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1.1. GLAVNI SUSTAV TKIVNE PODUDARNOSTI

1.1.1. Povijest i definicija sustava HLA

Temeljna uloga imunosnog sustava je ocuvanje bioloske cjelovitosti jedinke
osiguravanjem visokospecificnog odgovora na strane antigene. Za kontrolu i regulaciju ovako
slozenog zadatka odgovoran je visokospecijaliziran genski sustav koji osigurava gensku
raznolikost svih organa i tkiva svake pojedine jedinke, kako bi se ona mogla ucinkovito
obraniti od prodora stranih antigena u organizam. Sustav je otkriven u svih visih organizama
(ribe, gmazovi, ptice, sisavci) i naziva se glavnim sustavom tkivne podudarnosti (engl. Major
Histocompatibility Complex, MHC) (Zunec i sur., 2011).

Pedesetih godina proslog stoljeca francuski imunolog i nobelovac, Jean Dausset,
otkrio je prvi humani leukocitni antigen (engl. Human Leucocyte Antigen, HLA) te ga je
nazvao MAC (kasnije poznat kao HLA-A2). Stoga je kod ljudi sustav MHC nazvan sustav
HLA. Godine 1980. znanstvenici J. Dausset, G. D. Sneel i B. Benacerrafu dobili su Nobelovu
nagradu za svoja otkri¢a (Thorsby, 2009). Van Rood 1963. godine otkrio je dvije skupine
antigena, medusobno iskljucivih, za koje je tvrdio da pripadaju istom genskom sustavu, a
kasnije je taj sustav nazvao ,,Sustav 4 (engl. Sustav four). Sljedece godine, Payne i suradnici
otkrili su slican sustav leukocitnih antigena (engl. Leucocyte antigens, LA). Daljnja
istrazivanja pokazala su da se radi o dva razli¢ita, usko povezana lokusa, koji pripadaju istom
genskom sustavu HL-A, koji je kasnije nazvan sustav HLA. Dva prvootkrivena lokusa dobila
su novo nazivlje: lokus HLA-A i HLA-B, a novootkriveni antigeni pojedinog lokusa
oznacavani su brojevima (npr. HLA-AL, -A2 ili HLA-B5, -B7) (Thorsby, 2009).

Sustav HLA najintenzivnije je istrazivani genski sustav u ¢ovjeka tijekom posljednjih
nekoliko desetljeca, a u projektu mapiranja ljudskoga genoma, upravo je ova kromosomska

regija bila prva u potpunosti sekvencirana (Zunec i sur., 2011).



1.1.2. Vaznost sustava HLA

Istrazivanja sustava HLA pokazala su dvije vrlo vazne znacajke. Prvo, geni HLA
izrazito su polimorfni i njihovi genski produkti dolaze u velikom broju razli¢itih oblika.
Drugo, funkcija molekula HLA je predocavanje tudih antigena T-limfocitima, odnosno

imunoregulacija.

Geni HLA imaju prakticnu vaznost U presadivanju tkiva i organa, povezanosti s
nastankom odredenih bolesti, antropoloskim istrazivanjima, kod identifikacije osoba, ali i kod

isklju¢ivanja o€instva.

Uspjeh presadivanja tkiva i organa u klini¢koj praksi najeSée odgovara stupnju
podudarnosti HLA primatelja i davatelja presatka te je odredivanje njihovih tkivnih antigena
(antigena HLA) preduvjet uspjesnoj transplantaciji (Andreis i sur., 2010).

U nekim bolestima moze se povezati postojanje odredenog alela HLA s pojavom
odredene bolesti te je moguce izracunati koliki je relativni rizik (RR) da nositelj odredenog
alela HLA, u usporedbi s osobom koja taj alel HLA nema, razvije bolest o kojoj je rijec.
Upravo ta spoznaja ima veliku dijagnosti¢ku i prognosticku vaznost za veliki broj bolesti

autoimune prirode (Farid, 2000).

1.1.3. Neravnoteza udruzivanja (LD)

Ucestalost alela pojedinih gena HLA u razli¢itim populacijama Sirom svijeta pokazala
je razlike tako da se neki aleli HLA mogu smatrati karakteristicnim za odredenu populaciju ili
etni¢ku skupinu, dok su u drugoj prisutni s vrlo malom ucestalos¢u ili ih uop¢e nema. S druge

strane, brojni aleli HLA prisutni su u velikom broju populacija.

Usprkos velikom broju moguc¢ih kombinacija poznato je da se pojedini aleli HLA u
zajednickom haplotipu HLA javljaju ceS¢e nego Sto je za ocekivati na osnovi njihovih
pojedinac¢nih ucestalosti. Ta se pojava naziva neravnotezom udruzivanja (engl. linkage
disequilibrium, LD). Neravnoteza udruzivanja rezultat je niske ucestalosti rekombinacija
izmedu odredenih lokusa HLA, a koji su smjeSteni vrlo blizu na kromosomu 6. Tako je npr.

vrlo jak LD izmedu alela HLA-DRB1 i HLA-DQB1, HLA-DQAL i HLA-DQB1. Unutar
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odredenih populacija povezanost odredenih alela moze biti gotovo potpuna Sto znaci da

gotovo uvijek dolaze u zajednickom haplotipu (Thorsby, 2009).

1.1.4. Genii molekule HLA

Sustav HLA mapiran je na p21.3 kra¢em kraku kromosoma 6 (6p21.3) gdje zauzima
podruéje od 4 milijuna parova baza §to ¢ini priblizno 1% humanoga genoma (Zunec i sur.,
2011). Unutar regije HLA nalazi se otprilike 225 gena. Od tog broja 57%, odnosno 128 gena
ima ekspresiju, a 40% tih gena ima imunoregulatornu ulogu (Lahita i sur., 2011). Kromosom
6 je multicentri¢ni kromosom koji ¢ini 6% ljudskog genoma. Veéina onoga $to se danas zna o
genetickim varijacijama i organizaciji haplotipova otkriveno je upravo proucavanjem regije

HLA (Mungall i sur., 2003).

Do danas je otkriveno preko 15 000 alela HLA (elektronski izvor br. 2) (Slika 1), pri
¢emu priblizno % otpada na alele HLA razreda I (Tablica 1). Jedno od objaSnjenja za ovaj
veliki polimorfizam moze biti da se sustav HLA razvijao brze od ostalih genskih sustava ili je
pak posljedica prirodne selekcije temeljene na stvaranju alela HLA koji stvaraju preduvjet za
otpornost na razli¢ite uzro¢nike bolesti. Posljedica velikog polimorfizma je sposobnost
prepoznavanja bilo kojeg antigena koji se moze pojaviti u organizmu. Nastajanje novih alela
HLA moze biti posljedica konverzije gena (zamjena alela razlicitih, ali homolognih lokusa),

toCkastih mutacija (zamjena jednog nukleotida unutar pojedinog alela) i rekombinacije

izmedu alela (Thorsby, 2009).
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Slika 1. Broj novootkrivenih alela HLA razreda I i 11 od 1987. do kraja rujna 2016.
godine (http://hla.alleles.org/nomenclature/index.html).

Tablica 1. Broj poznatih alela na lokusima HLA (2017)
(http://nla.alleles.org/nomenclature/stats.html).

HLA RAZRED I HLA RAZRED IlI
Lokus Broj alela Lokus Broj alela Lokus Broj alela
A 3657 DRA 7 DQAl 76
B 4459 DRB1 1977 DQB1 978
C 3290 DRB2 1 DPA1l 44
E 23 DRB3 127 DPB1 716
F 22 DRB4 53 DMA 7
G 53 DRB5 43 DMB 13
DRB6 3 DOA 12
DRB7 2 DOB 13
DRB8 1
DRB9 1
Ukupno: 11504 Ukupno: 4074

Sveukupno alela HLA (razred | + razred Il): 15578



Kombinacija alelnih oblika gena HLA na jednome kromosomu zove se haplotip HLA.
Po jedan haplotip HLA nasljeduje se od svakog roditelja i izrazava se kodominantno na
stani¢noj membrani (Andreis i sur., 2010). Sa stajaliSta imunosne reakcije najvazniji produkti
glavnoga sustava tkivne podudarnosti su antigeni (molekule) HLA razreda | (HLA-A, HLA-B
i HLA-C) te antigeni HLA razreda Il (HLA-DR, HLA-DP i HLA-DQ). | jedni i drugi
sudjeluju u predocivanju antigena T-stani¢nim receptorima, ali s temeljnom razlikom u nacinu

njihova djelovanja (Zunec i sur., 2011).

Sustav HLA organiziran je u tri osnovne genske regije (Slika 2) (Klein i Sato, 2000).
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Slika 2. Genska karta sustava HLA (Klein i Sato, 2000).

1.14.1. RegijaHLA razredal

Regija gena razreda I, smjestena na telomeri¢nom kraju, sadrzava klasi¢ne gene HLA-
A, HLA-B i HLA-C koji kodiraju molekule HLA-A, HLA-B i HLA-C (Zunec i sur., 2011).
Osim njih u ovom podru¢ju nalaze se i neklasi¢ni geni HLA razreda I (HLA-E, HLA-F i
HLA-G) koji imaju manji stupanj raznolikosti te pseudogeni (HLA-H, HLA-J, HLA-K i
HLA-L) ¢iji proteinski produkti ili nisu poznati ili nisu do kraja razjasnjeni (Mehra, 2010).



Geni HLA razreda | sastoje se od 8 egzona koji kodiraju teski lanac molekula HLA
razreda | (Slika 3). Egzon 1 kodira vodeéi peptid, egzon 2 kodira domenu al, egzon 3 kodira
domenu a2, a egzon 4 kodira domenu a3 koja se nalazi u izvanstani¢cnom prostoru. Egzon 5
kodira transmembransku regiju, a egzoni 6 1 7 kodiraju citoplazmatsku regiju. Zavr$ni dio
molekule, netranslatiraju¢i 3' kraj kodira egzon 8. Najpolimorfniji dio molekule HLA razreda
| kodiraju egzoni 2 i 3. Egzoni gena HLA razreda | sastoje se od 1089-1101 nukleotida, a
teski lanci sastavljeni su od 362-366 aminokiselina. U regiji HLA razreda | nalazi se i

porodica gena MIC (engl. MHC class I-related chain).

1 2 3 4 5 6 7 8
B e m— e — —O-0—-0—
88 a1l a2 a3 tm ¢ ¢ ¢

Slika 3. Organizacija gena i grada molekule HLA razreda | (Bodmer, 1987).

1.1.42. RegijaHLA razreda Il

Unutar regije HLA razreda Il nalazi se 6 podregija, klasi¢cne HLA-DP, HLA-DQ i
HLA-DR te neklasi¢cne HLA-DM, HLA-DO i HLA-DN. Samo se produkti klasi¢nih gena

HLA razreda Il ispoljavaju na povrsini stanica.

