Raznolikost gena HLA-DRB4 u Hrvatskoj

Radmanié, Leona

Master's thesis / Diplomski rad

2017

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Science / SveuciliSte u Zagrebu, Prirodoslovno-matematicki fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:217:497638

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-05-17

W £,
% £,
S S
é‘? % Repository / Repozitorij:
27% E_;' Repository of the Faculty of Science - University of
3 o Zagreb
9, Nad
% S
Op. o

\‘
Yo _ e

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:217:497638
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.pmf.unizg.hr
https://repozitorij.pmf.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/pmf:604
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/pmf:604
https://dabar.srce.hr/islandora/object/pmf:604

SveucdiliSte u Zagrebu
Prirodoslovno- matematicki fakultet

Bioloski odsjek

Leona Radmani¢

Raznolikost gena HLA-DRB4 u Hrvatskoj

Diplomski rad

Zagreb, 2017.



Ovaj rad izraden je u Klini¢koj jedinici za tipizaciju tkiva Klinickog zavoda za transfuzijsku
medicinu i transplantacijsku biologiju, Klinickog bolnickog centra Zagreb, pod vodstvom
prof.dr.sc. Zorane Grubi¢. Rad je predan na ocjenu Bioloskom odsjeku Prirodoslovno-
matematickog fakulteta Sveucilis§ta u Zagrebu radi stjecanja zvanja magistra eksperimentalne

biologije, modula fiziologije i imunobiologije.



ZAHVALE

Najvece 1 najiskrenije hvala Zelim uputiti svojoj mentorici, prof. dr.sc. Zorani Grubi¢, koja mi je
svojom velikom stru¢noscu, strpljivos¢u 1 razumijevanjem puno pomogla u izradi ovog rada.

Takoder, iskreno joj zahvaljujem na susretljivosti i poklonjenom vremenu tijekom rada sa mnom.

Zeljela bih se zahvaliti i Mariji Maskalan, mag. biol. mol. na savjetima i pomo¢i tijekom pisanja

dipomskog rada.

Srda¢no zahvaljujem 1 svim ostalim djelatnicima Klini¢ke jedinice za tipizaciju tkiva na
razumijevanju, susretljivosti i vrlo ugodnoj radnoj atmosferi, bez kojih izrada ovog rada ne bi

bila tako lijepo i korisno iskustvo.

Na kraju, zelim se zahvaliti svojim roditeljima, bratu, baki, djedovima, decku i prijateljima na
njihovoj bezuvjetnoj podrsci, ljubavi i vjeri u mene, koji su mi omogucili da studentsko doba

uspjesno privedem Kraju.



TEMELJNA DOKUMENTACIISKA KARTICA

Sveuciliste u Zagrebu
Prirodoslovno- matematicki fakultet
Bioloski odsjek

Diplomski rad
Raznolikost gena HLA-DRB4 u Hrvatskoj

Leona Radmanié

Rooseveltov trg 6, 10000 Zagreb, Hrvatska

U ovom istrazivanju analiziran je polimorfizam gena HLA-DRB4 i haplotipova HLA-DRB1-
DRB4 u Hrvatskoj medu kadaveri¢nim davateljima organa (N=144). Svi uzorci bili su odabrani
na temelju prisustva jednog od alela skupine HLA-DRB53 (aleli DRB1*04, DRB1*07 i
DRB1*09). Odredivanje alela lokusa HLA-DRB4 provedeno je metodom lancane reakcije
polimerazom 1 pocetnicama specifiénim za jedan ili viSe alela HLA (engl. Polymerase Chain
Reaction—-Sequence Specific Primers, PCR-SSP). Aleli lokusa HLA-DRBL1 i -DQBI1 odredeni su
metodom lancane reakcije polimerazom i probama specificnim za jedan ili grupu alela HLA
(engl. Polymerase Chain Reaction—-Sequence Specific Oligos, PCR-SSO). Na lokusu HLA-
DRB4 otkriveno je sedam razliCitih alela, 5 funkcionalnih alela (DRB4*01:01:01:01,
DRB4*01:02, DRB4*01:03, DRB4*01:05 i DRB4*01:08) i dva nul alela (DRB4*01:03:01:02N
i HLA-DRB4*03:01N). Medu ispitanicim pozitivnim za jedan od alela skupine HLA-DRB1*04
nije otkrivena statisti¢ki znacajna razlika u raspodjeli alela DRB4 s obzirom na prisustvo alela
DQB1. U haplotipovima HLA-DRB1*04-DQB1 naj¢es¢i prisutni alel je bio DRB4*01:03
(86,7%). Medu HLA-DRB1*07:01 pozitivnim haplotipovima uocena je statisticki znacajna
razlika (p<0,05) u raspodjeli alela HLA-DRB4 s obziroma na prisustvo alela HLA-DQBL.
Haplotipovi: HLA-DRB1*07:01-DQB1*03:03 na lokusu HLA-DRB4 u 98,0% slucajeva imali
su nul alel DRB4*01:03:01:02N, dok su haplotipovi DRB1*07:01-DQB1*02:02 na lokusu
DRB4 u 65,5% slucajeva imali prisutan alel DRB4*01:03. Unutar skupine HLA-DRB1*04
pozitivnih haplotipova nije uocena statisticki znacajna razlika u raspodjeli alela HLA-DRB4 s
obzirom na prisustvo alela HLA-DQB1. Alel HLA-DRB1*09:01 je kod svih ispitanika uo¢en u
kombinaciji s alelima HLA-DRB4*01:03-DQB1*03:03.

(49 stranica, 29 slike, 6 tablica, 18 literaturna navoda, jezik izvornika: hrvatski)

Rad je pohranjen u Sredis$njoj bioloskoj knjiznici.

Kljucne rijeci: geni HLA-DRB4, polimorfizam, haplotipovi HLA, neravnoteza udruzivanja
Voditelj: Dr.sc. Zorana Grubié, izv.prof., KBC Zagreb

Suvoditelj: Dr.sc. Ana Galov, izv.prof., PMF Zagreb



Ocjenjivaci: Dr. sc. Ana Galov, izv. prof., PMF Zagreb
Dr. sc. Petra Kora¢, doc., PMF Zagreb
Dr. sc. Renata Sostari¢, doc., PMF Zagreb
Zamjena: Dr.sc. Nada OrSoli¢, red.prof., PMF Zagreb
Rad prihvacen: 02.02.2017.



BASIC DOCUMENTATION CARD

University of Zagreb
Faculty of Science
Division of Biology

Graduation Thesis

Polymorphism of HLA-DRB4 genes in Croatia

Leona Radmani¢
Rooseveltov trg 6, 10000 Zagreb, Croatia

In this study the polymorphism of HLA-DRB4 alleles and HLA-DRB1-DRB4 haplotypes among
Croatian cadaveric organ donors (N = 144) was analyzed. All samples were selected based on the
presence of one of the alleles of HLA-DRB53 group (DRB1*04, DRB1*07, and DRB1*09
alleles). Typing of HLA-DRB4 alleles was carried out by polymerase chain reaction sequence
specific primers for one or more HLA alleles (method: PCR-SSP). HLA-DRB1 and -DQB1
alleles were determined by polymerase chain reaction sequence specific oligos for one allele or a
group of HLA alleles (method: PCR-SSO). On the HLA-DRB4 locus seven different alleles were
discovered; 5 functional alleles (DRB4*01:01:01:01, DRB4*01:02, DRB4*01:03, DRB4*01:05,
and DRB4*01:08) and two null alleles (DRB4*01:03:01:02N and HLA-DRB4*03:01N). Among
individuals positive for one of the HLA-DRB1*04 alleles no statistically significant difference
was detected in the distribution of the HLA-DRB4 alleles given the presence of the DQB1
alleles. Among HLA-DRB1*04-DQBL1 haplotypes the most present was DRB4*01:03 allele
(86.7%). Among HLA-DRB1*07:01 positive haplotypes a statistically significant difference
(p<0.05) in the distribution of HLA-DRB4 alleles due to the presence of different HLA-DQB1
alleles was observed. The HLA-DRB1*07:01-DQB1*03:03 haplotype in 98.0% of cases had the
DRB4*01:03:01:02N allele on the HLA-DRB4 locus, while DRB1*07:01-DQB1*02:02
haplotype on the HLA-DRB4 locus in 65.5% of cases had the DRB4*01:03 allele (65.5%).
Within the group of the HLA-DRB1*04 positive haplotype, there was no statistically significant
difference in the distribution of HLA-DRB4 alleles due to the presence of different HLA-DQB1
alleles. The HLA-DRB1*09:01 allele was observed in combination: HLA-DRB4*01:03-
DQB1*03:03 in all the cases.

