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1. UVOD



1.1. SUSTAV HLA

Svaka stanica u ljudskom organizmu ima mnogobrbjeartevine/antigene koje u drugom
organizmu mogu izazvati imunolosku reakciju. ddenjima, kod ljudi, najzn&jniji su
antigeni glavnog sustava tkivne podudarnosti, odaosntigeni HLA éngl. Human
Leukocyte AntigensKlju¢nu ulogu u zada imunoloskog sustava, razlikovanja vlastitog od
tudeg radi pokretanja imunoloskog odgovora ndetuantigene i odrzavanja integriteta
vlastitog organizma, imaju upravo antigeni/molekdleA [1].

Sustav HLA otkriven je sredinom prosSlog sté§e U potrazi za grupama bijelih krvnih
stanica nobelovac J. Dausset-a dokazao je pridusteognih aglutinina u serumu osoba koje
su viSe puta primile transfuziju krvi Sto je uveikoristilo pri definiciji antigena HLA. Uz
Dausset-a, J. van Rood i R. Payne su 1958. godis&@\li osnove na kojima je dokazano
postojanje sustava HLA [2].

Mnogo godina kasnije otkrivena je prava fiziolo3kakcija sustava HLA, odnosno gena i
molekula HLA koje su danas kfni ¢imbenici u regulaciji imunoloSkog odgovora, te su

poznati i kao tkivni i glavni transplantacijski ageni [1].

1.1.1. OSOBINE SUSTAVA HLA

Osnovne osobine sustava HLA su poligenost (sadekgp200 gena) i veliki polimorfizam.
Sustav HLA najpolimorfniji je genetski sustav kémvjeka s vise od 12000 poznatih alela [3].
Taj broj stalno raste jer se neprestano otkrivau aleli HLA (slika 1). Meu genima HLA
najpolimorfniji je gen HLA-B na kojem je do danaszmato preko 3000 razitih alela
(tablica 1) [15]. Veliki polimorfizam gena HLA osdwuje se brojnim genskim mehanizmima,
posebice rekombinacijom (izrahe razlcitih alela istog lokusa), konverzijom (zamjena
pojednih dijelova gena ulomcima drugog gena) dké&stim mutacijama (koje uzrokuju

promjene pojedinih nukeotida) [1,4].
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Slika 1. Broj otkrivenih alela HLA razreda | i bd 1987. do 2015. godine (preuzeto iz [

Tablica 1. Broj poznatih alela HLA do 26.06.2015. go

LOKUS BROJ ALELA
HLA-A 3192
HLA-B 3977
HLA-C 2740
HLA-DRB1 1868
HLA-DPB1 550
HLA-DQB1 807

Prilagaieno prema [20]

Sustav HLA odlikuje i kodominantna ekspres po jedan haplotip HLA naslkjgje s¢ od

svakog roditelja pricemu se oba izrazavaju kodominantno na &teoj membrani, Sto |

posljedica kodominacije na razini gena. Geni HLAajmpravilnu segregaciju, tj. dijete in

50%-tnu moguanostda naslijedi odréeni alel HLA od roditelja heterozica na tom lokusu

HLA [1,4]. Nadalje, mdu genima HLA dolazi do rekombinacije icrossing ove-a Sto



dovodi do nastanka novih haplotipova HLA. U ¢&lju crossing overa dolazi do zamjene
dijelova kromatida tijekom oogeneze ili spermatag@n Rekombinacije iznda gena HLA
iznosi 1-2%, dakle vrlo je mala i u zt&nijoj mjeri ne pridonosi gen€koj varijabilnosti
ovog genskog sustava [5]. Jedna od osobitosti wudth A je i visok stupanj neravnoteze
udruzivanja éngl. linkage disequilibrium, LDzbog koje se razliti aleli dva ili viSe usko
vezanih lokusa HLA javljajge&e u istom haplotipu HLA nego Sto je tdekivano na osnovu
njihovih pojedin&nih uwestalosti [6].

1.1.2. SMIJESTAJ | ORGANIZACIJA SUSTAVA HLA

Sustav HLA obuhwvéa regiju DNA od oko 4 milijuna parova baza kojagejeStena na
kracem kraku kromosoma 6 (6p21.1-21.3). Cijela regilaAHpodijeljena je u tri podregije:
HLA razred I, HLA razred Il i HLA razred Il (slik&).

Regija HLA razreda | smjeStena je blize telomewwrkbsoma 6 i unutar nje su smjesteni
klasiéni i neklaséni geni HLA razreda I. Skupinu klasiih gena HLA razreda | tvore geni
HLA-A, -B i -C, ¢ije produkte, molekule HLA, odlikuje velika raznewost i velika tkivna
zastupljenost. Geni HLA-E, -F i -G dio su skupireklastnih gena HLA razreda | koji, za
razliku od klasinih gena HLA razreda |, su manje polimorfni, imafoanju tkivnu

rasprostranjenost svojih molekula i spegifi funkciju [5].

Blize centromeri kromosoma 6 nalazi se regija Hla&reda I, obuhw@ nekoliko subregija:
HLA-DM, -DN, -DO, -DP, -DQ i -DR. Subregije, tj. gé unutar njih, HLA-DR, -DQ i -DP
kodiraju molekule HLA razreda Il koje se na memlbrgpecijaliziranih antigen-predoih
stanica (makrofagi, dendiie stanice, B-limfociti) izrazavaju kao antigen-ghméne
molekule. Geni unutar subregija HLA-DM, -DN i -D@d¢iraju molekule koje se ne nalaze na
stantnoj membrani i posredno su ukigne u proces funkcionalnog formiranja antigen-
preda@nih molekula HLA razreda Il. Vazne su i u procesezanja peptidnih ulomaka s
drugim molekulama HLA, te su uglavhom prisutne togazmi stanice. Unutar regije HLA
razreda Il nalaze se i geni koji imaju vaznu ulogkon&nom ustroju molekula HLA razreda
I, poput TAP1 i TAP2¢ngl. Transporters Associated antigen Procegsprgteinskih pumpi
koje prenose antigenske dijelove iz citosola u pradomatski retikulum [1].

lzmedu regije HLA razreda | i HLA razreda Il smjeStemarggija HLA razreda Ill, odnosno

centralna regija. Ona sadrzi gene koji kodirajuedoje komponente komplementa (C2, C4,

4



CFB), neke vaZne citokine poput TNF TNF-B (engl. Tumor Necrosis Factgrsproteine
toplinskog Sokadngl. Heat Shock Proteins, HERao i mnoge druge gerdgi produkti nisu
direktno ukljweni u procese imunoloskog prepoznavanja i aktigasijanica specifne

imunosti [7]. Unutar ove regije nema niti jedan ¢gépA.

KROMOSOM &
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Slika 2. Smjestaj regije HLA na kiem kraku kromosoma 6 (prilageno prema [8])

1.1.3. PRIMJENA ODREDIVANJA GENA | MOLEKULA HLA

Istrazivanja sustava HLA provode se dugi niz godrteog velikog klinkkog zn&enja gena
HLA u transplantaciji, populacijskoj genetici, fomckoj i sudskoj medicini (skajevi
spornog e¢instva i identifikacija osoba), transfuzijskom &@nju te u dijagnostici raziitih
bolesti. Upravo zbog svega navedenog, sustav HLAggstrazivaniji genski sustav kod

covjeka.

Molekule HLA prvi put su otkrivene kao uzrok odbzamja alogerinih transplantata.
Transplantacijska reakcija je oblik spe@e imunosti koja je posredovana limfocitima T i u
manjoj mjeri limfocitima B. Limfociti T prepoznajstrane molekule HLA razreda | i Il,
aktiviraju se i pokréu imunoloske mehanizme koji dovode do odbacivahjaemninog
transplantata. PreZivljavanje transplantata prwemst ovisi o stupnju podudarnosti HLA
izmedu primatelja i davatelja. Transplantacijska reakaismjerena je samo prema onim

antigenima HLA transplantata koje primatelj nemp [9



Zbog vazne uloge molekula HLA u sazrijevanju limfacT, kao i pokretanju imunoloskog
odgovora, istrazivanja uzroka autoimunih bolestiulmtila su i ispitivanje njihove
povezanosti s genima HLA. Kod ljudi s autoimunimdstima ugena je povéana westalost
odreienih alela HLA u usporedbi sa zdravim ispitanicirBapanj povezanosti odienog
alela HLA i pojedine bolesti izrazava se relativimimikom koji pokazuje koliko puta je ¢a
vjerojatnost oboljevanja osoba koje su pozitivheodasieni alel HLA, u odnosu na osobe
koje nemaju taj alel. Nadalje, prisutnost atdneog alela HLA nije sama po sebi uzrok bolesti,

ve¢ samo jedan od faktora koji pridonosi razvoju deree bolesti [10].

Populacijska istrazivanja gena HLA su vrlo bitnadzdivanje uvida u raspodijelu pojedinih
alela HLA u svijetu. Méu pojedinim populacijama i ettkim grupama zastupljenost alela
HLA zna&tajno se razlikuje, St@ini gene HLA dobrim pokazatellem p@enja migracija i
mediusobnih mijeSanja razitih populacija. Obzirom na svoju zastupljenostvjetu, aleli
HLA mogu se podijeliti u tri skupine: aleli HLA slagivno visokom destalogu u svim
populacijama svijeta (estalost véa od 5%), aleli HLA koji su prisutni u ¥mi populacija,
ali u pojedinim populacijama imaju niskéastalost ili ih uope nema (testalost 0,1-1%) i
aleli HLA koji su karakteristini samo za neke populacije ili etke grupe (destalost manja
od 0,1%) [11].