Podpodrucje gena HLA-DP sadrzi po dva para gena A i B (DPA1-DPBL1 i par DPA2-
DPB2 te gen DPB3) od kojih su geni DPA1 i DPB1 funkcionalni, dok su ostali geni ovog

podpodruéja nefunkcionalni.

Podpodru¢je gena HLA-DQ sadrzi funkcionalne gene DQA1 1 DQBI te pseudogene
DQA2, DQB2 1 DQB3. Jedna od glavnih znacajki gena HLA-DQ je jaka neravnoteza
udruzivanja s genima HLA-DR (Thorsby, 2009).



Podpodrucje gena HLA-DR slozeno je zbog velikog broja usko vezanih gena koji Cine
stabilne haplotipske skupine. Svaka haplotipska skupina sadrzi jedan aktivni par gena (HLA-
DRAL i HLA-DRBI), moze biti prisutan jo$ neki od aktivnih gena DRB (DRB3 ili DRB4 ili
DRB5) kao i jedan ili vise pseudogena (DRB2, DRB6, DRB7, DRB8, DRB9). Gen HLA-
DRB1 odlikuje se velikom raznolikoS¢u, s vise od 1000 razli¢itih alela

(http://nla.alleles.org/nomenclature/stats.html).

Geni HLA razreda II gradeni su od 5 egzona za lanac o i 6 egzona za lanac f (Slika 4).
U lancu o, egzon 1 kodira pocetnu sekvencu peptida, egzon 2 kodira domenu al, egzon 3
domenu a2, egzon 4 transmembranski i citoplazmatski dio, a egzon 5 je odgovoran za
kodiranje 3' netranslatirajuce regije lanca o. U lancu B, egzon 1 kodira pocetnu sekvencu
peptida, egzon 2 kodira domenu B1, egzon 3 domenu B2, egzon 4 transmembranski dio, egzon
5 citoplazmatski dio, dok je egzon 6 odgovoran za kodiranje 3' netranslatirajuée regije lanca 3
(Thorshy, 2009).
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Slika 4. Organizacija gena i grada molekule HLA razreda Il (Bodmer, 1987)



1.1.5. Grada i funkcija molekula HLA razreda I

Molekule HLA razreda | heterodimerni su membranski glikoproteini gradeni od
teSkog lanca o (~45kDa) koji je usidren u membranu stanice te od lakog lanca [2-
mikroglobulina (12kDa) (Marsh i sur., 2000). Laki lanac nije kodiran genima HLA, nego

genom na kromosomu 15 i ne prolazi kroz staniénu membranu. (Grgicevi¢ i sur., 2006).

Molekule HLA razreda I predoCuju unutarstani¢ne antigene (npr. tumorske i virusne
peptide) CD8+ citotoksi¢nim T-limfocitima. Prisutne su na gotovo svim stanicama s jezgrom,
s iznimkom endotela roznice, egzokrinog dijela guSterace i neurona srediSnjeg ziv€anog

sustava (Zunec i sur., 2011).

1.1.6. Grada i funkcija molekula HLA razreda Il

Molekula HLA razreda II gradena je od tezeg i lakSeg lanca koji su medusobno
povezani nekovalentnim vezama. Oba su lanca sliéne grade i prolaze kroz stani¢nu
membranu. Tezi lanac, lanac a (33-35kDa), kodiran je A genima HLA razreda II, a laksi

lanac, lanac B (26-28kDa), kodiran je B genima HLA razreda II (Grgic¢evi¢ i sur., 2006).

Molekule HLA razreda II predo€uju izvanstani¢ne antigene (npr. bakterijske peptide)
CD4+ pomoénickim T-limfocitima, koji pak poticu produkciju odgovarajucih protutijela
upravljenih protiv izvanstani¢nog antigena. Prisutne su na povr$ini stanica koje predocuju
antigen, a to su makrofagi, monociti, limfociti B i dendriti¢ne stanice. Medutim, ekspresija
molekula HLA razreda II, uz pomo¢ nekih agensa kao Sto je npr. y-interferon, moze biti

inducirana i na povrsini fibroblasta i epitelnih stanica timusa (Zunec i sur., 2011).



1.1.7. Povezanost gena HLA i bolesti

Istrazivanje povezanosti gena HLA 1 bolesti zapocelo je nakon standardizacije
seroloskih tehnika za odredivanje antigena HLA razreda 1. Godine 1967. dokazana je
povecéana koncentracija antigena HLA-B kod pacijenata s Hodgkinovim limfomom. Od tada
nekoliko stotina autoimunih i infektivnih bolesti pokazalo je jacu ili slabju povezanost s
genima HLA (Shiina i sur., 2009). Nagli razvoj na ovom podrucju dogodio se 1973. godine
kada je otkrivena povezanost izmedu antigena HLA-B27 i ankilozantnog spondilitisa (Grough
i Simmonds, 2007). Treba istaknuti da je 2009. godine predstavljena lista od ¢ak 109 bolesti
koje su povezani s genima HLA (Shiina i sur., 2009). Uglavnom je rije¢ o bolestima
autoimune prirode kao §to su SeCerna bolest tipa 1, reumatoidni artritis, sistemski lupus
eritematodes, multipla skleroza, mijastenija gravis, autoimune bolesti Stitnjace, narkolepsija,

psorijaza, ali i mnoge druge (Marsh i sur., 2000) (Tablica 2).

Kod bolesnika s reumatoidnim artritisom dokazana je povezanost reumatoidnog
faktora (RF) i antitijela na ciklicke citrulinirane peptide (CCP) s genom HLA-DRB1*04
(Rose i Mackay, 2014). Reaktivni artritis javlja se s vecom ucestalos¢u kod osoba koje imaju
gen HLA-B*27 ili gen HLA-B*07. Kod secerne bolesti tipa 1 (engl. Diabetes Melitus Type 1,
DMT1) aleli HLA-DR i HLA-DQ imaju podloznu/zastitnu ulogu u nastanku bolesti. U
istrazivanju iz 2014. godine zakljuceno je da aleli HLA-DQA1*05:01 i HLA-DQB1*03:02
pokazuju najvedi rizik za nastanak DMT1 (Rose i Mackay, 2014). Takoder je poznato da vise
od 95% oboljelih od celijakije posjeduje haplotip HLA-DQ2 ili HLA-DQS8 (Staréevié
Cizmarevi¢, 2015). Istrazivanja poezanosti psorijaze i gena HLA otkrila su da je rizi¢ni alel za
nastanak bolesti HLA-C*06:02 (Zunec, 2008). Rezultati istrazivanja o raspodjeli gena HLA
medu bolesnicima s multiplom sklerozom (engl. Multiple Sclerosis, MS) pokazala su da alel
HLA-A*02:01 ima zaStitnu ulogu, dok alel HLA-A*03:01 ima podloznu ulogu za nastanak
MS (Gough i Simmonds, 2007). Veliki broj studija istrazivao je povezanost gena HLA i
sistemskog lupusa eritematodesa (SLE) i utvrdio postojanje tri rizicna haplotipa
(DRB1*15:01-DQB1*06:02, DRB1*03:01-DQB1*02:01 i DRB1*08:01-DQB1*04:02) koja
povecéavaju rizik za nastanak SLE. S druge strane, medu bolesnicima s kronovom bolesti
utvrdeni riziéni aleli za nastanak bolesti su HLA-DRB1*07, HLA-DRB1*01:03, HLA-
DRB1*04 i HLA-DRB3*03:01 (Fernando i sur., 2008). Narkolepsija je takoder povezana s
alelom HLA-DQB1*06:02 i to je jedna od najjacih povezanosti neke bolesti s genima HLA
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(Oksenberg i Brassat, 2006). U tablici 2 prikazane su neke od bolesti povezanih s genima
HLA.

Tablica 2. Bolesti povezane s HLA sustavom (Gough i Simmonds, 2007).

Utjecaj HLA razreda Il AUTOIMUNA BOLEST Utjecaj HLA razreda |

podloZni zastitni PodloZni Zastitni
Ankilozantni spondilitis B*27:02 B*27:06
B*27:30 B*27:09
B*27:04
B*27:05
DR3 DR7 C*07 C*16
DRB1*08 Gravesova bolest B*08 C*03
B*44
DR4 DR7
DR3 Hashimotov tiroiditis
DR3
Mijastenija gravis
DR3
Addisonova bolest
Zajednicki epitopi = DRB1*01:03
DRB1*01:01 DRB1*07:01
DRB1*01:02 DRB1*12:01
DRB1*04:01 DRB1*13:01
DRB1*04:04 DRB1*15:01 Reumatoidni artritis
DRB1*04:05
DRB1*04:08
DRB1*10:01
DRB1*14:02
DQ2
DQ8 Celijakija
DR15 DR14 C*05 C*01
Multipla skleroza C*15
DR3 DR15 Seéerna bolest tipa 1 B*39 A*01
DR4 DR14 (DMT1) B*18 A*11
DQBL pozicija 57 A*24 A*31
DR3 Sistemski lupus eritematodes
DR8
DR15

Legenda: DR3 = DRB1*03-DQA1*05:01-DQB1*02, DR4 = DRB1*04-DQA1*03:01-DQB1*03:02,
= DRB1*07-DQA1*02-DQB1*02, DR14 = DRB1*14-DQA1*01:02-DQB1*06, DR15 =
DRB1*15-DQA1*01-DQB1*06, DQ8 = DQB1*03:02, DQ2 = DQB1*02:01, DMT1 — engl. Diabetes
Melitus Type 1.

DR7
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1.2. GENI MIC

1.2.1. Grada, funkcija i polimorfizam gena MIC

Geni MIC (engl. MHC Class I-chain related genes) prvi su put opisani 1994. godine

kao geni pridruzeni genima HLA razreda |. Poznato je da postoji 7 gena MIC, od kojih je 5
pseudogena (MICC, MICD, MICE, MICF i MICG), dok su MICA i MICB funkcionalni geni.
Gen MICA veli¢ine je 11,7 kilobaza (kb), a nalazi se 46 kb centromerno od gena HLA-B
(Grubi¢ i sur., 2006), dok je gen MICB velic¢ine 12,9 kb, a nalazi se 141,2 kb centromerno od
gena HLA-B (Veskler, 2005). Gen MICC nalazi se 70 kb telomerno od gena HLA-E, gen
MICD nalazi se 28 kb centromerno od gena HLA-A, geni MICE i MICG nalaze se izmedu
gena HLA-G i —F, a gen MICF nalazi se 24 kb centromerno do HLA-G (Slika 5) (Dixon,

2001).
MICB MICG MICE
alo2 ol al 2 o3
: H—0 — —H—1
L ™ BT ot L ™  CusuT
2 O & X Lo & &
& &y & BHEK
L1l L1 L u
I 111 11 iHirrn
100kb < <> > < < > > > 2>«
MICA Micc MiCD MICF
al 2 ol al o2 a3 ale?2 «3 _I]
; H— HH— HHI
_t ™  CcpAauT ™ Cp/3UT ™ st
1kb

Slika 5. Smjestaj gena MIC i njihova grada (Dixon, 2001).
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Ekspresija gena MIC ograniCena je na gastrointestinalni epitel, a budu¢i da do njihove
ekspresije dolazi i kod razli€itih tumora mogu imati ulogu u obrani organizma od tumora
(Grubic¢ i sur., 2006). Osim gastrointestinalnog epitela, dokazano je da fibroblasti, keratinociti,
endotelne stanice i monociti takoder mogu eksprimirati molekule MIC (Shtauvere-Brameus i
sur., 2002). Pretpostavlja se da stres inducira ekspresiju molekula MICA i MICB te da upravo
ove molekule sudjeluju u imunoloskom odgovoru na osteéene, inficirane ili transformirane

epitelne stanice (Stephens, 2001).

