mijenjajuci rizik za MS. Uzimajuéi u obzir ove spoznaje, istrazili smo kako interakcije izmedu
alela sadrzanih u pojedinim genotipovima HLA-DRB1, -DQB1 odreduju rizik za MS kod
bolesnika sjeverozapadne Hrvatske.

Rezultati naseg istrazivanja pokazuju da su genotipovi HLA-DRB1*01:01/*13:01 (P = 0,033),
HLA-DRB1*07:01/*15:01 (P = 0.045) i HLA-DQB1*03:02/*06:02 (P = 0.031) ucestaliji u
bolesnika s MS u odnosu na kontrolnu skupinu. Medutim, gubi se statisticka znacajnost
navedenih genotipova nakon korekcije P vrijednosti za broj ponavljanja.

Ramagopalan i suradnici su utvrdili da HLA-DRB1*07/*15 genotip povecéava rizik od MS u
usporedbi s drugim alelima uklju¢enim u HLA-DRB1*15 pozitivan genotip (OR = 1,28, P =
0,038) (269). Studija iz zapadne Australije je pokazala vecu frekvenciju genotipa HLA-
DRB1*07/*05 kod oboljelih od MS (202). Suprotno naSem istrazivanju, genotip
DRB1*15:01/*07:01 je statisti¢ki povezan s podloznoséu za MS (OR = 3.320, P = 0.006) u
iranskoj studiji (217).

Prema dostupnoj literaturi, utjecaj HLA-DRB1*01:01/*13:01 genotipa na povecani rizik za MS
dosada nije jo$ opisan. Suprotno, HLA-DRB1*01 i DRB1*13 aleli su nadeni kao zaStitni
¢imbencii kod bolesnika europskog porijekla (14) iako su Romero-Pinel i sur. nasli da je HLA-
DRB1*01 gen povezan s losijom prognozom MS (210).

U ovoj studiji smo analizirali i povezanost haplotipova koji ¢ine lokusi HLA razreda 11 II sa
podloznosti za MS. Najprije smo analizirali haplotipove s dva lokusa jer je ve¢ina dostupnih
studija dala podatke o povezanosti haplotipa s rizikom od MS na toj razini. Medu HLA*A~B
haplotipovima, HLA-A*11~B*51 je jedini haplotip koji je bio statisticki znac¢ajno ucestaliji kod
bolesnika s MS u odnosu na kontrolnu skupinu, ali samo prije korekcije P vrijednosti. Buduci da

ni medu alelima HLA-A i -B koji se najces¢e povezuju s MS u literaturi (HLA-A*02, -A*03, -
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B*07, B*18, -B*44, -B*35 i -B*55) nismo nasli statisti¢ki znac¢ajnu razliku na razini alela, nismo
nasli niti na razini njihovih zdruzenih haplotipova.

U nasem radu je analizirana i povezanost haplotipa HLA-DRB1~DQB1 s MS. Nasa studija je
pokazala povezanost izmedu podloZznosti za MS i haplotipa HLA-DRB1*15:01~DQB1*06:02
(OR =2.75, P<0.001) i nakon korekcije P vrijednosti za 15 haplotipova koji su uzeti na daljnju
analizu. Ovi rezultati su u skladu s drugim radovima medu zapadno-europskom populacijom
(Slovacima) te mediteranskim Europljanima: Grcima, Talijanima, Spanjolcima (9,17-20, 22,
24).

Podloznost prema MS u nasoj studiji je nadena za haplotip HLA-DRB1*04:02~DQB1*03:02
(OR =4,13, P = 0,034). Sli¢ni zakljucci su izneseni u istrazivanju pacijenata iz Sicilije, Turske i
Spanjolske (18, 23, 265).

Mediteranski otok Sardinija je najveci talijanski otok s visokom incidencijom MS ¢&ije je obiljezje
jedinstveni, homogeni geneticki ustroj koji je rezultat fiksacije alela i haplotipova koji su ili
rijetki ili su prisutni samo na tom otoku (24). Marrosu i sur. su na Sardiniji utvrdili zdruzenost
MS s 5 razlicith DRB1~DQBI1 haplotipova: HLA-DRB1*13:03~DQB1*03:01, HLA-
DRB1*04:05~DQB1*03:01, HLA-DRB1*03:01~DQB1*02:01, HLA-
DRB1*15:01~DQB1*06:02 i HLA-DRB1*04:05~DQB1*03:02 (22).

