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1. UVOD

Autoimunost je nepozeljna pojava imunoreagiranja na vlastite antigene. Organizam
reagira na vlastite antigene kao da su strani i dolazi do prekida prirodne imunotolerancije
(Andreis i sur., 2010). U normalnim uvjetima organizam ima zastitne mehanizme od
potencijalnih limfocita koji reagiraju na vlastito. Do 1960-tih godina mislilo se kako se svi
autoreaktivni limfociti eliminiraju za vrijeme svog razvoja i da nemogucénost organizma da
ukloni te limfocite dovodi do autoimunosnih bolesti. Od 1970-tih niz eksperimenata je
pokazao kako kod autoimunosnih bolesti ne dolazi do uklanjanja svih autoreaktivnih
limfocita tijekom sazrijevanja. Pokazalo se kako zdravi pojedinci posjeduju zrele
autoreaktivne limfocite te da prisutnost tih limfocita ne rezultira pojavom autoimunosnih
bolesti i da njihova reaktivnost u zdravim jedinkama je regulirana kroz klonalnu anergiju
(nemogucénost odgovaranja na antigene imunoreakcijom) i klonsku supresiju. Pogresni signali
u regulaciji mogu dovesti do aktivacije autoreaktivnih klonova T ili B stanica te potaci
humoralni ili stani¢ni odgovor na vlastite antigene i uzrokovati ozbiljna oSteCenja na
stanicama ili organima, ponekad i sa fatalnim posljedicama (Kuby, 1997).

Procjenjuje se kako autoimunosne bolesti pogadaju 5-8% populacije te da je postotak
jos vedi, ali poremecaji nisu prepoznati ili dokumentirani kao autoimunosni. Takoder, 75%
oboljelih su zene. Neke od bolesti se ¢esce javljaju u mladoj dobi, npr. dijabetes mellitus tip
1, sistemski eritematozni lupus, dok su skleroderma i pemfigus vulgaris ¢es¢i kod odraslih
(Bolon, 2012).

Autoimunosne bolesti se medusobno jako razlikuju, a ista bolest kod razli¢itih
pojedinaca moze pokazivati razli¢ite sSimptome (Bolon, 2012). Stoga se autoimunosne bolesti
samo grubo dijele u dvije glavne kategorije (i to prema na¢inu na koji utjeCu na organe):
organ-specificne 1 organ-nespecificne bolesti. Medutim danas se sve viSe govori o spektru
autoimunosnih bolesti jer je bolesti tesko potpuno razdvojiti na organ-specificne i organ-
nespecifi¢ne, upravo zbog njihovih razli¢itih pojavnosti kod razli¢itih ljudi (Andreis i sur.,
2010). Barem jedna autoimunosna bolest je otkrivena za svaki organ i tkivo u organizmu
(Bolon, 2012).

Kod organ-specificnih autoimunosnih bolesti, imunosni odgovor je usmjeren samo
prema jednom organu i simptomi bolesti su vezani samo za taj organ (ali dakako utjecu na
njegovo djelovanje i samim time moze utjecati na sve procese u organizmu koje taj organ
regulira). Stanice organa mogu biti izravno napadnute humoralnim ili stani¢nim
mehanizmima, a alternativno, mogucée je da dode do blokiranja funkcije organa preko
autoprotutijela (npr. blokiranjem nekog vaznog receptora) (Kuby, 1997).

Kod organ-nespecifi¢nih ili, drugim imenom, sustavnih bolesti, autoimunosni
odgovor je usmjeren prema veéem broju antigena i ukljucuje nekoliko tkiva i organa. Kod tih
bolesti se radi o cjelokupnom poremecaju imunosne regulacije koja rezultira hiperaktivnim T
i B stanicama koje tada oStecuju viSe tipova tkiva i razli¢ite organe. OSteCenja tkiva nisu



lokalizirana nego su proSirena po cijelom tijelu i do njih dolazi zbog izravnih oStecenja
autoprotutijelima ili zbog nakupljanja imunokompleksa (Kuby, 1997).

Istrazivanja provedena u posljednjih dvadeset godina pokazala su kako se odredene
autoimunosne bolesti nasljeduju zajedno (npr. reumatoidni artritis i sistemski eritematozni
lupus) sto ukazuje na Cinjenicu da genetska podloga igra veliku ulogu u patogenezi
autoimunosnih bolesti. S druge strane, pokazano je i kako odredene autoimunosne bolesti
sprecavaju razvoj drugih (npr. multipla skleroza sprecava razvoj reumatoidnog artritisa)
Uoceno je i da ¢lanovi nekih obitelji imaju genetsku predispoziciju razvoja autoimunosnih
bolesti (Bolon, 2012).

Okoli$ni ¢imbenici kao Sto su kemijski zagadivaci okoliSa, preveliko koristenje
lijekova kao i kroni¢na izloZenost hormonalnim stimulacijama (stres) mogu biti potencijalni
uzroc¢nici autoimunosnih bolesti. Dodatno objasnjenje su i smanjena izloZzenost mikrobnim
antigenima i poboljSana higijena $to je dovelo do toga da se stanice imunosnog sustava
usmjere na vlastite antigene (Bolon, 2012). Naravno, promjene vanjskih ¢imbenika utjecu i
na genom i na epigeneticke modifikacije gena.

Upravo zbog razli¢itosti, a istovremeno i sli¢nosti autoimunosnih bolesti, njihovih
medudjelovanja, pojave da se neke od njih nasljeduju kao vezani geni, pojave da se neke od
njih ¢eSc¢e javljaju unutar obitelji i stvaraju predispoziciju za nastanak novih, a takoder i
¢injenice da neke autoimunosne bolesti iskljucuju jedna drugu, vazno je dobro razumjeti
njihovu geneticku podlogu. Najcesce je upravo aktivnost, odnosno neaktivnost odredenih
gena uzrok da se javljaju autoimunosne bolesti. Zbog toga ¢e biti lakSe razumjeti ih ako se
dobro prouci i shvati njihova geneticka podloga.

