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1. UVOD



1.1. Glavni sustav tkivne snoSljivosti

Glavni sustav tkivne snosljivosti ili sustav MHC (engl. major histocompatibility complex)
visoko je specijalizirani genski sustav pronaden kod svih visih organizama (ribe, gmazovi,
ptice 1 sisavci). Kod Covjeka je prvi puta otkriven sredinom proslog stolje¢a na povrSini
leukocita i, sukladno tome, nazvan sustavom HLA (engl. human leukocyte antigens). Otkrice
sustava HLA veze se uz francuskog znanstvenika Jean Dausset-a koji je istrazujuci grupe
leukocita u serumu politransfundiranih osoba dokazao prisustvo stani¢nih aglutinina. Iste
godine, Jon van Rood i Rose Payne ukazali su na postojanje leukocitnih aglutinina u serumu

viserotkinja, i tim otkri¢ima postavljeni su temelji za daljnji rad i razvoj ovog podrucja [1].

Danas sustav HLA ¢ini najintenzivnije istrazivanu gensku regiju u ¢ovjeka zbog izuzetne
vaznosti u transplantaciji tkiva i organa, populacijskim istrazivanjima, pra¢enju migracija
stanovnistva, kao i u nastanku autoimunih bolesti. Kljuéna uloga sustava HLA, odnosno gena
HLA, ocituje se kroz funkciju njihovih najvaznijih produkata - molekula HLA. Smjestene na
membranama razli¢itih stanica, molekule HLA sudjeluju u imunoloskom prepoznavanju
stranih antigena te aktivaciji i regulaciji imunoloskog sustava. Zada¢a imunoloskog sustava je
ocuvanje bioloskog integriteta jedinke sposobnosc¢u razlikovanja vlastitog od tudeg, a upravo

molekule HLA vazni su ¢imbenici u kontroli i regulaciji imunoloskog sustava domacina [2].



1.2. Genomska organizacija sustava

Sustav HLA jedna je od prvih kromosomskih regija koje su u potpunosti sekvencirane u
projektu mapiranja ljudskog genoma. SmjeSten na kra¢em kraku kromosoma 6 (6p21.1-21.3),
zauzima podrucje od Cetiri milijuna parova baza Sto ¢ini priblizno 1% ljudskog genoma.
Obuhvaca skupinu usko vezanih gena, podijeljenih prema funkciji u 2 osnovne genske

skupine: geni HLA razreda I i geni HLA razreda Il (Slika 1).
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Slika 1. Polozaj i organizacija regije HLA na kromosomu 6. (Preuzeto s: [25]).

Regija HLA razreda I smjeStena je na telomeri¢nom kraju sustava i zauzima priblizno
2000kb. Obuhvaca 20-ak gena razliitih funkcija, podijeljenih na: klasi¢ne gene, neklasi¢ne
gene te pseudogene. Skupinu klasi¢nih gena HLA razreda I ¢ine geni HLA-A, -B i -C, ¢iji su
produkti, molekule HLA razreda I, izrazeni na veéini stanica s jezgrom, ali u razliCitim
koncentracijama. Geni HLA-E, -F i -G dio su skupine neklasi¢nih gena HLA razreda I, a
njihova zastupljenost ograni¢ena je na tkivima i znatno su manjeg polimorfizma, te im je

funkcija jo§ nedovoljno istrazena [3].

Na centromeri¢nom kraju sustava nalazi se regija HLA razreda Il (priblizno 1000kb).
Dijeli se u 6 genskih podregija: HLA-DM, -DN, -DO, -DP, -DQ i -DR koje sadrze
pripadajuce gene HLA razreda Il. Podregije HLA-DP, -DQ i -DR kodiraju molekule HLA



razreda Il izrazene na membranama nekih stanica (npr. makrofagi, dendriticke stanice, ...) [4].
Preostale tri podregije (HLA-DM, -DN i -DO) kodiraju molekule koje nisu prisutne na
membranama ve¢ u citoplazmi stanica, i uklju¢ene su u proces formiranja antigen predo¢nih
molekula HLA razreda Il. Unutar regije HLA razreda Il nalaze se i geni potrebni za kona¢ni
ustroj molekula HLA razreda I, poput gena TAP1 i TAP2 (engl. transporters associated
antigen processing) koji kodiraju dijelove proteinskih pumpa za prijenos antigenskih peptida
iz citoplazme u endoplazmatski retikulum, te gena za proteasom cija je zadaca cijepanje

antigenskih proteina na krace peptide u citoplazmi [5].

Izmedu regija HLA razreda I i razreda II smjestena je centralna regija (priblizno 1000kb).
Obuhvaca gene ¢iji produkti nisu direktno ukljuceni u prezentaciju antigena i regulaciju
imunoloskog odgovora, ali su vazni ¢imbenici imunoloske reakcije, kao primjerice sastavnice
komponenata komplementa (C2, C4, faktor B), citokini TNF-a i TNF-$ (engl. tumor necrosis

factors), te proteini toplinskog Soka (engl. heat shock proteins) [3].

1.2.1. Grada gena HLA razreda I

Geni HLA razreda | dio su imunoglobulinske genske porodice. Svaki gen HLA graden je
od kodirajuc¢ih sekvenca (egzona) koje su razdvojene nekodiraju¢im sekvencama (intronima)
razli¢itih duljina. Klasi¢ni geni HLA razreda I sastoje se od 8 egzona te svaki egzon kodira
drugu regiju teskog lanca (o lanca) molekule HLA razreda | (Slika 2) [5]. Prvi egzon sadrzava
vode¢i slijed baza ¢iji produkt nakon translacije usmjerava protein u citoplazmu, a zatim se
razgraduje proteolitickim enzimima 1 nije dio strukture gotove membranske molekule.
Sljedeca tri egzona (egzon 2, 3 i1 4) kodiraju izvanstani¢ne domene teSkog lanca (al, a2 i a3)
molekule HLA razreda I. Egzon 5 kodira transmembransku regiju (Tm), dok egzoni 6 i 7
citoplazmastku regiju (C). Zavr$ni, netranslantirajuci 3' kraj molekule kodiran je egzonom 8
[3]. Upravo najveci polimorfizam gena HLA razreda | nalazi se u egzonima 2 i 3 koji kodiraju
domene al i a2 i time pridonose varijabilnosti pukotine za vezanje preradenih antigenskih

ulomaka [6].
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Slika 2. Shematski prikaz organizacije gena HLA razreda | prije (a) i nakon (b) izrezivanja
introna. Vodeca sekvenca (L), sekvenca koja kodira transmembransku regiju (Tn,), sekvenca

koja kodira citoplazmatsku regiju (C). (Preuzeto i prilagodeno prema: [3]).

1.2.2. Grada gena HLA razreda ||

Bas poput gena HLA razreda I, i geni HLA razreda Il dio su imunoglobulinske genske
porodice. Medutim, ve¢ina podregija HLA razreda Il (osim podregija DO i DN) uvijek ima
jedan aktivan gen A (npr. DQAL) i barem jedan aktivan gen B (npr. DQB1) [4]. Egzoni gena
A odreduju slijedove aminokiselina za sintezu domena teskog - o lanca, dok egzoni gena B
kodiraju sintezu domena lakog - B lanca molekule HLA razreda Il (Slika 3). Razlika izmedu
A'i B gena HLA lezi u njihovoj gradi; geni A gradeni su od 5 egzona, dok su geni B gradeni
od 6 egzona. Kod oba gena egzon 1 kodira vode¢u sekvencu s istom ulogom kao i kod gena
HLA razreda I; egzoni 2 i 3 izvanstani¢ne domene ol i 02, odnosno domene 1 i 2. Egzon 4
kodira transmembranski i citoplazmatski dio lanca, a egzon 5 samo citoplazmatski. Razlika je
u tome da gen B sadrzi dodatan egzon za citoplazmatski dio lanca. Posljednji egzoni, u oba
slucaja, kodiraju stop kodon [3]. Najveéi broj razlika gena HLA razreda Il nalazi se u egzonu
2 koji kodira izvanstani¢ne domene al i B1 te time pridonosi varijabilnosti aminokiselina u
pukotini za vezanje peptida, a znatno vise pridonose geni koji kodiraju B-lanac zbog veceg

broja alela [6].
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Slika 3. Shematski prikaz organizacije gena A i B HLA razreda II prije’(a) i nakon (b)
izrezivanja introna. Vode¢a sekvenca (L), sekvenca koja kodira transmembransku i
citoplazmatsku regiju (Tm+c), sekvenca koja kodira citoplazmatsku regiju (C). (Preuzeto i

prilagodeno prema: [3]).