Molekule MICA i MICB membranski su polipeptidi molekularne tezine 43kDa, a
gradeni od 383 aminokiseline, slicne su grade kao i molekule HLA razreda I, imaju tri
odvojene ekstracelularne domene (al, 02 i a3), transmembranski dio i citoplazmatski dio.
Svaki od ovih dijelova kodira zaseban egzon (Slika 6) (Veskler, 2005). Za razliku od
molekula HLA razreda |, lanac o molekula MICA i MICB nije povezan s p2-
mikroglobulinom (Frigoul i Lefranc, 2005).

lzvanstanicni /-\\
it « (3
dio \ )

Citoplazma CCY)

Slika 6. Grada molekule MICA (Chen i Gyllensten, 2014).

1.2.2. Gen MICA

Gen MICA velicine je 11,7 kilobaza (kb), a nalazi se 46 kb centromerno od gena
HLA-B (Frigoul i Lefranc, 2005). Do danas je otkriveno preko 85 alela MICA (Tablica 3)
(elektronski izvor 3). Gen MICA sastoji se od 6 egzona od kojih egzon 5 sadrzi polimorfni
mikrosatelit graden od trinukleotidne ponavljaju¢e sekvence (GCT) koja kodira aminokiselinu
alanin (Frigoul i Lefranc, 2005). Ponavljaju¢a sekvenca nalazi se unutar transmembranske
regije, a do danas je poznato osam alela STR_MICA: A4, A5, A5.1, A6, A7, A8, A9i Al10
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(Tablica 4) (Oliveira i sur., 2008). Kod alela STR_MICA-A5.1 doslo je do insercije G

nukleotida te je njegova ponavljajuca sekvenca GGCT (Veskler, 2005).

Tablica 3. Aleli MICA otkriveni do kraja
(http://hla.alleles.org/alleles/classo.html).
Aleli MICA

MICA*001 MICA*009:01 MICA*023 MICA*044
MICA*002:01 MICA*009:02 MICA*024 MICA*045
MICA*002:02 MICA*010:01 MICA*025 MICA*046
MICA*002:03 MICA*010:02 MICA*026 MICA*047
MICA*002:04 MICA*011 MICA*027 MICA*048
MICA*004 MICA*012:01 MICA*028 MICA*049
MICA*005 MICA*012:02 MICA*029 MICA*050
MICA*006 MICA*012:03 MICA*030 MICA*051
MICA*007:01 MICA*012:04 MICA*031 MICA*052
MICA*007:02 MICA*012:05 MICA*032 MICA*053
MICA*007:03 MICA*013 MICA*033 MICA*054
MICA*007:04 MICA*014 MICA*034 MICA*055
MICA*007:05 MICA*015 MICA*035 MICA*056
MICA*007:06 MICA*016 MICA*036 MICA*057
MICA*007:07 MICA*017 MICA*037 MICA*058
MICA*008:01:01 MICA*018:01 MICA*038 MICA*059
MICA*008:01:02 MICA*018:02 MICA*039 MICA*060
MICA*008:02 MICA*019:01 MICA*040 MICA*061
MICA*008:03 MICA*019:02 MICA*041 MICA*062
MICA*008:04 MICA*020 MICA*042 MICA*063N
MICA*008:05 MICA*022 MICA*043 MICA*064N

rujna 2016

MICA*065
MICA*066
MICA*067
MICA*068
MICA*069
MICA*070
MICA*072
MICA*073
MICA*074
MICA*075
MICA*076
MICA*077
MICA*078
MICA*079
MICA*080
MICA*081
MICA*082
MICA*083
MICA*084
MICA*085
MICA*086
MICA*087
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Tablica 4. Aleli STR_MICA i pripadaju¢i aleli MICA (bp) (Frigoul i Lefranc, 2005;
Oliveira i sur., 2008).

Aleli STR_MICA- Veli¢ina (bp) Aleli MICA
A4 179 MICA*01, MICA*07, MICA*12,
MICA*18, MICA*43, MICA*45,
MICA*58, MICA*60, MICA*73

AS 182 MICA*10, MICA*16, MICA*19,
MICA*27, MICA*33, MICA*48,
MICA*65
AS5.1 183 MICA*08, MICA*23, MICA*28,
MICA*54
A6 185 MICA*04, MICA*06, MICA*Q9,

MICA*11, MICA*26, MICA*47,
MICA*49, MICA*56

A7 188 MICA*50

A8 191 MICA*55

A9 194 MICA*02, MICA*15, MICA*17,
MICA*41, MICA*46

Al0 197 MICA*20

Daljnjim sekvenciranjem gena MICA utvrdeno je postojanje 54 razlicita alela, od

kojih za njih 47 pretpostavlja da kodiraju glikoproteinske molekule.

Molekule MICA nisu stalno izrazene na povrsini stanica. Dokazano je da ekspresija
molekula MIC nije pod utjecajem gena HLA ve¢ da na nju djeluju promotorni elementi
proteina toplinskog Soka (engl. Heat Shock Protein, HSP), virusi, bakterije i oksidativni stres.
Osim toga, dokazano je da ekspresija molekula MICA mozZe biti inducirana u CD4+ 1 CD8+
T-limfocitima pod utjecajem fitohemaglutinina. Molekule MICA nemaju ulogu u prezentaciji
antigena limfocitima. Njihova uloga je detektirati narusenu ravnotezu unutar stanica, nakon

Cega poticu aktivaciju stani¢ne citotoksi¢nosti, sekreciju citokina i stani¢nu proliferaciju.

Molekula MICA djeluje i kao ligand za NKG2D receptor koji je eksprimiran na yd T-
limfocitima, CD8+28- aff T-limfocitima, urodeno-ubila¢kim stanicama (engl. Natural Killer
cells, NK) i CD4+CD28- off T-limfocitima (Veskler, 2005).
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1.2.3. Povezanost gena MIC i bolesti

Smjestaj gena MICA unutar regije HLA, visoka stopa neravnoteze udruzivanja alela
MICA i njima strukturno bliskih alela HLA-B te polimorfizam gena MICA zajedno sa tkivno
specificnom ekspresijom molekula MICA ukazuje na moguénost povezanosti gena MICA i
autoimunih bolesti (Dixon, 2001; Park i sur., 2001). Istrazivanje provedeno u Latviji medu
bolesnicima s DMT1 pokazalo je da je alel STR_MICA-AS prisutan s vecom ucestaloséu kod
bolesnika u odnosu na kontrolu (Shtauvere-Brameus i sur., 2002). Alel STR_MICA-A5.1
prisutan je s ve¢om ucestalo$¢u kod bolesnika s ulcerativnim kolitisom (Ding i sur., 2005),
dok je kod bolesnika s autoimunim tiroiditisom (AT) dokazana povezanost s alelom
STR_MICA-A9 (Ide i sur., 2007). Nadalje, uocena je i povezanost alela STR_MICA-A4 s
psorijaticnim artritisom u hrvatskoj populaciji (Gubi¢ i sur., 2004), kao i povezanost alela
STR_MICA-A5.1 s povecanim rizikom za pojavu hepatocelularnog karcinoma (Chen i
Gyllensten, 2014). Vecina bolesnika s Addisonovom bolesti, njih 79%, pozitivna je za alel
STR_MICA-A5.1 (Gambelunghe i sur., 1999). Istrazivanje o raspodjeli alela STR_MICA
medu bolesnicima sa sistemskim lupus eritematodesom pokazalo je da su aleli STR_MICA-
A5 i STR_MICA-AS5.1 podlozni za razvoj, dok je alel STR_ MICA-A9 zastitni. Ispitivanje
skupine bolesnika s celijakijom pokazalo je sli¢ne rezultate kao i kod bolesnika sa sistemskim

lupusom eritematodesom (Frigoul i Lefranc, 2005).
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1.3. AUTOIMUNE BOLESTI

Temeljni zadatak imunosnog sustava svake jedinke je visokospecifiéni odgovor na
strane antigene s istodobnom nereaktivnoSéu na vlastite antigene. Sposobnost tocnog
razlikovanja vlastitog od stranog odlu¢ujuéa je znaCajka besprijekorno djelotvornog
imunosnog sustava. Ova pojava poznata je kao imunoloska tolerantnost. U autoimunosnom
procesu organizam na vlastite antigene reagira kao na tude te se prekida prirodna

imunotolerancija nekih vlastitih antigena (Andreis i sur., 2010).

Poznato je da autoimune bolesti zahvacaju oko 5-7% svjetske populacije, pri cemu je u
vecini slucajeva rije¢ o mladoj i radno sposobnoj populaciji. Stoga su jedan od glavnih
medicinskih problema industrijaliziranih drustava (Zunec, 2008). Danas je poznato vise od 80
bolesti koje se klasificiraju kao bolesti autoimunog podrijetla, a naznaka je da ¢e taj broj sve

viSe rasti (Rose i Mackay, 2014).

Autoimune bolesti sloZene su bolesti za ¢iji su nastanak vazni genetski ¢imbenici, ali i
¢imbenici okolisa koji utje¢u na dob pojavljivanja, tijek i teZinu bolesti. Geni sustava HLA
najvazniji su genetski faktori ukljuceni u razvoj vecine autoimunih bolesti za koje su takva

istrazivanja provedena (Zunec, 2008).

1.3.1. Autoimune bolesti Stitnjace

Autoimune bolesti Stitnjace (engl. Autoimmune Thyroid Disease, AITD) najcesée su
autoimune bolesti koje pogadaju ljudsku populaciju. Cak 10% populacije boluje od nekog
oblika AITD-a, a bolest u ve¢em broju pogada zene nego muskarce (Schott i Scherbaum,
2006). Dvije glavne autoimune bolesti Stitnjace su: autoimuni tiroiditis (AT) i Gravesova
bolest (GB) (Rose i Mackay, 2014).