2. OPCENITO O GENETICI AUTOIMUNOSNIH BOLESTI

Za sada nije jasno Sto uzrokuje prve autoimune reakcije, okolisni i geneticki
¢imbenici igraju veliku ulogu zbog utjecaja na brojne gene koji su ukljuceni u imunosnu
reakciju (predocavanje antigena, aktivacija limfocita B i T, signalizacija citokinima, signalni
putevi koji reguliraju urodenu imunost i odgovor na mikrobe...). Kod nekih autoimnosnih
bolesti geni kljucni za razvoj tih bolesti se poklapaju §to znaci da isti imunosni mehanizmi su
odgovorni za razvoj razli¢itih autoimunosnih bolesti koje pokazuju sasvim razli¢ite simptome
(Feero i sur., 2011).

Veliki napredak u istrazivanju genetike autoimunosnih bolesti je postignut s po¢etkom
istrazivanja na razini genoma (GWAS); usporedba genoma bolesnih i zdravih jedinki
omoguciti ¢e otkrivanje klju¢nih gena u razvoju odredene bolesti. Brojna istrazivanja ukazuju
na lokuse povezane s razvojem vise autoimunosnih bolesti kroz poremecaj funkcionalnih
unutarstani¢nih signalnih puteva koji dovode do aktivacije limfocita B i T, ekspresije citokina
i citokinskih receptora kao i pojacane aktivacije urodene imunosti. Potrebno je naglasiti kako



geni unutar MHC kompleksa imaju najveci genetic¢ki uéinak u razvoju autoimunosnih bolesti.
Medutim, geneticka otkri¢a predlazu viSe razli¢itih hipoteza o mutacijama razli¢itih gena koje
MOogu utjecati na razvoj odredene autoimune bolesti (Feero i sur., 2011).

2.1. IMUNOSNE KOMPONENTE KLJUCNE U RAZVOJU
AUTOIMUNOSNIH BOLESTI

2.1.1. KOMPLEMENT

Komplementski sustav je sustav tridesetak spojeva, pretezno enzima, u izvanstani¢noj
tekucini, koji se kaskadno aktivira u humoralnoj imunosti, nekim oblicima preosjetljivosti i
autoimunosnih bolesti. Komponete komplementa u kaskadnom slijedu reakcija (dolazi do
amplifikacije signala) ubijaju stanice i pridonose aktivaciji obrambenih mehanizama u
organizmu. Uloga protutijela u tim reakcijama je prepoznavanje antigena, vezanje za antigen
1 potom vezanje komplementa i njegovo aktiviranje. Glavni bioloSki ucinci djelovanja
komplementskog sustava su opsonizacija (komponente C3b i C4b), degranulacija mastocita
(C3a i C4a), anafilatoksi¢no djelovanje (C5a), kemotaksija (C5a), stani¢na liza (C5b6789),
neutralizacija virusa i uklanjanje imunokompleksa. Regulacija komplementskog sustava je
vrlo vazna jer sprecava uniStenje vlastitih stanica (Andreis i sur., 2010).

2.1.2. CITOKINI I KEMOKINI

Kljucni elementi u komunikaciji medu imunosnim stanicama su citokini 1 kemokini,
niskomolekularni glikoproteini. Luc¢e se lokalno, a u¢inak im brzo nestaje pa ih mnogi
smatraju lokalnim hormonima. Vecina se luci tek nakon podrazaja. Imaju brojne bioloske
ucinke: djeluju na procese aktivacije, proliferacije i diferencijacije stanica, poti€u u stanicama
nove funkcije, posreduju ili reguliraju imunoreakcije, djeluju kemotakticki i reguliraju upalne
procese. Citokini imaju molekularnu masu 15-25 kDa, ali su kasnije otkriveni i znatno manji
(8-12kDa) koji su nazvani kemokinima. Citokini svoj u¢inak na Stanicu ispoljavaju vezanjem
na odgovarajuci receptor.

Tablica 1. Bolesti karakterizirane poveéanom razinom proupalnih citokina (Preuzeto i
prilagodeno iz: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK6453/)

PROINFLAMATORNI AUTOIMUNOSNA
CITOKIN BOLEST

TNF-a Chronova bolest, RA, MS
RANK ligand RA

IL-2 Hemoliticka anemija
IFN-y SLE, T1D

IFN-a T1D

IL-6 MS,SLE

IL-12 RA, SLE

IL-15 RA

Kratice bolesti: RA — reumatoidni artritis, MS —multipla skleroza, T1D — dijabetes mellitus

tip 1, SLE —sistemski eritematozni lupus.




Tablica 2. Bolesti karakterizirane pove¢anom razinom regulatornih citokina (Preuzeto i

prilagodeno iz: http://www.ncbi.nIm.nih.gov/books/NBK6453/)

REGULATORNI CITOKIN

AUTOIMUNOSNA
BOLEST - POTICE

AUTOIMUNOSNA
BOLEST — SPRECAVA

IL-4 SLE RA, T1D
IL-10 SLE, RA T1D
TGF-B SLE T1D

IFN - B - RR-MS

3. ORGAN-SPECIFICNE AUTOIMUNOSNE BOLESTI | NJIHOVA
GENETICKA PODLOGA

Kod organ-specifi¢nih autoimunosnih bolesti dolazi do napada samo na stanice
odredenog organa. Autoprotutijela su stvorena za antigen koji je karakteristican samo za
jedan organ. Budu¢i da su napadnute stanice samo jednog organa, sama bolest se manifestira
najvise u neispravnoj funkciji tog organa i ostalih organa koji su s njim povezani i ne dolazi
do sustavnog poremecaja u organizmu.

3.1. HASHIMOTOV TIROIDITIS

Hashimotov tiroiditis (HT) je bolest koja se javlja kod Zena srednjih godina. Oboljeli
stvaraju autoprotutijela i Tpry stanice (efektorske limfocite T kasne preosjetljivosti)
specificne za tiroidne antigene. Odgodenu imunoreaktivnost ili preosjetljivost (engl. delayed-
type hypersensitivity reactions, DTH) karakterizira veliko nakupljanje limfocita, makrofaga i
plazma stanica u stitnu Zlijezdu (Slika 1.) i stvaranje limfnih folikula i zametnih sredista. Kao
rezultat tog upalnog procesa dolazi i do velikog povecanja Stitne Zlijezde (gusa). Stvore se
protutijela za mnoge proteine Stitne zlijezde ukljucujuci i tireoglobulin i tiroidnu peroksidazu,
od kojih su oba proteina uklju¢eni u proces uzimanja joda. Vezanjem autoprotutijela na ove
proteine dolazi do smanjene proizvodnje hormona $titne Zlijezde (hipotireoze) (Kuby, 1997).
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Slika 1. Kod Hashimotovog tiroiditisa limfociti T CD4" regrutiraju limfocite B i limfociti T
CD8". Pretpostavlja se kako autoantitijela i citotoksi¢ni limfociti T specifiéni za tireocite
uzrokuju njihovo propadanje (Stassi i sur., 2002)