1.1.4. GENI HLA

1.1.4.1. GENI HLA RAZREDA |

Regija HLA razreda | ima 18 gena i zauzima pricdZhMb DNA. Svaki gen HLA sastoji se
od egzona i introna. Geni za teski lanac molekulsd Hazreda | sastoje se od 8 egzona
(kodirajuce sekvence) koji su razdvojeni r&#id dugim intronima (nekodiraje sekvence)
(slika 3). Prvi egzon sadrzi vode signalni slijed baz&iji produkt, poslije translacije,
usmjerava antigenski protein u citoplazmu, a pqgise kao gotova membranska molekula.
Egzoni 2, 3 i 4 odiduju slijedove aminokiselina za dometik, o2 i a3 izvanstaninog dijela
molekule HLA razreda I. Egzon 5 kodira transmembkardio peptida, dok egzoni 6 i 7
kodiraju citoplazmatski dio. Netranslatiraj8' kraj, kao zavrsni dio molekule, kodira egzon
8. Vetina polimorfizama alela kod gena HLA razreda | sstgea je u egzonima 2 i 3. Upravo
ovi egzoni gena HLA razreda | kodiraju polipeptiddemene koje u molekuli HLA tvore

pukotinu za vezanje stranog antigena [7, 12].
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ORGANIZACIJA GENA
HLA RAZREDA |

egzon |l

1 vodeci

slijed

2 — domena 1,
3 — domena Ct,
4 — domena .,
I
5 transmembranska
regija
6 — citoplazmatska
/ regija
-
1
8

Slika 3. Shematski prikaz organizacije gena HLAeda | ( prilagdeno prema [13])

1.1.4.2. GENI HLA RAZREDA I

U regiji HLA razreda Il nalaze se geni koji kodiamolekule HLA razreda Il koje
prezentiraju strane antigene pamigkim limfocitima T. Struktura gena HLA razreda Il za
lanaca graien je od 5 egzona, a za lanagraien je od 6 egzona. To je i glavna razlika
izmeaiu gena HLA razreda | i razreda Il, jer geni HLA neda | kodiraju sama lanac
molekule HLA razreda |. Egzon 1 kodira védeeptid, dok egzoni 2 i 3 kodiraju dvije
izvanstanine domene. Kod gena za lanac egzon 4 kodira dva dijela molekule,
transmembranski i citoplazmatski dio. Genfzéanac je drugdji zato Sto egzon 4 kodira
transmembranski dio, a egzon 5 citoplazmatski diikg 4). Razlike u pojedinim alelima
HLA uglavnom se nalaze u egzonu 2 koji kodira diolekule za vezanje stranih peptida
[7,12].



ORGANIZACIJA GENA ORGANIZACIJA GENA

HLA RAZREDA 1l HLA RAZREDA I
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Slika 4. Shematski prikaz organizacije gena HLAeda Il (prilagdeno prema [13])

1.1.5. MOLEKULE HLA

1.1.5.1. MOLEKULE HLA RAZREDA |

Molekule HLA razreda | prisutne su na gotovo svitangcama s jezgrom i predigu
unutarstarine antigene, poput tumorskih i virusnih antigenaD8€& citotoksénim
limfocitima T. Graiene su od teSkog glikoziliranog lanca i nekovalentno vezanog
izvanstaninog lakog lanca -$2 mikroglobulina. Laki lanac ne prolazi kroz stani
membranu vé se u cijelosti nalazi izvan stanice. Kodiran jeigea na kromosomu 15, ima
funkciju wvr&tivanja molekule HLA razreda | i ne sudjeluje u metaciji stranih peptida
citotoksiénim limfocitima T. TeSki lanac molekula HLA razredasastoji se od tri dijela:
izvanstanini dio (domenenl, a2, a3), hidrofobnog transmembranskog dijela i hidradi)

unutarstarinog dijela (slika 5).



Molekula HLA razreda Il

Molekula HLA razreda |

__—— veznapukotina

ity // '

dio slican imunecglobulinu
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Slika 5. Shematski prikaz molekula HLA razreddlLA razreda Il (prilagdeno prema [7])

Najvazniji dio molekule HLA razreda | je onaj kojeze peptid. Domenel i 02 zajedno
zatvaraju pravilno gienu pukotinu u koju se smjeSta unutarstainipeptid, odnosno
prerateni tudi antigen, i na taj nan tvore kompleks koji prepoznaju T limfociti. Pukta
moze prihvatiti peptid valine od 8 do 11 aminokiselina i okruZuju je upravoeo
aminokiseline koje se razlikuju u molekulama HLAneda |. Peptidi se pordo specifénih
prijenosnih proteina TAP1 i TAP2 transportiraju Xrendoplazmatski retikulum u kojem se
vezu za molekulu HLA, prolaze kroz Golgijev aparapreko vezikula egzocitozom se
eksprimiraju na povrSinu stanice. Na tajcinaeksprimirane molekule budu predme
citotoksinim limfocitima T (slika 6) [10]. Izvanstatma domena3 je dio molekule koji je
slican konstantnom dijelu imunoglobulina i sadrzi veamgesto za molekulu CD8+ na

citotoksinim limfocitima T [1].
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Slika 6. Vezanje peptida na molekulu HLA razredparilagadieno prema [14])

1.1.5.2. MOLEKULE HLA RAZREDA I

Za razliku od molekula HLA razreda I, molekule HLi®zreda Il prisutne su samo na
stanicama koje predoju strane antigene (dendéke stanice, makrofagi, monociti, B
limfociti), CD4+ pomanickim T limfocitima koji potEu sintezu odgovaragih protutijela za
taj antigen [1]. Molekule HLA razreda Il gtane su od dva lanca, tezep ( lakSeg f),
povezanih nekovalentnim vezama, vrl@isé grae i razlgitog polimorfizma. Naime, lanag
puno je manje polimorfan nego lanfic Svojom strukturom molekule HLA razreda Il
nalikuju molekulama HLA razreda |, te su tako grateni od izvanstainog dijela,
transmembranskog i unutarstamag dijela. Izvanstatini dio lancacine dvije domeneol i

a2 ili B1ip2) (slika 5). Domenel i B1 formiraju pukotinu koja je otvorenije i Sire stture,
stoga moZze prihvatiti duzi peptid — od 12 do 30ravkiselina. Istovremeno sa razgradnjom
stranog antigena na peptide, dolazi do sinteze kaldeHLA razreda Il u endoplazmatskom
retikulumu. Sintetizirani se peptid transportirafagolizosom, gdje se od molekule HLA
razreda Il odcjepljuje invarijantni lanac i veZetigeni peptid. Nakon toga molekula HLA
razreda Il s vezanim antigenim peptidom putuje pretantnoj membrani antigen pretioe
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stanice i na taj se tim antigen predéuje pomanickim limfocitima T koji prepoznavanjem
kompleksa antigen—molekula HLA zafigu imunoloski odgovor, sekreciju kemokina,
interleukina i drugih citokina (slika 7) [10]. Katasitnom dijelu imunoglobulina gk domene

a2 i B2 koje su vazne za nekovalentno povezivanje lamaatekula HLA razreda Il [1,14].

Izvanstanini '«-!as:iti i strani protein

# _..,"\‘ %
¢ Ranm ""h.
" caopl . /Odielak MHC
. e Enﬂucmm’@ ) Primarni -~ -’k--‘""u' '?@\{gmm :

£ lizosom P
'—.L- : “f'/ Degradacha

Il
- rﬂtﬂ‘ln‘ﬂ

Endoplazmatski o
retikLium T

Slika 7. Vezanje peptida na molekulu HLA razredgptilagaieno prema [14])

Najvaznije razlike izméu molekula HLA razreda | i molekula HLA razredaslh u prirodi
peptida koje vezu i prenose na povrSinu stanicalekibe HLA razreda | veZzu endogene
antigene koji se sintetiziraju na peptide unutastgwsoma (slika 6), dok molekule HLA

razreda Il veZu egzogene antigene i njihov put &apofagocitozom (slika 7).

1.1.6. POLIMORFIZAM HLA

Geni HLA najpolomorfniji su geni kodovjeka. Velik broj alela rezultat je prirodne sedgg,

a upravo polimorfizam osigurava raznolikost molekidodiranih genima HLA. Dokaz je
nizak postotak osoba homozigota za alele Hiilne se ukazuje na postojanje selektivne
prednosti heterozigotnih osoba. Polimorfizam HLAkalzuje se na nivou membranskih
proteina i gena. Prvi pristup se temelji na primjentitijela speciftnih za produkt svakog
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gena HLA ili primjeni stariinih testova in vitro, kao Sto je kultura pomijedalimfocita, a za
cilf ima pokazati prisustvo posebnih antigenskiltedminanti jedne ili viSe membranskih
molekula, produkata HLA. Drugim pristupom se dtye redoslijed nukleotida pojedinih

gena HLA primjenom razlitih metoda molekularne biologije [1,4].