(49 pages, 29 figures, 6 tables, 18 references, original in: Croatian)
Thesis deposited in the Central Biological Library.
Key words: HLA-DRB4 gene, HLA haplotypes, polymorphism, linkage disequilibrium

Supervisor: Dr. Zorana Grubi¢, Assoc. Prof., University Hospital Centre Zagreb



Co-supervisor: Dr. Ana Galov, Assoc.Prof., University in Zagreb

Reviewers: Dr. Ana Galov, Assoc.Prof., Faculty of Science, University of Zagreb
Dr. Petra Kora¢, Asst. Prof, Faculty of Science, University of Zagreb
Dr. Renata Sostari¢, Asst. Prof, Faculty of Science, University of Zagreb

Replacement: Dr. Nada OrS$oli¢, Prof., Faculty of Science, University of Zagreb

Thesis accepted: 02.02.2017.



SADRZAJ

(LU 1Y@ 5 T 1
1.1. OPCENITO O SUSTAVU HLA........ccooviiieeeeeeeeeeeeeees 2
1.2, POLIMORFIZAM HLA .......coitiieeeieeeeeeeee e, 4
1.3. REGIJA HLA RAZREDA L....ccooovviviiieserereeeeeieneeeses i, 7
1.4. REGIJA HLA RAZREDA Il....ooooviiiiiieeieseeeeeveseee e, 8
1.5. SUBREGIJA HLA-DR.......coooetiieeeieeeeeeeeeeeee e, 10

1.5.1. GENI SUBREGIJE HLA-DRB........cc.covvireeieeeeeereen, 10
1.5.2. HAPLOTIPOVI SUBREGIJE HLA-DRB........cccccvverrran. 13
1.6. POLIMORFIZAM GENA HLA-DRB1 HAPLOTIPSKE SKUPINE
LI ] T TP 15
1.6.1. ALELI HLA-DRB1*04........c.coveieeieseeeseeeeeeeeeeee e 16
1.6.2. ALELI HLA-DRB1*07.....cocoiiieisieseeeeeeeee e 17
1.6.3. ALELI HLA-DRBI*09..........cccovrirereseeeieesesieeeeessssenenes 19

2. CILTISTRAZIVANITA ....ceioeitieeeteeeetee e es s s e ses s ssnsan s 20

3. MATERIJALI I METODE........ooitiietiiseeeeeee oo 22
3.1, MATERIJALL ..ottt 23

311 ISPITANICK ..o 23
3.2. METODE.......c.oiiiieiceieeeees et 23
3.2.1. 1ZOLACIADNA ..ottt 23
3.2.2. UMNAZANJE ALELA HLA .....c.ooioieeeeeeeeeeeeeeeees 25
3.2.3. STATISTICKA OBRADA PODATAKA........ccccoouunr..... 26

4, REZULTAT oo 27



© N o O

4.1. RASPODJELA ISPITIVANIH UZORAKA S OBZIROM NA

ALEL/GEN NA LOKUSU HLA-DRBIL......oooveoeeeeeeeeeeerens 28
4.2. RASPODJELA ALELA HLA-DRB4 MEDU ISPITANICIMA
POZITIVNIM ZA ALEL HLA-DRBI1*07.....oeveeveeeeeeeern, 29
4.3. RASPODJELA ALELA HLA-DRB4 MEDU ISPITANICIMA
POZITIVNIM ZA ALEL HLA-DRB1*04........cooveeeeeeeeeenn, 32
RASPRAVA ..o et e oo e oo, 37
ZAKLIUCAK ..o 41
LITERATURA . ..o 43

ZIVOTOPIS. ..o e er e e s e s e e e 46



1.UVvOD



1.1. OPCENITO O SUSTAVU HLA

Glavni sustav tkivne snosljivosti (engl. Major Histocompatibility Complex; MHC) je jedinstven
genetski sustav i ima izuzetnu vaznost U transplataciji tkiva i organa. Kod ¢ovjeka se taj sustav
naziva sustav HLA (engl. Human Leucocyte Antigens). Otkri¢e sustava HLA vezano je uz
1954.9., kada su u serumima politransfundiranih bolesnika otkrivena antitijela tog sustava,
kasnije je otkriveno postojanje antitijela HLA i u serumima viserotkinja. Pri istrazivanju sustava
HLA, prva tri otkrivena lokusa, odredena seroloskim metodama, nazvana su lokusi HLA-A, -B i
-C, a nakon toga je mapiran lokus ,,HLA-DR®, odnosno regija. Prvi gen otkriven unutar regije
HLA-D nazvan je HLA-DR, a zatim su otkrivena jo§ dva lokusa (HLA-DQ i -DP). Razlika u
odredivanju antigena/antitijela lokusa HLA-A i -B u odnosu na antigene/antitijela HLA-D je

navela na pretpostavku da se radi 0 medusobno vrlo sli¢nim genima, ali ne i nuzno istim.

Najvaznije obiljezje sustava HLA je visok stupanj raznolikosti njegovih lokusa. Ukupno je na
lokusima HLA otkriveno vise od 14000 razlicitih alela. Geni HLA su najpolimorfniji geni u
ljudskom genomu, a najpolimorfniji je gen HLA-B. Velik broj alela HLA je rezultat prirodne
selekcije, tome u prilog govori da je nizak postotak homozigotnih osoba za alele HLA §to
ukazuje da postoji selektivna prednost heterozigotnih osoba. Svaka osoba ima dva alela
pojedinog gena HLA, jedan naslijeden od oca, a drugi od majke.

Sljedece obiljezje sustava HLA je genska neravnoteza udruzivanja (engl. linkage disequilibrium,
LD). To je pojava da se aleli dva ili vise usko vezanih lokusa HLA javljaju u istom haplotipu
HLA ¢esce nego $to bi to bilo za ocekivati na temelju njihovih pojedinac¢nih ucestalosti. Jedna od
karakteristika je i krizna reaktivnost (engl. cross-reactive group). To je pojava kada antitijela
HLA reagiraju ne samo s jednim ve¢ s viSe antigena HLA, a javlja se uglavnom medu

antigenima istog lokusa HLA.

Sustav HLA je kod ¢ovjeka smjesten na kracem kraku kromosoma 6 (6p21) i zauzima priblizno

jednu tisuc¢inu ljudskog genoma (3,8 cM) (slika 1) [1].
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Slika 1. Smjestaj regije HLA na kra¢em kraku kromosoma 6 (preuzeto iz [11])

Na slici 2 je prikazana mapa sustava HLA s pripadaju¢im genima, medutim mnogim genima

unutar ove regije nije do kraja razjasnjena uloga u organizmu. Danas je moguce razluciti Cetiri

razli¢ite skupine gena unutar ovog odsjecka kromosoma 6:

1. geni HLA razreda |
2. geni HLA razreda Il

3. geni razreda Ill; ovi geni ne spadaju u gene sustava HLA, ali su povezani s odvijanjem

nekih imunoloskih reakcija u organizmu (C2, C4A, C4B, BF, HSP70, i dr.)

4. geni razreda IV; ovi geni ne spadaju u gene sustava HLA i nisu povezani s odvijanjem

imunoloskih reakcija u organizmu (CYP21, NOTCH3, PBX2, i dr.)