1.3. Antigen predo¢ne molekule sustava HLA

S imunoloskog gledista molekule HLA kljuéni su produkti gena HLA. Kao S$to je vec
spomenuto, postoje dva razreda molekula HLA koje imaju ulogu u preradbi i1 predo¢avanju
stranih, ali i vlastitih antigena T limfocitima, te vaznu imunoregulacijsku funkciju. Klju¢ne su
u odabiru repertoara imunokompetentnih limfocita T koji odlaze na periferiju, dok se
autoreaktivni limfociti T (vezu kompleks vlastiti peptid-molekula HLA s visokim afinitetom)
uklanjaju apoptozom (programirana stani¢na smrt). Ovim procesom limfociti T postaju
spregnuti na vlastito, tj. prepoznaju antigen samo kada je predocen u sklopu s vlastitim
molekulama HLA na membranama stanica. Osim zajednicke funkcije, molekule HLA razreda
| i razreda Il medusobno se razlikuju u gradi, u ekspresiji na razli¢itim tipovima stanica, u
veli¢ini 1 vrsti peptida kojeg predocuju razli¢itim subpopulacijama limfocita T te aktiviraju

razli¢ite puteve imunoloskog odgovora [5].

1.3.1. Grada i uloga molekula HLA razreda |

Molekule HLA razreda I membranski su heterodimeri gradeni od dva nekovalentno
vezana polipeptidna lanca. Teski, a lanac molekularne je mase oko 45 kDa i graden od tri
dijela: transmembranski, citoplazmatski i izvanstani¢ni dio s tri glikolizirane domene (al, a2 i
a3) (Slika 4). Laki lanac molekule (B2-mikroglobulin), veli¢ine 12 kDa, kodiran je genom
izvan sustava HLA, na kromosomu 15. Nuzan je za izrazavanje molekule HLA razreda I na
stani¢noj povrsini i ne sudjeluje u prezentaciji peptida. Potpuna struktura molekule HLA
razreda I, potrebna za njen stabilan izrazaj na membranama stanica, jest heterotrimer
sastavljen od dva spomenuta lanca 1 vezanog peptidnog ulomka. Domene al i a2 oblikuju
pukotinu sa zatvorenim dnom u koju se smjeSta peptid veli¢ine 8-11 aminokiselina, a
imunoglobulinu sli¢na domena a3, evolucijski je vrlo konzervirana i vezno je mjesto za

molekulu CDS citotoksi¢nih limfocita T [3, 5].

Molekule HLA razreda | smjestene su na membranama gotovo svih stanica s jezgrom i
predoCuju preradene unutarstani¢éne antigene poput virusnih peptida, peptida drugih

unutarstaniénih patogena ili tumorskih antigena i sl., CD8" citotoksi¢nim T limfocitima



mehanizmom tzv. spregnutog prepoznavanja. Prepoznavanje stranog antigena u kompleksu s
vlastitom molekulom HLA dovodi do aktivacije citotoksi¢nog limfocita T i lu¢enja perforina,
granzima, serin proteaza i drugih lizina uzrokujuéi apoptozu ciljne stanice. Istovremeno, luci
se 1 mnogo razli¢itih citokina, od kojih je najvazniji interleukin 2 jer potice klonsku
ekspanziju aktiviranih citotoksi¢nih limfocita T te pojacava aktivnost stanica NK, prirodnih

ubojica (engl. natural killer), sto vodi u razvoj stani¢ne imunosti [3, 5].

1.3.2. Grada i uloga molekula HLA razreda |1

Molekule HLA razreda II takoder su membranski glikoproteini gradeni od dva
nekovalentno vezana lanca: teskog, a lanca i lakog, B lanca kodiranih razli¢itim genima HLA
razreda 11 (gen A, odnosno gen B). Lanac a (33-35 kDa) i lanac 8 (26-28 kDa) medusobno su
slicne strukture te, poput o lanca molekula HLA razreda |, sastoje se od tri dijela:
transmembranski, citoplazmatski i izvanstani¢ni dio s dvije glikolizirane domene (al i a2,
odnosno B1 i B2) (Slika 4) [4]. Domene al i B1 tvore pukotinu za vezanje peptida tako da su
krajevi pukotine otvoreni Sto omogucéuje vezanje vecih peptida (10-30 aminokiselina).
Imunoglobulinu slican dio molekule HLA razreda Il tvore domene a2 i B2, vazne za
nekovalentno povezivanje i stabilnu strukturu lanaca. Sli¢no kao i kod molekula HLA razreda
I, stabilnu strukturu molekule HLA razreda II ¢ini heterotrimer sastavljen od a lanca,  lanca i

vezanog peptidnog ulomka [3, 5].

Molekule HLA razreda Il konstantno su izrazene na membranama profesionalnih antigen
predo¢nih stanica (makrofagi, dendriticke stanice, B limfociti), a razli¢iti citokini mogu
potaknuti njihovu ekspresiju na povrsini limfocita T, epitelnih i endotelnih stanica. Predo¢uju
izvanstani¢ne antigene, poput bakterijskih peptida, koji se fagocitozom ili endocitozom
posredovanom receptorima unose u predo¢ne stanice te se razgraduju i prezentiraju CD4"
pomoc¢nickim limfocitima T. Prepoznavanje se takoder odvija spregnuto, vezanjem
antigenskog receptora za peptid i molekule CD4 za 2 domenu molekule HLA razreda II $to
vodi u aktivaciju pomoc¢ni¢kog limfocita T i, u ovom sluc¢aju, do pokretanja humoralne

imunosti [3, 5].



molekula HLA razreda I molekula HLA razreda I
pukotina za

K_- vezanje peptida
o

Izvanstaniéni dio

Bz mikroglobulin

Transmembranski dio

Citoplazmatski dio

Slika 4. Shematski prikaz grade molekula HLA razreda | i razreda Il. (Preuzeto i prilagodeno
prema: [3]).



1.4. Osobitosti sustava HLA

Pojedina kombinacija alternativnih oblika gena HLA, tj. alela HLA, na jednom
kromosomu 6 tvori haplotip i svi aleli HLA jednog haplotipa nasljeduju se zajedno.
Nasljedivanje gena, tocnije haplotipova HLA, odvija se prema Mendelovim zakonima
nasljedivanja - po jedan haplotip HLA nasljeduje se od svakog roditelja (Slika 5), a produkti
gena oba haplotipa HLA kodominantno su izraZeni na stani¢nim membranama [7]. Prema
tome, HLA hetrozigotna osoba na stanicama eksprimira Sest razli¢itih klasi¢nih molekula
HLA razreda | (HLA-A, -B, -C) i Sest ili vise razli¢itih klasi¢nih molekula HLA razreda Il
(HLA-DR, -DQ, -DP) [8].

Otac ————— Majka
ab c d
Al A3 A2 A29
B8 B7Y B44 B44
DR17 DR15 DR4 DR7
| | | |
Dijete 1 Dijete 2 Dijete 3 Dijete 4
ac a d b c b d
A A2 Al A29 A3 A2 A3 A29
Ba B44 B8 B4 B7 B44 B7 B44
DRA7 DR4  DRIT DR7 DR15 DR4 DR15 DR7

Slika 5. Shematski prikaz nasljedivanja gena, odnosno haplotipova HLA u obitelji. (Preuzeto

1 prilagodeno prema: [7]).

1.4.1. Krosingover - rekombinacija

Zbog iznimno male udaljenosti izmedu pojedinih lokusa HLA, izuzetno je rijetka izmjena
genetickog materijala (krosingover), odnosno rekombinacija gena HLA i stvaranje novih
haplotipova HLA. Medutim, do krosingovera ipak moze doci tijekom oogeneze ili
spermatogeneze, a sama ucestalost ovisi isklju¢ivo o udaljenosti izmedu dva lokusa HLA.

Naime, ucestalost krosingovera veca je Sto su geni medusobno viSe udaljeni, 1 obratno. Tako
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primjerice, ucestalost rekombinacije izmedu lokusa HLA-A i -B iznosi 0,8%, dok je izmedu
lokusa HLA-DRB1 i -DQB1 izuzetno rijetko uoc¢ena. Nacelno, stopa rekombinacije izmedu

gena HLA vrlo je mala i ne pridonosi znacajno genetickoj varijabilnosti sustava HLA [6, 7].