Visok stupanj polimorfizma sustava HLA moZe se ebja postojanjem visoke stope
mutacija unutar njega, ali i mehanizmom selekcijekbm evolucije. Postojanje ¥te
ucestalosti mutacija unutar sustava HLA nego u drugiistavima gena nije potieno, stoga
se smatra da je selekcija najvazgimbenik u nastanku polimorfizma HLA. Naime, zamjena
samo nekoliko aminokiselina unutar vezne pukotireZendovesti do izmjene vrste veznog
peptida, dokaz je da selekcija izravno putem ¢&aitli patogena (virusa, bakterija) odrzava
raznolikost HLA [4].

1.1.6.1. ALELI HLA

lako je broj alela HLA velik, unutar pojedine pogcije javlja se znatno maniji broj alela.
Populacijska istrazivanja provode se dugi niz gadimnat@ velikom broju na puno pitanja
vezanih uz polimorfizam HLA u svijetu nema joS odg@. Meiutim, ono Sto je neosporno
da jedan od n&ggih alela na lokusu HLA-A, kako kod nas, tako i ujetu, je alel A*02:01
(slika 8). S druge strane alel A*01:01 pokazujelikazu raspodjeli izméu sjevera i juga
Europe, dok za neke populacije nemadgopodataka o njegovoj rasprostranjenosti (slika 9).
Iz slike 10 mozemo vidjeti da alel A*24:02 koji 3 nagegi alel u nasoj populaciji pokazuje

rast &estalosti od sjevera prema jugu Europe [15].

0.5454500
0.2701730
0.2327650
0.2057920
0.1827440
0.1612010
0.1396590
0.1166110
0.0896378
0.0522301
0.0000000

Slika 8. Raspodiela alela HLA-A*02:01 u svijetudpeeto s [22])
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0.2020000
0.1872910
0.1576620
0.1363100
0.1180580
0.1010000
0.0839411
0.0656904
0.0443309
0.0147080
0.0000000

Slika 9. Raspodjela alela HLA-A*01:01 u svijetuépeeto s [22])

0.8627500
0.3648600
0.3096450
0.2698320
0.2358130
0.2040150
0.1722180
0.1381990

- 0.0983849

0.0431701

0.0000000

Slika 10. Raspodjela alela HLA-A*24:02 u svijetudpzeto s [22])

Na lokusu B jedan od n#g&ih alela u populacijama europskog porijekla je &&51:01.
Ucestalost alela HLA-B*51:01, uz izuzetak krajnjegpada (Spanjolska i Portugal), péaga
se prema jugoistoku Europe (slika 11)xestalost alela B*51:01 u naSoj populaciji iznosi
11,13% [6].
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0.20909000
0.09818650
0.08137830
0.06925850
0.05890270
0.04922310
0.03954350
0.02918770
0.01706790
0.00025976
0.00000000

Slika 11. Raspodijela alela HLA-B*51:01 u svijetugpzeto s [22])

0.1725000
0.1599390
0.1346430
0.1164030
0.1008180
0.0862500
0.0716824
0.0560970
0.0378568
0.0125609
0.0000000

Slika 12. Raspodijela alela HLA-B*07:02 u svijetugpzeto s [22])

Iz slika 12 i 13 vidimo kako i aleli HLA-B*07:02 B*18:01 pokazuju regionalne razlike pri
cemu se Gestalost alela B*07:02 smanjuje sa sjevera prerga furope, dok secastalost
alela B*18:01 smanjuje s podia juzne prema sjevernoj Europi [15].
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0.11686000
0.10835100
0.09121390
0.07885710
0.06829880
0.05843000
0.04856120
0.03800290
0.02564610
0.00850936
0.00000000

Slika 13. Raspodijela alela HLA-B*18:01 u svijetugpzeto s [22])

Ucestalost alela DRB1*11:04 raste od sjevera prenmu jEurope (slika 14). U nasSoj
populaciji njegova &estalost iznosi 7,66%, Sto je ¢slo westalosti alela DRB1*11:01
(7,88%) [6]. Alel DRB1*16:01 ima porastestalosti sa sjevera prema jugu Europe, te upravo
podriije u nasSoj neposrednoj geografskoj blizini pokazujejveu westalost alela
DRB1*16:01 u odnosu na druga istrazena p&arislika 15). Siroko rasprostranjeni alel na
lokusu DRB1 u Europi je i alel DRB1*03:0dija je westalost véa na podrgju krajnjeg

sjeverozapada Europe (slika 16).

0.1964300
0.1821270
0.1533210
0.1325510
0.1148040
0.0982150
0.0816265
0.0638790
0.0431085
0.0143034
0.0000000

Slika 14. Raspodijela alela HLA-DRB1*11:04 u svijépueuzeto s [22])
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0.1801300
0.1762850
0.1484040
0.1283000
0.1111210
0.0950650
0.0790085
0.0618303
0.0417259
0.0138446
0.0000000

Slika 15. Raspodiela alela HLA-DRB1*16:01 u svijépueuzeto s [22])

0.2594800
0.2405950
0.2025420
0.1751040
0.1516590
0.1297450
0.1078310
0.0843861
0.0569477
0.0188952
0.0000000

Slika 16. Raspodjela alela HLA-DRB1*03:01 u svij¢fueuzeto s [22])
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1.1.6.2. HAPLOTIPOVI HLA

Haplotip HLA je skupina alela razltih gena na jednom kromosomu koji su uskoro poneza
I stoga se zajedno nasljgu [7]. Segregacija haplotipova HLA unutar obitefjoze biti
prikazana Mendelovim zakonom nadlanja (slika 17). Dva potomka imaju 25%
vjerojatnosti dace imati isti genotipski HLA, 50% vjerojatnosti d& imati haploidentian

HLA (dijeliti jedan haplotip), te 25% vjerojatnosta née dijeliti haplotipove HLA.

Otac Majka
ab c d
A1 A3 A2 A29
B8 B7 B44 B44
DR17 DR15 DR4 DR7
Dijete 1 Dijete 2 Dijete 3 Dijete 4
ac a d b c b d
Al A2 A1 A29 A3 A2 A3 A28

B8 B44 88 B44 B7 B44 B7 B44
DR17 DR4  DR17 DR7 DR15 DR4 DR15 DR7

Slika 17. Primjer nasligvanja gena/haplotipova HLA u obitelji

Moguée sliajne kombinacije alela, iz raziiih lokusa HLA, u haplotipu HLA su izrazito
velike, dok su specifni haplotipovi HLA frekventniji u odréenim populacijama, odnosno

predstavljaju neravnoteza udruzivanja [4].

U bilo kojoj populaciji, broj udenih haplotipova predstavlja vrlo mali udio svih gnéh
kombinacija haplotipova. Na primjer, alel DRB1*03:(¢est kod populacija europskog
porijekla) u skoro 100% osoba je u kombinaciji s AA03:01-DQB1*02:01 i mala je
vjerojatnost da&emo ga né s drugim alelima DQ. S druge strane, alel DRB16@3 prisutan
mediu populacijama aftkog porijekla, tvori haplotip s alelima DQA1*04:@QB1*04:02.
Jaka neravnoteza udruzivanja iziueblisko povezanih lokusa poput DRB1, DQAl i DQB1
(DQAL i DQB1 su udaljeni samo 12 kb) moze predsativihedostatakcrossing ovem
izmedu lokusa ili selekciju odenih kombinacija alela. Jedno od méiguobjasnjenja za
neravnotezu udruzivanja izide alela DQALl i DQB1 temeljeno je na preferancijano
sparivanju nekilu i nekih p-lanaca. Prilikom analize stanica koje sadrze fedtisane DQA1

17



i DQB1 gene, dokazano je preferencijalno poveziwamj nastajanju heterodimera
DQA1/DQB1. Osim preferencijalnog povezivanjai B-lanca, na neravnotezu udruzivanja
izmedu lokusa DR i DQ mogu utjecati i drugi faktori, pgpnijeSanja populacija [12].

Produzeni haplotip: HLA-A*01:01-B*08:01-DRB1*03:0zv. autoimuni haplotip je n&&i
haplotip u populacijama europskog porijekla, odmosaropskim populacijama. | u Hrvatskoj
je to nage&i haplotip s destalogu od 4,15% (tablica 2). Veliku zastupljenost u hskaj
populaciji ima i haplotip: HLA-A*03:01-B*07:02-DRB1.5:01 od 1,20%, koji je talder

naiegi i medu populacijama europskog porijekla [6].

Istovremeno postoje i razlike u raspodjeli haplotig HLA izmeiu naSe i drugih europskih
populacija. Haplotip: HLA-A*02:01-B*18:01-DRB1*11Du hrvatskoj populaciji ima veliku
zastupljenost (1,48%), dok u populaciji europskogjekla nije niti unutar prvih 50 (podaci
nisu prikazani). QYestalost haplotipa: HLA-A*02:01-B*18:01-DRB1*11:0¢a je na jugu
Europe, pa je njegova zastupljenost u nasoj populato slicna zastupljenosti u &koj
populaciji [23]. S druge strane, haplotip: HLA-A*0Z-B*51:01-DRB1*11:01 nije prisutan
medu prvih 10 haplotipova unutar populacije europskaygijekla jer je @estaliji na jugu

Europe, dok je njegova zastupljenost u hrvatskpppeariji 0,63% [6].

U populacijskim istrazivanjima, kada neman®tanove obitelji i ne mozZemo pratiti

nasljefivanje gena HLA, govorimo o pretpostavljenim hagovima HLA.
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Tablica 2. Prikaz nag&ih haplotipova HLA-A*-B*-DRB1* u Hrvatskoj i Europi

POREDAK
ZASTUPLJENOSTI

HAPLOTIP HLA-A*-B*-DRB1*

HRVATSKA ?