Istrazivanja na obiteljima i blizancima ukazala su da postoji jaka genetska
predispozicija za razvijanje ove bolesti; prije 50 godina, 56% bliskih c¢lanova obitelji
oboljelih od HT imala je autoprotutijela karakteristicna za tu bolest. Kada su oba roditelja
oboljeli, pristunost autoprotutijela na tireoglobulin i tiroidnu peroksidazu je 42% kod kéeri i
33% kod sinova, dok, u slucaju kada je samo jedan roditelj bio oboljeli, prisutnost istih
autoprotutijela je 28,.9% kod kéeri i 16,7% kod sinova.

Prvi genski lokus povezan s HT je bila MHC regija na kromosomu 6p21 koja kodira
antigene humanih leukocita (engl. human leukocyte antigen, HLA). Naime, uocena je
pojacana ekspresija HLA klase 2 molekula na tireocitima (stanice Stitne zlijezde) koje se
mogu ponasati kao antigen-predocne stanice te mogu predocavati tireocitne autoantigene i
zapoceti razvoj HT.

Zatim, CTLA-4 gen, koji je drugi veliki imuno-regulatorni gen povezan s HT, nalazi
se na 2033. Ekspresija CTLA-4 na povrsini limfocita T, potaknuta aktivacijom T-stani¢nog
receptora, rezultira u supresiji aktivacije stanica T. Polimorfizmi ovog gena mogu smanjiti
ekspresiju ili funkciju CTLA-4 antigena i mogu doprinijeti smanjenoj inhibiciji proliferacije
limfocita T $to posljedi¢no dovodi do vece aktivnosti limfocita T.

PTPN22 (proteinska tirozin fosfataza bez receptora 22) je gen koji je tek nedavno
prepoznat kao gen povezan s HT, a nalazi se na kromosomu 1p13. Taj gen se najvise
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eksprimira u limfocitima i ponasa se kao negativni regulator aktivacije T stanica (sli¢no kao
CTLA-4). 1858C/T SNP(polimorfizam jednog nukleotida (engl. single nucleotide
polymorphism) tog gena rezultira u supstituciji arginina u triptofan na kodonu 620 (R620W),
a to se pokazala kao znacajna mutacija kod vise autoimunosnih bolesti (SLE, T1D, MG)
(Siminovitch, 2004). lako sam mehanizam jo$ nije jasan, pretpostavlja se kako slabija
signalizacija medu limfocitima T moze voditi do pogresne delecije autoreaktivnih limfocita T
za vrijeme selekcije klonova u timusu. S druge strane, povecana PTPN22 ekspresija moze
rezultirati inhibicijom regulatornih stanica T, a to §titi od autoimunosti.

Otkriveno je i nekoliko gena za citokine koji utjeu na bolest. IFN-y, kojeg proizvode
pomo¢nicki limfociti T tipa 1, pomaze u stani¢noj citotoksi¢nosti koja uzrokuje oSte¢enost
Stitne zlijezde. Kod limfocita T, SNP +847A/T u genu za IFN-y uzrokuje poveéanu
proizvodnju IFN-y, a to je povezano sa ozbiljnosti hipotircoze kod pacijenata s HT. Isti
rezultat daje i mutirani gen za interleukin 4 (CC genotip -590c/T IL4 SNP), naime, smanjuje
se proizvodnja IL-4, jednog od kljuénih Th2 citokina koji sprecava stani¢nu autoimunost.
Mutacija 369T/C SNP u genu za TGF-p, koji je inhibitor proizvodnje citokina, takoder se
povezuje s HT (Zaletel i sur., 2011).

Vazno je napomenuti da su neki od zaklju¢aka o povezanosti gena i bolesti
karakteristiéni samo za odredenu populaciju. Tako su razli¢ite mutacije HLA-DR gena
povezane s HT kod populacija podrijetlom s podruc¢ja Kavkaza, Japana i Kine. Primjerice,
sekvenciranjem gena za koje se smatra da bi mogli biti kriticni u razvoju HT (npr. gen za
tircoglobulin) nadeno nekoliko SNP-ova koji nisu bili potvrdeni u populaciji Kine i Engleza
koji zive u UK (Zaletel i sur., 2011).

3.2. MIASTENIJA GRAVIS

Miastenija gravis (MG) je autoimunosni neuromuskularni poremecaj koji se odrazava
u slabosti i umoru skeletnih misi¢a. U ovoj bolesti dolazi do stvaranja autoprotutijela na
vlastite molekule na neuromiSicnom spoju Sto ukljuuje protutijela na nikotinske
acetilkolinske receptore (engl. nicotinic acetycholine receptor, AChR), na misi¢no-specifi¢nu
receptorsku tirozin kinazu (engl.muscle-specific receptor tyrosine kinase, MuSK) ili na
receptor lipoproteina male gustoce - protein 4 (engl. low-density lipoprotein receptor-related
protein 4, LRP4) (Slika 2). Vezanje anti-AchR protutijela na AchR pogorsava
neuromuskularni prijenos tako Sto dolazi do uniStavanja postsinapticke membrane
mehanizmom komplementa. lako se rijetko prenosi obiteljski, poznat je jedan slucaj
madarske obitelji u kojoj je, unutar dvije generacije, devet ¢lanova obitelji razvilo MG. Cesto
se uz pojavu MG razvijaju i RA (reumatoidni artritis) 1 tiroidni poremecaji §to ukazuje na
zajednicki geneticki Cimbenik.
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Slika 2. Prikazan je prijenos signala sa Zivca na miSi¢no vlakno i molekule koje sudjeluju u
tom prijenosu. VGKC — naponom regulirani kalcijevi kanali, VGCC — naponom regulirani
kalijevi kanali, AchR — acetilkolinski receptor, Ach — acetilkolin, MuSK — misi¢no-specifi¢na
receptorska tirozin kinaza

Kao i kod vecine autoimunosnih bolesti, genetska istrazivanja pokazala su kako su
odredeni HLA aleli kljuéni za razvijanje MG. U mnogim istrazivanjima Kavkavske
populacije je haplotip HLA-A1-B8-DR3-DQ2, koji je poznat i kao AH8.1 haplotip, povezan
sa ranom pojavnos¢u MG. Taj haplotip je povezan i s drugim autimunosnim bolestima kao
Sto su celijaklija 1 SLE Sto podrzava teoriju koja kaze da postoje zajednicki genetski rizi¢ni
¢imbenici kod razli¢itih autoimunosnih bolesti. Unutar HLA lokusa se nalazi gen za ¢imbenik
tumorske nekroze (engl. tumor necrosis factor-alfa, TNF-a) je jaki upalni citokin koji je jako
povezan s AH8.1 haplotipom. Otkriven je SNP na poziciji 308 uzvodno od mjesta inicijacije
transkripcije TNFa koji pojacava njegovu transkripciju §to rezultira tezim simptomima
(Avidan i sur., 2014).