1.4.2. Polimorfizam

Polimorfizam, odnosno velik broj alela HLA glavno je obiljezje sustava HLA. Do danas
je otkriveno vise od 200 gena i visSe od 15,000 alela HLA $to c¢ini ovaj sustav
najpolimorfnijim genskim sustavom u covjeka (Slika 6) [8]. Golemi polimorfizam ostvaruje
se raznim genskim mehanizmima, posebice tockastim mutacijama, genskim konverzijama i
ve¢ spomenutom rekombinacijom. Time je osigurana raznolikost gena i molekula HLA
izmedu jedinka iste vrste, ali i izmedu razli¢itih vrsta. Raznolikost molekula HLA omogucuje
vezanje Sirokog spektra antigenskih peptida te evolucijski predstavlja prednost u borbi protiv
razli¢itih uzro¢nika bolesti. Sto je veéa raznolikost molekula HLA, manja je moguénost da

neki strani antigeni izbjegnu imunoloski sustav [5].
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Slika 6. Broj otkrivenih alela HLA razreda | i razreda 11 do V11/2016. (Preuzeto s: [26]).
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Vecu raznolikost pokazuju aleli HLA razreda I s najpolimorfnijim genom HLA-B, dok je
najpolimorfniji lokus razreda Il HLA-DRBL1 (Tablica 1) [26]. Medutim, polimorfizam nije
ravnomjerno rasporeden cijelom duzinom gena, tj. u svim egzonima i intronima, ve¢ je vecina
razlika izmedu pojedinih alela ograni¢ena na domene koje oblikuju pukotine za vezanje
peptida. Spomenuti genski mehanizmi dovode do promjene jednog ili nekoliko nukleotida
egzona, §to rezultira ugradnjom drugih aminokiselina [6, 8]. Zamjena samo nekoliko
aminokiselina tih domena uzrokuje promjenu u trodimenzionalnoj strukturi pukotine za
vezanje peptida, sto znatno utjece na afinitet molekule HLA prema peptidima. Kako se peptidi
medusobno razlikuju u obliku i karakteristikama, vazno je da postoji veliki repertoar molekula
HLA razlicitog afiniteta kako bi se osiguralo vezanje svih tih peptida patogena iz okoline [9].
To upucuje na pretpostavku da se raznolikost gena, odnosno molekula HLA, odrzava izravno
selekcijom putem razli¢itih patogena, Sto utjee na varijaciju distribucije i frekvencije alela

izmedu geografskih regija, ali i izmedu populacija [7].

Tablica 1. Broj do sada imenovanih alela najpolimorfnijih lokusa HLA. (Preuzeto i

prilagodeno prema: [26]).

Regija Lokus Broj alela Ukupno
HLA-A 3492
HLA razred | HLA-B 4358 §
HLA-C 3111 =
HLA-DRB1 1929
HLA razred II HLA-DQB1 940 S
HLA-DPB1 671 ®

Raspodjela alela HLA 1 njihova ucestalost u brojnim populacijama svijeta odreduju se
populacijskim istrazivanjima. Iako je ukupan broj alela HLA velik, unutar pojedine populacije
javlja se znatno manji broj alela. Na temelju dosadasnjih rezultata populacijskih istrazivanja,
aleli HLA se prema ucestalosti mogu podjeliti u tri skupine [10]:

a) aleli HLA s relativno visokom ucestalo$¢u u svim populacijama
b) aleli HLA uoceni u vecini populacija, ali sa razli¢itom ucestalos¢u

c) aleli HLA specifi¢ni samo za neku populaciju
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Takoder, postoji i druga podjela alela HLA s obzirom na njihovu ucestalost u populacijama,
to su: ,,common* (aleli uoeni viSe od tri puta u barem tri razli¢ite populacije), ,,well-
documented* (aleli uo¢eni barem pet puta u ukupnom broju populacija) i ,,rare“ (aleli uoceni

manje od 3 puta u ukupnom broju do danas istrazenih populacija) [11].

Analiza ucestalosti alela HLA u populacijama pokazala je da se neki aleli javljaju s
visokom ucestalo$¢u u vecini populacija (Tablica 2). Jedan od takvih je zasigurno alel HLA-
a samim time i u hrvatskoj populaciji [12]. Na lokusu HLA-B u vecini populacija u svijetu
uoceni su aleli HLA-B*35:01 i B*51:01, dok su za lokus HLA-DRBI1 c¢esti gen HLA-
DRB1*11 (s najces¢im alelima DRB1*11:01 i DRB1*11:04) i gen HLA-DRB1*01. Naime,
osim §to postoji razlika u ucestalosti gena HLA, odnosno alela HLA medu populacijama
razli¢itih geografskih podrucja, isto tako uocena je i regionalna razlika, kao Sto je to
primjerice na podrucju Evrope, gdje aleli HLA pokazuju rast ili pad ucestalosti od sjevera

prema jugu, odnosno od zapada prema istoku [10].
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Tablica 2. Pet najucestalijih alela lokusa HLA-A, -B i -DRB1 u dvije populacije evropskog
porijekla i u Hrvatskoj. Aleli HLA koji nisu prisutni u sve tri populacije u skupini pet

vvvvv

[14] (2), prilagodeno prema [12] (3).

) Amerikanci evropskog | Amerikanci isto¢no- 3
Aleli R .., | Hrvatska
porijekla evropskog porijekla
HLA-A* F (%) F (%) F (%)
01:01 17,2 14,2 12,4
02:01 29,6 27,5 29,2
03:01 14,3 12,9 11,8
11:01 5,6 6,3 6,9
24:02 8,7 10,2 11,0
HLA-B* F (%) F (%) F (%)
07:02 14,0 10,4 6,8
08:01 12,5 9,1 7,8
15:01* 6,7 5,6 -
18:01* - - 8,2
35:01 57 6,5 6,1
44:02:01G* 9,0 6,4 -
51:01* - - 11,1
HLA-DRB1* F (%) F (%) F (%)
01:01 9,1 9,3 9,8
03:01 12,9 10,2 10,0
04:01* 9,1 6,8 -
07:01 13,8 12,5 9,4
15:01 14,4 11,0 8,7
16:01* - - 9,4
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1.4.3. Genska neravnoteZa udruZivanja

Na temelju ukupnog broja alela HLA pojedinog genskog lokusa i broju gena HLA koji
¢ine jedan haplotip HLA, uzimaju¢i u obzir da svaki haplotip HLA sadrzi gene razreda I i
razreda 11, potencijalan broj moguéih kombinacija alela HLA reda je veli¢ine 10™®. Medutim,
takav izraun podrazumijeva pretpostavku da je kombinacija alela jednog haplotipa u
potpunosti nasumicna. Stvaran broj moguéih haplotipova HLA znatno je manji jer se aleli
bliskih lokusa HLA javljaju u zajednickom haplotipu ¢eS¢e nego S§to je to za ocekivati S
obzirom na njihovu pojedinaénu gensku ucestalost. To obiljezje naziva se neravnoteza
udruzivanja (engl. linkage disequilibrium, LD). Iako se sa sigurno$¢u ne zna mehanizam ovog
fenomena, postoji nekoliko teorija koje pokuSavaju dati odgovor. Prema najjednostavnijoj
teoriji haplotipovi koji su najzastupljeniji u populaciji odraz su kombinacija alela ,,osnivaca®,
I predstavljaju najstarije, tj. ancestralne haplotipove odredene populacije. Nadalje, odredene
kombinacije alela imaju pozitivnhu selekcijsku prednost u imunoloskom smislu, pa su
ucestalije u populaciji. I prema tre€oj teoriji, unutar DNA postoje regije naklonjenije
krosingoveru (engl. hotspots), a prisustvo ili nedostatak takve regije izmedu alela odreduje
ucestalost udruzivanja [3, 9]. Najsnaznija neravnoteza udruzivanja uo¢ena je izmedu bliskih
lokusa HLA (npr. HLA-B-C, HLA-DRB1-DQBL1 ili HLA-DQA1-DQBI), ali i izmedu
udaljenijih lokusa HLA razreda I i Il (npr. HLA-B-DRB1). Suprotno tome, vrlo slab LD
uoCen je izmedu HLA-DPBL1 i -DQB1, vjerojatno zbog ¢esc¢ih rekombinacija izmedu ta dva

genska lokusa [10].

15



1.5. Organizacija podregije HLA-DR

Kao $to je spomenuto, pojedina podregija HLA razreda II uglavnom uvijek ima dva
aktivna gena: gen A i gen B. Iznimka je podregija HLA-DR koja jedina moze imati vise
aktivnih gena B. Sveukupno, postoji devet gena HLA-DRB, od kojih su cetiri gena
funkcionalna (HLA-DRB1, -DRB3, -DRB4 i -DRB5), a preostali su nefunkcionalni geni,
odnosno pseudogeni (HLA-DRB2, -DRB6, -DRB7, -DRB8 i -DRB9) [27]. Unutar podregije
HLA-DR kod svih osoba uvijek je aktivan gen HLA-DRA1 koji kodira o lanac molekule
HLA-DR i gen HLA-DRBI koji kodira § lanac molekule HLA-DR. Ovisno o alelu na lokusu
HLA-DRBI na istom kromosomu 6 moze biti prisutan jedan od preostala tri funkcionalna
gena HLA-DRB (HLA-DRB3, -DRB4 ili -DRB5). Tako primjerice, kada je u haplotipu
prisutan gen DRB1*03, DRB1*11, DRB1*12, DRB1*13 ili DRB1*14, bit ¢e prisutan i gen
DRB3 koji kodira B lanac molekule HLA-DR52 [15]. Sveukupno postoji pet glavnih
haplotipskih skupina HLA-DR (Slika 8) i pretpostavlja se da je razliciti broj gena HLA-DRB

rezultat duplikacija i rekombinacija tijekom evolucije [16].

HAPLOTIPSKE SKUPINE HLA-DR
DR1

ORBT 07, *T0 DREE

IN EII—H El .