Infiltracija limfocita karakteristicna za AT prvi put zabiljezena je 1912. godine od
strane znanstvenika Hashimota. Puno godina nakon toga Rose i Witebsky (1956.) utvrdili su
da AT nastaje uslijed gubitka tolerancije na vlastite antigene. Infiltracija limfocita, plazma

stanica 1 makrofaga u Stitnjaci u konacnici dovodi do apoptoze tiroidnih stanica i hipotireoze
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(Rose i Mackay, 2014). Kod oboljelih od AT prisutna su antitijela protiv tiroid-specificne
peroksidaze (engl. Thyroid peroxidase, TPO) te antitijela protiv tireoglobulina (Schott i
Scherbaum, 2006).

Gravesovu bolest prvi put opisao je Caleb Parry 1825. godine, a bolest je dobila ime
po Robertu Gravesu koji je 1835. godine objavio rad u kojem je opisao Cetiri slucaja ove
bolesti. Vise od sto godina kasnije, Adams i1 Purves (1956.), dokazali su da u serumu oboljelih
od GB postoje tvari koje stimuliraju Stitnu zlijezdu, a razlikuju se od tireotropno
stimuliraju¢eg hormona. Bolest karakterizira infiltracija limfocita Stitnjace koja dovodi do
aktivacije B-limfocita, koji proizvode stimulirajuca antitijela za receptor TSH, antitijela
aktiviraju receptor i dovode do hiperplazije i hipertrofije folikularnih stanica te hipersekrecije

tiroidnih horomona $to u konacnici rezultira hipertiteozom (Rose i Mackay, 2014).

Gen HLA-DRB1*03 prvi je gen za kojeg je utvrdeno da je povezan s GB i primarni je
rizi¢ni gen za GB. Ucestalost antigena HLA-DR3 kod bolesnika s GB iznosi 40-50%, dok je u
op¢oj populaciji 15-30%, osim njega, rizicni gen za nastanak GB je i HLA-DRB1*08
(Jacobson i sur., 2008). Osim gena HLA podloznih za nastanak GB, utvrdeno je i postojanje
zastitnog haplotipa za razvoj ove bolesti, rije¢ je o haplotipu: HLA-DRB1*07-DQA1*02-
DQB1*02 (Gough i Simmonds, 2007).

Istrazivanja provedena medu bolesnicima AT-om pokazala su da su rizi¢ni haplotipovi
za nastanak bolestii HLA-DRB1*03-DQA1*05:01-DQB1*02 i HLA-DRB1*04-
DQA1*03:01-DQB1*03:02, dok je zastitni haplotip HLA-DRB1*07-DQA1*02-DQB1*02
(Gough i Simmonds, 2007).

1.3.2. Seéerna bolest tipa 1

Seéerna bolest tipa 1 autoimuna je bolest koja nastaje kod genetski podloznih osoba
pod utjecajem okoliSnih faktora (Rose i Mackay, 2014). U DMTL1 dolazi do autoimunog
uniStavanja B-stanica Langerhansovih otoCi¢a guSteraCe autoreaktivnim T-limfocitima. Ovaj
proces dovodi do potpunog nedostatka inzulina. Uslijed oSte¢enja B-stanica dolazi do
otpustanja antigena koji do tada nisu bili u kontaktu s imunosnim sustavom i stvaranja

autoantitijela.
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To je najceS¢a kroni¢na autoimuna bolest koja pogada dje¢ju populaciju, a broj
oboljelih od DMT1 je u stalnom porastu (Mehra, 2010). Zanimljiv je podatak da je DMT1
autoimuna kroni¢na bolest koja ima najveée razlike u ucestalosti pojavljivanja u razli¢itim
zemljama. Primjerice, dijete u Finskoj ima 400 puta vece Sanse da ¢e razviti DMT1 nego
dijete u Kini (Slika 7) (Sperling, 2003).

Kina
Japan
Kuba

Danska

Velika Britanija

Sjedinjene Americke Driave _*
Norveika |

Skotska

Svedska :%

Kanada |
Finska %

0 5 10 15 20 25 30 35 40
Ucestalost/100 000 ljudi godi3nje

Slika 7. Ucestalost nastanka DMT1 na 100000 ljudi u razli¢itim zemljama (Sperling,
2003).

Do danas je otkriveno visSe od 18 genskih lokusa povezanih s nastankom DMT1. Geni
HLA koji kodiraju molekule HLA-DR i HLA-DQ nose 40-50% rizika za nastanak DMT1.
Uoceno je da je DMT1 kod populacija europskog porijekla povezan s dva haplotipa: HLA-
DQ2 (HLA-DRB1*03-DQA1*05:01-DQB1*02:01) i HLA-DQ8 (HLA-DRB1*04-
DQA1*03:01-DQB1*03:02). Navedeni haplotipovi HLA prisutni su kod priblizno 5%
zdravih ispitanika europskog porijekla (Huber i sur., 2008). Osim rizi¢nih haplotipova HLA,
uoceni su i zaStitni haplotipovi: HLA-DRB1*15:01-DQB1*06:02, odnosno HLA-
DQA1*01:02-DQB1*06:02 (Gorodezky i sur., 2006). Utjecaj gena HLA razreda | manje je
istrazivan, no dokazano je da su rizi¢ni geni HLA razreda I: HLA-A*24, HLA-A*02:01,
HLA-A*03:02, HLA-A*01:01 i HLA-B*39 (Rose i Mackay, 2014).
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1.3.3. Autoimuni poliglandularni sindrom

Autoimuni  poliglandularni  sindrom tipa 3 (engl. Autoimmune Polyglandular
Syndrome type 3 variant, APS3v) ukljucuje pojavu AITD i druge organospecifi¢ne autoimune
bolesti (najces¢e DMTI1) kod istog bolesnika (Shoenfeld i sur., 2010). Organospecifi¢na
autoimunost Cesta je kod osoba s DMTI1. Kod jedne tre¢ine ljudi oboljelih od DMTI
autoantitijela se ne razvijaju samo protiv B-stanica Langerhansovih otoci¢a vec i protiv drugih
tkiva. 15-30% oboljelih od DMT1 razvija neki oblik AITD-a, 5-10% obolijeva od
autoimunog gastritisa i/ili perniciozne anemije. Kod 4-9% oboljelih javlja se celijakija, a
Addisonova bolest zabiljezena je kod 0,5% bolesnika (Schott i Scherbaum, 2006).

Vedina studija pokazala je jak utjecaj gena HLA razreda II na pojavu APS3v-a.
Povezanost s genima HLA jafa je u bolesnika oboljelih od obje bolesti nego u onih s
izoliranim AITD (Stipanci¢ i sur., 2008). Dokazano je da haplotipove HLA-DRB1*03-
DQB1*02:01 i HLA-DRB1*04-DQB1*03:02 ¢esce nasljeduju potomci koji imaju DMT1 ili
APS3v, dok potomci koji imaju samo AITD ¢eSc¢e nasljeduju samo haplotip HLA-DRB1*03-
DQBI1*02:01. To wupuéuje na povezanost haplotipa HLA-DRB1*03-DQB1*02:01 s
istovremenom pojavom obje bolesti, dok je haplotip HLA-DRB*04-DQB1*03:02 specifi¢an
za DMTL. (Golden i sur., 2005). Ispitivanja provedena na skupini bolesnika s APS3v-om
pokazala su povezanost s haplotipovima HLA-DRB1*03-DQA1*05:01-DQB1*02:01 i HLA-
DRB1*04-DQA1*03:01-DQB1*03:02 (Hansen i sur., 2015).
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2. CILJEVIISTRAZIVANJA
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Brojna istrazivanja tijekom proteklih godina koja su provedena na bolesnicima s
AITD, bolesnicima s DMTL1 te na bolesnicima koji imaju i AITD i DMT1, tj. APS3y,
dokazala su povezanost gena HLA s navedenim bolestima. Smjestaj gena MIC unutar regije
HLA 1 polimorfizam gena MIC ukazuje na mogucnost povezanosti s autoimunim bolestima.
Dosad provedena istrazivanjima ukazala su na povezanost gena MIC 1 nekih autoimunih

bolesti, medu kojima su i AITD i DMT1.

Ciljevi ovog istrazivanja su:

1. Istraziti raspodjelu alela mikrosatelita STR MICA unutar skupine bolesnika s
autoimunom bolesti Stitnjace

2. Analizirati polimorfizam alela mikrosatelita STR_MICA unutar skupine bolesnika sa
Secernom bolesti tipa 1

3. Ispitati raspodjelu alela mikrosatelita STR_MICA unutar skupine bolesnika sa
Secernom bolesti tipa 1 1 autoimunom bolesti Stitnjace

4. Analizirati distribuciju alela mikrosatelita STR_MICA unutar kontrolne skupine

5. Usporediti raspodjelu alela lokusa STR_MICA izmedu navedenih skupina bolesnika i
u odnosu na kontrolnu skupinu

6. Utvrditi postoji li razlika u raspodjeli alela STR_MICA izmedu istraZivanih skupina s
obzirom na alele HLA-DRB1

7. Utvrditi postoje li podlozni, odnosno zastitni aleli STR_MICA za nastanak neke od
istrazivanih bolesti

8. Usporediti dobivene rezultate s rezultatima za druge populacije
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3.

MATERIJAL I METODE
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3.1. MATERIJAL (UZORCI)

U ovo istrazivanje ukljuceno je 290 nesrodnih bolesnika (141 bolesnik s AITD i 149

bolesnika s DMT1). Medu bolesnicima s DMT1 njih 86 imalo je samo DMT1, dok je 63

bolesnika imalo APS3v. Dob bolesnika bila je izmedu 1,1 do 25,8 godina zivota, porijeklom

iz razli¢itih dijelova Republike Hrvatske. Svi su lijeCeni u zavodu za endokrinologiju i

diabetes Klinike za pedijatriju, KBC Zagreb (Tablica 5).

Kontrolna skupina obuhvacala je 86 zdravih nesrodnih ispitanika odgovarajuce dobi i

spola, takoder iz razliitih dijelova Republike Hrvatske, a kod kojih su iskljucene istrazivane

bolesti.

Svim ispitanicima uzeto je 5 ml periferne venske krvi za odredivanje alela

mikrosatelita STR. MICA. Svim su ispitanicima prethodno odredeni geni lokusa HLA-DRB1.