Geni HLA razreda | kodiraju glikoproteine prisutne gotovo na svim stanicama u ljudskom

organizmu, dok su geni HLA razreda II zaduzeni za sintezu molekula HLA razreda Il koje su

prisutne samo na nekim stanicama (npr. limfocitima B, monocitima, makrofagima i dr.).
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Slika 2. Mapa regije HLA (preuzeto iz [10])

Cjeloupna regija HLA moze se podijelti na 3 podregije: regija HLA razreda I, centralna regija ili
regija HLA razreda Il te regija HLA razreda Il [4].

1.2. POLIMORFIZAM HLA

Pronaden je izrazito velik broj novih alela HLA nakon §to su se metode seroloske tipizacije
upotpunile direktnim sekvenciranjem gena HLA. Broj aminokiselina u kojima se proteinski
produkti razlicitih alela HLA medusobno razlikuju mozZe iznositi i do 20 aminokiselinskih
ostataka. Broj novootkrivenih alela HLA razreda | u posljednjih nekoliko godina pokazuje

eksponencijalni rast (slika 3). Zanimljivo je da razlike u slijedovima parova baza izmedu



razli¢itih alela HLA nisu nasumi¢no rasporedene uzduz citave sekvence pojedinog gena,
odnosno cijelog polipeptidnog lanca molekule HLA. Naime, razlike su uglavnom smjestene u
onim dijelovima gena HLA koji kodiraju domene al i a2 molekula HLA razreda I, odnosno kod
gena HLA razreda Il u onom dijelu odgovornom za kodiranje domena al i f1 molekule.
Primjenom rendgenske kristalografije utvrdeno je da se od 17 aminokiselina koje su pokazivale
znaajan polimorfizam unutar molekule HLA-A2, ¢ak njih 15 smjestilo unutar procjepa u
molekuli koji ima ulogu veznog mjesta za strane 13 peptide. Potom se doslo do zakljucka da
razli¢itost alela HLA doprinosi uocenoj sposobnosti molekula HLA da stupe u interakciju sa

stranim antigenom [12].

Slika 3. Graficki prikaz broja novoimenovanih alela od 1987. do travnja 2016. (preuzeto iz [18])



Ako uzmemo u obzir broj poznatih alela HLA-A, -B i -C iz tablice 1, moZemo izracunati
teoretski broj kombinacija koje mogu postojati u svijetu. Mnozenjem brojeva 3399, 4242 i 2950
dobit ¢emo 3,25x10%° moguéih razli¢itih fenotipova HLA razreda I u opéoj populaciji. Ako
uzmemo u obzir lokuse gena HLA razreda Il i pomnozimo s brojem alela HLA-DRB1 (1883
alela) s brojem alela gena HLA-DQA1 (69 alela) i -DQB1 (911 alela) te brojem alela gena HLA-
DPB1 (644 alela) dobit éemo 2,85x10** razli¢itih kombinacija HLA razreda II. Posto se svaki
pojedini haplotip sastoji od gena HLA razreda I i I, mnozenjem svih brojeva dobivamo broj od
gotovo 9,26x10** moguéih fenotipova HLA. Medutim, taj je broj znatno manji zbog LD-a, tako

da pojedini fenotipovi HLA nisu nikad uoceni u brojim populacijama koje su do sada istrazivane.

Tablica 1. Broj poznatih alela HLA do travnja 2016. (prema [15])

HLA razred | 10730 |IF-NErRGGRl

m broj alela m broj alela broj alela

DRA

DRE
DOAl
DQaBl

DPAl
DPB1
DPB2
DMA
DMEBE
DoA
DOB




1.3. REGIJA HLA RAZREDA |

Regija HLA razreda I obuhvaca oko 2 mega baza (Mb), a smjestena je blize telomernom kraju
kromosoma 6. Unutar ove regije smjeStene su 3 skupine gena: klasi¢ni geni (HLA-A, -B i -C)
koje odlikuje visoka raznolikost alela, neklasi¢ni geni (HLA-E, -F i -G) koje pokazuju mali
polimofrizam u usporedbi s klasi¢nim genima HLA razreda I te nefunkcionalni, pseugdeni

(HLA-H, -J, K, -L, -P, -T, -U, -V, -W i -X) [8].

Unutar regije HLA razreda | nalaze se i geni koji, ni strukturno, ni funkcionalno ne spadaju u

gene HLA, kao §to su npr. gen S, onkogen OCT3 i dr.

Gen HLA razreda I graden je od 8 egzona (kodiraju¢e sekvence) koji su razdvojeni razlicito
dugim nekodiraju¢im sekvencama (intronima). Prvi egzon sadrzi vodeci, signalni slijed baza.
Njihov produkt poslije translacije usmjerava antigenski protein u citoplazmu, a pojavljuje se u
sklopu gotove membranske molekule. Egzoni 2, 3 i 4 kodiraju za domene al, a2 i a3 molekule
HLA razreda | koje se nalaze izvan stanice. Egzon 5 kodira transmembranski dio molekula, dok
citoplazmatski dio kodiraju dva egzona, 6 i 7. Zavrsni dio molekule, netranslatiraju¢i 3' kraj
kodiran je egzonom 8 (slika 4). Sastavni dio molekule HLA razreda I je i laki lanac (B2

mikroglobulin) koji nije kodiran genima HLA [8].



ORGANIZACIJA GENA MOLEKULA VEZANI

HLA RAZREDA | HLA RAZREDA | PEPTID
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Slika 4. Shematski prikaz organizacije gena i molekule HLA razreda | (preuzeto iz [2])

1.4. REGIJA HLA RAZREDA |1

Unutar regije HLA razreda Il koja je najbliza centromeri kromosoma 6 (oko 1Mb) nalaze se geni
koji kodiraju molekule HLA razreda Il. Grada gena HLA razreda Il nalikuje strukturi gena HLA
razreda |. Molekula HLA razreda II gradena je od teZeg i lakSeg lanca. Laksi lanac, o, kodira
gen (npr. gen HLA-DRAL) graden od 5 egzona, dok lanac B (tezi) kodira gen (npr. gen HLA-
DRB1) graden od 6 egzona. Egzon 1 kodira vodeéi peptid, a egzoni 2 i 3 dvije izvanstani¢ne
domene molekule HLA razreda Il. U genima za P lanac, koji se sastoji od 6 egzona, egzon 4
kodira transmembransko podruéje, a egzon 5 kodira citoplazmatsko podruéje, dok u genima za o
lanac koji se sastoji od 5 egzona, egzon 4 kodira i transmembransko i citoplazmatsko podrucje
(slika 5).
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Slika 5. Shematski prikaz grade gena i molekule HLA razreda Il (preuzeto iz [2])

Geni HLA razreda Il podijeljeni su u 6 razli¢itih subregija i to: HLA-DM, -DN, -DO, -DP, -DQ i
-DR. Klasi¢ni geni HLA razreda II koji su odgovorni za sintezu transplatacijskih antigena
obuhvacaju tri subregije: HLA-DR, -DP i -DQ.

Subregija HLA-DM sadrzi 2 gena, HLA-DMA i -DMB, koji unato¢ smjestaju unutar podrucja
gena HLA razreda I, svojom gradom vise nalikuju genima HLA razreda I. To su vrlo stari geni

koji su postojali jos i prije nastanka razlika izmedu gena HLA razreda i 11 [8].

Subregije HLA-DO i -DN, za razliku od svih ostalih subregija sustava HLA razreda Il sadrze
samo po jedan gen (DOB i DNA) koji predstavljaju najstarije gene HLA razreda Il. Za njih se
zna da oba idu u transkripciju, ali njihovi proteini do sada nisu jo§ otkriveni, odnosno nepoznata

im je uloga u organizmu [8].