EUROPA?

01:01-08:01-03:01

01:01-08:01-03:01

02:01-18:01-11:04

03:01-07:02-15:01

03:01-07:02-15:01

02:01-44:02-04:01

02:01-27:05-01:01

02:01-07:02-15:01

02:01-51:01-11:01

29:02-44:03-07:01

02:01-13:02-07:01

02:01-15:01-04:01

02:01-27:02-16:01

01:01-57:01-07:01

02:01-44:02-16:01

03:01-35:01-01:01

02:01-07:02-15:01

02:01-08:01-03:01

10

11:01-35:01-01:01

30:01-13:02-07:01

Legenda — prilagafeno prema [6]? — prilagaZeno prema [24]
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1.2. KONGENITALNA ADRENALNA HIPERPLAZIJA (KAH)

Kongenitalna adrenalna hiperplazija (KAH) je skwpinasljednih autosomno-recesivnih
bolesti kod kojih je porendena sinteza kortizola u kori nadbubrezne zlijezde.

Bolest se prvi puta spominje 1865. godine, no talkrugoj polovici 20. stoljga dolazi do
boljeg razumijevanja prirode bolesti odem uzroka bolesti — poreena sinteza kortizola —

i autosomno-recesivnog prijenosa bolesti.

Kod bolesnika s KAH-om porenaj zahvéa enzime koji sudjeluju u steroidogenezi, a u
najve&em broju sldajeva se radi o porer@enoj funkciji enzima 21-OH. Dijagnoski
najvazniji biokemijski porem@j kod bolesnika s KAH-om, koji se javlja zbog manj21-
OH, je poviSena koncentracija 17-OHP. Manjak 21-@élvodi i do smanjene sinteze
kortizola, koji mehanizmom negativne povratne sprpgvéava sekreciju ACTH iz hipofize.
Aldosteron se sintetizira u 100 do 1000 puta marmjancentracijama od kortizola i njegova
sinteza ovisi 0 koncentracijama kalija. S drugewrstr moze uzrokavati p@@nu sekreciju
adrenalnih steroida, dijoj sintezi niti ne sudjeluje. Sama Klitkia slika bolesti ovisi o stupnju

oSte&enja enzimske funkcije [16].

Prema Klintkoj slici razlikuju se tri oblika KAH-a:
1. pojava gubitka solefigl. Salt Wasting — SWKAH
2. jednostavna virilizirajga forma éngl. Simle Virilising — SVKAH
3. neklasini oblik (engl. Non-Classic CAH — NKKAH

U klasine oblike bolesti spadafpWWKAHI SVKAH

Vec¢ intrauterino se kod djevéiga s klasinim oblikom bolesti javlja virilizacija vanjskih
spolnih organa (hipertrofije klitorisa, fuzije Igdj rostralna migracija otvora uretre i vagine sa
formiranjem urogenitalnog sinusa i jednog zajékog otvora koji se moze nalaziti na
perineumu, korijenu ili vrhu periformnog klitorisapjecaci s klasini oblikom KAH-a
nemaju po porodu vidljive znakove bolesti. Stogadgagnoza postavlja tek nakon razvoja
adrenalne krize, te zbog neadekvatnogidijga ¢esto i kod djeaka dolazi do pov@anja
spolnih organa (penisa, ali bez péamja volumena testisa). Kod d@ka i djevofica koji su
neadekvatno lijgeni dolazi do preuranjene pudbe i aksilarne dlakavosti, stvaranja akni i

ubrzanog rasta koje je @eno ubrzanim koStanim dozrijevanjem [16].
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Reproduktivni problemi kod Zena s KAH-om dogu se javljati u adolescentnoj dobi. Kod
nedovoljno lij€enih djevofica menarha kasni u odnosu na zdrave vrSnjakiajgedto imaju
klinicku sliku policisténih jajnika. Nadalje, razvoj dojki je potisnut kagna s KAH-om i
uglavnom je potaknut kombinacijontinaka nastalih zbog pretjeranogiémja androgena i
smanjenog ltenja kortizola. Westalost spontanih potsa je nesto @, ali uz adekvatnu

terapiju Kestalost je bitno manja (23,6% bez terapije; 6,2%rnmjenu terapije).

Kod muskaraca s KAH-om e se javlja umanjena spolna funkcija. Kod adekvéjadenih
muskih bolesnika fertilitet jecmvan iako se ponekad javlja smanjen broj sperraljgostoji

sklonost nastanku tumora testisa. [16,18].
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1.3. GENCYP21A2

Gen CYP21A2kodira enzim 21-hidroksilazu (21-OH) i smjeStennja kr&em kraku 6.
kromosoma — 6.p21.3, u centralnoj regiji HLA. Uziohi funkcionalnog gen&YP21A2nalazi
se nefunkcionalni pseudog&@YP21A1H u velikoj su mjeri homologni. Oba se sastojelfd
egzona (podudaraju se u 98% nukleotidnih sekvein®)introna (podudaraju se u 96%
nukleotidnih sekvenci). Primarni faktor za regujacekspresijeCYP21lgena u adrenalnom
korteksu je ACTH €ngl. Adrenocorticotropic hormoheOtkricem genaCYP21A2otkrivene
Su i njegove mutacije koje su povezane s nasljedaomosomno-recesivnom bolesti —
kongenitalna adrenalna hiperplazija (KAH) [16, 1S}e do otkita gena CYP21A2 upravo su

geni HLA bili vazancimbenik u prenatalnoj dijagnostici unutar obitélilesnika s KAH-om.

Na slici 18 prikazano je nasfizyanje gena HLA unutar obitelji bolesnice s NKKAHAo0joj

su odrdivani aleli HLA u svrhu prenatalne dijagnostike. $hke se vidi da je fetus
(odretivanjem gena HLA iz amnijske tekme) naslijedio raztite haplotipove HLA od oca i
majke u usporedbi s bolesnicom. Na temelju sama ¢#€ivA mozemo ré& da ¢e fetus biti
zdravi homozigot jer ne dijeli niti jedan haplotg bolesnicom. Analizom mutacija gena
CYP21A2Ex7 V281L potvden je prethodni nalaz, tj. fetus nema niti jednunaatacija koje

je bolesnica naslijedila od svojih roditelja.
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A)

Obitelj: XXXXX Dijagnoza: NKKAH
OTAC O MAJEA
A+68
B*3s
DREB1*16
BOLESNICA Q i E FETUS
A*68
B*35
DRB1*16
B)
Obiteli: XXXXX Dijagnoza: NKKAH
OTAC O MAJKA
A*68
B*35
DRB1*16
BOLESNICA Q f_’ ‘j FETUS
A*68
B35
DRB1*16

Slika 18. Primjer nasliivanja alela HLA i mutacija gen@YP21A2u obitelji

Legenda: A) nasl@ivanje alela HLA unutar obitelji bolesnice s NKKAiHR; B)
nasljefivanje alela HLA i mutacije gena CPY21A2
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1.3.1. MUTACIJE GENA CYP21A2

Najveti broj mutacija koje za posljedicu imaju manjak QH nastaju kao rezultat
rekombinacije izméu aktivnog genaCYP21A2i pseudogenaCYP21A1P Do danas je
opisano vise od 150 raziiih mutacija genaCYP21A2(tablica 3). Priblizno 20% mutacija
predstavljaju delecije odsjka DNA koje obuhvéaju podruéje izmeiu egzona 3 i egzona 8
genaCYP21A2(slika 19) ili delecije gen&YP21A1RCPY21A2 S druge strane 70-75%
poreméaja u sintezi enzima 21-OH posljedica je unoSenjatamja iz pseudogena
CYP21A1Rgenskom konverzijom [16].

Obzirom na pretpostavljenu razinu enzimske aktitimastacije mozemo podijeliti na:
1. teSke — potpuna blokada enzimske aktivnosti
2. umjereno teSke — odrzano 1-2% enzimske akttvnos

3. blage — duvano 20-60% normalne enzimske aktivnosti
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Tablica 3. Naje&e mutacije gen&YP21

STUPANJ DEFEKTA
TIP ENZIMA
EGZON/INTRON | = e MUTACIA | FENOTIP | B\ 7 oke
AKTIVNOSTI)

1. NEKLASI CNE MUTACIJE

Egzon 1 promjena ak P30L NK blagi stupanj (30-60%)
Egzon 7 promjena ak V281L NK blagi stupanj (20-50%)
Egzon 8 promjena ak R339H NK blagi stupanj (20-50%)
Egzon 10 promjena ak P453S NK blagi stupanj (20-50%)

2. KLASI CNE MUTACIJE

Delecija delecija 30kb - SW teSki stupanj (0%)
Intron 2 _ nepravino 656 AC—G | SW;SV teski stupanj (?)
istjecanje int 2
Egzon 3 delecija 8pb G110A8nt SW teSki stupanj (0%)
Egzon 4 promjena ak 172N SV teski stupanj (1%)
. .| 1236N, V237E, . .
Egzon 6 skupina mutacija M239K SwW teski stupanj (0%)
uvodenje sto o - .
Egzon 8 vod (J) - P Q318X sSw teski stupanj (0%)
Egzon 8 promjena ak R356W SW; SV teSki stupanj (0%)
Egzon 10 promjena ak R483P SwW teski stupanj (1-2%)

Legenda: ak-aminokiselina; NK — neklasioblik KAH-a; SW — klagni oblik KAH-a — s
gubitkom soli; SV — kla&ni oblik KAH-a — bez gubitka soli
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Slika 19. Organizacija ger@YP21i polozaj naje&ih mutacija

Poreméena funkcija enzima 21-OH s jedne strane moZze oxaik poj&anu sekreciju
adrenalnih steroida dijoj sintezi ne sudjeluje ovaj enzim, dok s drugarse mogu dovesti do
nakupljanja hormonskih preie ¢ija je daljnja pretvorba zbog poreteme funkcije enzima

onemogudena, u prvom redu 17-hidroksiprogesterona (17-OHP).