U skupini gena koji su izvan HLA kompleksa, vazno je spomenuti PTPN22
(proteinska tirozin kinaza nereceptorskog tipa 22). Ona je unutarstani¢na proteinska tirozin
kinaza koja je fizicki vezana za c-src tirozin kinazu (Csk), a ta dva proteina u medudjelovanju
posreduju aktivaciju limfocita T. Nedavno je otkriveno kako promjena aminokiseline iz Arg
u Trp na polozaju 620 ometa medudjelovanje izmedu PTPN22 i Csk. Naime, mutirana
PTPN22 se slabije veze za Csk zbog Cega limfociti T mogu davati presnazan odgovor i,
posljedi¢no, ljudi koji nose mutirani alel mogu biti skloniji autoimunosti. U prilog toj
hipotezi ide i Cinjenica da je kod ljudi koji imaju mutirani PTPN22 alel otrkiven visi titar
protutijela za anti-AchR (Avidan i sur., 2014).



Mutacije u promotoru CTLA-4 gena (koji je vazan za prijenos inhibitornih signala
kod limfocita T) nadene su kod oboljelih od MG i pretpostavlja se kako dolazi do
nenormalnog prekrajanja gena za CTLA-4. (Avidan i sur., 2014) Kod oboljelih od MG
funkcionalnost reuglatornih limfocita T je znafajno smanjena i imaju smanjenu ekspresiju
transkripcijskog faktora Foxp3 koji je bitan za njihovu regulatornu funkciju. Smanjena
supresivna aktivnost CD4+CD25+T stanica zajedno sa smanjenom razinom FOXP3 bi mogla
biti posljedica mutacije FOXP3 ili SNP u promotoru gena FOXP3 (Balandina i sur., 2005)
Vrlo je vazno spomenuti 1 polimorfizme u genima koji kodiraju za neuromuskularni AchR
kompleks zato $to polimofizmi u njima povecavaju rizik za razvijanje MG. Posebno su vazni
polimorfizmi u CHNRA1 (o lanac) i CHRND (8 lanac). U genu CHNRA1 je naden SNP
(rs16862847) koji se nalazi u promotorskoj regiji ovog gena ometa pravilnu transkripciju. U
daljnjim istrazivanjima ¢e biti klju¢no utvrditi medudjelovanja gena koji sudjeluju u razvoju i
regulaciji regulatornih limfocita T i gena u NF-«B signalizaciji.

3.3. DIJABETES MELLITUSTIP 1

Dijabetes mellitus tipa 1 (T1D) je autoimunosna bolest u kojoj dolazi do autoimunog
napada na beta stanice gusterace koje proizvode inzulin. Zbog stvaranja autoprotutijela dolazi
do unistavanja beta stanica, smanjuje se njihova masa u gusteraci (Kawasaki, 2014) i,
posljedi¢no, dolazi do smanjene proizvodnje inzulina zbog cega je glukoza u krvi stalno
visoka (Kuby, 1997). U Langerhansove otocice se nakupljaju mononuklearni leukociti i to je
glavno obiljezje TID (Kawasaki, 2014). lako se o pravoj ulozi samih autoprotutijela jos
raspravlja, zna se da njihova prisutnost ukazuje na nepravilnu regulaciju humoralnog
imunosnog odgovora (Hampe, 2012). Za normalno funkcioniranje organizma bolesnika s
T1D potrebno je uzimati inzulin. Dijabetes tipa 1 je najcesé¢i kod djece i mladih populacija s
podru¢ja Europe i sjeverne Amerike (kod njih je postotak oboljelih 0.4%). Kod oboljelih od
ove bolesti moZe do¢i do problema s funkcijom bubrega, do sljepoce, kardiovaskularnih
bolesti, a ¢ak i preuranjene smrti (Pociot i sur., 2002).

Genetska istrazivanja pokazuju monogenske i oligogenske oblike T1D. T1D se smatra
genetski kompleksnom nasljednom bolesti na ¢iji razvoj utje¢u razliiti genski lokusi i
okoli$ni ¢imbenici. Veliki broj dokaza pokazuje kako naslijedeni geneticki ¢imbenici utjecu
na osjetljivost ili otpornost bolesti. Pojavnost T1D u obiteljima je 6% u odnosu na 0.4% u
populaciji. Otkrivene su dvije kromosomske regije uvijek povezane s T1D i potvrdene
brojnim istrazivanjima. To su HLA regija na kromosomu 6p21.3 i regija gena za inzulin na
kromosomu 11p15. Procjenjuje se kako geni HLA regije su odgovorni za 40-50 oboljelih u
obiteljima T1D. sto ukazuje na zajednicko nasljedivanje gena HLA regije. Prouc¢avanjem
gena HLA klase 2 pokazano je kako su aleli DQA1, DQB1 i DRB1 primarno ukljuceni u
genetsku predispoziciju za razvijanje TD1. Zbog jake teznje tih gena da se nasljeduju
zajedno, tesko je proucavati zasebni utjecaj tih gena na razvoj T1D. Za te alele je odredeno i
tocno koje su aminokiseline kriti¢ne za funkcioniranje molekule klase 2 pri vezanju peptida.
Primjerice, u molekuli HLA-DQB1 Asp se nalazi na 51 poziciji, a to je deveti dZzep molekule.