1.5. SUBREGIJA HLA-DR

Subregija DR sadrzi samo jedan gen "A" (HLA-DRAL1), dok je broj gena "B" razli¢it, ovisno o
pojedinom haplotipu HLA-DRB [8]. Poznato je 9 razli¢itih gena HLA-DRB koji se oznacavaju
brojevima od 1 do 9. Geni HLA-DRB1, -DRB3, -DRB4 i -DRB5 su aktivni geni, dok su HLA-
DRB2, -DRB6, -DRB7, -DRB8 i -DRB9 nefunkcionalni geni. Svaka osoba u svom haplotipu DR
ima gen HLA-DRBI, a hoce 1i imati jo$ neki aktivni gen DRB (HLA-DRB3, -DRB4 ili -DRB5)
ovisi o tome koji je alel prisutan na lokusu HLA-DRB1. Neki haplotipovi HLA-DRB imaju
samo po jedan gen DRB, kao npr. haplotip HLA-DRS8 koji ima samo gen HLA-DRB1, dok drugi
imaju i ¢ak po 5 razli¢itih gena DRB kao npr. haplotip HLA-DR53. Unutar subregije HLA-DRB,

delecije i duplikacije su mnogo ¢e$ce s obzirom na subregije HLA-DP i -DQ.

1.5.1. GENI SUBREGIJE HLA-DRB

GEN HLA-DRBL1: od svih gena HLA-DRB nalazi se najblize centromeri. Veéina odgovora
limfocita T usmjerena je protiv produkata gena DRA1-DRBL tj. klasi¢nih molekula HLA-DR.
Gen DRBL1 je najpolimorfniji gen HLA razreda Il i do danas je poznato preko 2000 razlicitih
alela tog gena. Danas je poznato da su se geni HLA-DRB1 razvijali u tri razvojna pravca na
osnovu filogenetskih analiza 3' UT kraja gena DRBL1 i njegove haplotipske raspodjele na:
DRB1*01, *03 i *07. Tijekom evolucije glavne grane filogenetskog stabla su se dalje razdvajale
(slika 6) [8].

Iz slike 6 vidimo da je skupina DRB1*01 sastavljena od gena/alelnih skupina/specifi¢nosti:
DRB1*01, DRB1*15 i DRB1*16 te da su oni evolucijski blizi skupini gena DRB1*03 koja
obuhvaca specificnosti: DRB1*03, DRB1*11, DRB1*12, DRB1*13 i DRB1*14. Trec¢a skupina
gena HLA-DRB1*07 sastavljena je od gena DRB1*04, DRB1*07 i DRB1*09.
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HLA- DRB1*01

HLA- DRB1*15 DRB1*01

HLA-DRB1*16

HLA-DRB1*10

HLA- DRB1*12

HLA-DRB1*03

HLA- DRB1*11 DRB1*03

HLA-DRB1*13

HLA-DRB1*14
HLA-DRB1*08
HLA-DRB1*04
HLA-DRB1*07 DRB1*07

HLA- DRB1*09

Slika 6. Prikaz tri glavna razvojna pravca gena HLA-DRB1 (preuzeto iz [8])
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GEN DRB2: nije funkcionalan zbog djelomi¢nog nedostatka egzona 2 te delecije od dvadesetak

parova baza na eksonu 3 i prisutan je samo na haplotipovima HLA-DR52.

GEN DRB3: isto kao i gen DRB2, i gen DRB3 nalazimo samo na haplotipovima DR52.
Medutim, za razliku od gena DRB2, gen DRB3 je funkcionalan i molekule koje kodira ovaj gen
su prisutne na stani¢nim membranama istih onih stanica gdje su prisutne i molekule koje kodira

gen DRB1. Medutim, za razliku od gena DRB1 ovaj gen ima puno manji broj alela.

GEN DRB4: nazoc¢nost gena DRB4 dokazana je samo na haplotipovima DR53. Transkripcija

ovog gena kao i gena DRB3 nekoliko je puta manja u usporedbi s genom DRBL.

GEN DRBS5: prisutan je samo na haplotipovima DR51 te spada u skupinu funkcionalnih gena.
Filogenetska analiza ukazala je na izuzetnu starost ovog gena te na temelju sekvenciranja 3' UT

kraja, prevladava misljenje da je ovo jedan od najstarijih gena unutar subregije DRB.

GEN DRB6: nefunkcionalan je i prisutan samo na haplotipovima DR1 i DR51, a njegova
transkripcija je dokazana tehnikom lanc¢ane reakcije polimerazom (PCR). Prerano pojavljivanje

"stop" kodona onemogucuje translaciju ovog gena.

GEN DRB7: pseudogen prisutan je samo na haplotipovima DRB53. On, kao i gen DRB6, ima
prerani "stop" kodon i defektan "splice" signal. Osim toga, kod gena DRB7 pronadena je delecija
56 parova baza na 3' UT kraju kao i na alelima skupine DRB1*04, §to ukazuje na zajednicko
podrijetlo ta dva gena, odnosno da je gen DRB7 nastao kao rezultat rekombinacije dvaju
haplotipova DRB1*04.

GEN DRBS8: pseudogen prisutan na haplotipovima DR53, a zanimljivo je spomenti da ovaj

pseudogen nema ni egzon 1 ni egzon 2.

GEN DRB9: dokazan je na svim haplotipovima DRB.
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1.5.2. HAPLOTIPOVI SUBREGIJE HLA-DRB

Na slici 7 vidimo da su haplotipovi HLA-DRB podijeljeni u 5 glavnih haplotipskih skupina:
DR1, DR8, DR51, DR52 i DR53. Haplotip HLA je kombinacija alela na usko vezanim lokusima
HLA jednog kromosoma 6 koji se nasljeduju u bloku. Osim ovih glavnih haplotipskih skupina

postoje i "usko" specificni haplotipovi, npr. skupina haplotipova DR4.

Specifi¢nosti HLA-DRB1 Specifi¢nosti HLA-DRB3/4/5

o T _1D®yr~  None
DR15, 16 (2)
DR1 (uncommon) oR51
DR17, 18 (3)
DR13, 14 (6) : etk Al . DRB3 | DRS?
e  ——— .

Slika 7. Organizacija haplotipskih skupina HLA-DRB (preuzeto iz [13])

HAPLOTIPSKA SKUPINA HLA-DR1: sadrzi samo funkcionalni gen DRB1 i nefunkcionalni
gen DRB6. Prisustvo gena DRB6 na ovom haplotipu ukazuje na usku povezanost ovog haplotipa
s haplotipovima DR51. Isto kao i haplotipovi HLA-DRB1*01, tako i haplotipovi HLA-
DRB1*10 imaju dva lokusa (DRB1 i DRB6) te i oni pripadaju ovoj skupini.
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HAPLOTIPSKA SKUPINA HLA-DRS51: sadrzi dva funkcionalna gena (DRB1 i DRBS) 1 dva
nefunkcionalna gena (DRB6 i DRB9). Redoslijed gena DRB u ovoj haplotipskoj skupini je
DRB1-DRB6-DRB5-DRBO.

HAPLOTIPSKA SKUPINA HLA-DR52: u haplotipu ove skupine raspored gena je DRB1-
DRB2-DRB3. Filogenetske analize ukazale su na evolucijsku povezanost gena DRB1 i DRB3 te
se smatra da je gen DRB3 nastao duplikacijom gena DRBL.

HAPLOTIPSKA SKUPINA HLA-DRS8: sekvenciranjem pojedinih haplotipova ove
haplotipske skupine navelo je na zakljucak da je skupina alela DRB1*08 nastala kao rezultat
delecije i potom spajanja 3' kraja gena DRB3 na 5’ kraj gena DRBL1. To je i razlog zbog kojeg
aleli DRB1*08, unato¢ sli¢énim sekvencama s alelima skupine HLA-DR52, a za razliku od njih,

nemaju ekspresiju molekula gena DRB3 na svojim stani¢nim membranama.