Osobe oboljele od neklgsie kongenitalne adrenalne hiperplazije (NKKAH) mobiti
nosioci dvije blage mutacije ili su slozeni hetegoti s jednom blagom mutacijom i jednom

teSkom ili umjereno teSkom mutacijom [16,17].

1.3.2. POVEZANOST MUTACIJE GENA CYP21A2 | SUSTAVA HLA

Dosadas$nja istrazivanja pokazala su da postojizanast pojedinih mutacija ge@'P21A2

i specificnih antigena/gena HLA, a ki@ i sestre oboljeli od KAH-a gotovo se uvijek
podudaraju u genima HLA. U pojedinim etkim skupinama postoji povezanost pojedinih
gena HLA i klinkkog oblika bolesti, na primjer SWKAH kod sjevernogpskih bolesnika
povezan je s haplotipom HLA-A3-B47-DR7, dok je kibdlesnika s SVKAH-om povana
ucestalost alela HLA-B5 i -B14. Tako je istraZzivanpovedeno 2014. godine e
bolesnicima s NKKAH-om u Hrvatskoj pokazalo da jeitatija Ex7 V281L povezana s
haplotipom HLA-B14, -DR1 [16].
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2. CILJ ISTRAZIVANJA



Ciljevi ovog rada bili su:
1. Ispitati westalost mutacije ger@YP21A2Ex7 V281L unutar skupine zdravih ispitanika.
2. Odrediti povezanost mutacije geDE¥P21AZEX7 V281L s alelom B*14:02.

3. lIstraziti povezanost mutacije ger@YP21A2 Ex7 V281L s haplotipom B*14:02-
DBR1*01:02 i B*14:02-DRB1*03:01.

4. Istraziti povezanost mutacije geGaP21AZEX7 V281L s haplotipom A*33:01-B*14:02.

5. Istraziti povezanost mutacije ge@aP21A2Ex7 V281L s haplotipom A*33:01-B*14:02-
DRB1*01:02 i A*33:01-B*14:02-DRB1*03:01.

6. Usporediti dobivene rezultate s dostupnim padacia druge populacije u svijetu.
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3. MATERIJAL | METODE
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3.1. MATERIJAL

3.1.1. ISPITANICI

Istrazivanjem je obuhvano 217 nesrodnih zdravih ispitanika (120 muSkaia®@ Zena)
kojima su odréeni aleli HLA-A, -B i -DRB1. Ukupan broj alela big 434. Dio ispitanika
nije odabran nasumce &@a temelju prisustva samog alela HLA-B*14:02 ilkkombinaciji s
alelima HLA-A*33:01 i DRB1*01:02, odnosno prisusteva dva alela bez alela B*14:02.

3.2. METODE

3.2.1. IZOLACIJA DNA

Pomau komercijalnog kompleta za izolaciju (NucleoSpin@acherey-Nagel GmbH&Co.,

Duren, Njemaka) iz svih uzoraka krvi bolesnika izolirana je DNA

Komercijalni komplet za izolaciju sastoji se odfgma B1, reagensa B2, pufera B5, BW, BE i
B3, proteinaze K te NucleoSpin epruvete i kolon@aOnetoda izolacije zasniva se na
specifcnom vezanju molekule DNA na silikathu membranu anutiucleospin kolumne
(slika 20).
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Slika 20. Shematski prikaz postupka izolacije DNA

3.2.2. ODRBDIVANJE ALELA HLA-A, -B, -DRB1 METODOM PCR-SSO

Metoda PCR-SSOefgl. Polymerase Chain Reaction — Sequence Spélifjonucleotidek
temelji se na umnoZavanju spegifog dijela DNA pomoéu biotinom obiljeZzenih dimera koji
se tijekom hibridizacije inkubiraju s mikrosferarfplistirenske kuglice valine 5,6 mikrona
¢ija je unutrasnjost ispunjena crvenim ili infracnu@ fluorokromom) koje na povrsSini imaju
vezane oligonukleotidne sekvence. Po zavrSetkudizacije reakcijskoj smjesi dodaje se
fluorescentna boja SAPEerfgl. Streptovidin Phycoerythdinkoja se veze za biotinom
ozn&eni dio DNA koji je nakon hibrdizacije spedifio vezan s probama na odeaim

mikrosferama.
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Ocitavanje rezultata izvodi se poo Luminex aparata (The Lumin®LABScar™ 100)
koji detektira fluorescenciju ponio dva lasera i na taj tia s visokom tonogu citava koje
Su se probe vezale na nas uzorak DNA, odnosnoeamkeg alelnom obliku gena HLA radi.
Analiza pozitivnih i negativnih rezultata hibriddge i odretivanje gana HLA svakog

ispitanika provodi se analiim programom Quicktype For Lifecodes (IMMUCGBR

3.2.3. ODRBDIVANJE ALELA HLA-A,-B | -DRB1 METODOM PCR-SSP

Metoda PCR-SSRefigl. Polymerase Chain Reaction — Sequence Spexifieerg temelji se

na umnozavanju od#ene sekvence DNA upotrebom dimera spé&aifi za jedan ili viSe alela
HLA. Ovisno o lokusu, odnosno genu HLA koji se it@stkomercijalni setovi imaju razilti

broj reakcijskih smjesa koje se razlikuju samo meparu speciéinin paetnica koje
sadrzavaju. Osim spegifiih paetnica svaka reakcijska smjesa sadrzi i kontrolmetnice
koje se vezu za sekvencu gena za hormon rastariezap fragment oddene veléine koji
sluzi kao pozitivha kontrola. Unutar seta je ué§na i jedna reakcijska smjesa koja sluzi kao
negativna kontrola. Spedifie p@etnice se vezu za one sekvence DNA s kojima su u
potpunosti komplementarne, zato nastali amplifigereidstavljaju specifno umnoZzene alele
pojedinog lokusa HLA. Nakon umnazanja, PCR prodsé&tiprovjeravaju elektroforezom na
agaroznom gelu u kombinaciji s bojom te se na tgnwellicine fragmenata DNA razdvajaju.
Svaka se reakcija prema witi PCR produkata ozgava kao pozitivna (vidljiv PCR produkt

i pozitivna kontrola) ili kao negativna (vidljivaaso pozitivha kontrola). (slika 21).

el B LI T I el I T
— - i

17

Slika 21. Rezultati tipizacije HLA-DRB1 metodom PSP

Legenda: Uzorci 1, 4 i 23 predstavljaju pozitivreakcije sa specifino umnozenim PCR
produktom, dok ostale reakcije predstavljaju negsireakcije gdje je vidljiva samo vrpca

koja ozna@ava pozitivhu kontrolu
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3.2.4. ODRBDIVANJE MUTACIJE GENA CYP21A2 Ex7 V281L

Metodom PCR-SSP odtiwana je i mutacija gen&€YP21A2u egzonu 7AEx7 V281L) Za
svaku osobu postavljene su dvije PCR reakcijedravz/normalni i bolesni/mutirani alel.

U epruvetu od 200ul odpipetirali smo po jednom kad,2ul Aqua p.i., te zatim dodali 1,5ul
10xPCR pufera, 0,6ul petnica 5', 0,6ul pgetnica 3', 0,3ul kontrolnih 3' petnica, 1,2ul
dNTP (deoksinukleotid trifosfat) i 0,075 pl Taq ipetraze (HotStarTdf. U pripremljenu
mjeSavinu dodano je 2ul DNA ispitanika. Osim ummgaaizoraka ispitanika, umnazali smo
i kontrolnu DNA (ima mutaciju gen@YP21A2Ex7 V281L) kako bi bili sigurni da se cijeli
postupak umnazanja odvija u odgovaéaju uvjetima. MjeSavina se kratko centrifugira i
nakon toga stavlja u aparat za automatsko umnai{dgstercycler Gradient Eppendorf,

GeneAmp PCR System 2700 Applied Biosystems) navatgti program (tablica 4).

Tablica 4. Program za odtiganje mutacije gen@YP21A2 Ex7 V281L

KORAK | TEMPERATURA IN\I/(IlQJII\?]:i'\C/:III\E]E CIEES;A
1 95°C 10 min 1
95°C 45 sec
2 70°C 1,5 min 28
72 °C 2,5 min
95°C 45 sec
3 66 °C 45 sec 6
72 °C 2,5 min
95°C 45 sec

4 66 °C 1 min 1
72 °C 10 min
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Umnozene produkte PCR smo prije provjere na gefnije8ali s 3ul boje. Uzorke smo zatim
pipetom nanosili u jazice na 1,5%-thom agaroznoniu gebojanog bojom GelRed
(GenoVision Inc, West Chester, PA, US). U zadnjiga smo dodali 10ul DNA markera
migracije. Elektroforeza se odvija u uvjetima 288%ImA/20min pricemu DNA putuje kroz
agarozni gel i dolazi do razdvajanja pojedinih ettsfa DNA. Tezi, odnosno duZzi od&ge
DNA putuju sporije kroz gel te se zato nalaze bljdagicama, dok lakSi, odnosno kra
odsje&Eci DNA putuju brze i na gelu se nalaze dalje odc@zNakon elektroforeze gel se

fotografira pomoéu UV G:BOX Syngene kamere.