Juzni dijelovi Hrvatske pripadaju mediteranskoj regiji. Pretpostavlja se da je povezanost MS s
haplotipom DR4 tipi¢na za zemlje Mediterana te se iz toga moze pretpostaviti da je veca
ucestalost HLA-DRB1*04:02~DQB1*03:02 haplotipa u naSem istraZivanju posljedica migracija
iz mediteranskog juga u ekonomski razvijeniji sjeverozapadni dio Hrvatske.

Haplotipovi koji su ukljucivali tri lokusa: HLA-DRB1, -DQAL1 te -DQB1, a statisti¢ki su uéestaliji
u bolesnika s MS u odnosu na kontrolnu  skupinu  su: HLA-
DRB1*15:01~DQA1*01:02~DQB1*06:02 (OR = 2,70, P = 0,0001, Pkor = 0,002) i HLA-
DRB1*07:01~DQA1*02:01~DQB1*03:03 ( OR = 3,41, P = 0,038, Pkor = 0,76).

Lincoln i sur. su u kanadskoj studiji takoder prou¢avali haplotip s tri lokusa HLA razreda I (270).
Potvrdili su da je haplotip HLA-DRB1*15:01~DQA1*01:02~DQB1*06:02 podlozan za razvoj
MS s OR 2.6. Haplotipovi koji nose HLA-DRB1*15:01 bez HLA-DQB1*06:02 ne utje¢u na rizik
od MS (OR = 1,1), haplotipovi u koje su uklju¢eni HLA-DQB1*06:02 bez HLA-DRB1*15:01
takoder imaju neutralni utjecaj (OR = 1,2), dok haplotipovi koji sadrze HLA-DQA1*01:02 alele
bez HLA-DRB1*15:01 i -DQB1*06:02 pokazuju zastitnu ulogu u nastanku MS (269).
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Te spoznaje su u skladu s naSom studijom gdje je veéina analiziranih haplotipova koji nose HLA-
DQA1*01:02 pokazivala zastitnu ulogu u nastanku MS, dok su nepotpuni haplotipovi bez HLA-
DRB1*15:01 ili -DQB1*06:02 pokazivali neutralni utjecaj za MS.

Marrosu i sur. su u istrazivanju na Sardiniji naglasili povezanost haplotipova DR3 (HLA-
DRB1*03:01~ DQA1*05:01~DQB1*02:01) i DR4 (HLA-
DRB1*04:05~DQA1*05:01~DQB1*03:01) (272).

Prethodna  studija iz  Hrvatske  je  takoder  naglasila  haplotip HLA-
DRB1*15~DQA1*01:02~DQB1*06:02 kao rizi¢ni cCimbenik povezan s podloznoséu za
sekundarno progresivni oblik MS (213).

U naSem istrazivanju nismo nasli statisticku znacajnu razliku izmedu ucestalosti HLA-
DRB1*07:01 kod bolesnika s MS 1 kontrolne skupine kao §to je nadeno u istrazivanju u
kontinentalnoj Italiji koje je ukljuc¢ivalo 609 pacijenata s MS 1 836 kontrolnih ispitanika te u radu
Lysandropoulos i sur. u Belgiji (21, 264). Autori prethodne studije na podrucju Gorskog Kotara
u Hrvatskoj su nasli da je HLA-DQB1*03:03 podlozan za MS, dok u na$oj studiji nismo uocili
takvu vrstu povezanosti (213). Medutim, kad smo u analizu ukljucili istodobno oba navedena
alela dobili smo da su haplotipovi koji ih sadrzavaju (HLA-DRB1*07:01~ DQB1*03:03 i HLA-
DRB1*07:01~DQA1*02:01~DQB1*03:03) statisticki znacajno podlozni za nastanak MS. Takvi
rezultati govore da je u nasem radu HLA-DRB1*07:01 rizi¢ni ¢imbenik, ali samo u prisutnosti
HLA-DQB1*03:03 alela.