Tablica 5. Osobine ispitanika ukljucenih u istrazivanje

Broj bolesnika Dob kod dijagnoze — srednja Spol

(N) dob (raspon)
M
DMT1 ukupno 149 8,35 (1,12-19,36) 64
DMT1 86 8,76 (1,45-16,72) 44
APS3v 63 7,83 (1,12-19,36) 20
AITD 141 12,49 (4,17-25,87) 33
AT 29 11,75 (4,17-19,04) 7
GB 112 15,43 (6,50-25,87) 26
Kontrolna skupina 86 11,99 (4,65-21,46) 45

y/

85
42
43

108

22
86
41

Legenda: M — muskarci; 7 — zene; DMT]1 — $ecerna bolesti tipa 1, AITD — autoimuna bolest Stitnjace;

APS3v engl. Autoimmune Polyglandular Syndrome type 3 variant; AT — autoimuni tiroiditis; GB —

Gravesova bolest.
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3.2. METODE

3.2.1. lzolacija DNA

Iz uzorka periferne venske krvi ispitanika izolirana je DNA brzom metodom izolacije
na silikonskoj membrani pomocu komercijalnog seta za izolaciju DNA (NucleoSpin® Blood,
Macherey-Nagel, Diiren, Njemacka). Metoda se temelji na liziranju limfocita pomoc¢u pufera
B3 te uklanjanju stani¢nih proteina i drugih makromolekula enzimskom reakcijom koristeci
proteinazu K. Sama DNA adsorbira se na silikatnu membranu kolumne za izolaciju pomocu
etanola te se ispire koriStenjem pufera BW 1 B5 nakon ¢ega se susi, tj. centrifugira na velikom
broju okretaja (Slika 8). Zatim se na membranu nanosi pufer BE koji sluZi za otapanje DNA,

uspjesnost same izolacije provodi se elektroforezom na 1,5%-tnom agaroznom gelu.

.. . 200 pl krvi
LIeranje 25 pl proteinaze K
sastojaka krvi 200wl B3

Promijesati
70°C
10-15 min
Prilagoditi uvjete 210 ul etanola
za vezanje DNA
Vezanje DNA =
Promijesati sve
1 min
11000xg
ety
Ispiranje Eﬂ
g 500 ul BW
silikatne 600 ul BS
membrane
1 min
P 11000 x g
== I min
ST 11000xg
w - _——
Suienje .
silikatne -l
membrane )
I min
F =?’:’ z"=~' 11000xg
. = 100 pl BE
Eluacija Ciste (70°C)
DNA &/ T
I min
I min
i) 11000 x g

Slika 8. Postupak izolacije DNA pomoc¢u komercijalnog seta za izolaciju.
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3.2.2. Umnazanje alela lokusa STR_MICA

Mikrosatelit STR_ MICA umnaza se metodom PCR (engl. Polymerase Chain
Reaction) koriStenjem pocetnica koje su na 5' kraju bile obiljeZzene fluorescentnom bojom
(Tablica 6). Ukupni volumen reakcijske smjese za PCR iznosio je 10 uL, u $to je bilo
ukljuceno 5,5 uL H>O, 1 pL pufera 10X, 1 uL glicerola, 0,8 uL pocetnica 5'1 3' koncentracije
10pmol/uL, 0,1 pL enzima Taq polimeraze (koncentracija 5U/uL), 0,1 puL
deoksiribonukleozid-trifosfata (ANTP) koncentracije 10mM te 0,8 pL. MgCl, (Tablica 7).
Umnazanje se odvija pod slijede¢im uvjetima: 94°C — 15', 55°C — 30", 72°C — 1' (35 ciklusa).

Tablica 6. Slijed nukleotida pocetnica 5' i 3' za umnazZanje mikrosatelita STR_MICA

POCETNICA SLIJED NUKLEOTIDA
5' CCTTTTTTT CAG GGA AAG TGC
3 CCT TAC CAT CTC CAG AAACTGC

Tablica 7. Koli¢ine sastojaka potrebnih za umnazanje alela lokusa STR_MICA

1x
H,0 5,5 uL
PCR pufer (bez MgCl,) (10X) 1ulL
GLICEROL 1 uL
MgCl, (2mM) 0,8 uL
5' POCETNICA (10 pmol/pul) 0,8 uL
3' POCETNICA (10 pmol/pl) 0,8 uL
dNTP (10mM) 0,1 pL
Taq Polimeraza (5 U/nl) 0,1 uL
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3.2.3. Elektroforeza

Umnozeni produkti PCR analizirani su elektroforezom na 6%-tnom poliakrilamidnom
gelu debljine 0,5 mm u aparatu za automatsko odredivanje duzine sljedova DNA
(ALFexpress, Amersham Pharmacia/Pharmacia-Biotech, Uppsala, Svedska). Produkti
reakcije PCR prije nanoSenja na gel, tj. elektroforeze, pomijesaju se s puferom i bojom te
standardima koje Cine fragmenti DNA poznate duljine. U svaki je uzorak stavljan tzv.
unutarnji standard. Osim njih, na svakom gelu bio je ukljucen i tzv. vanjski standard koji je
stavljen u zadnju jazicu. Prilikom analize mikrosatelita STR_MICA vanjski standard su bile
tzv. alelne ljestve (engl. allelic ladder) dobivene mijesanjem umnoZenih uzoraka DNA

izolirane iz B stani¢nih linija kojima su prethodno odredeni aleli za pojedini mikrosatelitni
lokus STR_MICA.

Prije elektroforeze, pripremljeni uzorci denaturiraju se 3 minute na 95°C nakon cega
se pohranjuju na ledu do trenutka nanosenja na gel. Elektroforeza se provodi pod sljede¢im
uvjetima: 350 min, 1200 V, 40 mA, 50 W 1 50°C. Ocitavanje alela provedeno je u aparatu za
automatsko  odredivanje = duzine  fragmenata @ DNA  (ALFexpress, = Amersham
Pharmacia/Pharmacia-Biotech, Uppsala, Svedska) uz pomoé¢ lasera koji pobuduje
fluorescenciju boje vezane za fragmente DNA te fotodetektora koji ocitavaju fluorescenciju u

trenutku kada fragment DNA prolazi kroz lasersku zraku.

Za odredivanje duzine alela STR_MICA koristen je racunalni program AlleleLocator
(Amersham Pharmacia/Pharmacia-Biotech, Uppsala, Svedska). Program na temelju vremena
elektroforeze standarda poznate duljine izraCunava duljinu alela STR_MICA. Gel prije obrade

programom ,,AlleleLocator prikazan je na slici 9, a gel nakon obrade prikazan je na slici 10.
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Slika 9. Gel prije obrade programom ,,AlleleLocator.
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Slika 10. Gel nakon obrade programom ,,AlleleLocator.
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3.3. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Ucestalost alela lokusa STR_MICA odredena je izravnim brojanjem. Pri tome je osoba
Smatrana homozigotom ukoliko je na njemu odreden samo jedan alel STR_MICA. Ucestalost
pojedinog alela, odnosno njegov udio medu svim alelima, izraCunata je prema sljedecoj

formuli:

f, — uCestalost alela a
_ 2(A4) + (Aa) AA — broj homozigotnih genotipova
fa= 2n Aa — broj heterozigotnih genotipova

n — broj osoba u ispitivanom uzorku

Povezanost pojedinih klinickih 1 genetskih ¢imbenika procijenjena je uz pomo¢ 2x2
tablica pri Cemu je razina statisticke znacajnosti bila 0,05. U slucaju kada je broj pojedinog

¢imbenika bio manji od 5, koristio se Fisherov test.
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REZULTATI
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4.1. RASPODJELA ALELA STR_MICA MEDU BOLESNICIMA S
DMT1, APS3v, AITD | U KONTROLNOJ SKUPINI

Uzorci DNA izolirani iz krvi bolesnika testirani su za alele STR MICA lancanom
reakcijom polimeraze i potom analizirani elektroforezom na 6%-tnom poliakrilamidnom gelu

u aparatu za automatsko odredivanje duzine fragmenata DNA.

Skupina bolesnika s DMT1 obuhvacala je 86 ispitanika. Od ukupno 8 poznatih alela
STR_MICA, uoceno je njih 5 (Slika 11). Medu otkrivenim alelima STR_MICA najcesce su se
pojavljivali aleli: STR_MICA-A6 (33,72%) i STR_MICA-AS.1 (33,14%). Nije uocena
statisticki znacajna razlika u raspodjeli alela STR MICA izmedu bolesnika s DMTI 1
kontrolnih ispitanika.

8,14%

18,02%

6,98%

ESTR_MICA-A4
LSTR_MICA-A5
LSTR_MICA-A5.1
HSTR_MICA-A6

33,14% ESTR_MICA-A9

33,72%

Slika 11. Raspodjela alela STR_MICA medu bolesnicima sa Seernom bolesti
tipa 1 (N=86)
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Medu bolesnicima s APS3v-om takoder je uoceno 5 alela STR MICA (Slika 12).
Najvecu ucestalost pokazao je alel STR_MICA-A5.1 (31,75%) te alel STR_MICA-A6
(29,37%). Zanimljivo je da se alel STR_MICA-AS dvostruko ¢esce pojavljuje u skupini
bolesnika s APS3v-om u odnosu na kontrolnu skupinu (APS3v-12,7%, kontrola-6,4%), no ta
razlika nije bila statisticki znacajna (p>0,05). Nije uoCena statisti¢ki znacajna razlika u

raspodjeli alela STR. MICA izmedu bolesnika s APS3v i zdravih ispitanika.

6,35%
19,84%

12,70%

HSTR_MICA-A4
1STR_MICA-A5
WSTR_MICA-A5.1
HSTR_MICA-A6
8STR_MICA-A9
29,37% 31,75%

Slika 12. Raspodjela alela STR MICA medu bolesnicima s autoimunim

poliglandularnim sindromom tipa 3 (N=63)
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Skupina bolesnika s AITD obuhvacala je 141 ispitanika medu kojima je otkriveno 7
razlic¢itih alela STR_MICA. Alel STR_MICA-A5.1 i alel STR_MICA-A6 bili su najéeséi s
istom ucestalos$¢u od 26,24% (Slika 13). Alel STR_MICA-AS je statisticki znac¢ajno (p=0,05)
bio prisutan medu bolesnicima s AITD-om (12,03%) u odnosu na kontrolnu skupinu (6,4%).
Ni jedan alel STR_MICA nije bio statisticki znaajno manje zastupljen medu bolesnicima s

AITD-om u usporedbi s kontrolnom skupinom.

12,77%

19,15%

ESTR_MICA-A4
0,71% 12,06% LISTR_MICA-AS

2,84% . MSTR_MICA-A5.1

ESTR_MICA-A6
LISTR_MICA-A7
HSTR_MICA-A8
MSTR_MICA-A9

26,24%
26,24%

Slika 13. Raspodjela alela STR_MICA medu bolesnicima s autoimunom bolesti
Stitnjace (N=141)
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Medusobna usporedba raspodjele alela STR MICA izmedu tri testirane skupine

bolesnika pokazala je sljedece rezultate.