HAPLOTIPSKA SKUPINA HLA-DR53: ova skupina ima najve¢i broj gena DRB, njih pet
(DRB1, DRB7, DRB8, DRB4 i DRB9). Gen HLA-DRB4 je funkcionalan, ali za razliku od gena
HLA-DRBL1 je znatno manje raznolik. Do danas je poznato 45 razlicitih alela ovog gena [15].
Kao $to mozemo vidjeti 1z tablice 2 za produkte pojedinih alela DRB4 je upitna prisutnost
njihovih molekula na stani¢nim membranama. Tri alela (DRB4*01:03:01:02N, DRB4*02:01N i
DRB4*03:01N) pripadaju skupini "null"* alela HLA tj. nemaju ekspresiju na stani¢nim
membranama. Ono S$to treba spomenuti da je polimorfzam gena HLA-DRB4 puno manje

istrazivan nego polimorfizam pripadajucih gena HLA-DRB1 skupine HLA-DR53.
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Tablica 2. Aleli HLA-DRB4 i njihova ekspresija na stani¢nim mebranama

alel HLA

ekspresija na stani¢nim seroloski ekvivalent/ekspresija na

membranama stani¢nim membranama

DRB4*01:01 DA DR53
DRB4*01:02 ? -
DRB4*01:03 DA DR53
DRB4*01:03:01:02N NE nul alel
DRB4*01:04 ? =
DRB4*01:05 DA DR53
DRB4*01:06 ? -
DRB4*01:07 ? -
DRB4*02:01N NE nul alel
DRB4*03:01N NE nul alel

1.6. POLIMORFIZAM GENA HLA-DRB1 HAPLOTIPSKE SKUPINE
HLA-DR53

Geni HLA-DRB1 skupine HLA-DR53 bili su predmet brojnih istrazivanja tijekom proteklih
godina, kako u populacijskim istrazivanjima, tako i u istazivanjima povezanosti s brojnim
bolestima [5]. Naime, poznata je povezanost alela ove skupine s ¢itavim nizom autoimunih
bolesti [5]. Autoimune bolesti koje se vezuju uz alele haplotipske skupine HLA-DR53 su

celijakija, reumatoidni artritis i SeCerna bolest tipa 1.
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1.6.1. ALELIHLA-DRB1*04

Do danas je poznato 64 alela skupine DRB1*04 [15]. Gen DRB1*04 ima alele od kojih su neki
rasprostranjeni diljem c¢itavog svijeta (npr. alel DRB1*04:01), a drugi ne (npr. alel DRB1*04:19
je uocen samo u Meksiku). Aleli DRB1*04:01, DRB1*04:02, DRB1*04:03 spadaju u ceste i
rasprostranjene u svijetu dok npr. DRB1*04:18, DRB1*04:26 i DRB1*04:27 spadaju u rijetke.
Alel DRB1*04:01 pokazuje vecu ucestalost na sjeveru Europe koja opada prema jugu Europe,
dok je najviSe zastupljen u sjevernoisto¢noj Rusiji i sjevernoj Americi s oko 30%. Alel
DRB1*04:02 pokazuje najvecu ucestalost u sjevernoj Africi i jugozapadnoj Aziji, no pojavljuje
se i s vecom ucestalo$¢u na jugu nego na sjeveru Europe. S druge strane, alel DRB1*04:03 je
takoder rasprostranjen diljem svijeta izuzev juga Afrike i sjevera Europe. Na slikama 8-11

prikazana je raspodjela Cetiri prvookrivena alela DRB1*04 u svijetu.

K ¢

0.2966100 0.11392000

0.2750120 0.10562500 R
02315160 0.08891910 - \\
0.2001520 0.07687320
0.1733540 0.06658050
01483050 0.05696000
0.1232560 0.04733850
0.0964576 0.03704680 )
0.0650940 0.02500090
0.0215982 X 0.00829527
0.0000000 0.00000000
Image from Solberg et al. (2008) - s8e www.pypop.org/popdata for more info. Image from Solberg et al. (2008) - see www.pypop.ong/popdata for more info.

Slika 8. Raspodjela alela HLA-DRB1*04:01 u svijetu  Slika 9. Raspodjela alela HLA-DRB1*04:02 u svijetu
(preuzeto iz [16]) (preuzeto iz [16])
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0.36000000 0.3677600 :

0.09892150 0.3595250 %
0.08229690 0.3026620 il 3
0.07031290 0.2616600
0.06007140 0.2266260
0.05049870 0.1638800
0.04092590 0.1611340
0.03068440 0.1261000 )
0.01869840 0.0850078
0.00207583 e 0.0282354
0.00000000 0.0000000
Image from Solberg et al. (2008) - see www.pypop.or/popdata for more info. Image from Soclberg et al. (2008) - see www pypop.crg/popdata for more info.

Slika 10. Raspodjela alela HLA DRB1*04:03 u svijetu Slika 11. Raspodjela alela HLA DRB1*04:04 u svijetu
(preuzeto iz [16]) (preuzeto iz [16])

1.6.2. ALELI HLA-DRB1*07

Za gen DRB1*07 je poznato 11 razli¢iih alela (DRB1*07:01, DRB1*07:03, DRB1*07:04,
DRB1*07:05, DRB1*07:06, DRB1*07:07, DRB1*07:08, DRB1*07:09, DRB1*07:10,
DRB1*07:11, DRB1*07:12). Alel DRB1*07:01 pokazuje Siroku rasprostranjenost diljem svijeta,
dok je alel DRB1*07:03 prisutan u jugoisto¢noj Aziji, a u ostatku se svijeta pojavljuje s manjom
ucestaloscu, kao i alel DRB1*07:05 (slike 12-15). Alel DRB1*07:04 pokazuje najvecu ucestalost
na samom zapadu Europe, u Portugalu i Spanjolskoj, dok za ostatak svijeta nema podataka o
njegovoj prisutosti.
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0.3170700
0.2939820
0.2474860
0.2139590
0.1853120
0.1585350
0.1317580
01031110
0.0895842
0.0230880
0.0000000

0.0008100000
0.0007510180
0.0006322370
0.0005455680
0.0004734040
0.0004050000
0.0003365350
0.0002634120
0.0001777630
0.0000589815
0.0000000000

Image from Solberg et al. (2008) - see www.pypop.org/popdata for more info

Image from Solberg et al, (2008) - see www.pypop.org/popdata for more info.

Slika 12. Raspodjela alela HLA DRB1*07:01 u svijetu Slika 13. Raspodjela alela HLA DRB1*07:03 u svijetu

(preuzeto iz [16])

(preuzeto iz [16])

0.003450000
0.003198780
0.002692860
0.002328060
0.002018350
0.001725000
0.001433650
0.001121940
0000757137
0.000251218
0.000000000

0.0008100000

0.0007510180
0.0006322370
0.0005465880
0.0004734040
0.0004050000
0.0003365850
0.0002634120
0.0001777630
0.0000589815
0.0000000000

Image from Sclberg et al, (2008) - see www.pypop.org/popdata for mare info.

Image from Solberg et al. (2008) - see www.pypop.org/popdata for more info.

Slika 14. Raspodjela alela HLA DRB1*07:04 u svijetu Slika 15. Raspodjela alela HLA DRB1*07:05 u svijetu

(preuzeto iz [16])

(preuzeto iz [16])
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1.6.3. ALELI HLA-DRB1*09

Gen DRB1*09 ima 6, do danas, poznatih alela (DRB1*09:01, DRB1*09:02, DRB1*09:03,
DRB1*09:04, DRB1*09:05, DRB1*09:06). Alel DRB1*09:01 je najc¢es¢i, a najveéu ucestalost

pokazuje na dalekom Istoku, dok je ucestalost ovog alela u Europi mala ( <2,0%).