Jedini haplotip koji je ukljucivao Sest lokusa HLA-
A*11~B*35~C*04~DRB1*01:01~DQA1*01:01~DQB1*05:01 je statisticki ucestaliji u
bolesnika s MS u odnosu na kontrolnu skupinu (P = 0,04), ali samo prije Bonferronijeve
korekcije za 15 analiziranih haplotipova. Analize povezanosti rizika od MS koje bi ukljucivale
haplotipove sastavljene od 6 lokusa su oskudne. Link i sur. su napravili analizu haplotipova koji
su ukljucivali HLA-A, -B, -C i -DRBL1 lokuse te su nasli da su skoro svi haplotipovi koji su
ukljucivali HLA-DRB1*15 alelnu skupinu bili rizi¢ni, a oni koji su imali HLA-A*02 bili
protektivni sve dok nisu nosili HLA-DRB1*15 gen (208).

Potencijalno  zaStitni haplotipovi za razvoj MS u naSoj studiyji su: HLA-
DRB1*11:01~DQB1*03:01 (OR = 0,42, P = 0,013), i HLA-
DRB1*11:01~DQA1*05:05~DQB1*03:01 (OR = 0,40, P = 0,006).

Isti rezultat je naden medu stanovni§tvom Sardinije, haplotipovi HLA-DRB1~DQB1 koji su
ukljucivali HLA-DRB1 *11 su zastitni ¢cimbenici (24). Studija iz Slovacke koja je ukljucivala 282
bolesnika sa sporadicnim oblikom MS je takoder pokazala da je haplotip HLA-
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DRB1*11~DQB1*03 ucestaliji u kontrolnoj skupini te bi se mogao smatrati zaStitnim alelom za
MS (20).

Buduc¢i da je MS 2,5 puta ¢eS¢e zastupljena kod Zena, provedene su i studije koje bi razjasnile
ulogu alela HLA u ¢es¢em pojavljivanju MS kod Zena (247). Hensiek i sur. su u istrazivanju
provedenom u Velikoj Britaniji kod 729 pacijenata s MS pokazali da je fenotip DR15 bio
statisti¢ki ucestaliji kod Zena (66 %) u odnosu na muskarce (55 %), P = 0,01. (270). Sli¢ne
rezultate su dobili Irizar i sur. u Spanjolskoj (274).

Za razliku od tih istrazivanja, Ballerini i sur. u Italiji nisu nasli povezanost fenotipa DR15 sa
spolom (264). U nasem istrazivanju je u skupini HLA-DRB1*15:01 pozitivnih Zena bilo vise

(81,25 %) u odnosu na HLA-DRB1*15:01 negativnu skupinu (73,40 %), ali bez statisticke
znacajnosti §to je u skladu s prethodnom studijom iz Italije (264).

Dob kod koje se prvi put javljaju simptomi MS je jako vazna jer o njoj ovisi i daljnji tijek bolesti,
kao i vrijeme pojave prvih ozbiljnijih simptoma. Prethodne studije su pokazale da je alel HLA-

DRB1*15 povezan s ranijom pojavom bolesti u Europljana i Amerikanaca afri¢ckog porijekla
(199, 273, 275, 276).

Nasuprot tome, velika studija medu bolesnicima europskog porijekla koja je obuhvatila 1571
bolesnika s MS 1 3098 zdravih ¢lanova obitelji nije nasla povezanost izmedu alela HLA-DRB1*15

I njegovih genotipova svremenom pojave prvih simptoma (201).

U nasoj studiji je prosje¢na dob kod koje su nastali simptomi u HLA-DRB*15:01 pozitivnih
bolesnika bila niza (35,2 godine) u odnosu na bolesnike bez alela HLA-DRB1*15:01 (36 godina),
ali bez statistiCke znacajnosti.

Zbog jake povezanosti HLA-DRB*15:01 s ostalim alelima koja moze dovesti do pogresne
interpretacije ucestalosti pojedinih alela i njihove povezanosti s podloznosti ili zastitnim u¢inkom
od MS, sve statisticki zna€ajno ucestalije alele, bilo u bolesnika s MS ili u kontrolnoj skupini,
analizirali smo posebno kod HLA-DRB*15:01 negativnih ispitanika te posebno kod HLA-
DRB1*15:01 pozitivnih ispitanika. Aleli HLA-DQB1*06:02, -DQB1*03:02 i -DQA1*03:01 su
statistiCki ucestaliji u bolesnika s MS koji nemaju alel HLA-DRB*15:01, Sto govori u prilog tome
da su ti aleli rizi¢ni ¢imbenici za MS, neovisno 0 HLA-DRB*15:01 statusu.