Izmedu bolesnika s DMT1 i preostale dvije skupine bolesnika nije uoCena statisticki

znacajna razlika u raspodjeli alela STR_MICA.

Unutar skupine bolesnika s APS3v-om alel STR_MICA-A4 je statisticki znacajno
manje prisutan u odnosu na bolesnike s AITD (APS3v-6,35%, AITD-12,77%; p=0,058).

U Tablici 8 prikazane su raspodjele alela STR_MICA u istrazivanim skupinama

bolesnika.

Tablica 8. Usporedba ucestalost alela STR_MICA medu bolesnicima s DMT1 (N=86),
APS3v (N=63), AITD (N=141) i u kontrolnoj skupini (N=86)

ALEL STR_MICA- DMT1n (%) APS3v n AITDn  Kontrolna skupinan

(%) (%) (%)

A3 0 0 0 1(0,58)
Ad 14 (8,14) 8(6,35) 36 (12,77) 18 (10,47)
A5 12 (6,98) 16 (12,70) 34 (12,06) 11 (6,40)
A5.1 57 (33,14) 40 (31,75) 74 (26,24) 62 (36,05)
A6 58 (33,72)  37(29,37) 74 (26,24) 49 (28,49)
A7 0 0 8 (2,84) 3 (1,74)
A8 0 0 2 (0,71) 0

A9 31(18,02) 25 (19,84) 54 (19,15) 28 (16,28)

Legenda: DMT1 — Secerna bolest tipa 1, APS3v — autoimuni poliglandularni sindrom tipa 3, AITD —

autoimuna bolest §titnjace, N — broj ispitivanih osoba, n — broj uocenih alela
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4.2. RASPODJELA GENA HLA-DRB1 MEDU BOLESNICIMA S
DMT1, APS3v, AITD | U KONTROLNOJ SKUPINI

Analiza gena HLA-DRBI1 unutar skupine bolesnika s DMT1 pokazala je nazo¢nost 10
razli¢itih gena HLA-DRB1, od ukupno 13 poznatih (Slika 14).

Raspodjela gena HLA-DRBI medu bolesnicima s DMT1 pokazala je da je gen
DRB1*04 bio prisutan kod priblizno tre¢ine bolesnika (30,81%) $to je statisticki znatno vise
DRB1 u skupini bolesnika s DMT1 bio je HLA-DRB1*03 koji je sa zastupljeno$¢u od
20,93% bio statisticki znacajno (p=0,0285) viSe zastupljen nego medu zdravim ispitanicima
(11,63%). Zanimljivo je spomenuti da nitko od ispitanika nije bio pozitivan za gen HLA-
DRB1*09, DRB1*10 i DRB1*14.

S druge strane, geni HLA-DRB1 koji su bili statisticki znac¢ajno manje zastupljeni kod
bolesnika s DMT1 u usporedbi s kontrolom su geni: HLA-DRB1*07 (p=0,0583), zatim
DRB1*11 (p=0,0002) i DRB1*15 (p=0,0009).

8,14% & HLA-DRB1*01
1,16% — 13,95%
6,40% \ H HLA-DRB1*03
L 16% 1 HLA-DRB1*04

5,23% @ HLA-DRB1*07
a0 20.93% W HLA-DRB1*08

W HLA-DRB1*11
M HLA-DRB1*12
W HLA-DRB1*13
@ HLA-DRB1*15

LW HLA-DRB1*16

30,81%

Slika 14. Raspodjela gena HLA-DRB1 medu bolesnicima sa Sefernom bolesti
tipa 1 (N=86)
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Medu bolesnicima s APS3v-om uoceno je 12 razli¢itih gena HLA-DRBL1 (Slika 15),
samo gen HLA-DRB1*12 nije bio zastupljen.

Najvecu ucestalost medu bolesnicima s APS3v-om pokazao je gen HLA-DRB1*04
(34,92%) sto je statisticki znacajno (p<0,0001) vise nego u kontrolnoj skupini (5,23%).
Ucestalost gena HLA-DRBI1*03 takoder je bila statisticki znaCajno viSa u usporedbi s
kontrolnim ispitanicima (APS3v-23,02%, kontrola-11,63%; p=0,0111).

S druge strane, geni HLA-DRBI koji su pokazali statistiCki znaCajno manju
zastupljenost u skupini bolesnika s APS3v-om su: HLA-DRB1*07 (p=0,0207), HLA-
DRB1*11 (p=0,0059) i HLA-DRB1*15 (p=0,05). Preostali geni HLA-DRBL1 pojavili su se s
podjednakom ucestaloséu u obje skupine (Tablica 9).

8,73%

3,17% . 10,32% i HLA-DRB1*01

0,79% ® HLA-DRB1*03

3,17% 1 HLA-DRB1*04

H HLA-DRB1*07
7,14%
H HLA-DRB1*08

0.79% 23,02%
, (]

1,59% _— |

2,38%
3,97%

LIHLA-DRB1*09
H HLA-DRB1*10
H HLA-DRB1*11
H HLA-DRB1*13
M HLA-DRB1*14
H HLA-DRB1*15
LI HLA-DRB1*16

34,92%

Slika 15. Raspodjela gena HLA-DRB1 medu bolesnicima s autoimunim

poliglandularnim sindromom tipa 3 (N=63)
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Unutar skupine bolesnika s AITD (N=141) otkriveno je svih 13 gena HLA-DRBL1. Na

slici 16 prikazana je analiza raspodjele gena lokusa HLA-DRB1 unutar grupe bolesnika s

AITD-om. Usporedba s kontrolom pokazala je statisti¢ki znacajnu razliku (p=0,0202) samo
za gen HLA-DRB1*04 koji je s u€estalos¢u od 12,77% medu bolesnicima s AITD-om bio dva

puta ¢es¢i nego u kontroli (5,23%).

10,99% 922%

7,80%
14,18%

2,48%

10,99%

12,77%

2,13%

17,02%
0,35% 0,35%

i HLA-DRB1*01
HHLA-DRB1*03
4 HLA-DRB1*04
H HLA-DRB1*07
H HLA-DRB1*08
LIHLA-DRB1*09
HHLA-DRB1*10
HHLA-DRB1*11
# HLA-DRB1*12
EHLA-DRB1*13
EHLA-DRB1*14
E HLA-DRB1*15
LIHLA-DRB1*16

Slika 16. Raspodjela gena HLA-DRB1 medu bolesnicima s autoimunom bolesti

Stitnjace (N=141)
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Usporedbom raspodjele gena HLA-DRB1*04 izmedu skupina bolesnika s DMT],
APS3v-om i AITD-om uoceno je da je navedeni gen statisticki znacajno ¢eSc¢e prisutan u
skupinama bolesnika s DMT1 i APS3v-om u odnosu na skupinu bolesnika s AITD-om
(DMT1-30,81%, APS3v-34,92%, AITD 12,77%, p<0,0001).

Gen HLA-DRB1*03 koji je uocen kod 23,02% bolesnika s APS3v-om pokazao je
statisticki znacajno vecu zastupljenost samo u odnosu na bolesnike s AITD-om (14,18%,

p=0,0323).

Ucestalost gena HLA-DBR1*11 medu bolesnicima s AITD-om odgovara onoj u
kontroli, a usporedba sa skupinom bolesnika s DMT1 pokazala je statisti¢ki znacajnu razliku

(p=0,0002), kao i sa bolesnicima s APS3v-om (p=0,0082).

Gen HLA-DRB1*13 je takoder pokazao razlike u raspodjeli kada smo usporedili 3
skupine bolesnika. Naime, statisticki znacajno (p=0,0114) je ceS¢e prisutan u skupini
bolesnika s AITD-om (10,99%) u odnosu na skupinu bolesnika s APS3v-om (3,17%), ali ne i
u usporedbi s bolesnicima koji boluju od DMT1-a (6,40%) (Tablica 9).

Usporedba raspodjele gena HLA-DRB1*15 izmedu skupine bolesnika s AITD-om
(7,80%) u odnosu na bolesnike s DMT1 (1,16%) i s APS3v-om (3,17%) pokazala je grani¢nu
p vrijednost (p=0,05).
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Tablica 9. Usporedba uéestalosti gena HLA-DRB1 u skupinama bolesnika s DMT1
(N=86), APS3v (N=63), AITD (N=141) i kontroli (N=86)

GEN
HLA-DRB1*
01

03
04
07
08
09
10
11
12
13
14
15
16

DMT1
n (%)
24 (13,95)
36 (20,93)
53 (30,81)
10 (5,81)
11 (6,40)
0
0
9 (5,23)
2 (1,16)
11 (6,40)
0
2 (1,16)
14 (8,14)

APS3v
n (%)
13 (10,32)
29 (23,02)
44 (34,92)
5(3,97)
3(2,38)
2 (1,59)
1(0,79)
9 (7,14)
0
4 (3,17)
1(0,79)
4 (3,17)
11 (8,73)

AITD
n (%)
26 (9,22)
40 (14,18)
36 (12,77)
25 (8,87)
8 (2,84)
1(0,35)
1(0,35)
48 (17,02)
6 (2,13)
31 (10,99)
7 (2,48)
22 (7,80)
31 (10,99)

KONTROLA
n (%)
21 (12,21)
20 (11,63)
9 (5,23)
21 (12,21)
6 (3,49)
1(0,58)
1(0,58)
32 (18,60)
7 (4,07)
14 (8,14)
4(2,33)
16 (9,30)
20 (11,63)

Legenda: DMT1 — Secerna bolest tipa 1, APS3v — autoimuni poliglandularni sindrom tipa 3, AITD —

autoimuna bolest Stitnjace, N — broj ispitivanih osoba, n — broj uoéenih alela
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4.3. RASPODJELA ALELA STR_MICA MEDU BOLESNICIMA S

DMT1, APS3y, AITD S OBZIROM NA
PRISUSTVO/ODSUSTVO GENA HLA-DRB1*03 | HLA-
DRB1*04

S obzirom na dobivene rezultate u raspodjeli alela STR_MICA i gena HLA-DRB1
medu bolesnicima i kontroli sljede¢i cilj istrazivanja bio je podijeliti svaku pojedinacnu
skupinu bolesnika s obzirom na prisustvo/odsustvo gena HLA-DRBI koji su pokazali najvecu
zastupljenost u bolesnickim skupinama. Naime, htjeli smo istraziti jesu li poviSene ucestalosti
pojedinih alela lokusa STR_MICA neovisne o genima HLA-DRBL ili su rezultat neravnoteze

udruZivanja.

Na slici 17 prikazana je raspodjela alela STR MICA medu bolesnicima s DMT1 s
obzirom na prisustvo/odsustvo gena HLA-DRB1*03 i/ili HLA-DRB1*04. Usporedbom dvije
podskupine nije uocena razlika u raspodjeli alela STR_MICA.