0.4545500 0.001620000
0.4214510 0.001502040
0.3547940 0.001264470
0.3067300 0.001093180
0.2656620 0.000946809
0.2272750 0.000810000
0.1888880 0.000673191
0.1478200 0.000526824
0.0097556 0.000355525
0.0330988 . 0.000117963
0.0000000 0.000000000
Image from Solberg et al. (2008) - see www.pypop.org/popdata for maore info, Image from Solberg et al. (2008) - see www.pypop.org/popdata for more info

Slika 16. Raspodjela alela HLA DRB1*09:01 u svijetu Slika 17. Raspodjela alela HLA DRB1*09:03 u svijetu
(preuzeto iz [16]) (preuzeto iz [16])
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2.CILJ ISTRAZIVANJA
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Ciljevi ovog istrazivanja bili su:

1. Istraziti raznovrsnost alela HLA-DRB4 u Hrvatskoyj.

2. Odrediti haplotipove HLA-DRB1*07-DRB4 u istrazivanom uzorku.

3. Utvrditi haplotipove HLA-DRB1*07-DRB4-DQB1 Kkarakteristicne za naSu
populaciju.

4. Analizirati haplotipove HLA-DRB1*04-DRB4 u Hrvatsko;j.

5. Odrediti polimorfizam haplotipova HLA-DRB1*04-DRB4-DQB1 u ispitivanom
uzorku.

6. Istaziti raznovrsnost haplotipova HLA-DRB1*09-DRB4-DQB1 u nasoj populaciji.

7. Usporediti dobivene rezultate za hrvatsku populaciju s dostupnim podacima za druge

populacije evropskog porijekla.
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3.MATERIJALI | METODE
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3.1. MATERIJALI

3.1.1. ISPITANICI

U svrhu istrazivanja polimorfizma gena HLA-DRB4 u Hrvatskoj obuhvatili smo skupinu od 144
uzorka. Uzorci su bili odabrani na temelju prisustva gena HLA-DRB1*04, DRB1*07 ili
DRB1*09. Svi uzorci prethodno su testirani za gene HLA-A, -B, -C, -DRB1 i -DQBL1.

Od svih uzoraka imali smo po 2 ml periferne krvi s EDTA kao antikoagulansom.

3.2. METODE

3.2.1. IZOLACIJA DNA

Iz 200pl krvi izolirana je DNA pomoc¢u komercijalnog seta za izolaciju DNA (Nucleospin,
Macherey Nagel, Diiren, Njemacka), slika 18. Metoda se temelji na uporabi kolumni sa
silikatnom membranom koja specificno veze molekule DNA. Postupak se temelji na inkubaciji
DNA s proteinazom K, zatim precipitacije i nekoliko ispiranja (slika 19). Koncentracija izolirane
DNA iznosi 30 ng/ul [7].

SADRZAJ KOMERCIJALNOG SETA ZA IZOLACLIU DNA IZ PERIFERNE KRVI

Reagens B2
Pufer BS
Pufer BW
Pufer BE
Pufer B3

Proteinazni pufer

Proteinaza K

Nukleospin tubice

Nukleospin kolumne

Slika 18. Set za izolaciju DNA iz uzoraka periferne krvi
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Slika 19. Shematski prikaz izolacije DNA pomoc¢u komercijalnog seta za izolaciju DNA

24



3.2.2. UMNAZANJE ALELA HLA

Temelj metode za umnazanje alela i gena HLA, metoda PCR-SSP (engl. Polymerase Chain
Reaction - Sequence Specific Primers) je da se za pokretanje reakcije PCR Koriste
oligonukleotidne pocetnice koje imaju komplementaran slijed onome koji odgovara odredenom
alelu ili skupini alela HLA. Tipizacijski set PCR-SSP sastoji se od odredenog broja reakcija za
svaki pojedini lokus HLA, odnosno gen HLA. Odredivanjem gena HLA metodom PCR-SSP
moguce je tipizirati na razini gena ili tzv. niska rezolucija (dvije znamenke), kao npr. DRB1*04
ili na razini alela HLA ili tzv. visoka rezolucije (Cetiri znamenke), kao Sto je npr. DRB1*04:01.
U ovom radu koriSteni su komercijalni testovi OlerupSSPTM Genotyping (GenoVision Inc,
West Chester, PA, SAD). Svaka PCR reakcija zasebno testira prisustvo jednog ili skupine alela
HLA, a u svakoj reakciji su prisutne: dvije pocetnice (3'i 5'), kontrolni par pocetnica koje ¢e nam
pokazati da li smo u reakciju stavili sve potrebno, smjesa deoksiribonukleotida (dATP, dCTP,
dGTP, dTTP), komercijalni pufer, termostabilna Taq polimeraza i genomska DNA koncentracije

50 pg/ml. Uvjeti umnazanja u automatskom aparatu za umnazanje prikazani su u tablici 3.

Tablica 3. Program za umnazanje gena HLA

il O
96°C 15 sec 10
65°C 1 min

96°C 10 sec 20
61°C 50 sec
72°C 30 sec

Provjera i ocitavanje umnozenih produkata PCR izvodi se elektroforezom na 1,5%-tnom
agaroznom gelu obojenim bojom GelRed (GenoVision Inc, West Chester, PA, SAD) koristeci
pufer 1XTBE. Nakon elektroforeze gel se fotografira pomoc¢u UV G:BOX Syngene kamere s

tamnom komorom. Prema veli¢ini specificnih produkata PCR, reakcija na gelu se oznacava kao

25



pozitivna gdje je produkt PCR prisutan ili negativna gdje je PCR produkt odsutan. Pozitivna
reakcija na gelu mora sadrzavati internu kontrolnu vrpcu i vrpcu specificnog produkta PCR

(slika 20). Dobiveni rezultati se potom analiziraju uz pomo¢ programa: Helmberg Score [7].

A L T I I TTI TR
~— — =

Slika 20. Fotografija agaroznog gela s produktima PCR

3.2.3. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

UCcestalost alela HLA-DRB4 odredena je direktnim brojanjem. Haplotipovi HLA-DRB1-DQB1
odredeni su na temelju poznatih 1 publiciranih podataka o neravnotezi udruzivanja izmedu alela
lokusa DRB1 i DQBI. Produzeni haplotipovi HLA-A-C-B-DRB1-DRB4-DQB1 odredeni su na
temelju prisustva pojedinih alela HLA u fenotipu testiranih uzoraka. Usporedba izmedu
pojedinih skupina izvedena je uz pomo¢ 2x2 tablice pri ¢emu je razina statistiCke znacajnosti
iznosila 0,05. U sluc¢aju kada je broj pojedinog ¢imbenika bio manji od 5, koristili Smo Fisher-ov

test.

26



27

4. REZULTATI



4.1. RASPODJELA ISPITIVANIH UZORAKA S OBZIROM NA
ALEL/GEN NA LOKUSU DRB1

U radu smo analizirali skupinu od 144 uzorka pozitivna za gen HLA-DRB4. Gen HLA-DRB4
prisutan je u haplotipu HLA-DRB kada osoba na lokusu HLA-DRB1 ima neki od alela
DRB1*04, DRB1*07 ili DRB1*09. Na slici 21 prikazana je raspodjela istrazivane skupine S
obzirom na prisustvo gena HLA-DRBI1. Najveéi broj uzoraka bio je pozitivan za alel
DRB1*07:01 (80; 55,55%), skupina od 60 (41,67%) uzoraka imala je jedan od alela iz
DRB1*04, dok su samo 4 (2,78%) uzorka bila pozitivna za alel DRB1*09:01.