DREY

DR51
DRET *15, "6 ORBEG

DRES DREg
I Bl ElE— |0 Nl =

DR52
DRBT %03, 11, %12, 13, *14 DRA2

DREZ ORBG
(N BN B RN b ElE——10 01l H=&

DR8
DRET 08 aRag

DRBT 04, U7, 09 DRA? DRA3 DRE4

EREN BRI BRI BR A =S

Slika 8. Shematski prikaz pet glavnih haplotipskih skupina HLA-DR. Egzoni i introni gena
HLA-DRB prikazani su kuc¢icama obojenim razli¢itim nijansama ljubicaste boje. (Preuzeto i

prilagodeno prema: [17]).
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1.6. Gen HLA-DRB1*03

Gen HLA-DRB1 kodira velik broj funkcionalno varijabilnih genskih produkata koji se
prema specificnosti dijele u nekoliko HLA-DR serotipova (DR1-DR18). Sam gen HLA-
DRB1*03 kodira antigensku skupinu HLA-DR3 koja se prema specificnosti dijeli na dva
seroloska ekvivalenta: HLA-DR17 (genski produkti alela DRB1*03:01 i *03:04) i HLA-
DR18 (genski produkti alela HLA-DRB1*03:02 i *03:03) te se s razli¢itom ucestalos¢u javlja
izmedu pojedinih regija (Slika 9) [17].

II:‘ Sparsely populated

[] nodata
[] <sw%

[]5-75%
[]75-10%
[ ]10-125%
[]125-15%
[]15-175%
[ +75- 20%
I 25-30%

| |

B zo-40%
W o

|Eupedic1 map of HLA-DR3 (allele frequency)

Slika 9. Distribucija gena HLA-DR3 u Evropi, na Bliskom Istoku i u sjevernoj Africi.
(Preuzeto s: [28]).

Prema bazi podataka IPD-IMGT/HLA do srpnja 2016. otkriveno je 167 razli¢itih alela
HLA-DRB1*03 (*03:01-*03:132), od kojih su aleli HLA-DRB1*03:67N i HLA-
DRB1*03:68N null aleli, odnosno nemaju ekspresiju na staniénim membranama, a preostali
su aktivni i kodiraju molekule izra’ene na stani¢nim membranama [26]. Siroko
rasprostranjeni alel gena HLA-DRB1*03 je alel DRB1*03:01 prisutan u vecini populacija

evropskog porijekla gdje se javlja s visokom ucestalo§¢u, dok na podrucju same Evrope
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pokazuje pad ucestalosti od sjevera prema jugu (Slika 10). U Hrvatskoj, gen HLA-DRB1*03,
s jedinim alelom DRB1*03:01, javlja se s ucestalo$¢u od 10% i naj¢eséi je gen lokusa HLA-
DRB1 [12].

0.2584900
0.2405950
0.2025420
0.1751040
0.1516590
0.1297450
0.1078310
0.0843861
0.0569477
0.0188952
0.0000000

Slika 10. Raspodjela alela HLA-DRB1*03:01 u svijetu. (Preuzeto s: [29]).

Gen HLA-DRB1*03 dio je ancestralnog evropskog haplotipa HLA-A*01:01-B*08:01-
C*07:01-DRB1*03:01-DQB1*02:01 za kojeg se pretpostavlja da je ostao evolucijski oCuvan
posljednjih 40 milijuna godina te da su iz njega genskim mehanizmima nastali evolucijski
mladi haplotipovi [18]. Pojedini geni ovog haplotipa, kao $to je gen HLA-DRB1*03, Cesto se
povezuju s nastankom autoimunih bolesti, dok razli¢iti aleli istog gena mogu drugacije
utjecati na ishod bolesti. lako se ne zna tocan mehanizam djelovanja gena HLA u smjeru
nastanka autoimunih bolesti, dosadasnje spoznaje jasno ukazuju da su predocavanje antigena
te sazrijevanje i aktivacija limfocita T vazni faktori u pokretanju autoimunog odgovora, a

upravo u tim procesima molekule HLA igraju kljuénu ulogu [19].
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1.6.1. Haplotipovi alela HLA-DRB1*03:01

Alel HLA-DRB1*03:01 pokazuje izrazito snazan LD s lokusom HLA-DRB3 te se uvijek
nasljeduju zajedno u haplotipu HLA-DRB1*03:01-DRB3. U svijetu postoji 121 alel HLA-
DRB3 (*01:01-*01:39, *02:01-*02:54, *03:01-*03:11), s time da se populacije medusobno
razlikuju u alelima na lokusu HLA-DRB3. Primjerice, istrazivanja kod populacija azijskog
porijekla pokazala su da se DRB1*03:01 najcesce pojavljuje s alelom DRB3*02:02, dok kod
populacija evropskog porijekla najée$¢e formira haplotip s alelom DRB3*01:01 i alelom
DRB3*02:02 [16].

Nadalje, tipizacijom gena HLA-A i -B koji dolaze u haplotipu s HLA-DRB1*03-DRB3,
uocen je snazan LD s alelima HLA-A*01:01 i HLA-B*08:01 te oni zajedno Cine haplotip
HLA-A*01:01-B*08:01-DRB1*03:01. To je najces¢i haplotip u populacijama evropskog
porijekla, isto tako i u Hrvatskoj (4,15%), ali i u drugim populacijama je na visokoj poziciji
po ucestalosti (Slika 11) zbog Cinjenice da je dio prije spomenutog ancestralnog evropskog
haplotipa [12].

HLA Haplotype Freguency
A01:01~B*08:01~-DRB1*03:01
1 Mo Data Available

B Rare

= 0.0002217 - 0.0234061
1 0.0234062 - D.0465905

[ 0.0465906 - 00697749 - - . — .
B 0.0697750 - 0.0929592 :‘i | rent—— B Hv-:i
W (.0529593 - 1.0000000 = -

Slika 11. Raspodjela haplotipa HLA-A*01:01-B*08:01-DRB1*03:01 u svijetu. (Preuzeto s:
[30]).
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Uocena je povezanost ovog haplotipa HLA 1 pojedinih autoimunih bolesti (sistemski
eritemski lupus, Secerna bolest tip 1, glutenska enteropatija, mijastenija gravis, Gravesova
bolest,...) u mnogim populacijama u svijetu te je sukladno tome nazvan tzv. autoimunim
haplotipom. Rizik za razvoj autoimune bolesti odreden je kombinacijama alela pojedinih
lokusa unutar haplotipa HLA, a sami aleli HLA mogu biti podlozni ili protektivni kod razvoja
neke autoimune bolest. Primjerice, molekula HLA-DR3 podlozna je molekula za razvoj
autoimune Gravesove bolesti. Medutim, kao S§to je receno, razvoj bolesti ovisi o kombinaciji
vise alela koji se nalaze unutar istog haplotipa: npr. geni HLA-B*08 i HLA-C*07 smatraju se
podloznima za razvoj bolesti, dok su geni HLA-C*16, HLA-C*03, HLA-B*44 i HLA-
DRB1*07 protektivni u slu¢aju Gravesove bolesti. IstraZivanja Gravesove bolesti pokazala su
da molekula HLA-DR3 sadrzi pozitivno nabijeni arginin na poziciji $74, dok molekula HLA -
DR7 (produkt gena HLA-DRB1*07) na toj istoj poziciji nosi ne nabijeni polarni glutamin.
Promjena naboja u pukotini za vezanje peptida moze rezultirati promjenom u predo¢avanju
peptida i sazrijevanju limfocita T, S§to moze voditi do izmjene tolerancije prema vlastitim
antigenima i razvoja autoimunosti. Nacelno, molekule HLA, naj¢es¢e u kombinaciji s drugim
genetickim 1 okoliSnim ¢imbenicima, mogu dovesti do greSke u najvaznijoj funkciji

imunoloskog sustava - razlikovanju vlastitih antigena od stranih [19].
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2. CILJ ISTRAZIVANJA
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Ciljevi ovog istrazivanja su:

1. Analizirati haplotipove HLA-A-B-DRB1*03:01 u Hrvatskoj.

2. Istraziti raspodjelu haplotipova HLA-DRB1*03:01-DRB3 u ispitivanoj skupini.

3. Utvrditi postoje li razlike u kombinaciji HLA-DRB1*03:01-DRB3 s obzirom na alele
HLA-B i HLA-A.

4. Usporediti dobivene rezultate s podacima iz literature i utvrditi postoji li razlika

izmedu Hrvatske i drugih populacija evropskog porijekla.
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3. MATERIJAL | METODE
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3.1. Materijal

Istrazivanje je provedeno na dvije skupine ispitanika. Prva skupina obuhvatila je grupu od
157 obitelji u kojima je jedan od roditelja bio pozitivan za alel DRB1*03:01, a segregacijom
su im odredeni haplotipovi HLA-A-B-DRB1*03:01.

Drugu skupinu sacinjavala je grupa od 73 nesrodna ispitanika pozitivna za alel
DRB1*03:01 koji su testirani za polimorfizam gena DRB3. Jedan od preduvjeta za
ukljucivanje ispitanika u ovu skupinu je da na drugom kromosomu 6 nema niti jedan alel iz
haplotipske skupine DRS52. Ispitanicima iz druge skupine takoder su odredeni aleli na

lokusima HLA-A i -B.