Ako se na njegovom mjestu nalaze Ala, Val ili Ser dzep za vezanje peptida postaje pozitivno
nabijen i peptid se slabije veze. Uz te, pronadeni su jo$ neki lokusi unutar klase 2, a to su geni
za procesiranje antigena (TAP1, TAP2, LMP2 i LMP7) (Pocioti i sur., 2002).

Naravno, utvrdeni su i geni izvan HLA regija. Primarno je to IDDM2 — regija gena za
inzulin. Kao §to je ve¢ spomenuto, imunosni proces koji dovodi do razvoja T1D je specifican
za beta stanice guSterace. Budu¢i da se inzulin i njegovi prekursori mogu ponasati kao
autoantigeni, gen za inzulin je vrlo vjerojatan kandidat. Takoder, moguce je da razina
inzulina utjeCe na medureakciju imunosnog sustava i beta stanica gusterace. Na kromosomu
11p15.5 u 5' regulatornoj regiji gena za ljudski inzulin se nalazi jedinstveni mikrosatelit
(VNTR) koji proizlazi iz ponavljajuceg oligonukleotidnog slijeda od 14-15bp. Broj tih
ponavljanja moze varirati od 26 do ¢ak viSe od 200. VNTR aleli se javljaju u tri razlicita
razreda (prema veli¢ini): prvi razred (26-63 ponavljanja), drugi razred (prosjecno 80
ponavljanja) i treci razred (141-209 ponavljanja). Upravo zbog velike heterogenosti unutar
VNTR regije moze doé¢i do promjene u funkciji INS (gena za inzulin) (Pociot i sur., 2002).

Danas se zna da je T1D autoimunosna bolest posredovana limfocitima T i da su
cirukliraju¢a autoprotutijela na razliite antigene stanica Langerhansovih oto¢i¢a potaknuta
na vezanje za antigene zbog ¢ega dolazi do uni$tavanja P stanica gusterace. Zbog toga se
autoprotutijela na antigene stanica Langerhansovih otoci¢a koriste kao biljeg za T1D. T1D je
kompleksna bolest (Pociot i sur., 2002) koja ukljucuje medudjelovanje 40% do 50%
nasljedenih gena u HLA regiji na kromosomu 6p21 i to najvise lokusi HLA-DRB1, -DQAL i
DQBL1 (Kelly i sur., 2015).

4. SUSTAVNE AUTOIMUNOSNE BOLESTI I NJTHOVA GENETICKA
PODLOGA

Kod sustavnih autoimunosnih bolesti imunosni odgovor je usmjeren prema Sirem
spektru antigena i zbog toga je pogodeno vise organa i tkiva. Kod tih bolesti najées¢e dolazi
do sustavnog poremecaja u imnosnoj regulaciji koji rezultira hiperaktivnim limfocitima B i T.
Do ostecenja tkiva dolazi zbog imunosnog odgovora posredovanog stanicama, zbog oStecenja
na stanicama nastalih autoprotutijelima i zbog akumulacije imunokompleksa.

4.1. SISTEMSKI ERITEMATOZNI LUPUS

Sistemski eritematozni lupus (SLE) je kroni¢ni autoimunosni poremecaj koji pogada
razliGite organske sustave. Cak 90% oboljelih su zene (Wakeland i sur., 2001). Kod SLE
dolazi do stvaranja velikog broja razli¢itih autoprotutijela (Slika 3) od kojih su najvaznija ona
protiv razli¢ith sastojaka jezgre (DNA, histoni, jezgrini antigeni). Sama bolest nastaje zbog
talozenja kompleksa autoprotutijela i autoantigena (Andreis i sur., 2010). Autoprotutijela
specificna za eritrocite 1 trombocite mogu dovesti do aktivacije komponenti komplementa



¢ime dolazi do lize stanica, hemoliticke anemije 1 trombocitopenije. Zbog taloZenja
imunokompleksa u malim krvnim Zilama, razvija se preosjetljivost tipa 3 (Kuby, 1997) kod
koje imunokompleksi aktiviraju komplementski sustav koji privlaci fagocitne stanice (Slika
3), a iz njih se oslobadaju enzimi koji ostecuju okolno tkivo (Andreis i sur., 2010).
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Slika 3. Prikazano je: a) medudjelovanje autoreaktivnih limfocita B i T b) stvaranje
imunokompleksa c¢) aktivacija komplementa koja poti¢e aktivaciju neutrofila i makrofaga
(Carroll, 2004)

Uoceno je kako je poviSena razina IFN-inducibilnih gena povezana sa ozbiljnijom
pojavnoscu bolesti. Kod pacijenata koji pate od SLE uocene su abnormalno visoke razine
IFNa, a on poti¢e sazrijevanje dendritickih stanica i proizvodnju proupalnih citokina Sto
dovodi do razliCitih posljedica kao S§to su stimulacija Thl puteva, poticanje aktivacije
limfocita B 1 drugacije regulacije apoptoze. IRF5 (Interferon regulatorni faktor 5) regulira tip
1 gena koji odgovaraju na IFN 1 jedan je od naj¢eS¢ih gena koji su povezani sa SLE izvan
MHC kompleksa. Otkriveni su i neki geni koji utjeCu na signalne puteve IFN, a povezani su
sa SLE. IRAK1 je serin/treoninska protein kinaza (gen se nalazi na X kromosomu), a
uklju¢en je u Toll/interleukin-1 signalizaciju. IRAK1 povezuje nekoliko receptorskih
kompleksa na sredis$nji aktivatorski protein TRAF6 i regulira nekoliko signalizacijskih puteva
u urodenim i specifi¢nim odgovorima (Moser i sur., 2009)

Unutar MHC kompleksa 3 jedan gen je pokazao veliku povezanost sa SLE, to je
MSH5 (mutS homolog 5). On je vrlo vazan u rearanzmanima DNA Kkoji su potrebni za
preslagivanje lanaca imunoglobulina. Uz njega, smatra se i kako bi SKIV2L (engl.superkiller
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viralicidic activity 2-like), RNA helikaza koja je visoko eksprimirana u limfocitima B i T i
dendritickim stanicama, mogla biti jedan od rizi¢nih faktora za razvoj SLE.

U jednoj od GWAS analiza pronadeni su geni BANK1 i BLK koji imaju ulogu u
hiperaktivaciji limfocita B i proizvodnji autoprotutijela. Ipak, ostaje pitanje kako genetske
varijacije u ovim genima moduliraju signaliziranje citokinima i kako takva pogreSna
signalizacija pridonosi razvoju autoimunosnih bolesti (Lettre i sur., 2008).