2,78%

5 DRB1*07:01 poz.
® DRB1*04 poz.
# DRB1*09:01 poz.

Slika 21. Raspodjela ispitivanih uzoraka (N=144) s obzirom na alel/gen na lokusu DRB1
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4.2, RASPODJELA ALELA HLA-DRB4 MEDU ISPITANICIMA
POZITIVNIM ZA ALEL HLA-DRB1*07

Raspodjela alela HLA-DRB4 medu ispitanicima pozitivnim za alel DRB1*07:01 pokazala je
sljedece: najvise ispitanika imala je alel DRB4*01:03:01:02N, njih 51 (63,8%), zatim slijedi alel
DRB4*01:03 kojeg je imalo 19 ispitanika tj. 23,8%, potom alel DRB4*01:01:01:01 koji je bio
prisutan kod 7 (8,80%) ispitanika, dok su aleli DRB4*01:08, DRB4*03:01N i DRB4*01:05 bili
uoceni kod po jednog ispitanika (slika 22).
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Slika 22. Raspodjela alela HLA- DRB4 medu ispitanicima pozitivnim za alel HLA-
DRB1*07:01 (N=80)

S obzirom da je alel DRB1*07:01 u jakoj neravnotezi udruzivanja s dva alela na lokusu DQBI,
alelom DQB1*02:02 i alelom DQB1*03:03 (slika 23), nasu ispitivanu skupinu podijelili smo s

obzirom na prisustvo jednog od dva navedena alela DQB1. Unutar skupine od 80 uzoraka
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pozitivnih za alel DRB1*07:01, njih 29 bilo je pozitivno za alel DQB1*02:02 (36,2%), dok ih je
pozitivnih za alel DQB1*03:03 bilo 51 (63,8%).

Analiza raspodjele alela HLA-DRB4 unutar skupine DRB1*07:01-DQB1*02:02 pozitivnih
ispitanika pokazala je da je najvise bio prisutan alel DRB4*01:03 (19; 65,50%), zatim slijedi alel
DRB4*01:01:01:01 (7; 24,10%), dok su kod po jednog ispitanika uoceni aleli DRB4*01:08,
*03:01N, *01:03:01:02N (slika 24).

03:03

m DQB1*

Slika 23. Raspodjela alela na lokusu HLA-DQB1 medu uzorcima pozitivnim za alel HLA-
DRB1*07:01 (N=80)
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Slika 24. Raspodjela alela HLA-DRB4 medu ispitanicima pozitivnim za haplotip HLA- DRB1*07:01-
DQB1*02:02 (N=29)

Raspodjela alela HLA-DRB4 medu ispitanicima pozitivnim za haplotip DRB1*07:01-
DQB1*03:03 pokazala je nazo¢nost alela DRB4*01:03:01:02N te alela DRB4*01:05. Od toga su
za alel DRB4*01:03:01:02N bila pozitivna 50 (90,04%) ispitanika, dok je alel DRB4*01:05

imao samo jedan ispitanik (slika 25).
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Slika 25. Raspodjela alela HLA-DRB4 medu ispitanicima pozitivnim za haplotip HLA- DRB1*07:01-
DQB1*03:03 (N=51)

4.3. RASPODJELA ALELA HLA-DRB4 MEDU ISPITANICIMA
POZITIVNIM ZA ALEL HLA-DRB1*04

Unutar skupine HLA-DRB1*04 pozitivnih ispitanika testiranih za alele DRB4 uocena je sljedeca
raspodjela: alel DRB4*01:03 bio je prisutan kod 52 (86,67%) ispitanika, alel
DRB4*01:03:01:02N bio je pozitivan kod 5 (8,33%) ispitanika, dok je alel DRB4*01:02 bio
uocen samo kod 3 (5,00%) ispitanika (slika 26).

32



01:03:01:02N

EDRB4*

Slika 26. Raspodijela alela HLA-DRB4 medu ispitanicima pozitivnim za alele HLA-DRB1*04 (N=60)

Isto kao i alel HLA-DRB1*07:01 i aleli skupine DRB1*04 su u neravnotezi udruzivanja s
pojedinim alelima lokusa HLA-DQBL1 i to: DQB1*03:02 ili DQB1*03:01. Unutar naSe skupine
DRB1*04 pozitivnih ispitanika najvise je bio zastupljen alel DQB*03:02 (40 ispitanika;
66,67%), slijedio ga je alel DQB1*03:01 koji je bio prisutan kod 8 (13,33%) osoba. Takoder je
uocen i alel DQB1*03:03 kod 5 (8,33%) ispitanika, a preostalih 5 alela DQB1 pokazali su malu

zastupljenost medu DRB1*04 pozitivnim ispitanicima (slika 27).
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Slika 27. Raspodjela alela HLA-DQB1 unutar skupine HLA-DRB1*04 pozitivnih ispitanika (N=60)

Kada smo rasclanili skupinu HLA-DRB1*04 pozitivnih osoba s obzirom na alel na lokusu
DRB1, analiza je pokazala prisustvo 9 razli¢itih alela (tablica 3). Najveéi broj ispitanika imao je
alel DRB1*04:01, njih 14 tj. 23,33%. Slijedio ga je alel DRB1*04:02 Kkojeg je imalo 11
ispitanika (18,33%). Deset ispitanika (16,67%) nosilo je alel DRB1*04:03 i alel DRB1*04:04, a
kod 6 ispitanika je uo¢en DRB1*04:05. Preostali aleli DRB1*04 bili su prisutni 5 ili manje puta.
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Tablica 4. Raspodjela alela unutar skupine ispitanika pozitivnih za gen HLA-DRB1*04 (N=60)

aleli

DRB1*04:01 14 (23,3%)
DRB1*04:02 11 (18,3%)
DRB1*04:03 10 (16,7%)
DRB1*04:04 10 (16,7%)
DRB1*04:05 6 (10%)
DRB1*04:06 1 (1,7%)
DRB1*04:07 5 (8,3%)
DRB1*04:08 2 (3,3%)
DRB1*04:15 1 (1,7%)

Analiza raspodjele alela HLA-DRB4 medu ispitanicima pozitivnim za haplotip HLA-DRB1*04-
DQB1*03:02 pokazala je da visoku zastupljenost alela DRB4*01:03 (36; 87,80%) i vrlo nisku
zastupljenost alela DRB4*01:03:01:02N (5; 12,20%), slika 28.

Drugu skupinu haplotipova gdje smo mogli analizirati alel HLA-DRB4 medu osobama
pozitivnim za haplotip HLA-DRB1*04-DQB1*03:01. Unutar ove skupine ispitanika uo¢ili smo
dva razli¢ita alela HLA-DRB4. Sest (85,71%) ispitanika imalo je alel DRB4*01:03, dok je alel
DRB4*01:02 imao jedan ispitanik (slika 29).
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Slika 28. Raspodjela alela HLA-DRB4 medu ispitanicima pozitivnim za haplotip HLA-DRB1*04-
DQB1*03:02 (N=41)
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Slika 29. Raspodjela alela HLA-DRB4 medu ispitanicima pozitivnim za haplotip HLA-DRB1*04-
DQB1*03:01 (N=7)
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5.RASPRAVA



Uvodenje molekularnih metoda u odredivanje polimorfizama HLA omogucilo je odredivanje
alela gena DRB3, DRB4 i DRB5. Seroloskim metodama bilo je moguée odrediti samo njihovu
prisutnost, ali ne i raznovrsnost [8]. Medutim, brojni radovi ukazuju na njihovu vaznost u
transplantaciji tkiva i organa [7].

Cilj ovog rada bio je istraziti raznovrsnost alela gena HLA-DRB4 u Hrvatskoj i usporediti
dobivene rezultate s rezultatima drugih istrazivanja. Time se ovim radom po prvi puta dobiva
uvid u raznovrsnost alela lokusa HLA-DRB4 u nasoj populaciji. Za samo istrazivanje uzeta Su
144 uzorka kadaveri¢nih davatelja organa koji su bili pozitivni za jedan od gena skupine DR53
(DRB1*04, DRB1*07 ili DRB1*09) jer te osobe imaju u svom haplotipu i drugi aktivni gen
DRB tj. gen HLA-DRBA4.