3.2. Metode

3.2.1. lzolacija DNA

Svim ispitanicima ukljuenim u istrazivanje izolirana je DNA iz 2 mL periferne Kkrvi
pomoéu komercijalnog seta za izolaciju DNA (Nucleospin®, Macherey-Nagel, Diiren,
Njemacka). Komercijalni set za izolaciju sastoji se od: pufera B1, B5, BW, BE i B3, reagensa
B2, proteinaze K te Nucleospin epruvete i kolone. Ova metoda koristi se za izolaciju
genomske DNA iz uzorka, a zasniva se na specificnom vezanju molekule DNA na silikatnu

membranu unutar Nucleospin kolone.
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3.2.2. Tipizacija gena HLA-A, -B i -DRB1

Aleli lokusa HLA-A, -B i -DRBI1 odredeni su metodom PCR-SSO (engl. polymerase
chain reaction - sequence specific oligonucleotides) koja se temelji se na umnozavanju
specificnog odsjecka DNA pomocu pocetnica obiljezenih biotinom. Umnozena DNA
(amplikoni) zatim se hibridizira s razli¢itim mikrosferama (polistirenske kuglice velic¢ine 5,6
mikrona s crvenim ili infracrvenim fluorokromom u unutrasnjosti) za ¢iju su povrs§inu vezane
sonde DNA specifi¢ne za odredene alele HLA. Po zavrsetku hibridizacije, reakcijskoj smjesi
dodaje se fluorescentna boja SAPE (engl. streptovidin phycoerythrin), a interakcija izmedu
boje SAPE i biotina dogada se samo u slu¢aju kada je doslo do specifi¢nog vezanja odredene
DNA sonde za komplementaran slijed nukleotida na amplikonima. Oc¢itavanje pozitivnih i
negativnih hibridizacijskih reakcija provodi se Luminex aparatom pomocu kojeg se detektira
fluorescencija i odreduju se DNA sonde koje su se vezale na uzorak DNA. Rezultati ove
metode analiziraju se programom Quicktype for Lifecodes 3.0 (IMMUCOR®) te se time
odreduju aleli HLA na niskoj ili srednjoj rezoluciji. Niska rezolucija podrazumijeva

molekularnu tipizaciju HLA na razini gena, tj. na dvije znamenke (npr. A*02).

3.2.3. Tipizacija gena HLA-DRB3

Metodom PCR-SSP (engl. polymerase chain reaction - sequence specific primers)
tipizirani su geni HLA-DRB3. Metoda se temelji na umnozavanju odredenog odsjecka DNA
pocetnicama specificnim za pojedini alel ili skupinu alela HLA. Parovi pocetnica vezu samo
komplementarne sljedove DNA te je umnozavaju, a umnozeni produkti predstavljaju
specificno umnozene alele pojedinog gena HLA. Test, osim liofiliziranih specifi¢énih
pocetnica, sadrzi i kontrolne pocetnice koje sluze kao pozitivna kontrola za svaku reakciju.
Kontrolne pocetnice vezu konzervirane regije gena za hormon rasta, koji je kod ljudi prisutan
u svim uzorcima DNA. Amplikoni nastali specifi¢nim vezanjem pocetnica HLA kraci su od
amplikona nastalih vezanjem pozitivnih kontrolnih pocetnica Ova metoda je osjetljiva i
koristi se za tipizaciju tkiva visoke rezolucije. Visoka rezolucija podrazumijeva molekularnu

tipizaciju HLA na razini alela, tj. na Cetiri znamenke (npr. A*02:01).

Za tipizaciju gena HLA-DRB3 koristen je komercijalni set OlerupSSP DRB3-SSP
(GenoVision Inc, West Chester, PA, US). Test se sastoji od 31+1 reakcije gdje je zadnja
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reakcija negativna kontrola. Za pripremu reakcijske smjese jednog testa koriSteno je: 51 pL
reakcijskog pufera s Taq polimerazom (Olerup™ PCR Master Mix + Tagq DNA polimerase) i
85 uL destilirane vode. Po 4 uL reakcijske smjese je razdjeljeno u 32 jaZice seta i u sve jaZice
(osim u negativhu kontrolu) dodano je 1 uL uzorka DNA koncentracije 20 ng/mL.

Umnozavanje DNA provedeno je u uvjetima prikazanim u Tablici 3.

Tablica 3. Program za umnozavanje DNA.

_ Vrijeme
Korak | Brok ciklusa | Temperatura ) N
inkubacije
1 1 94 °C 2 min
94 °C 10 sec
2 10

65 °C 60 sec
94 °C 10 sec
3 20 61 °C 50 sec
72 °C 30 sec

Provjera veli¢ine amplikona provedena je elektroforezom na 1,5%-tnom agaroznom gelu
(3 g agaroze + 200 mL 1xTBE pufera) obojenim fluorescentnom DNA bojom GelRed
(GenoVision Inc, West Chester, PA, US). Pipetom je nanoSeno 5 puL uzoraka u jazice gela, a
U posljednju jazicu naneseno je 5 pL markera velicine (DNA size marker, OlerupSSP).
Elektroforeza je provedena u trajanju od 20 min u uvjetima 149 Wat/237 V/330 mA pri ¢emu

produkti PCR-a putuju razli¢itom brzinom kroz gel ovisno o njihovoj veli¢ini.

Gel je slikan pomocu UV G:BOX Syngene kamere s tamnom komorom. Svaka reakcija
je ovisno o dobivenim rezultatima oznafena kao pozitivna (vidljiva vrpca PCR produkta 1
pozitivne kontrole) ili kao negativna (vidljiva samo vrpca pozitivne kontrole, bez PCR
produkta) (Slika 12). Interpretacija rezultata temeljena je na specifi¢nosti reakcija oznacenih
kao pozitivne reakcije, a aleli gena HLA-DRB3 odredeni su pomoc¢u kompjuterskog programa

Helmberg Score.
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Slika 12. Prikaz rezultata odredivanja alela gena HLA-DRB3 na agaroznom gelu. Uzorci 1, 2,
3, 131 20 predstavljaju pozitivne reakcije sa specificno umnozenim PCR produktom, dok su
preostale reakcije negativne. Specificno umnozen PCR produkt (a), dimeri (b), pozitivna

reakcija (c), negativna kontrola (d), marker velicine (e).

3.2.4. Statistika i obrada podataka

Haplotipovi HLA-A-B-DRB1*03:01 unutar prve skupine ispitanika, tj. u obiteljima,
odredeni su segregacijom, pra¢enjem nasljedivanja usporedbom alela HLA izmedu roditelja i
djece i predstavljaju prave haplotipove. Unutar druge skupine nije bilo moguce odrediti prave
haplotipove HLA-A-B-DRB1*03:01 jer je rije¢ o nesrodnim ispitanicima te smo ovu skupinu
u daljnjim analizama dijelili na temelju prisustva/odsustva alela HLA-B*08:01. Naime, na
osnovu vrlo dobro poznatih podataka o jakom LD-u izmedu alela HLA-B*08:01 i HLA-
DRB1*03:01, pretpostavili smo da su oni u zajedniCkom haplotipu (tzv. pretpostavljeni
haplotip HLA). Isto tako, kod ispitanika koji su uz navedene alele imale i alel A*01:01,
pretpostavili smo da oni tvore haplotip HLA-A*01:01-B*08:01-DRB1*03:01 koji pokazuje

jednu od najjacih neravnoteza udruzivanja u populacijama evropskog porijekla.

Ucestalosti alela 1 haplotipova HLA medu ispitanicima odredene su metodom izravnog
brojanja. Usporedba u raspodijeli alela i haplotipova HLA s drugim evropskim populacijama,
utvrdena je upotrebom Hi-kvadrat testa (XZ testa) pri ¢emu je razina statisticke znacajnosti,
odnosno vrijednost p bila 0,05. Podaci o ucestalosti haplotipova utvrdeni su programom

HaploStats.
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4. REZULTATI



4.1. Raspodjela alela HLA-A, -B, -DRBL1 i haplotipova koje tvore u skupini
obitelji

Sveukupno 350 obitelji tipizirano je za alele lokusa HLA-A, -B, -DRBI1. Utvrdeno je
ukupno 30 razli¢itih alela HLA-A, 54 alela HLA-B i 38 alela HLA-DRB1 kod navedenih
ispitanika. Od toga, najces¢i alel lokusa HLA-A bio je HLA-A*02:01 (30,31%), lokusa HLA-
B alel HLA-B*51:01 (12,48%) dok je na lokusu HLA-DRB1 najéesc¢i alel bio HLA-
DRB1*03:01 (11,13%). Pet najcesc¢e uocenih alela testiranih lokusa HLA i njihove ucestalosti
unutar obitelji prikazani su u Tablici 4.

Tablica 4. Prikaz pet najcescih alela lokusa HLA-A, -B i -DRB1 u skupini 350 obitelji, tj.
roditelja (N=700). Ucestalost navedenog alela HLA (F).