4.2. REUMATOIDNI ARTRITIS

Reumatoidni artritis (RA) je poznata autoimunosna bolest ¢iji je uzrok nepoznat, a
koja pogada sinovijalna tkiva, hrskavice i kosti. RA je najpoznatiji primjer artritisa koji je
posredovan imunosnim poremecajima. Za RA je karakteristicna upala i hiperplazija
sinovijalne ovojnice, stvaranje autoprotutijela (reumatoidnog faktora i ACPA (engl. anti-
citrullinated protein antibody)), oSteéenja i deformacije hrskavice i kosti. Moze do¢i do
smetnji i u kardiovaskularnom i plu¢énom organskom sustavu (Koch, 2007).

Genskom analizom uocéeno je kako je poremecaj u imunosnim regulatornim
¢imbenicima temelj ove bolesti. Potvrdena je ve¢ davno otkrivena povezanost HLA-DRB1
lokusa s RA. Uoceno je kako zajednicki amino-kiselinski motiv (QKRAA, zajednicki epitop)
u HLA-DR B1 regiji, pridonosi osjetljivosti na razvoj RA. Ova saznanja sugeriraju kako
selekcija limfocita T, prezentiranje antigena i promjena u afinitetu za (predoceni) peptid
imaju ulogu u razvoju specifi¢tnog autoreaktivnog imunosnog odgovora. Druga moguca
objasnjenja za povezanost RA 1 zajednickog epitopa su molekularna mimikrija za zajednicki
epitop zbog mikrobnih proteina i pojacano starenje limfocita T zbog HLA molekula koje
sadrze zajednicki epitop (Koch, 2007).

Na intenzitet RA utjece prisutnost vise ¢imbenika koji bolest mogu uciniti slabijom ili
jacom. Primijeceno je kako je intenzitet bolesti ja¢i u slu¢aju da su pacijenti ACPA-pozitivni
(autoprotutijela protiv peptida i proteina koji su citrulinirani). Citrulinirani protein najéeSce
nastaju u upalnim procesima kada arginin bude modificiran u citrulin. Ako dode do
znacajnije promjene u obliku proteina, oni mogu biti prepoznati kao antigeni i dolazi do
razvoja imunosnog odgovora (Raptopoulou i sur., 2007)

Stvaranje imunoloskih kompleksa tijekom infekcija mozu potaknuti indukciju
reumatoidnih faktora, visoko-afinitetnih autoprotutijela protiv Fc dijela imunoglobulina 1gG.
Oni su prisutni kod ¢ak 80% pacijenata oboljelih od RA. Nedavno istrazivanje je pokazalo da
molekule s DR regijom (engl. DR molecules) stvaraju komplekse s unutarstani¢nim
proteinima koji su krivo smotani (bez procesiranja) i smjesteni u stani¢noj membrani. Teski
lanac IgG se na sli¢an na¢in moze predocavati preko DR molekula sa razli¢itim alelno-
specificnim afinitetom vezanja. To objaSnjava mehanizam kojim nastaju RF i vaznu ulogu
epitopa koje dijele razlic¢iti proteini.
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Veliku ulogu u razvoju RA imaju pomoc¢nicki limfociti Th17 koji luce interleukine
IL-17A, IL-17F, IL-21, IL-22 | TNF-a. Regulatorni limfociti T koji se nalaze u tkivima ljudi
oboljelih od RA imaju smanjenu funkcionalnost. Na loSu ravnotezu izmedu Thl7 i
regulatornih limfocita T moze utjecati i TNF-a koji blokira aktivnost regulatornih limfocita T
(Furukawa i sur., 2015).

Analizama na razini genoma pronadeni su mnogi geni ¢ije mutacije bi mogle biti
kljucne za razvoj RA. Osim ve¢ spomenutog HLA-DRBI1 koji je vazan u selekciji limfocita
T, uocene su mutacije u genima koji su kljucni za normalno funkcioniranje limfocita T:
CD28 (kostimulatorna molekula za aktivaciju limfocita T), CD40 (kostimulacijska molekula
koja pojacava medudjelovanje limfocita B i T i povecava proizvodnju autoprotutijela),
CTLA4 (kostimulacijski supresor koji regulira medudjelovanje limfocita T i antigen
predoc¢nih stanica).

Razli¢ita ucestalost rizi¢nih alela za RA (genetska heterogenost) u razli¢itm etnitetima
objasnjava razli¢itu pojavnost RA u razli¢itim populacijama. Pravi imunosni i mehanizmi
odgovorni za razli¢itu pojavnost RA jo§ moraju biti razjasnjeni (Furukawa i sur., 2015).

4.3. MULTIPLA SKLEROZA

Multipla skleroza (MS) je kroni¢na upalna bolest srediSnjeg Ziv€anog sustava koja
dovodi do demijelinizacije i degradacije aksona ¢ime, posljedi¢no, dolazi do neuroloskih
poremecaja i invalidnosti. Osobe koje obole od MS stvaraju autoreaktivne limfocite T koji
sudjeluju u formiranju upalnih lezija u mijelinskim slojevima ziv¢anih vlakana (Kuby, 1997).
Neosporan je utjecaj genetske podloge pojedinaca koji razviju MS. Najvise pridonose geni
HLA regije klase 2, ali nedavno su nadeni i lokusi unutar HLA klase 1. Ipak, zna se kako
prisutnost pojedinih HLA alela nije dovoljna kako bi doslo do razvoja MS, brojni drugi
¢imbenici doprinose razvoju bolesti.

Najvise polimorfizama za koje se sada pretpostavlja da su povezani s MS se nalaze
unutar gena koji kodiraju za molekule vazne u imunosnom sustavu §to potvrduje kako je MS
primarno imunosno posredovana bolest. Interesantno, od svih lokusa koji su pronadeni kao
kljuni za razvoj MS, cCak jedna tre¢ina je povezana s razvojem barem jo§ jedne
autoimunosne bolesti (Hillert, 2010).