U ovom radu analizirana je skupina od 144 ispitanika pozitivna za gen HLA-DRB4, od kojih je
njih 80 imalo alel HLA-DRB1*07:01, Sezdeset ispitanika je imalo jedan od alela skupine
DRB1*04, a cetiri ispitanika bila su pozitivna za alel HLA-DRB1*09:01. Alel HLA-
DRB1*07:01 je jedan od najces¢ih alela lokusa HLA-DRB1 u hrvatskoj populaciji (9,78%)
[16]. S obzirom na snazni LD s alelima lokusa DQBI1, haplotipovi alela HLA-DRB1*07:01
dijele se na haplotipove HLA-DRB1*07:01-DQB1*02:02 i HLA-DRB1*07:01-DQB1*03:03. U
populacijama europskog porijekla ¢es¢i je haplotip HLA-DRB1*07:01-DQB1*02:02 [4, 8, 17]
Sto je slucaj i Hrvatskoj [8]. Analiza raspodjele alela HLA-DRB4 medu osobama s haplotipom
HLA-DRB1*07:01-DQB1*02:02 pokazala je da je u 65,5% haplotipova bio prisutan alel HLA-
DRB4*01:03. Nas rezultat je u skladu s podacima za druge populacije u Evropi i svijetu [6, 14].
Nasuprot tome, medu ispitanicima s haplotipom HLA-DRB1*07:01-DQB1*03:03 na lokusu
HLA-DRB4 predominantan (98,0%) je bio nul alel HLA-DRB4*01:03:01:02N. Nas rezultat je u
skladu s istrazivanjem provedenim u Ceskoj [3]. Poznato je da nukleotidna sekvenca alela HLA-
DRB4*01:03:02:01N ima supstituciju u akceptorskom mjestu spoja na 3’ kraju introna 1,
mjenjajuci dinukleotid AG u AA, dok je nukleotidna sekvenca svih egzona i ostalih spojeva
identi¢na alelima HLA-DRB4 koji imaju ekspresiju na stani¢nim mebranama [6]. Osim ovog nul
alela, na lokusu HLA-DRB4 postoje jos 2 nul alela (DRB4*02:01N i DRB4*03:01N) od kojih

smo u nasem radu uocili nul alel HLA-DRB4*03:01N i to samo kod jednog ispitanika.
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Aleli skupine HLA-DRB1*04 pokazuju jaki LD s dva alela lokusa HLA-DQBL i to alelima:
HLA-DQB1*03:02 i HLA-DQB1*03:01 [6]. U nasem radu otkrili smo jo§ 6 razli¢itih alela
lokusa DQB1 u kombinaciji s alelima DRB1*04 (slika 27). Osim alela skupine HLA-DQB1*03,
kod tri ispitanika jedan od alela HLA-DRB1*04 pojavio se u neobi¢noj kombinaciji s alelom
HLA-DQB1*04:02. Alel HLA-DQB1*04:02 je u jakom LD s alelima skupine DRB1*08 te su
ovi haplotipovi nastali kao rezultat rekombinacije haplotipa HLA-DRB1*08 s haplotipom HLA-
DRB1*04 izmedu lokusa HLA-DRB1 i -DQB1. Analiza podtipova gena HLA-DRB1*04
pokazala je da tri uzorka koji su na lokusu HLA-DQB1 su imali alel HLA-DQB1*04:02, a u dva
slucaja je bila rije¢ o alelu HLA-DRB1*04:04, dok je jedan uzorak bio HLA-DRB1*04:06
(tablica 5). Svi ispitanici s alelom HLA-DQB1*04:02 na lokusu HLA-DRB4 imali su alel
DRB4*01:03.

Tablica 5. Prikaz tri ispitanika pozitivna za haplotip HLA-DRB1*04-DQB1*04:02

HLA-DRB1* HLA-DRB4*

04:04 01:03 04:02
04:06 01:03 04:02
04:04 01:03 04:02

Raspodjela alela HLA-DRB4 medu ispitanicima pozitivnim za alele skupine HLA-DRB1*04
pokazala je da je najviSe (86,7%) bio zastupljen alel DRB4*01:03 sto je takoder u skladu s
radovima drugih autora [14]. Zanimljivo je istaknuti da smo unutar ove skupine ispitanika nasli i
5 ispitanika s nul alelom HLA-DRB4*01:03:01:02N, kod Cetiri ispitanika nul alel
DRB4*01:03:01:02N pojavio se u kombinaciji s alelom HLA-DRB1*04:02, dok je jedan
ispitanik imao alel HLA-DRB1*04:03 (tablica 6). Nasi rezultati su u skladu s istrazivanjem
provedenim u Austriji gdje je takoder uocen neuobicajen haplotip: HLA-DRB1*04:02-
DRB4*01:03:01:02N-DQB1*03:02 [6].
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Tablica 6. Prikaz pet ispitanika pozitivnih za haplotip HLA-DRB1*04-DRB4*01:03:01:02N

HLA-DEB1* HLA-DRB4* HLA-DQB1~*

04:02 01:03:01:02N 03:02
04:02 01:03:01:02N 03:02
04:02 01:03:01:02N 03:02
04:02 01:03:01:02N 03:02
04:03 01:03:01:02N 03:02

Unutar skupine ispitanika pozitivnih za haplotip HLA-DRB1*04-DQB1*03:02 uodili smo
prisutnost nul alela HLA-DRB4*01:03:01:02N u svih pet ispitanika (100%) sto je u skladu s
podacima za druge populacije [9].

Zadnja analizirana skupina osoba s genom HLA-DRB4 bila je ona s alelom HLA-DRB4*09:01
kojeg je imalo samo Cetiri ispitanika, $to je u skladu sa zastupljenoscu tog alela u Hrvatskoj [16].
Ucestalost ovog alela je i u Europi izrazito mala, tj. manja od 2,0% [16]. Raspodjela alela HLA-
DRB4 medu ispitanicima pozitivnim za alel HLA-DRB1*09:01, odnosno haplotip HLA-
DRB1*09:01-DQB1*03:03 pokazala je da je uvijek na lokusu HLA-DRB4 bio prisutan alel
DRB4*01:03.

U zakljucku moZemo reéi da je ovo istrazivanje pokazalo sli¢nosti, ali i razlike u raspodjeli alela
gena HLA-DRB4 izmedu hrvatske i1 drugih populacija evropskog porijekla (za koje postoje
dostupni podaci). Ovo ¢e istrazivanje takoder sluziti kao osnova za daljnja populacijska
istrazivanja raznovrsnost gena HLA u Hrvatskoj, ali isto tako i u transplataciji tkiva i organa, kao

i u istrazivanjima povezanosti gena HLA i bolesti.
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6.ZAKLJUCAK



Na lokusu HLA-DRB4 u Hrvatskoj uocili smo sedam razlicitih alela HLA-DRBA4: pet
funkcionalna alela (DRB4*01:01:01:01, DRB4*01:02, DRB4*01:03, DRB4*01:05 i
DRB4*01:08) i dva nul alela (DRB4*01:03:01:02N i HLA-DRB4*03:01N).

U haplotipovima HLA-DRB1*07:01 uocena je statisti¢ki znacajna razlika (p<0,05) u
raspodjeli alela HLA-DRB4 s obzirom na prisustvo alela HLA-DQB1 u Hrvatskoj.

U haplotipu: HLA-DRB1*07:01-DQB1*03:03 na lokusu HLA-DRB4 u 98,0%
ispitanika bio je prisutan nul alel HLA-DRB4*01:03:01:02N.

U haplotipu: DRB1*07:01-DQB1*02:02 na lokusu HLA-DRB4 najces¢i alel bio je
DRB4*01:03 (65,50%).

Unutar skupine HLA-DRB1*04 pozitivnih haplotipova uocili smo tri razli¢ita alela:
HLA-DRB4: DRB4*01:03 (86,7%), DRB4*01:03:01:02N (8,33%) i DRB4*01:02
(5,0%).

. Nije uocena statisticki znacajna razlika u raspodjeli alela HLA-DRB4 s obzirom na
prisustvo alela lokusa HLA-DQB1 u haplotipovima HLA-DRB1*04.

. Alel HLA-DRB1*09:01 je kod svih ispitanika uocen u kombinaciji s alelima
HLA-DRB4*01:03-DQB1*03:03.

Raspodijela alela HLA-DRB4 u nasoj populaciji u skladu je s malobrojnim podacima

za druge populacije evropskog porijekla.
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