Rezultati iz rada Fernandeza i sur. takoder pokazuju da je HLA-DQB1*06:02 alel ostao zna¢ajno
ucestaliji u bolesnika s MS nakon multivarijantne logisticke regresije (17). Sli¢ne rezultate su
objavili i Caballero i sur. medu Brazilcima afri¢kog porijekla (16).

Gen HLA-C*12 je ostao statisticki u€estaliji samo u skupini koja ima HLA-DRB1*15:01 alel §to

govori u prilog tome da je gen HLA-C*12 podlozan za MS samo u kombinaciji s alelom HLA-
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DRB1*15:01. Rezultati se slazu onima iz rada iz Svedske i Norveske koji su pokazali da je HLA-
C*12 ucestaliji u kontrolnoj skupini u odnosu na skupinu s MS, ali samo ako se analiziraju HLA-
DRB1*15 pozitivni ispitanici (208).

Alel HLA-DQA1*01:02, nakon razdvajanja na HLA-DRB1*15:01 pozitivhe i negativne
ispitanike, je postao statisticki znacajno ucestaliji u kontrolnoj skupini kod HLA-DRB1*15:01
negativnih ispitanika (P = 0.0001).

Link i sur. su proucavali epistazu izmedu HLA-DRB1 i HLA-DQAL lokusa kod 3.006 kanadskih
ispitanika iz 689 obitelji i zakljuéili da HLA-DQA1*01:02 djeluje snazno s HLA-DRB1*15 u
transpoziciji pojacavajuéi rizik od MS u prisutnosti HLA-DRB1*15 alela, a smanjuje rizik u
odsutnosti HLA-DRB1*15 alela (208).

Budu¢i da je MS heterogeni autoimuni poremecaj uzrokovan medudjelovanjem genetickih i
okolis$nih ¢imbenika rizika analizirali smo podloZne 1 zastitne alele, genotipove i haplotipove za
nastanak MS.

Nasi rezultati odgovaraju najceS¢e uoCenim asocijacijama HLA i1 MS u nama susjednim
zemljama, ali smo nasli i neke manje Ceste povezanosti koje odgovaraju podacima iz literature
analiziranim i u drugim dijelovima Europe i svijeta te mogu doprinijeti boljem razumijevanju
geneticke podloge MS.

Medutim, kod velikog broja studija je tipizacija HLA ucinjena metodama niskog razluc¢ivanja sto
otezava usporedbu nasih rezultata koji su dobiveni metodom visokog razlucivanja.

Hrvatska ima veliku prevalenciju multiple skleroze (143.8 na 100.000 stanovnika) te bi daljnja
istrazivanja trebalo proS$iriti 1 na sve Clanove obitelji, na ostale klinicke oblike MS, kao 1
povezanost sustava HLA s tijekom 1 klinickom prezentacijom MS.

Takoder, povezanost izmedu podloznosti za MS i nadenih genotipova i haplotipova HLA bi

trebalo potvrditi na ve¢em broju ispitanika.
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6. ZAKLJUCCI

1. Usporedbom rezultata ucestalosti alela i gena na lokusima HLA-A, -B, -C, -DRB1, -DQA1 i -
DQBL1 dobivenih u nasem istrazivanju populacije sjeverozapadne Hrvatske i dosad provedenih

istrazivanja u Hrvatskoj nisu utvrdene znacajne razlike.

2. Ucestalost vecine ispitivanih gena i alela HLA razreda I i Il u naSem istrazivanju je usporediva
s ucestalostima istih u susjednim i nama povijesno bliskim zemljama uz neke manje razlike,
Sto govori u prilog tome da je imunogenetska struktura populacije sjeverozapadne Hrvatske

posljedica utjecaja migracija kroz zajednicku povijest.