HLA-A* HLA-B* HLA-DRB1*
alel F(%) alel F(%) alel F(%)
02:01 30,31 51:01 12,48 03:01 11,13
01:01 13,71 18:01 8,27 01:01 9,86
24:02 10,91 08:01 7,99 16:01 9,63
03:01 10,34 07:02 7,21 07:01 8,20
11:01 6,70 44:02:01G 6,42 15:01 1,77

Unutar navedene skupine, segregacijom i izravnim brojanjem utvrdeno je ukupno 716

prikazano je u Tablici 5. Navedeni haplotipovi HLA-A-B-DRB1 predstavljaju prave

haplotipove HLA, a ne pretpostavljene haplotipove koji se izraCunaju kod istraZivanja

ucestalos¢u od 5,35%, dok se ostali javljaju sa znatno nizim ucestalostima.

29



Tablica 5. Prikaz pet najc¢es¢ih haplotipova HLA-A-B-DRB1 u skupini 350 obitelji, tj.
roditelja (N=700). Ucestalost navedenog haplotipa HLA-A-B-DRB1 (F), B*44:02:01G -
B*44:02 ili B*44:27 ().

Haplotip HLA-A*-B*-DRB1* F (%)
01:01-08:01-03:01 5,35
02:01-18:01-11:04 1,57
02:01-27:02-16:01 1,50
02:01-27:05-01:01 1,43

02:01-44:02:01G"-16:01 1,28

4.2. Analiza haplotipova alela DRB1*03:01 unutar obitelji

Dio ispitanika iz skupine 350 obitelji, tocnije njih 157, pozitivni su za alel HLA-
DRB1*03:01 te ¢ine prvu skupinu ispitanika kod kojih smo pratili ucestalost haplotipova
HLA-A-B-DRB1*03:01.

4.2.1. Analiza haplotipova HLA-B-DRB1*03:01

U Tablici 6 prikazani su haplotipovi HLA-B-DRB1*03:01 i njihove ucestalosti u skupini
od 157 ispitanika. Ukupno su uocena 22 razli¢ita haplotipa HLA-B-DRB1*03:01, tj. 22
razlicita alela na lokusu HLA-B. Prema dobivenim rezultatima najées¢i haplotipovi HLA-B-
DRB1*03:01 bili su: HLA-B*08:01-DRB1*03:01 (58,60%), HLA-B*14:02-DRB1*03:01
(5,73%) i HLA-B*51:01-DRB1*03:01 (4,46%).
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Tablica 6. Raspodjela haplotipova HLA-B-DRB1*03:01 u prvoj ispitnoj skupini (N=157).
Broj ispitanika pozitivnih za navedeni haplotip HLA-B-DRB1*03:01 (n), ucestalost
navedenog haplotipa HLA-B-DRB1*03:01 (F).

HLA-B*-DRB1* | n | F (%) HLA-B*-DRB1* | n | F (%)
08:01-03:01 92 | 58,60 44:02-03:01 3] 191
14:02-03:01 9 | 573 58:01-03:01 3] 101
51:01-03:01 7 | 446 27:05-03:01 2 | 127
50:01-03:01 6 | 3,82 15:01-03:01 1] 064
35:01-03:01 5 | 318 15:18-03:01 1] 064
07:02-03:01 4 | 255 27:02-03:01 1] 064
18:01-03:01 4 | 255 37:01-03:01 1] 064
35:03-03:01 4 | 255 39:01-03:01 1] 064
49:01-03:01 4 | 255 39:10-03:01 1] 064
35:08-03:01 3 | 191 40:02-03:01 1] 064
41:01-03:01 3 | 191 44:03-03:01 1] 064

4.2.2. Analiza haplotipova HLA-A-B-DRB1*03:01

Unutar iste skupine od 157 ispitanika, ukupno je utvrdeno 56 razli¢itih haplotipova HLA -
A-B-DRB1*03:01. Od toga je 17 haplotipova HLA-A-B-DRB1*03:01 uoceno dva ili vise
puta, a njihove ucestalosti prikazane su u Tablici 7. Najucestaliji haplotipovi bili su: HLA-
A*01:01-B*08:01-DRB1*03:01 (47,77%) kojeg je imalo ¢ak 75 ispitanika ove skupine, te
HLA-A*33:01-B*14:02-DRB1*03:01 (5,10%) kojeg je imalo 8 ispitanika, $to je u skladu s
rezultatima iz Tablice 6. Ostali haplotipovi HLA-A-B-DRB1*03:01 javili su se s ucestalos¢u

manjom od 5%.

31



Tablica 7. Prikaz haplotipova HLA-A-B-DRB1*03:01 uocenih dva i vise puta kod prve
ispitne skupine (N=157). Broj ispitanika pozitivnih za navedeni haplotip HLA-A-B-
DRB1*03:01 (n), uéestalost navedenih haplotipova u ispitivanom uzorku (F), B*44:02:01G -
B*44:02 ili B*44:27 ().

Redni

- HLA-A*-B*-DRB1* n F (%)
1 01:01-08:01-03:01 75 47,77
2 33:01-14:02-03:01 8 5,10
3 02:01-08:01-03:01 4 2,55
4 03:01-08:01-03:01 3 1,91
5 31:01-35:08-03:01 3 1,91
6 33:03-58:01-03:01 3 1,91
7 24:02-08:01-03:01 2 1,27
8 25:01-08:01-03:01 2 1,27
9 03:01-35:01-03:01 2 1,27
10 31:01-35:03-03:01 2 1,27
11 32:01-41:01-03:01 2 1,27
12 03:01-44:02:01G"-03:01 2 1,27
13 24:02-49:01-03:01 2 1,27
14 02:05-50:01-03:01 2 1,27
15 23:01-50:01-03:01 2 1,27
16 01:01-51:01-03:01 2 1,27
17 11:01-51:01-03:01 2 1,27

Od ukupnog broja haplotipova HLA-A-B-DRB1*03:01, njih 39 uoceno je samo jednom.
Kombinacije alela HLA-A, -B koje tvore haplotipove s alelom HLA-DRB1*03:01, uocene
samo jednom, prikazane su u Tablici 8.
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Tablica 8. Prikaz haplotipova HLA-A-B-DRB1*03:01 uocenih samo jednom unutar prve
ispitne skupine (N=157). B*44:02:01G - B*44:02 ili B*44:27 (*).

HLA-A*-B*-DRB1* HLA-A*-B*-DRB1*

HLA-A*-B*-DRB1*

02:01-07:02-03:01

24:02-18:01-03:01

24:02-39:01-03:01

03:01-07:02-03:01

25:01-18:01-03:01

03:02-39:10-03:01

24:02-07:02-03:01

30:01-18:01-03:01

32:01-40:02-03:01

25:01-07:02-03:01

30:02-18:01-03:01

02:01-41:01-03:01

03:02-08:01-03:01

24:02-27:02-03:01

02:01-44:02:01G"-03:01

11:01-08:01-03:01

02:01-27:05-03:01

23:01-44:03-03:01

23:01-08:01-03:01

31:01-27:05-03:01

02:02-49:01-03:01

32:01-08:01-03:01

25:01-35:01-03:01

11:01-49:01-03:01

33:01-08:01-03:01

31:01-35:01-03:01

01:01-50:01-03:01

68:01-08:01-03:01

32:01-35:01-03:01

29:01-50:01-03:01

02:01-14:02-03:01

01:01-35:03-03:01

02:01-51:01-03:01

11:01-15:01-03:01

24:02-35:03-03:01

02:06-51:01-03:01

02:01-15:18-03:01

01:01-37:01-03:01

68:01-51:01-03:01
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4.3. Analiza alela HLA-DRB3 unutar druge skupine ispitanika

Druga istrazivana skupina obuhvatila je 73 nesrodna ispitanika pozitivna za alel HLA-
DRB1*03:01 koji su tipizirani za alele lokusa DRB3 (Tablica 9). U ispitivanom uzorku
uoCena su dva razli¢ita alela DRB3 i to: alel HLA-DRB3:01:01:02 i alel HLA-
DRB3*02:02:01:01. Daljnja analiza obuhvatila je istrazivanje alela lokusa DRB3 s obzirom
na prisustvo alela HLA-B*08:01 za kojeg se zna da je u jakom LD-u s alelom HLA-
DRB1*03:01. Dobiveni su sljede¢i rezultati: unutar skupine ispitanika pozitivnih za alel
HLA-B*08:01, alel HLA-DRB3*01:01:02 bio je prisutan u 92,7% slucajeva, dok je medu
ispitanicima negativnim za alel HLA-B*08:01 bilo skoro dvostruko viSe ispitanika s alelom
HLA-DRB3*02:02:01:01. Obje razlike su statisti¢ki vrlo znacajne (p<0,0001).

Tablica 9. Raspodjela alela HLA-DRB3 medu ispitanicima pozitivnim za alel DRB1*03:01
na temelju prisustva/odsustva alela HLA-B*08:01 (N=73). Ucestalost alela DRB3 unutar
pojedine podskupine (F).