Za svakog se ispitanika nanosio uzorak na gel maalai i mutirani alel gen&YP21A2EX7

V281L. Reakcija je pozitivha za mutirani alel alo\jidljiva vrpca za pozitivhu kontrolu i
specifini PCR produkt, te isto tako i za normalni alel.cAl uzorku u kojem je testiran
normalni alel izostane vrpca koja predstavlja dp&di PCR produkt zna da osoba nema
normalni alel, odnosno da je homozigot za muti@el. Ako u uzorku u kojem je testiran
mutirani alel izostane vrpca koja predstavlja sjp&mi PCR produkt zna da osoba nema

mutirani alel, odnosno da osoba ne nosi mutacijo ¥281L (slika 22).

Slika 22. Prikaz rezultata odiiganja mutacije gen€YP21A2na agaroznom gelu

Legenda: uzorci 1, 2, 5i 8 su heterozigoti za mijuagena CYP21A2 (imaju jedan mutirani i
jedan normalni alel), a uzorci 3, 4, 6 i 7 su horgo#a za mutaciju gena CYP21A2 (imaju dva

mutirana alela)
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3.3. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

S obzirom da su osobe bile nesrodne, nismo segj@gacnogli odrediti njihove prave
haplotipove HLA (HLA-A*33:01-B*14:02, odnosno A*3G81-B*14:01-DRB1*01:02 ili
A*33:01-B*14:01-DRB1*03:01) vé smo u sldaju da je osoba u svom fenotipu imala alele
A*33:01 ili B*14:01 smatrali da oni tvore haplotip*33:01-B*14:01 zbog neravnoteze
udruzivanja koji je dokazan u brojnim populacijskigtrazivanjima [12]. Isti je skaj i s
haplotipovima osoba koje su imale alele A*33:01-B11-DRB1*01:02, odnosno A*33:01-
B*14:01-DRB1*03:01, te smo i za njih zakéjli da nose taj haplotip.

Ucestalost alela, haplotipova HLA i mutacija ge@¥P21A2Ex7 V281L odrdena je
izravnim brojanjem, razlike iznder pojedinih¢imbenika utvdene su upotrebomy® testa i
omjerom izgledgengl. Odds ratio, OR)U slkaju kada je broj bio manji od 5, koristen je
Fisher-ov test. U sliaju da je vrijednost p bila manja od 0,05 usporedba cimbenika
smatrana je statiski znatajnpom. Omjerom izgleda vidimo je li vjerojatnostshgpanja
odrelenog dogdaja ili ishoda jednaka kod obje ispitivane skupir@mjer izgleda

izracunavan je prema formuli:

PG / (1-PG)
PG/ (1-PG)

Omjer izgleda=

Gdje PG predstavlja izglede za ispitivani daigg u Skupini 1, a P&predstavlja izglede za
ispitivani dogdaj Skupine 2 [19].
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4. REZULTATI



4.1. RASPODJELA MUTACIJA GENA CYP21A2 NA EGZONU 7 V281L
UNUTAR ISPITIVANE SKUPINE

Medu bolesnicima oboljelim od KAH-a u Hrvatskoj ufena je povezanost mutacije gena
CYP21A2 Ex7 V281L s alelom B*14:02, odnosno haplotipom HBRA33:01-B*14:02-
DRB1*01:02. Alel B*14:02 javlja se i u kombinacgi alelom DRB1*03:01 tvote haplotip
HLA-A*33:01-B*14:02-DRB1*03:01. Iz tog razloga anakali smo skupinu zdravih
ispitanika pozitivnih samo za alel B*14:02 ili u rkbinaciji s drugim alelima (A*33:01,
DRB1*01:02, DRB1*03:01), kao i skupinu ispitanikajknisu bili pozitivni za navedene
alele HLA, za prisustvo mutacije ge@X'P21AZEx7 V281L.

Ispitivana skupina brojila je 217 ispitanika, odyaonjih 177 imalo je jedan ili viSe prije
navedenih alela HLA, dok je njih 40 (18,43%) bilegativno i za B*14:02 i za alel A*33:01,
DRB1*01:02 i DRB1*03:01 (tablica 5).

Tablica 5. Raspodjela bolesnika s obzirom na prisualela A*33:01, B*14:02, DRB1*01:02
i DRB1*03:01

ALEL(l) HLA ISPITANICI n (%)
B*14:02 37 (17,05)
A*33:01 2 (0,92)
DRB1*01:02 0
DRB1*03:01 4 (1,84)
A*33:01-B*14:02 18 (8,29)
B*14:02-DRB1*01:02 24 (11,06)
B*14:02-DRB1*03:01 10 (4,61)
A*33:01-B*14:02-DRB1*01:02 52 (23,96)
A*33:01-B*14:02-DRB1*03:01 30 (13,82)
A*X-B*X-DRB1*X 40 (18,43)
UKUPNO 217

Legenda: X — ispitanici negativni za alele: A*3B8;0B*14:02 i DRB1*01:02; n — broj
ispitanika
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Iz tablice 5 je vidljivo da nismo imali niti jednagpitanika koji je bio pozitivan samo za alel
DRB1*01:02, kao i mali broj osoba pozitivnih sama alel A*33:01, odnosno samo za alel
DRB1*03:01.

Raspodjela mutacija ger@YP21A2u Ex7 V281L unutar ispitivane skupine prikazanaije
tablici 6. Od 217 ispitanika mutacija geG& P21A2Ex7 V281L ndena je kod ukupno 132
ispitanika, odnosno ukupan broj prdeaih mutacija iznosio je 135, budsu tri ispitanika

bili homozigoti za ovu mutaciju.

Analiza ispitanika pozitivnih samo za alel A*33:0i=2) pokazala je da niti jedan nije imao
mutaciju Ex7 V281L. Od trideset sedam ispitanikai lsoi imali samo alel B*14:02 (bez
A*33:01, odnosno alela DRB1*01:02 ili DRB1*03:01)im 15 (40,54%) nosilo je mutaciju
Ex7 V281L. Melu cetiri osobe koje su imale samo alel DRB1*03:01, sgetdan ispitanik

nosio je mutaciju Ex7 V281L.

Kod osamnaest ispitanika koji su imali kombinadaijala, tj. haplotip HLA-A*33:01-B*14:02
njih 14 (77,78%) je nosilo mutaciju Ex7 V281L, dé&kd njih 4 (22,23%) mutacija nije
nadena. S druge strane, haplotip HLA-B*14:02-DRB1*@L{Bez A*33:01) uden je kod 24
ispitanika i svi su imali mutaciju Ex7 V281L. Ist@meno méu ispitanicima pozitivnim za
haplotip HLA-B*14:02-DRB1*03:01 (n=10), njih dvojdilo je pozitivho za istrazivanu
mutaciju gen&TYP21A2.

Haplotip HLA-A*33:01-B*14:02-DRB1*01:02 prisutan jbio kod 52 ispitanika, od kojih je
njih 47 (90,38%) imalo i mutaciju Ex7 V281L, dokd&samo 5 ispitanika (9,62%) mutacija
nije prona@ena. U skupini ispitanika s haplotipom HLA-A*33:@t14:02-DRB1*03:01
(n=30) njih 26 (86,67%) bilo je pozitivnho za mujadex7 V281L.

Od cetrdeset ispitanika bez niti jednog od prije navddelela HLA samo njih 3 (7,50%)
nosilo je mutaciju Ex7 V281L. 1z rezultata prika#am tablici 7 vidimo da im je zajedtki

alel bio samo jedan alel na lokusu HLA-B, alel B{d4.
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Tablica 6. Raspodjela mutacija geD¥P21AZEX7 V281L unutar ispitivane skupine (N=217)

LB 1Ll HAPLOTE LA | MUT Ex7 V281 poz | MUT Ex7 V281L neg
n % n %
samo A*33:01 2 0 : 2 100,0¢
samo B*14:02 37 15 | 40,54 22 59,46
samo DRB1*01:02 0 0 - 0 -
samo DRB1*03:01 4 1 25,04 3 75,00
A*33:01-B*14:02 18 14 | 77,78 4 2223
B*14:02-DRB1*01:02 24 24 | 10000 0O :
B*14:02-DRB1%03:01 10 2 20,00 8 80,00
A*33:01-B*14:02-DRB1*01:02 52 47 | 90,38 5 9,62
A*33:01-B*14:02-DRB1*03:01 30 26 | 86,67 4 13,33
pNoogeeibuky 40 3 7,50 37 92,50

Legenda: X — ispitanici negativni za alele: A*3B8;0B*14:02 i DRB1*01:02; n — broj
ispitanika

Tablica 7. Tipizacija HLA ispitanika negativnih zdele A*33:01, B*14:02, DRB1*01:02 i
DRB1*03:01 a pozitivnih za mutaciju ge@y¥P21AZEX7 V281L