3. Najzastupljeniji geni HLA razreda | u kontrolnoj skupini dobrovoljnih darivatelja Kkrvi

sjeverozapadne Hrvatske su:
a. Nalokusu HLA-A geni: HLA-A*02, -A*03, -A*24, -A*01 te -A*11.
b. Na lokusu HLA-B geni: HLA-B*51, -B*35, -B*07, -B*18 te -B*44.
c. Nalokusu HLA-C geni: HLA-C*07 -C*12 i -C*04 i -C*03.

4. Medu kontrolnom skupinom dobrovoljnih darivatelja krvi najzastupljeniji aleli razreda HLA

1l su:

a. Na lokusu HLA-DRB1 aleli: HLA-DRB1*16:01, -DRB1*03:01, -DRB1*11:01, -
DRB1*01:01 i -DRB1*15:01.

b. Na lokusu HLA-DQAZ1 aleli: HLA-DQA1*01:02, -DQA1*05:05, -DQA1*01:01 i -
DQA1*05:01.

c. Na lokusu HLA-DQB1 aleli: HLA-DQB1*03:01, -DQB1*05:01, -DQB1*05:02,
-DQB1*02:01 i -DQB1*06:02.

5. Najcesci haplotipovi HLA razreda I u kontrolnoj skupini sacinjeni od:

a. Dva lokusa: HLA-A*02~B*51, HLA-A*03~B*07 , HLA-A*01~B*08, HLA-
A*02~B*27.

b. Tri lokusa: HLA-A*01~B*08~C*07, HLA-A*03~B*07~C*07, HLA-
A*02~B*27~C*02, HLA-A*25~B*18~C*12.

6. Najces¢i haplotipovi HLA razreda II u kontrolnoj skupini sa¢injeni od:
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a. Dva lokusa: HLA-DRB1*03:01~DQB1*02:01, HLA-DRB1*11:01~DQB1*03:01,
HLA-DRB1*16:01~DQB1*05:02, HLA-DRB1*01:01~DQB1*05:01 i HLA-
DRB1*15:01~DQB1*06:02.

b. Tri lokusa: HLA-16:01~DQA1*01:02~DQB1*05:02, HLA-
DRB1*01:01~DQA1*01:01~DQB1*05:01, HLA-
DRB1*11:01~DQA1*05:05~DQB1*03:01, HLA-
DRB1*03:01~DQA1*05:01~DQB1*02:01 i HLA-

DRB1*15:01~DQA1*01:02~DQB1*06:02.

c. Sest lokusa: HLA-A*11~B*35~C*04~DRB1*01:01~DQA1*01:01~DQB1*05:01,
HLA-A*03~B*07~C*07~DRB1*15:01~DQA1*01:02~DQB1*06:02,
HLA*11~B*35~C*04~DRB1*01:01~DQA1*01:01~DQB1*05:01 [
HLA*01~B*08~C*07~DRB1*15:01~DQA1*01:02~DQB1*06:02.

7. Usporedbom ucestalosti alela istrazivanjem parova kod bolesnika s MS i kontrolne skupine

utvrdili smo potencijalno podlozne alele:

a. Medu genima HLA razreda | samo je gen HLA-C*04 bio statisti¢ki grani¢no znacajno
zastupljeniji (P = 0,05, OR = 1,58) u bolesnika s MS u odnosu na kontrolnu skupinu.

Niti jedan alel na lokusima HLA-A i -B nije bio znacajno povezan s rizikom od MS.

b. Podlozni aleli za nastanak MS iz HLA razreda II su: HLA-DRB1*15:01 (P<0,0001,
OR =3,17), HLA-DQB1*06:02 (P<0,001, OR =2,87) , HLA-DQB1*03:02 (P = 0,016,
OR = 2,07), HLA-DQA1*01:02 (P = 0,021, OR = 1,61) i HLA-DQA1*03:01 (P =
0,011, OR =2,14).

c. Nakon Bonferronijeve korekcije P vrijednosti za broj analiziranih alela, samo su aleli
HLA-DRB1*15:01 i HLA-DQB1*06:02 zadrzali statisticku znacajnost.

8. Kod usporedbe genotipova HLA-DRB1 i HLA-DQB1 izmedu pacijenata s MS i kontrolne
skupine utvrdeno je da su genotipovi HLA-DRB1*01:01/*13:01 (P = 0,033, OR =4,13), HLA-
DRB1*07:01/*15:01 (P = 0,045, OR = 8,60) i HLA-DQB1*03:02/*06:02 (P = 0,031, OR =

9,89) statisticki znacajno ucestaliji kod bolesnika s MS.