45% -~

41,67%

40% -

DRB1*03 i/ili
DRB1*04+ (n=136)

35%

30% -

25% -

20% - W DRB1*03 i/ili

DRB1*04- (n=36)

15%

10% -

5%

0%

Slika 17. Raspodjela alela STR_MICA medu bolesnicima sa Se¢ernom bolesti tipa 1 s
obzirom na prisustvo/odsustvo gena HLA-DRB1*03 i/ili HLA-DRB1*04
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Na slici 18 prikazana je raspodjela alela STR. MICA medu bolesnicima s APS3v-om s
obzirom na prisustvo/odsustvo gena HLA-DRB1*03 i/ili HLA-DRB1*04. Usporedba
raspodjele alela STR_MICA izmedu te dvije podskupine bolesnika s APS3v-om nije dala

statisticki znacajne razlike.
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Slika 18. Raspodjela alela STR_MICA medu bolesnicima s autoimunim
poliglandularnim sindromom tipa 3 s obzirom na prisustvo/odsustvo gena HLA-
DRB1*03 i/ili HLA-DRB1*04
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Raspodjela alela STR MICA medu AITD bolesnicima s obzirom na
prisustvo/odsustvo gena HLA-DRB1*03 i/ili HLA-DRB1*04 prikazana je na slici 19. Unutar
ove skupine bolesnika uocena je statisticki znacajna razlika u ucestalosti alela STR_MICA-
A5.1 izmedu dvije podskupine. Alel STR_MICA-A5.1 je statisti¢ki znacajno (p=0,0104)
¢es$¢e bio prisutan u podskupini pozitivnoj za HLA-DRB1*03 i/ili DRB1*04 (33,57%), u
usporedbi s podskupinom bolesnika s AITD-om negativnim za navedene gene HLA-DRB1
(19,72%).
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2220 (n=140)
25% - 23,24%
19,72%
20% -
15,00%
159 1 14,08% m DRB1*03 i/ili DRB1*04-
12,68% (n=142)
11,439
! 10,71%
10% -
4,93%
5% -
0,71% 0,71% 0,70%
0%
™ ) ~ © A % 9
X X : X X
& & ¥ ¢ & <& &
93‘\ qf& W Q-é\ Qj‘\ @3‘\ @&\
e e
C'J& & G;\Q‘/ A ‘;\ B é

Slika 19. Raspodjela alela STR_MICA medu bolesnicima s autoimunom bolesti $titnjace
s obzirom na prisustvo/odsustvo gena HLA-DRB1*03 i/ili HLA-DRB1*04
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Usporedba raspodjele alela STR_MICA izmedu bolesnika (HLA-DRB1*03 i/ili
DRB1*04 negativni) s istrazivanim bolestima pokazala je statisticki znacajno vecu
zastupljenost alela STR_MICA-AS5 u podskupini bolesnika s AITD-om (12,68%) u odnosu na
kontrolu (4,31%, p=0,0265).

Istovremeno je za alel STR_MICA-AS.1 uocena statisticki znacajno (p=0,0069) manja
uCestalost medu bolesnicima koji boluju od AITD-a (19,72%), a negativnim za HLA-
DRB1*03 i/ili DRB1*04 u odnosu na kontrolu (35,34%). Ucestalost alela STR._ MICA-A5.1
medu bolesnicima s AITD-om bila je statisticki zna¢ajno smanjena (p=0,0132) i u usporedbi s
bolesnicima s APS3v-om, dok usporedba s bolesnicima s DMT1 nije pokazala statisti¢ki
znacajne razlike (Tablica 10). Svi ostali aleli STR_MICA nisu pokazali statisticki znacajne

razlike u raspodjeli kada smo medusobno usporedili bolesnicke skupine.

Tablica 10. Raspodjela alela STR_MICA u podskupinama bolesnika negativnih za gen
HLA-DRB1*03 i/ili HLA-DRB1*04

ALEL STR_MICA- DMT1 APS3v AITD KONTROLNA
SKUPINA
DRB1*03 i/ili DRB1*03 i/ili DRB1*03 i/ili DRB1*03 i/ili
DRB1*04- DRB1*04- DRB1*04- DRB1*04-
(N=18) (N=11) (N=71) (N=58)
N % n % N % n %
A3 0 0 0 0 0 0 1 0,86
Ad 1 2,78 1 4,55 20 14,08 14 12,07
5 4 11,11 2 9,09 18 12,68 5 4,31
5.1 11 30,56 10 45,45 28 19,72 41 35,34
Ab6 15 41,67 4 18,18 35 24,65 31 26,72
A7 0 0 0 0 7 4,93 2 1,72
A8 0 0 0 0 1 0,70 0 0
A9 5 13,89 5 22,73 33 23,24 22 18,98

Legenda: DMT1 — Secerna bolest tipa 1, APS3v — autoimuni poliglandularni sindrom tipa 3, AITD —

autoimuna bolest Stitnjace, N — broj ispitivanih osoba, n — broj uocenih alela
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Istrazivanja povezanosti gena MICA i razli¢itih autoimunih bolesti, provedena tijekom
posljednjih godina, ukazala su na njihovu povezanost s nastankom tih bolesti, ali sam
mehanizam do danas nije razjasnjen (Park i sur., 2001). Naime, funkcija molekula MICA nije
poznata u potpunosti te jo$ uvijek nije sasvim jasan mehanizam djelovanja u razvoju
autoimunih bolesti (Gambelunghe i sur., 1999). Rezultati istrazivanjima su oprecni, s jedne
strane radovi govore o vaznosti samih alela MICA za razvoj bolesti, dok s druge strane
pojedini radovi iznose zakljucke da je ta podloznost rezultat neravnoteze udruzivanja gena
MICA s genima HLA (Frigoul i Lefranc, 2005). Postoje brojni radovi o medusobnoj
povezanosti DMTL1 i AITD-a, ali je malo podataka koji govore o zajedni¢kim podloznim,
odnosnom zastitnim genima za nastanak ove dvije bolesti (Golden i sur., 2005). U
dosadasnjim istrazivanjima genetske podloge ove dvije bolesti jedan od najcesée istrazivanih
gena je HLA-DRBI, ali i drugi geni unutar regije HLA. Stoga je cilj ovog istrazivanja bio
utvrditi povezanost alela mikrosatelita STR_MICA s nastankom DMT1, APS3v-a i AITD-a u
Hrvatskoj te otkriti je li povezanost s alelima STR_MICA neovisna ili je rezultat neravnoteze

udruzivanja s klasi¢nim genima HLA.

Raspodjela alela unutar testirane kontrolne skupine je u skladu s rezultatima raspodjele
iz prethodnog istrazivanja provedenog u Hrvatskoj (Grubi¢ i sur., 2006). Potvrdeno je da su
najcesci aleli STR._MICA u hrvatskoj populaciji alel STR._ MICA-A5.1 i alel STR_MICA-AG,
Sto vrijedi i za druge europske populacije. Podatci za Brazil takoder govore da su aleli
STR_MICA-A5.1 i STR_MICA-A6 najzastupljeniji aleli, Sto ukazuje na to da su podrucje
Brazila naselili europski doseljenici (Sens-Abuazar i sur., 2009). Poznato je da su neki aleli
HLA karakteristi¢ni za odredenu populaciju ili etni¢ku skupinu, dok su u drugoj prisutni s
vrlom malom ucestalo$¢u ili ih uopée nema, a isto se moze zakljuciti i za alele mikrosatelita
STR_MICA. Tako je zastupljenost alela STR MICA drugacija je u juznoj Kini gdje su
najéesce nadeni alel STR_MICA-A7 i STR_MICA-A5 (Lin i sur., 2015). U istrazivanju koje
su proveli Grubi¢ i sur. (2006), aleli STR_MICA-A7 i STR_MICA-A10 nisu zabiljezeni. U
ovom istrazivanju alel STR_MICA-A7 pronaden je u kod 8 bolesnika s AITD-om te kod 3

ispitanika iz kontrolne skupine.

Rezultati raspodjele alela STR_MICA u skupini bolesnika s DMT1 nisu odstupali od
onih u kontroli. Najc¢es¢e pronadeni aleli su alel STR_MICA-A6 i alel STR_MICA-A5.1.
Dobiveni rezultati u skladu su s rezultatima iz istrazivanja provedenog 2008. godine kojim je
takoder dokazano da upravo ova dva alela najces¢a u skupini bolesnika s DMT1 (Dittmar i

sur., 2008). Provedenim istrazivanjem nije utvrden niti jedan alel STR_MICA koji bi bio
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rizi¢ni, odnosno zaStitni alel za nastanak DMT1. Nasuprot rezultatima dobivenim u ovom
istrazivanju, dokazano je da je u kineskoj populaciji alel STR_MICA-A9 rizi¢ni alel za
nastanak DMT1 kod oboljele djece (Lee i sur., 2000). Iste rezultate o raspodjeli alela
STR_MICA medu bolesnicima s DMT1 u Kini dobili su Nejentsev i sur. (2000). U ltaliji je
populaciji je alel STR_MICA-AS5.1 koji je statisticki znaCajno c¢e$¢e uoCen i1 ovim
istrazivanjem medu bolesnicima s DMT1, ali se ne smatra rizicnim alelom za nastanak ove

bolesti (Ide i sur., 2006).

U skupini bolesnika s APS3v-om ukupno je uoceno 5 alela STR MICA. Najcesce
zastupljeni aleli STR_MICA su alel STR_MICA-A5.1 i alel STR_MICA-AG, jednako kao i
medu bolesnicima s DMT1. Dobiveni rezultati podudaraju se s rezultatima analize raspodjele
alela mikrosatelita STR_MICA koju su proveli Dittmar i sur. (2008). Zanimljivo je da se alel
STR_MICA-AS dvostruko ¢eS¢e pojavljuje u ovoj skupini bolesnika u odnosu na ispitanike iz
kontrolne skupine. Budu¢i da ta razlika nije statisti¢ki znacajna ne moze se okarakterizirati
kao rizi¢ni alel za nastanak APS3v-a. Ovim istrazivanjem takoder je utvrdeno da je alel
STR_MICA-AA4 statisticki znacajno manje zastupljen u odnosu na skupinu bolesnika s AITD-
om te se smatra se zaStitnim alelom za nastanak ove bolesti. Ranije provedena studija medu
bolesnicima s APS3v-om ukazala je na zna¢ajno manju zastupljenost alela STR. MICA-A6 u
odnosu na bolesnike s DMT1 i AITD-om te je zaklju¢eno da navedeni alel ima zastitnu ulogu

u nastanku APS3v-a (Dittmar i sur., 2008), $to ovim istrazivanjem nije potvrdeno.