ISPITANICI HLA-A* HLA-A* HLA-B* HLA-B* HLA-DRB1* | HLA-DRB1*
1 30:04 32:.01 38:01 04:04 15:01
2 66:01 66:01 15:01 01:01 07:01
3 30:04 30:04 37:.01 15:01 15:01
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Broj ispitanika B*14:02 pozitivnih i nositelja mutige Ex7 V281L je statistki znatajno vei
(p=0,0015) nego broj ispitanika B*14:02 negativngh mutacijom (tablica 8). Miu
ispitanicima pozitivnim za kombinaciju alela A*33:8B*14:02 nasli smo statiski znaajno
viSe (p<0,0001) mutacija Ex7 V281L u usporedbi gshasna koje nisu imale tu kombinaciju
alela HLA. Kada smo usporedili prisutnost mutackx7 V281L meu ispitanicima
nositeljima kombinacije B*14:02-DRB1*01:02 i oninka®ji nisu imali tu kombinaciju alela
nasli smo statistki vrlo znaajnu razliku (p<0,0001). Istovremeno, broj ispitanis
kombinacijom B*14:02-DRB1*03:01 i mutacijom je gtdicki vrlo znaajno vei (p<0,0001)
nego onih ispitanika bez te kombinacije alela HUAsamutacijom Ex7 V281L. | na kraju,
analiza prisustva mutacije e osobama nositeljima cijelog haplotipa HLA-A*33:01
B*14:02-DRB1*01:02 i onima koji nisu imali taj hagilp statisttki je vrlo zn&ajna u korist
onih koji su imali taj haplotip. | za drugi haplptHLA-A*33:01-B*14:02-DRB1*03:01 nasli

sSmo povezanost s mutacijom, ali s neSto manjorsstaom zn&ajnoZu (p=0,0040).
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Tablica 8. Usporedba prisustva mutacija g&iMP21A2Ex7 V281L meu ispitanicima
pozitivnim za jedan od alela A*33:01, B*14:02, DRB1:02 ili DRB1*03:01 ili njihovu

kombinaciju
OR 95% ClI p
B*14:02 poz B*14:02 neg
MUT N MUT N 7,16 2,12-24,19 0,0015
15 22 4 42
A*33:01 poz A*33:01 neg
MUT N MUT N 0,31 0,01-6,60 NS
0 2 45 70
DRB1*03:01poz DRB1*03:01 neg
MUT N MUT N 0,23 0,02-2,22 NS
1 3 103 70
A*33:01-B*14:02 poz A*33:01-B*14:02 neg
MUT N MUT N 36,75 8,10-166,72 <0,0001L
14 4 4 42
B*14:02-DRB1*01:02 poZ B*14:02-DRB1*01:02 neg
MUT N MUT N 462,78| 23,89-8964,683 <0,0001
24 0 4 42
B*14:02-DRB1*03:01 poZ B*14:02-DRB1*03:01 neg
MUT N MUT N 3,25 0,47-22,72 NS
2 8 3 39
A*33:01-B*14:02- A*33:01-B*14:02-
DRB1*01:02 poz DRB1*01:02 neg
MUT N MUT N 8,85 3,35-23,37 <0,0001
47 5 85 80
A*33:01-B*14:02- A*33:01-B*14:02-
DRB1*03:01 poz DRB1*03:01 neg
MUT N MUT N 4,97 1,67-14,80 0,0040
26 4 106 81

Legenda: MUT — prisutna mutacija Ex7 V281L; N — baztacije Ex7 V281L; OR — Odds

Ratio; 95% CI — intervali pouzdanosti ; p — razistatistike zna@ajnosti; NS — nije statisiki

zna‘ajno
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U tablici 9 usporéeni su ispitanici pozitivni za alel B*14:02 i mutgc Ex7 V821L s
ispitanicima pozitivnim za druge kombinacije al¢thA povezanih s mutacijom kako bi
utvrdili koja je povezanost nafja. 1z tablice 9 je vidljivo da je statigki najjaca povezanost s
haplotipom HLA- A*33:01-B*14:02-DRB1*01:02.

Tablica 9. Usporedbadme povezanosti alela B*14:02 i mutacije Ex7 V82l povezanadsi

s drugim kombinacijama alela HLA i mutacijom Ex724&

HLA OR 95% ClI p
B*14:02/A*33:01-B*14:02 0,19 0,05-0,71 0,0130
B*14:02/B*14:02-DRB1*01:02 0,01 0,0008-0,25 0,0036
B*14:02/B*14:02-DRB1*03:01 2,73 0,51-14,67 NS
B*14:02/A*33:01-B*14:02-DRB1*01:02 0,07 0,02-0,22 | 00001
B*14:02/A*33:01-B*14:02-DRB1*03:01 0,10 0,03-0,36 ,0004

Legenda: OR — Odds Ratio; 95% CI — intervali paumsti ; p — razina statisike
zna‘ajnost; NS — nije statigtki zna‘ajno

4.2. USPOREDBA WESTALOSTI ALELA HLA-A,-B,-DRB1 UNUTAR
ISPITIVANE SKUPINE | CBMDR

Usporedba testalosti alela lokusa HLA-A kod ispitanika ukignih u istrazivanje i podataka
za CBMDR prikazana je u tablici 10. Nafwe zastupljenost pokazao je alel A*02:01
(24,24%) Sto je u skladu s podacima za CBMDR (Z&)6Aleli: A*01:01, A*03:01,
A*24:02 pokazali su &estalost véu od 10%, dok su svi preostali aleli lokusa HLA+Aali
ucestalost manju od 10%.

Uocena razlika u zastupljenosti alela A*30:02 (3,03#litar ispitivane skupine i u usporedbi
s westalogu u CBMDR-u (0,21%), te razlika za alel A*68:02enstatisitki znatajna, a i
vjerojatno je rezultat izbacivanja alela A*33:0lamalize. Naime, za ovaj alel lokusa HLA-A
nismo r&unali zastupljenost jer jedan od kriterija odakma@sih ispitanika je bilo njegovo
prisustvo.
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Tablica 10. Usporedba cestalosti alela HLA-A unutar ispitivane skupine @65) i
CBMDR-u (N=4000%

ISPITIVANA SKUPINA CBMDR®
HLA-A* (N=165) (N=4000)
n F n F
01:01 37 0,1121 995 0,1244
02:01 80 0,2424 2330 0,2916
02:02 3 0,0090 3 0,0004
02:05 2 0,0061 63 0,0079
02:06 2 0,0061 13 0,0016
02:34 1 0,0030 2 0,0002
03:01 52 0,1575 947 0,1184
03:02 1 0,0030 41 0,0051
11:01 17 0,0515 553 0,0691
23:01 1 0,0030 198 0,0248
24:02 34 0,1030 878 0,1098
25:01 12 0,0363 250 0,0313
26:01 14 0,0424 380 0,0475
30:01 3 0,0090 105 0,0131
30:02 10 0,0303 17 0,0021
30:04 13 0,0394 15 0,0019
31:01 8 0,0242 185 0,0231
32:01 15 0,0454 314 0,0393
34:02 1 0,0030 3 0,0004
66:01 2 0,0060 30 0,0038
68:01 8 0,0242 321 0,0401
68:02 14 0,0424 48 0,0060

Legenda:’ za izraun westalosti alela HLA-A iz ukupnog broja iskign je alel A*33:01 s
obzirom da je jedan od kriterija uklfivanja uzoraka u istrazivanje bilo prisustvo ovdgla;
2 preuzeto iz [6] engl. Croatian Bone Marrow Donor Registry; n — puncenih alela; F —

ucestalost alela

U tablici 11 prikazana je usporedbaestalosti alela HLA-B unutar naSe ispitivane
skupine i CBMDR-a. Na lokusu HLA-B n#g<i alel bio je B*51:01 (8,59%), kao | nda
ispitanicima u CBMDR-u. Samo je joS pet alela lakiH A-B (B*18:01, B*08:01, B*35:01,
B*44:02¢g i B*35:03) ugeno s destalosu vecom od 5,00%, Sto je u skladu s podacima za
CBMDR. Nisu ndene statistki zn&ajne razlike izméu ove dvije skupine. Naime, dena
razlika u zastupljenosti za alele: B*15:01, B*271i08*14:01 je vjerojatno rezultat izostanka
alela B*14:02 u analizama. Objasnjenje za to e ksto i za alel A*33:01.
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Tablica 11. Usporedbacestalosti alela HLA-B unutar ispitivane skupine (128)'i unutar
CBMDR-u (N=4000%

ISPITIVANA SKUPINA CBMDR"
HLA-B* (N=129) (N=4000)
n F n F
07:02 13 0,0508 545 0,0681
07:05 1 0,0039 18 0,0022
08:01 18 0,0703 622 0,0778
13:02 5 0,0195 301 0,0376
14:01 22 0,0859 27 0,0034
15:01 16 0,0625 311 0,0389
15:09 1 0,0039 2 0,0002
15:10 1 0,0039 7 0,0009
15:17 2 0,0078 34 0,0042
15:24 1 0,0039 3 0,0004
18:01 20 0,0781 653 0,0816
27:05 21 0,0820 318 0,0398
27:14 1 0,0039 4 0,0005
35:01 15 0,0586 489 0,0611
35:02 4 0,0156 101 0,0126
35:03 17 0,0664 465 0,0581
37:01 3 0,0117 75 0,0094
38:01 10 0,0391 351 0,0439
39:01 1 0,0039 205 0,0256
40:01 5 0,0195 111 0,0139
40:02 4 0,0156 182 0,0228
44.02¢g 17 0,0664 471 0,0589
4405 3 0,0117 65 0,0081
48:01 1 0,0039 11 0,0014
49:01 4 0,0156 154 0,0193
50:01 2 0,0078 117 0,0146
51:.01 22 0,0859 890 0,1113
51:08 1 0,0039 10 0,0013
52:01 6 0,0234 117 0,0146
53.01 3 0,0117 54 0,0068
55:01 4 0,0156 100 0,0125
56:01 3 0,0117 79 0,0099
57:01 5 0,0195 201 0,0251
58:01 4 0,0156 84 0,0105