HLA-DRB1*03:01 poz. (N=73)
HLA-DRB3*
HLA-B*08:01 poz. HLA-B*08:01 neg. p
(n=41) F (n=32) F
01:01:02 38 (92,68%) 11 (34,37%)
<0,0001
02:02:01:01 3 (7,32%) 21 (65,63%)
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4.3.1. Analiza alela HLA-A kod podskupine ispitanika pozitivninh za
kombinaciju alela HLA-B*08:01-DRB1*03:01

Podskupinu ispitanika, kod kojih pretpostavljamo da aleli HLA-B*08:01 i HLA-
DRB1*03:01 tvore zajednic¢ki haplotip (N=41), podijelili smo dodatno u dvije grupe na
temelju prisustva/odsustva alela HLA-A*01:01 (Tablica 10) zbog toga $to je alel HLA-
A*01:01 dio tzv. autoimunog haplotipa. Dobiveni rezultati za obje grupe ispitanika, bilo
pozitivnih, bilo negativnih za alel HLA-A*01:01, gotovo su isti: alel HLA-DRB3*01:01:02
bio je prisutan u 92,31% slucajeva u grupi ispitanika pozitivnih za alel HLA-A*01:01 i u
93,33% slucajeva unutar grupe ispitanika negativnih za alel HLA-A*01:01. Obje razlike nisu

statisticki znacajne (p>0,05).

Tablica 10. Raspodjela alela HLA-DRB3 medu ispitanicima pozitivnim za alele
HLA-B*08:01 i -DRB1*03:01 na temelju prisustva/odsustva alela HLA-A*01:01 (N=41).

Ucestalost alela DRB3 unutar pojedine podskupine (F), rezultat nije statisticki znacajan (NS).

HLA-B*08:01-DRB1*03:01 poz. (N=41)
HLA-DRB3* p
HLA-A*01:01 poz. | HLA-A*01:01 neg.
(n=26) F (n=15) F
01:01:02 24 (92,31%) 14 (93,33%) NS
02:02:01:01 2 (7,69%) 1 (6,67%) NS

4.3.2. Analiza alela HLA-A, -B kod podskupine ispitanika negativnih za alel
HLA-B*08:01

Unutar druge podskupine ispitanika, pozitivnih za alel HLA-DRB1*03:01 i negativnih za
alel HLA-B*08:01 (N=32), takoder su prisutna dva alela HLA-DRB3. Kod priblizno jedne
tre¢ine ispitanika bio je prisutan alel HLA-DRB3*01:01:02. Unutar ove podskupine uoceno je
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9 razlicitih alela HLA-A od kojih se s najve¢om ucestalos¢u javlja alel HLA-A*01:01
(22,73%). Kod preostalih ispitanika, njih 21, prisutan je alel HLA-DRB3*02:02:01:01.
Ukupno je uoceno 13 razlicitih alela HLA-A, a najces¢i je bio alel HLA-A*02:01 (28,57%).
Raspodjela alela HLA-A za obje skupine prikazana je u Tablici 11. Razlike izmedu

ucestalosti alela nisu statisti¢ki znacajne.

Tablica 11. Raspodjela alela HLA-A, kod ispitanika negativnih za alel HLA-B*08:01, ovisno
0 alelu HLA-DRB3. Broj ispitanika pozitivnih za navedeni alel HLA (n), ucestalost alela

HLA u postocima (%), rezultat nije statisticki znac¢ajan (NS).

DRB3*01:01:02 DRB3*02:02:01:01
HLA-A* (N=11) (N=21) p
n (%) n (%)
01:01 5(22,73) 5(11,90) NS
02:01 3(13,64) 12 (28,57) NS
03:01 3(13,64) 7 (16,67) NS
11:01 1 (4,55) 3(7,14) NS
24:02 3(13,64) 1(2,38) NS
25:01 - 1(2,38) NS
26:01 1 (4,55) 3(7,14) NS
30:01 - 1(2,38) NS
29:02 2(9,09) - NS
31:01 1 (4,55) 1(2,38) NS
32:01 - 2 (4,76) NS
33:.01 - 4 (9,52) NS
66:01 - 1(2,38) NS
68:01 3(13,64) 1(2,38) NS

Raspodijela alela HLA-B za obje podskupine prikazana je u Tablici 12. U skupini
ispitanika pozitivnih za alel HLA-DRB3*01:01:02 ukupno je otkriveno 10 razli¢itih alela
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HLA-B od kojih je najces¢e prisutna bila grupa alela HLA-B*44:02:01G (22,73%) te alel
HLA-B*07:02 (18,18%). U drugoj podskupini ispitanika, pozitivnih za alel HLA-
DRB3%*02:02:01:01, ukupno je uoceno 16 razli¢itih alela HLA-B, a naj¢esce je bio prisutan
alel HLA-B*50:01 (14,29%). Razlike u alelima HLA-B izmedu dvije podskupine takoder

nisu statisti¢ki znacajne.

Tablica 12. Raspodjela alela HLA-B, kod ispitanika negativnih za alel HLA-B*08:01, ovisno
0 alelu HLA-DRB3. Broj ispitanika pozitivnih za navedeni alel HLA (n), ucestalost alela
HLA u postocima (%), B*44:02 ili B*44:27 (*), rezultat nije statisti¢ki znagajan (NS).

DRB3*01:01:02 DRB3*02:02:01:01
HLA-B* (N=11) (N=21) p
n (%) n (%)
07:02 4 (18,18) 3(7,14) NS
13:02 - 1(2,38) NS
14:01 - 4(9,52) NS
14:02 - 1(2,38) NS
15:01 - 3(7,14) NS
18:01 1 (4,55) - NS
35:01 - 2 (4,76) NS
35:02 1 (4,55) - NS
35:03 3(13,64) 1(2,38) NS
37.01 1 (4,55) - NS
38:01 - 1(2,38) NS
39:01 2 (9,09) 2 (4,76) NS
41.01 - 3(7,14) NS
44:02:01G" 5(22,73) 4 (9,52) NS
49:01 1 (4,55) 3(7,14) NS
50:01 1 (4,55) 6 (14,29) NS
51:.01 3 (13,64) 2 (4,76) NS
57:01 - 4(9,52) NS
58:01 - 2 (4,76) NS
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5. RASPRAVA



Istrazivanja polimorfizma HLA, kao i razlika u ucestalosti alela i haplotipova HLA medu
populacijama, imaju veliku i vaznu primjenu kod izbora davatelja u transplantaciji tkiva i
organa, ali i u istraZivanju povezanosti gena HLA s autoimunim bolestima te populacijskoj
genetici. Unato¢ velikom broju radova koji se bave raspodjelom alela i haplotipova HLA u
razli¢itim populacijama u svijetu, na brojna pitanja jo§ nemamo odgovore. Stoga je i cilj ovog
rada bio dati uvid u raznovrsnost alela lokusa HLA-DRB3 u haplotipovima DRB1*03:01 u
Hrvatskoj, ¢ime se upotpunjuje slika o polimorfizmu gena HLA u naSoj populaciji. U
istrazivanje smo ukljucili dvije skupine ispitanika: prva skupina je obuhvatila 350 obitelji, tj.
roditelja kod kojih smo pratili nasljedivanje haplotipova HLA-A-B-DRB1*03:01, dok je
druga skupina obuhvatila 73 nesrodna ispitanika pozitivna za alel HLA-DRB1*03:01.

Analizom raspodjele haplotipova HLA-A-B-DRB1 u obiteljima, uoceno je da je medu
nesrodnim ispitanicima najucestaliji haplotip HLA-A*01:01-B*08:01-DRB1*03:01, §to je u
skladu s rezultatima istrazivanja u Hrvatskoj [12]. Haplotip HLA-A*01:01-B*08:01-
DRB1*03:01, tzv. autoimuni haplotip, najces¢i je haplotip u gotovo svim populacijama
evropskog porijekla, za koje postoje dostupni podaci. Ovaj haplotip se navodi kao
karakteristi¢an evropski haplotip [11, 13, 20]. Sto se ti¢e ostalih haplotipova HLA-A-B-
DRB1*03:01 uocenih u obiteljskim segregacijskim analizama, ukupno je utvrdeno 56
razli¢itih haplotipova, a osim spomenutog tzv. autoimunog haplotipa kao daleko najcesceg,
nekoliko puta su se javili haplotipovi HLA-A*02:01-B*08:01-DRB1*03:01 i HLA-A*03:01-
B*08:01-DRB1*03:01 sto odgovara rezultatima prethodno provedenih istrazivanja U
Hrvatskoj, ali i u drugim populacijama u Evropi [12, 20, 21].