Istrazivanje o raspodjeli alela STR MICA u skupini bolesnika s AITD-om u
Njemackoj pokazalo je povezanost s alelom STR_ MICA-A5.1 i STR_MICA-A9 (Ide i sur.,
2006), $to nije slucaj u naSem radu. U naSoj populaciji je alel STR_ MICA-AS statisticki
znacajno ces¢e naden u bolesnika s AITD-om u odnosu na kontrolu, a to je u skladu s
podacima grupe autora iz 2003. godine koji su medu djecom oboljelom od GB uocili kao
najcesce alele STR_MICA-A5.1i STR_MICA-AG6 (Lo i sur., 2003).

Brojni radovi pokazali su povezanosti tri istrazivane bolesti s genima HLA-DRB1*03
i HLA-DRB1*04 istrazivanjima provedenim u drugim populacijama (Golden i sur., 2005;
Jacobson i sur., 2008; Dittmar i sur., 2008; Raha i sur., 2009; Fourati i sur., 2011). I medu
nasim bolesni¢kim skupinama s DMT1 i APS3v-om uocena je povezanost s HLA-DRB1*04 i
HLA-DRB1*03, a medu nasim bolesnicima s AITD-om uocena samo povezanost s genom
HLA-DRB1*04 sto je u skladu s rezultatima Goldena i suradnika iz 2005. godine (Golden i
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sur., 2005). Zanimljiv je podatak da je AITD medu brazilskom populacijom takoder povezan
s genom HLA-DRB1*03, sto potvrduje europsko porijeklo tamosnjih doseljenika (Jacobson i
sur., 2008). S druge strane, rizi¢ni gen za nastanak AITD-a u populaciji Kine je gen HLA-
DRB1*09, §to nije slu¢aj medu nasim bolesnicima s AITD-om gdje je samo jedan bolesnik
imao ovaj gen (Jacobson i sur., 2008). Medutim, treba napomenuti da je ucestalost gena HLA-
DRB1*09 u hrvatskoj populaciji opéenito niska §to je u skladu s podacima za druge
populacije europskog porijekla (Ikegami i sur., 2006).

Na temelju dobivenih rezultata ispitivane smo skupine bolesnika podijelili na
bolesnike pozitivhe za HLA-DRB1*03 i/ili DRB1*04 i na bolesnike negativne na navedene
gene HLA-DRBL te pratili raspodjelu alela lokusa STR_MICA. Cilj nam je bio utvrditi imaju
li aleli STR_MICA neovisan utjecaj na podloznost/zastitu za razvoj ovih bolesti ili je rezultat

neravnoteze udruzivanja s genima HLA-DRBL1.

Dobiveni rezultati u ovom radu ne ukazuju na neovisnu povezanost alela STR_MICA
s DMTL1 i APS3v-om jer nismo uodili razlike izmedu podijeljenih skupina bolesnika, $to je u
skladu s rezultatima iz nekih ranije provedenih istrazivanja (Bilbao, 2002; Field i sur., 2008;
Raha i1 sur., 2009). Medutim, postoje i suprotni rezultati istraZivanja u kojima je utvrdeno da
utjecaj alela STR_MICA nije posljedica neravnoteze udruzivanja s genima HLA-DRB1
(Gambelunghe i sur., 2001; Park i sur., 2001; Shtauvere-Brameus i sur., 2002, Bilbao, 2002).

Na temelju nasih rezultata, ali i malobrojnih studija o povezanosti alela STR_MICA u
nastanku istrazivanih bolesti na kraju mozemo reci da je neophodno nastaviti istrazivanja na

vecem broju ispitanika i u ve¢em broju populacija.
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. U skupini bolesnika sa Se¢ernom bolesti tipa 1 niti jedan od alela STR_MICA nije

pokazao podloznu/zastitnu ulogu u razvoju bolesti. Najcées¢i aleli bili su alel
STR_MICA-A6 i STR_MICA-A5.1.

. Medu bolesnicima s autoimunim poliglandularnim sindromom tipa 3 zastitni alel za
nastanak bolesti je alel STR_MICA-AA4. lako se alel STR_MICA-AS dvostruko cesce
pojavljivao u skupini bolesnika s APS3v-om u odnosu na kontrolu ta razlika nije

statisti¢ki znaCajna, stoga se ne moze smatrati rizinim alelom za nastanak APS3v-a.

Bolesnici s autoimunom bolesti $titnjace su statisticki znacajno (p=0,05) ¢e$ée imali
alel STR_MICA-AS u usporedbi s kontrolom S§to ukazuje na njegovu moguce

podloznu ulogu za razvoj AITD-a.

. Geni HLA-DRB1*04 i -DRB1*03 su podlozni geni za nastanak DMT1-a i APS3v-a,
dok su geni HLA-DRB1*07, -DRB1*11 i -DRB1*15 zastitni za razvoj ovih bolesti.

. Rizi¢ni gen za nastanak AITD-a je gen HLA-DRB1*04, dok ni jedan od testiranih
gena HLA-DRBI nije pokazao zaStitnu ulogu.

. Povezanost alela mikrosatelita STR_MICA s nastankom DMT1, APS3v-a i AITD-a

ovisna je o genima HLA-DRBL, tj. rezultat je neravnoteze udruzivanja.

Bolesnici s DMT1 i APS3v-om imaju isti HLA-DRB1 profil, dok bolesnici s AITD-
om pokazuju drugaciji HLA-DRB1 profil.
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OSOBNE INFORMACIJE

RADNO
ISKUSTVO

Marina Bosnjak

@ Pljedevitka 56, 31000 Osijek (Hrvatska)

B (+385)989559193

B marina.bosnjak13@gmail.com

Spol Zensko | Datum rodenja 21/08/1992 | Drzavljanstvo hrvatsko

svibanj 2013-srpanj 2013

rujan 2014-listopad 2015

studeni 2014—prosinac 2015

srpanj 2015—veljata 2016

travanj 2016—-danas

Pomoc¢ni radnik u tiskari

Glas Slavonije

31000 Osijek (Hrvatska)

- slaganje novina

- umetanje razliitih reklamnih proizvoda

Supervizor, promotorica

Kuna Event d.o.o.

Psunjska ulica 48, 31000 Osijek (Hrvatska)
-rad s ljudima

- rad s novcima

- terenski rad

- vodenje tima

Promotorica

EX-ALTO d.o.o0.
Zavrtnica 17/1, 10000 Zagreb (Hrvatska)

-rad s ljudima

Pomoéno osoblje u ugostiteljskom objektu
Kubo d.o.o.
Ulica kneza Trpimira 16, 31000 Osijek (Hrvatska)

- rad s ljudima

Supervizorica, promotorica
DEKRAd.0.0.

Horvatova 82, 10000 Zagreb (Hrvatska)
- rad s ljudima

- drzanje edukacija

- vodenije tima

- organizacija posla
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OBRAZOVANJE |
OSPOSOBLJAVANJE

rujan 1999-lipanj 2007

rujan 2007-svibanj 2011

rujan 2011—rujan 2014

rujan 2014—danas

OSOBNE
VJESTINE

Osnovna $kola "Retfala"
Kapelska 51a, 31000 Osijek (Hrvatska)

Klasi¢ar

Isusovacka klasi¢na gimnazija s pravom javnosti u Osijeku
Trg Vatroslava Lisinskog 1, 31000 Osijek (Hrvatska)

Prvostupnica (baccalaurea) biologije

Sveuciliste Josipa Jurja Strossmayera, Odjel za biologiju
Cara Hadrijana 8/A, 31000 Osijek (Hrvatska)

- glavni predmeti: biologija stanice, mikrobiologija, botanika, zoologija, biokemija, kemija
(organska, anorganska), anatomija (Covjeka, biljaka i Zivotinja), evolucija, neurobiologija,
fiziologija (Covjeka, biljaka i Zivotinja), genetika, biogeografija i dr.

- determiniranje pojedinih vrsta biljaka, Zivotinja i algi

- rad na terenu i uzorkovanje

- rad u laboratoriju

Prirodoslovno-matematicki fakultet, Sveuciliste u Zagrebu
Rooseveltov trg 6, 10000 Zagreb (Hrvatska)

- glavni predmeti: Imunologija i imunogenetika, Metode u imunologiji, Opéa onkologija,
Molekularna onkologija, Parazitologija, Neurofiziologija i endokrinologija,
Transplantacijska imunologija, Neuroimunologija, Biologija starenja, Osnove
patofiziologije, BioloSka antropologija, Fiziologija metabolizma i bioenergetika, Virusi i
subvirusni patogeni, Ekofiziologija Zivotinja i dr.

Materinski jezik

Ostali jezici

engleski

njemacki

Komunikacijske vjestine

Organizacijske /
rukovoditeljske vjestine

|
Hrvatski
RAZUMIJEVANJE GOVOR PISANJE
Slusanje Citanje Govorna interakcija: Govorna produkcija
C1 Cc1 Cc1 C1 C1
Al Al Al Al A2

Stupnjevi: A1iA2: Pocetnik - B1 i B2: Samostalni korisnik - C1 i C2: Iskusni korisnik
Zajednicki europski referentni okvir za jezike

Sposobnost timskog te samostalnog rada. Odgovornost prema poslu te jako dobre
komunikacijske vjestine. Vjestine steCene na poslu, tijekom fakultetskog obrazovanja,
izlaganjem razli¢itih seminara, prijedloga istraZivanja i sli¢no.

Organizacijske vjestine steCene na poslu i fakultetu, vodenjem i sudjelovanjem na
odredenim projektima. Sposobnost preuzimanja uloge vode tima i upravijanje ljudima.
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Poslovne vjeStine  Upoznata s radom u laboratorijima, opremom i strojevima koji se u njima nalaze. Znanje

steCeno kroz brojne praktikumske zadatke i izradu diplomskoga rada.

Digitalna kompetencija

SAMOPROCJENA
. Obfadf?. Komunikacija Stvarfi ne Sigurnost RjeSavanje
informacija sadrzaja problema
S S Samostalni Samostalni Samostalni
Iskusni korisnik | Iskusni korisnik . S -
korisnik korisnik korisnik

Informacijsko-komunikacijske tehnologije - tablica za samoprocjenu

Napredno koristenje Microsoft Office alatima. Vo dobro se sluzim radom na racunalu,
ukljucujucéi koristenje brojnih programa i interneta te uklanjanje pogreSaka ukoliko se pojave.

Ostale vjiestine  Tijekom fakultetskog obrazovanja upoznata sam s radom na terenu (planinarenje na
Bjelolasicu, terenska nastava u PP Kopacki rit, Pulu, Sunger, ribnjak Grudnjak).
Izvrsna prostorna organizacija.

Vozacka dozvola AM, B

DODATNE
INFORMACIJE

Suosnivacica udruge studenata biologije ZOA - Osijek.
Volonterka u Volonterskom centru Osijek.

Datum popunjavanja ili
zadnjeg azuriranja zivotopisa 10.02.2017.
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