Kao najznacajniji alel koji se povezuje s razvojem MS, otkriven je HLA-
DRB1*15:01. HLA-DRB1 je protein koji igra klju¢nu ulogu u imunosnom sustavu pri
predoc¢avanju peptida koji nastanu razgradnjom izvanstani¢nih proteina. On se nalazi na
povrsini antigen predoc¢nih stanica (limfociti B, dendriticke stanice, makrofazi). Interesantno
je kako je gen HLA-DRB1*15 vrlo rijedak kod skandinavaca i zbog toga smanjuje
vjerojatnost za razvijanje MS (Hillert, 2010). Jedan od gena koji se povezuju s razvojem MS
je i CYP27BI1, gen koji kodira za protein vazan u metabolizmu vitamina D. Otkrivena je
mutacija koja uzrokuje da na poziciji 389. u proteinu umjesto arginina ima histidin. Zbog
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toga dolazi do potpunog gubitka aktivnosti enzima koji pretvara 25-hidrokivitamin D u 1,25-
dihidroksivitamin D koji je bioloski aktivan oblik vitamina D. Vitamin D regulira vise od

Nazalost, ostaje nejasno utjece li nedostatak vitamina D $tetno na simptome MS (Ascherio i
sur., 2014).

GWAS iz 2015. godine je otkrio nove gene unutar HLA regije. Primijeceno je kako su
BACH2 (engl. basic leucine zipper transcription factor 2), PTGER4 (prostaglandin E receptor
4) i ZFP36L1 (engl. zinc finger protein 36-C3H-type-like 1) manje eksprimirani u
leukocitima kod oboljelih od MS. Ovi geni su ukljuceni u regulaciji imunosnog sustava i
imaju protuupalnu ulogu. Budu¢i da dolazi do njihove smanjene ekspresije, MS se lakse
razvija (Perga i sur., 2015).

Za sada se zna kako na MS barem djelomi¢no utjece genetika. Mnogi razliciti pristupi
se koriste kako bi se otkrile genetske determinante MS. MHC regija najviSe pridonosi
podloznosti za razvoj MS, izmedu 15% 1 60%, a vrlo je vaZan i receptor za interleukin 7 iako
njegov utjecaj nije velik. (Sawcer i sur., 2014). Potrebno je dodatno istraziti i MHC regiju i
gene izvan MHC regije kako bi se saznalo vise o genetskoj podlozi ove bolesti.

5. STATISTICKA ISTRAZIVANJA NA RAZINI GENOMA

Jedno novo poglavlje u istrazivanju geneticke podloge autoimunosnih bolesti su
otvorila statisticka istrazivanja na razini genoma (engl. genome-wide association studies,
GWADS). U takvim istrazivanjima se traze poveznice izmedu mnogih (veéinom stotina tisuca)
razlicitih genetickih varijanti koje bi mogle biti povezane s istom boleScu. Najcesce su to
SNP-ovi. Neki lokusi otkriveni takvom analizom, koji su bili mutirani kod pacijenata s istom
bolesti, pokazali su koji signalni putevi su u toj bolesti oSte¢eni. Otkivene su neke poveznice
medu oboljelima u populaciji koje upucuju na odredene signalne puteve koji bi mogli biti
vazni u patogenezi bolesti. Najcesce se radilo o pogresnoj unutarstani¢noj signalizaciji koja
dovodi do aktivacije limfocita T i B, signalizaciji citokinima i reakcijama koje kontroliraju
urodenu imunost i odgovor na mikrobe. Vazno je naglasiti da su kod vecine bolesti mutirani
geni MHC kompleksa imali najveéi uc¢inak (Bolon, 2012). MHC kompleks ima nekoliko
varijanti koje Stite organizam ili pak stvaraju predispoziciju za neke autoimunosne bolesti
(Lettre i sur., 2008).

GWAS istrazivanja potvrdila su vaznost citokina u prijenosu signala i razvoju
autoimunosnih bolesti sto potvrduju velike promjene u genima povezanim sa citokinima.
Osim njih, otkiveni su polimorfizmi i u interleukinskim genima. Detaljnijim proucavanjem
DNA polimorfizama otkrivenih kod razli¢itih bolesti, uocava se da se mnogi geni preklapaju,
odnosno da zajedni¢ki mehanizmi dovode do razvoja razli¢itih autoimunosnih bolesti (Lettre
I sur., 2008). Vazno je napomenuti kako GWAS imaju ,,manju mo¢, ali vecu rezoluciju‘
(Hillert, 2010), odnosno mogu otkriti mnoge gene i polimorfizme koji bi mogli biti povezani
s nekom bolescu, ali ne mogu sa sigurnoscu reéi da jesu povezani s razvojem te bolesti.
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Jedan od najznacajnijih rezultata GWAS analiza je ¢injenica da se neki polimorfizmi
javljaju kod mnogo autoimunih bolesti. Jedan od primjera je PTPN22 (proteinska tirozin
fosfataza) ¢iji je SNP povezan s CD (Chronova bolest), SLE, RA, T1D, GD (Gravesova
bolest). Priroda mutacije je ve¢ opisana kod RA, ali je vrlo interesatno vidjeti kako jedan
SNP (R620W) stvara predispoziciju za GD, RA, SLE i T1D, a §titi od razvoja CD (Slika 4.)

PTPN2
PTPN22

IL2-1L21

PTPN22

Slika 4. Preklapanje u odredenim genskim lokusima izmedu T1D, CeD, CD, MS, RA i SLE.
U mrezu nije uklju¢ena MHC regija (Lettre i sur., 2008).

GWAS istrazivanja su korisna zato S§to je broj pojedinaca ¢iji genom moze biti
istrazen vrlo velik i, §to je veci broj uzoraka, to ¢e viSe gena biti prouc¢eno i mozda povezano
s razli¢itim bolestima (ukoliko se nadu razlike izmedu bolesnih i zdravih) (Sawcer i sur.,
2014). Ve¢ina GWAS istrazivanja je, za sada, provedena na populacijama Europskog
podrijetla. Bilo bi vrlo korisno znati jesu li isti aleli za odredene bolesti rizi¢ni kod razlic¢itih
populacija na svijetu, razlikuju li se izmedu Zena 1 muskaraca, djece 1 odraslih. Puno tezi
zadatak je otkriti svaki od gena i otkriti njegovu funkciju. Naime, samo dio gena koji pokazu
razliku izmedu zdravih 1 bolesnih u istraZzivanju ovakvog tipa su doista povezani sa razvojem
odredene autoimune bolesti (oko 25%). Kako bi se otkrile funkcije svih tih gena koji su
odgovorni za neku bolest, potrebne su suradnje izmedu genetiCara i eksperimentalnih biologa
(Lettre i sur., 2008).