9. Haplotipovi koji su znacajno podlozni za razvoj MS kod bolesnika sjeverozapadne Hrvatske
sastavljeni od dva lokusa su: HLA-DRB1*04:02~DQB1*03:02 (P = 0,044, OR = 2,98), HLA-
DRB1*07:01~DQB1*03:03 (P = 0,038, OR = 3,41) , HLA-DQB1*15:01~DRB1*06:02
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(P<0,0001, OR = 2,75), HLA-A*02~DRB1*15:01 (P = 0,0003, OR = 9,81), HLA-
A*03~DRB1*15:01 (P = 0,040, OR = 2,18) i HLA-A*24~DRB1*13:01 (P = 0,033, OR =
4,13). Samo su haplotipovi HLA-DQB1*15:01~DRB1*06:02 i HLA-A*02~DRB1*15:01

zadrzali znaGajnost nakon korekcije P vrijednosti.

Haplotipovi koji predstavljaju rizi¢ni ¢cimbenik za razvoj MS kod bolesnika iz sjeverozapadne
Hrvatske sastavljeni od tri lokusa su: HLA-DRB1*15:01~DQA1*01:02~DQB1*06:02 (P =
0,0001, OR =2,70), HLA-DRB1*07:01~DQA1*02:01~DQB1*03:03 (P = 0,038, OR = 3,41)
I HLA-A*24~B*35~C*04 (P = 0,046, OR = 18,51) od kojih je haplotip HLA-
DRB1*15:01~DQA1*01:02~DQB1*06:02 ostao statisticki znacajan nakon korekcije P

vrijednosti.

Haplotip HLA-A*11~B*35~C*04~DRB1*01:01~DQA1*01:01~DQB1*05:01 sastavljen od

Sest lokusa je znacajno podlozan za razvoj MS kod bolesnika sjeverozapadne Hrvatske.

U nasem istrazivanju smo identificirali i zastitne alele te haplotipove koji smanjuju rizik

razvoja MS:

a. Kod HLA razreda I to su geni HLA-C*12 i haplotip HLA-A*02~B*40~C*03 koji su

znacajno ucestaliji u kontrolnoj skupini u odnosu na bolesnike s MS.

b. Medu alelima HLA razreda 11 HLA-DRB1*11:01 (P = 0,004, OR = 0,39), HLA-
DQB1*03:01 (P = 0,04, OR = 0,59) te HLA-DQA1*05:05 (P = 0,04, OR = 0,64) su
statisticki ucestaliji u kontrolnoj skupini. Nakon Bonferonijeve korekcije P vrijednosti,
statisticku znaCajnost su izgubila sva tri alela. Zastitni haplotipovi su HLA-
DRB1*11:01~DQB1*03:01 (P = 0,0037, OR = 0,39), HLA-A*02~ DRB1*07:01 (P =
0,019, OR =0,09) i HLA-DRB1*11:01~DQA1*05:05~DQB1*03:01 (P = 0,004, OR
= 0,39). Nakon korekcije P vrijednosti za broj ponavljanja, sva tri zasStitna haplotipa

su izgubila statisticku znacajnost.

Nismo uocili povezanost HLA-DRB1*15:01 alela sa Zenskim spolom te ranijim pocetkom
MS.

Logickom regresijskom analizom smo pokazali da su aleli HLA-DQB1*06:02, HLA-
DQB1*03:02 i HLA-DQA1*03:01 podlozni za MS, neovisno o alelu HLA-DRB1*15:01.
HLA-C*12 je rizi¢ni ¢imbenik samo u prisustvu HLA-DRB1*15:01, dok u bolesnika s MS
koji nemaju alel HLA-DRB1*15:01 nije pokazao svoj podlozni ucinak. Alel HLA-

DRB1*11:01 pokazuje zastitini efekt samo u odsutnosti HLA-DRB1*15:01 dok HLA-
99



DQA1*05:05 koji je bio zastitni alel, nakon razdvajanja na HLA-DRB1*15:01 pozitivne i
HLA-DRB1*15:01 negativne ispitanike, gubi statistiCku znac¢ajnost.
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