Haplotip HLA-A*33:01-B*14:02-DRB1*03:01 pokazao je povecanu ucestalost (bez
statistiCki znacajne razlike) u usporedbi s prethodnim podacima za nasu populaciju (5,1%).
Zastupljenost haplotipa HLA-A*33:01-B*14:02-DRB1*03:01 u Evropi iznosi izmedu 0,03%
do 0,77% [26]. Za ovaj haplotip poznato je da se veze s mutacijom gena CYP21A2 koji je
smjesten u centralnoj regiji HLA na kromosomu 6 i kodira enzim 21-hidroksilazu (21-OH).
Genskom konverzijom funkcionalnog gena CYP21A2 i homolognog mu pseudogena
CYP21A1P, dolazi do mutacije u eksonu 7 $to vodi u razvoj autosomno recesivne bolesti —

kongenitalne adrenalne hiperplazije [22].

Ovim istrazivanjem je potvrdena snazna neravnoteZza udruzivanja izmedu alela HLA-
B*08:01 i alela HLA-DRB1*03:01, sto je vidljivo iz rezultata prikazanih u Tablici 6. Naime,
ova kombinacija HLA-B-DRB1 bila je prisutna na 58,6% haplotipova. 1z tog razloga, naredni
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cilj ovog rada bio je analizirati raspodjelu haplotipova HLA-DRB1*03:01-DRB3 medu
nesrodnim ispitanicima te utvrditi postoje li razlike s obzirom na prisustvo/odsustvo alela
HLA-B*08:01.

U populacijama evropskog porijekla, alel HLA-DRB1*03:01 pokazuje SnaZnu
neravnotezu udruzivanja s alelima gena HLA-DRB3 [23]. U ovom istrazivanju Uo¢ena su dva
alela lokusa HLA-DRB3, alel HLA-DRB3*01:01:02 koji je ¢esce bio udruzen s alelom HLA-
DRB1*03:01 (67,1%) unutar istog haplotipa, i alel HLA-DRB3*02:02:01:01 (32,9%), Sto
odgovara rezultatima drugih istrazivanja provedenih u Evropi [23, 24]. Takoder, istraZivanja
drugih autora jasno su pokazala da se raspodjela haplotipova HLA-DRB1*03:01-DRB3

znacajno razlikuje izmedu razlicitih rasa, odnosno etnic¢kih skupina (Tablica 13) [24].

Tablica 13. Ucestalost haplotipova HLA-DRB1*03:01-DRB3 u razli¢itim populacijama s
obzirom na njihovo porijeklo. Populacije evropskog porijekla (CAU), populacije africkog

porijekla (AFA), populacije $panjolskog porijekla (HIS). (Preuzeto s: [24]).

Etnicke skupine
HLA-DRB1*-DRB3*

CAU AFA HIS
03:01-01:01 83,1% 36,1% | 53,2%
03:01-02:02 16,2% 62,3% | 46,8%

Nasi rezultati pokazali su da kod ispitanika pozitivnih za haplotip HLA-B*08:01-
DRB1*03:01, u 92,7% slucajeva prisutan je alel HLA-DRB3*01:01:02 sto je u skladu s

podacima o raspodjeli tog alela u drugim populacijama evropskog porijekla [23, 24].

Kod ispitanika negativnih za alel HLA-B*08:01, alel HLA-DRB3*02:02:01:01 javlja se s
dvostruko ve¢om ucestalos¢u od drugog uocenog alela HLA-DRB3 unutar pretpostavljenog
haplotipa HLA-B-DRB1*03:01-DRB3. Nije uocena znaCajna raspodjela alela HLA-A s
obzirom na alel HLA-DRB3, ve¢ se svi aleli HLA-A javljaju s podjednakim ucestalostima.
Sto se tige lokusa HLA-B, uodeno je da kod svih ispitanika pozitivnih za alel HLA-
DRB3*01:01:02 prisutan je jedan od sljede¢a tri alela: HLA-B*35:03, B*44:02:01G,
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B*51:01. Medutim, dodatnom provjerom i usporedbom navedenih alela medu ispitanicima s
razli¢itim alelima HLA-DRB3, ustanovili smo da ne mozemo govoriti o njihovoj medusobnoj

povezanosti.

Prema dobivenim rezultatima, tzv. autoimuni haplotip HLA-A*01-B*08-DRB1*03:01 u
Hrvatskoj se javlja u kombinaciji s alelom HLA-DRB3*01:01:02, i to s u¢estalo$¢u ve¢om od
90%, §to odgovara prethodno spomenutim rezultatima o uéestalosti haplotipa HLA-B*08:01-
DRB1*03:01-DRB3*01:01:02. Takoder, proSireni oblik ovog haplotipa HLA-A*01:01-
B*08:01-C*07:01-DRB1*03:01-DRB3*01:01-DQB1*02:01, koji pokazuje jednu od
najsnaznijih neravnoteza udruzivanja u populacijama evropskog porijekla, ¢ini prvi haplotip

po zastupljenosti u tim istim populacijama (Tablica 14) [30].

Tablica 14. Usporedba zastupljenosti haplotipova medu razli¢itim etni¢kim skupinama.
Populacije evropskog porijekla (CAU), populacije africkog porijekla (AFA), populacije
azijskog porijekla (API). (Preuzeto i prilagodeno prema: [30]).

Etnic¢ka
) Pozicija po ucestalosti
skupina

Haplotip HLA-A*01:01-B*08:01-C*07:01-DRB1*03:01-DRB3*01:01-DQB1*02:01

CAU 1
AFA 2
API 177

Haplotip HLA-A*01:01-B*08:01-C*07:01-DRB1*03:01-DRB3*02:02-DQB1*02:01

CAU 341
AFA 570
API 174

Na temelju svega iznesenog, mozemo zakljuciti da su rezultati ovog istrazivanja od velike
vaznosti za dobivanje uvida u polimorfizam haplotipova DRB1*03:01 u Hrvatskoj te su u

skladu s podacima za druge populacije evropskog porijekla.
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6. ZAKLJUCAK



. Najcesc¢i alel na lokusu HLA-B u haplotipu HLA-DRB1*03:01 bio je alel HLA-
B*08:01 (58,6%) Sto je statisticki znacajno vise (p<0,05) u usporedbi sa svima drugim
alelima lokusa HLA-B.

. Najces¢i haplotip HLA-A-B-DRB1*03:01 medu istrazivanim obiteljima bio je
haplotip HLA-A*01:01-B*08:01-DRB1*03:01 koji je uo¢en kod 47,8% ispitanika.

. Ukupno je otkriveno 56 razli¢itih haplotipova HLA-A-B-DRB1*03:01, od kojih se
njih 39 (69,6%) pojavilo samo jednom.

. Na lokusu HLA-DRB3 medu HLA-DRB1*03:01 pozitivnim ispitanicima pronadena
su dva alela: HLA-DRB3*01:01:02 (67,1%) i HLA-DRB3*02:02:01:01 (32,9%).

. Statisticki znacajna razlika (p<0,05) otkrivena je u raspodjeli alela HLA-DRB3
izmedu HLA-B*08:01 pozitivnih i negativnih ispitanika.

Ispitanici s kombinacijom alela: HLA-B*08:01-DRB1*03:01 u 92,7% slucajeva
pozitivni su za alel HLA-DRB3*01:01:02 S§to ukazuje na snaznu neravnotezu
udruzivanja ovih alela HLA.

. Haplotip HLA-DRB1*03:01-DRB3 povezan je s prisustvom/odsustvom alela HLA-
B*08:01, ali ne i alela na lokusu HLA-A.

. Dobiveni rezultati su u skladu s rezultatima drugih istrazivanja provedenih u razlicitim

populacijama evropskog porijekla.
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8. ZIVOTOPIS



0Osobne informacije

Datum i mjesto rodenja: 19.03.1993., Koprivnica, Republika Hrvatska

Obrazovanije

2007. —2011. Srednjoskolsko obrazovanje

Gimnazija Fran Galovi¢, Koprivnica

2011. — 2014. Prvostupnik biologije
Sveuciliste u Zagrebu, Prirodoslovno-matematicki fakultet, Bioloski odsjek

Naslov zavrSnog rada: Fitoestrogeni i osteoporoza

Radna iskustva

2013. — 2016. Student edukator, Zooloski vrt grada Zagreba

Osobne vijeStine

- hrvatski (materinski), engleski (C1), talijanski (A1)
- timski rad, komunikativnost, kreativnost, odgovornost, samostalnost u radu
- IT vjestine (Microsoft Office)

Dodatne informacije

- sudjelovanje u manifestaciji 'Noc¢ biologije' (2011., 2012., 2014., 2015.) 1 drugim slicnim
manifestacijama sa ciljem promocije prirodnih znanosti (Dan za znanost, Znanstveni piknik,
Znanstveni kvart — Interliber,..)

- ¢lanica speleoloske udruge "Zeljezniéar" i Hrvatskog biospeleoloskog drustva sa zavrienim

prvim stupnjem (speleolog pripravnik)
- ¢lanica studentske udruge BIUS i voditeljica sekcije za biospeleologiju
- ¢lanica organizacijskog odbora Drugog simpozija studenata bioloskih usmjerenja

- volontirala u Antropoloskom centru (Hrvatska akademija znanosti i umjetnosti), te pisala

¢lanke za web stranicu udruge Bioteka
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