6. UTJECAJ OKOLISNIH CIMBENIKA

Budu¢i da je ljudskom genomu potrebno dugo da se promijeni kako bi se te promjene
odrazile na razini svjetske populacije, znac¢ajne promjene na razini genoma za razli¢ite bolesti
za sada su uocene upravo u odredenim populacijama (Zaletel i sur., 2011) sto ukazuje da
istrazivanja treba usmjeriti na okoli$ne ¢imbenike koji mogu utjecati na genom, posebice
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toksi¢ne kemikalije, infekcije, prehranu i lijekove. Vojdani i sur. u radu iz 2014. navode
nekoliko nacdina na koje otapala i druge kemikalije iz nase okoline mogu djelovati na
biokemijskoj i stani¢noj razini:

e mogu utjecati na proliferaciju stanica, apoptozu i tkivno-specificne funkcije.

e sposobne su inducirati proteinske ili lipidne veze te aktivirati Th17 stanice i inducirati
produkciju IL-17 i IL-21.

e mogu aktivirati HSP90 i inducirati stvaranje anti-HSP90 autoprotutijela.

e sposobne su inducirati DNA-hipermetilaciju i promijeniti stani¢ne funkcije.

e mogu povecati proizvodnju ROS-a i inducirati fragmetaciju DNA.

e mogu kompetirati s tiroidnim hormonima ili u prijenosom joda i inducirati oksidativni
stres koji dovodi do upalnog odgovora u §titnoj zlijezdi.

e mogu stimulirati i sintezu duSikovog oksida i dusik-oksid sintaze.

Takoder, promjena u metilaciji DNA je dodatni mehanizam kojim okoli$ni ¢imbenici
utjeCu na promjene u ekspresiji gena. Na primjer, okoliSni zagadivaci, dim cigareta i
konzumacija alkohola povezani su s autoimuno$¢u upravo zbog indukcije metilacije DNA
(Vojdani, 2014). Pokazano je kako pojaana metilacija odredenih nukleotida DNA u
limfocitima T moze biti povezana s autoimuno$éu zato $to se onemogucuje vezanje
transkripcijskih faktora i sprecava se transkripcija gena (Bolon, 2012). Precizni mehanizmi
kojima okoli$ni ¢imbenici utjeCu na autoimunost nisu poznati (Vojdani, 2014). Jedna od
hipoteza je stvaranje neo-antigena (novih antigena) konjugacijom haptena (iona metala ili
male molekule) s endogenim antigenom (Bolon, 2012).

Poznato je kako populacije u zemljama koje su u razvoju imaju manju ucestalost
autoimunosnih bolesti. Jedno od objasnjenja je i kako ljudi u tim zemljama nisu toliko
1zloZeni kemijskim zagadivacima 1 lijekovima koji mogu utjecati na ispravno funkcioniranje
endokrinog sustava (tzv. endokrini disruptori).

7. ZAKLJUCAK

Autoimunosne bolesti su vrlo kompleksne, izmedu ostalog, i zbog velikog broja gena
koji je ukljucen u njihov razvoj. Zbog sve veéeg spektra autoimunosnih bolesti koje se
javljaju u posljednje vrijeme, osim §to je vazno dobro prouciti koji su mehanizmi poremeceni
kod svake odredene autoimunosne bolesti, potrebno je dobro poznavati i njihovu geneticku
podlogu. Naime, samo spoznajom koji geni su ukljuceni u razvoj odredene bolesti moze se
mnogo lakSe pristupiti lijeCenju 1 moze se tocnije odrediti na koje nacine je potrebno djelovati
kako bi se sprije¢ilo daljnje razvijanje same bolesti. Dobro poznavanje genetike
autoimunosnih bolesti otvara i mnoga vrata za gensku terapiju. Napretkom znanosti i
tehnologije, prevencija razvoja i lije€enje autoimunosnih bolesti ¢e biti sve uspjesniji.
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9. SAZETAK

Autoimunosne bolesti su vrlo kompleksne bolesti koje se javljaju kod sve veceg broja
ljudi. Budu¢i da nastaju kao posljedica genetickih poremecaja, ali i utjecaja okolisnih faktora,
javljaju se sa vrlo velikim spektrom simptoma $to otezava njihovu karakterizaciju i
pronalazak pravog uzroka zbog kojeg se bolest javlja. Zato se samo ugrubo dijele na organ-
specificne 1 sustavne. U njihovom razvoju je, osim stanica s poremec¢enim funkcijama, vrlo
vazan i utjecaj komponenti komplementa i citokina i kemokina koji u velikoj mjeri utjecu na
simptome autoimunosnih bolesti. Hashimotov tiroiditis, mijastenija gravis i dijabetes mellitus
tipa 1 su neki od primjera organ-specifi¢nih autoimunosnih bolesti, dok su sistemski
eritematozni lupus, reumatoidni artritis i multipla skleroza predstavnici sustavnih
autoimunosnih bolesti. Vec¢ina informacija o njihovoj geneti¢koj podlozi je dobivena
istrazivanjima na razini genoma (engl. genome-wide association studies, GWAS), no takva
istrazivanja ne mogu odrediti sa potpunom sigurno$c¢u koji genski lokusi su kriti¢ni za razvoj
odredene bolesti pa ¢e u daljnjim istrazivanjima biti klju¢no odrediti koji su to 1 koja je
njihova funkcija.

SUMMARY

Autoimmune diseases are very complex diseases that keep affecting more and more
people. Since they are the result of genetic disorders and enviromental factors, they appear
with a large spectrum of symptoms which makes their characterization and discovering their
real cause even more difficult. That is why they are only roughly divided into organ-specific
and systemic. Besides cells having disrupted functions, influence of components of
complement and cytokines and chemokines is very important in their development and affect
symptoms of the diseases. Hashimoto’s thyroiditis, myasthenia gravis and type 1 diabetes
mellitus are some of the organ-specific diseases, while systemic lupus erythematosus,
rheumatoid arthritis and multiple sclerosis are representatives od systemic autoimmune
diseases. Most of the information of their genetic background comes from the genome-wide
association studies, however, such research cannot precisely predict which genetic locuses
are critical for development of certain diseases, therefore, in further research it will be key to
determine which locuses are critical and their functions.
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