Legenda:* za izra'un westalosti alela HLA-B iz ukupnog broja iskign je alel B*14:02 s
obzirom da je jedan od kriterija uklfivanja uzoraka u istrazivanje bilo prisustvo ovdgla;
2 preuzeto iz [6]: engl. Croatian Bone Marrow Donor Registry; n — puocenih alela; F —
ucestalost alela
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Tablica 12 prikazuje raspodjelu alela lokusa HLARBmMelu ispitanicima ukljdgenim u ovo
istrazivanje i onima iz CBMDR-a. N&@&i alel meiu naSim ispitanicima bio je alel
DRB1*01:01 (9,80%), slijedili su ga aleli DRB1*0Z:6,54%) i DRB1*16:01 (8,17%) $to je
u skladu s podacima za CBMDR.

Tablica 12. Usporedbacestalosti alela HLA-DRB1 unutar ispitivane skupifé=147)"i
unutar CBMDR-u (N=4000)

HLA-DRB1* ISPITIVANA SKUPINA (N=147) CBMDR* (N=4000)
n F n F
01.01 30 0,0979 782 0,0979
04:01 5 0,0163 236 0,0296
04:02 7 0,0229 203 0,0255
04:03 7 0,0229 125 0,0157
04:04 14 0,0458 116 0,0146
04:05 5 0,0163 29 0,0036
04:07 2 0,0065 27 0,0027
04:08 1 0,0033 25 0,0031
04:15 1 0,0033 3 0,0004
07:01 20 0,0654 782 0,0979
08:01 7 0,0229 235 0,0294
10:01 4 0,0131 83 0,0104
11:01 34 0,1111 630 0,0788
11:.02 1 0,0033 14 0,0018
11:03 15 0,0490 70 0,0088
11.04 16 0,0523 612 0,0766
11:06 2 0,0065 1 0,0001
12:.01 2 0,0065 123 0,0154
13:01 21 0,0686 515 0,0644
13.02 17 0,0556 353 0,0441
13:03 10 0,0327 72 0,0090
13:05 2 0,0065 23 0,0029
14:01g 8 0,0261 296 0,0370
14.04 1 0,0033 12 0,0015
15.01 29 0,0948 697 0,0871
15:02 5 0,0163 100 0,0125
15:03 1 0,0033 4 0,0005
16:01 25 0,0817 753 0,0941
16:02 2 0,0065 81 0,0101

Legenda:' za izra'un westalosti alela HLA-DRB1 iz ukupnog broja iskéni su aleli
DRB1*01:02 i DRB1*03:01 s obzirom da je jedan odtékja ukljucivanja uzoraka u
istraZivanje bilo prisustvo ovih alel&;preuzeto iz [6];® engl. Croatian Bone Marrow Donor

Registry; n — broj u¢enih alela; F — destalost alela
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5. RASPRAVA



Poznato je da je NKKAH najblazi oblik kongenitaladrenalne hiperplazije, autosomno-
recesivne bolesti, kojoj je jedno od obiljezja kalraznolikost klintke slike. Usprkos visokoj
ucestalosti, osobito u nekim populacijama, bolestyoiek vrlo ¢esto ostaje neprepoznata,

osobito méu muskarcima [16].

Istrazivanje unutar skupine bolesnika s NKKAH-onHwatskoj, provedeno prosle godine,
otkrilo je da veliki broj bolesnika nosi mutacijergg CYP21A2u egzonu 7 (V281L). Ova
mutacija je rasprostranjena diljem svijetadméolesnicima s NKKAH-om i spada u jednu od
osam mutacija gen@YP21AZXoje se rutinski odid@iju u mnogim laboratorijima koje se bave
genetikom KAH-a. Prethodno istrazivanje pokazaleigoku statistiki znatajnu povezanost
(p<0,0001) mutacije Ex7 V281L s HLA-B14 aebolesnicima s NKKAH-om [16].

Gen HLA-B*14 ima preko 30 ragiitih alela, od kojih su aleli B*14:01 i B*14:02 dva
nage&a u populacijama europskog porijekla [15]. Od ova dlela, B*14:02 j€ei, kako u
Europi, tako i u nasoj populaciji [6]. 1z slika 22dimo kako se alel HLA-B*14:02 Sirio s
africkog kontinenta prema jugu Europe, odnosno kako re&op Spanjolske, Francuske
prosirio do srednje i jugoistoe Europe. Vidljivo je iz slike 23 kako je zastgpipst alela
B*14:02 najvéa na afrtkom kontinentu. Westalost ovog alela u nasoj populaciji (2,12%)

odgovara tiestalostima u susjednim populacijama, za koje postostupni podaci [6,15].

0.05769000
0.05348920
0.04502940
0.03882920
0.03371690
0.02884500
0.02397310
0.01876080
0.01266060
0.00420079
0.00000000

Slika 23. Raspodijela alela HLA-B*14:02 u svijetugpzeto s [22])
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DosadasSnja populacijska istrazivanja provedenarsguaijeta pokazala su da je alel B*14:02
u neravnotezi udruzivanja s alelom A*33:0dja raspodjela u svijetu djelokmo prati
raspodjelu alela B*14:02 (slika 24). Naime, smatada je alel A*33:01 nastao na indijskom
potkontinentu odakle se raSirio na Bliski istoknda dalje u Europu [15]. Njegov&astalost

u Hrvatskoj iznosi 2,05% [6].

0.1521700
0.1410820
0.1187750
0.1026840
0.0889358
0.0760850
0.0632342
0.0494857
0.0333952
0.0110805
0.0000000

Slika 24. Raspodiela alela HLA-A*33:01 u svijetudpzeto s [22])

Takader postoje brojni radovi o formiranju zajetkng haplotipa izméu alela A*33:01,
B*14:02 s alelom DRB1*01:02 [12] koji ima veliku ijg#dnost LD-a. Alel DRB1*01:02 ne
spada weste alele u hrvatskoj populaciji (1,35%), ali tlabtaknuti da je vrlo teSko éiau
nasoj populaciji osobe koje nose alel DRB1*01:08aastovremeno nemaju i alel B*14:02.
Kao Sto se vidi na slici 25, najge westalost alela DRB1*01:02 je u Africi, dok mu je

ucestalost méu populacijama europskog porijekla puno manja.

0.10494000
0.09729860
0.08190990
0.07081350
0.06133220
0.05247000
0.04360780
0.03412650
0.02303010
0.00764138
0.00000000

Slika 25. Raspodiela alela HLA-DRB1*01:02 u svijépweuzeto s [22])
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Aleli A*33:01 i B*14:02 takater tvore i haplotip s alelom DRB1*03:01 koji nemaka
visoku vrijednost LD-a. U tablici 13 prikazana pespodjela ta dva haplotipa alela B*14:02 u

razlicitim populacijama [24].

Tablica 13. Westalost haplotipova HLA-A*33:01-B*14:02-DRB1*01:02A*33:01-
B*14:02-DRB1*03:01

HAPLOTIP HLA POPULACIJA UCESTALOST (%)
Tunis 4,00
Armenija 3,00
DKMS — (Spanjolci) 1,13
DKMS — (Turci) 0,92
DKMS — (Talijani) 0,82
DKMS — (Grci) 0,74
A*33:01-B*14:02-DRB1*01:02 DKMS — (Rumuniji) 0,61
DKMS — (BiH) 0,58
| wRvassa | ost |
DKMS - (Francuzi) 0,50
DKMS — (Austrijanci) 0,41
DKMS - (Kinezi) 0,23
DKMS — (Britanci) 0,10
DKMS - (BiH) 0,77
DKMS — (Spanjolci) 0,33
| wevatsn | o |
DKMS — (Austrijanci) 0,29
A*33:01-B*14:02-DRB1*03:01 DMS — (Taljani 022
DKMS - (Rumuniji) 0,20
DKMS — (Britanci) 0,14
DKMS — (Grci) 0,08
DKMS - (Francuzi) 0,05
DKMS — (Turci) 0,05

Legenda: DKMS - GermaBone Marrow Donor Center
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Zbog svega navedenog, cilj ovog diplomskog radajbistraziti westalost mutacije gena
CYP21A2u egzonu 7 V281L miel zdravim osobama koje imaju jedan od alela (A*23:0
B*14:02, DRB1*01:02, DRB1*03:01) ili neku od komlaioija ovih alela.

Ovo istrazivanje obuhvatilo je skupinu od 217 iapika, od kojih je 177 (81,57%) u svom
haplotipu sadrzavalo alel B*14:02 za koji smo smilatda je povezan s mutacijom EXx7
V281L. Kod 128 (71,75%) B*14:02 pozitivhih osobaopaiena je mutacija gen@YP21A2
(Ex7 V281L), dok su sve osobe s kombinacijom aléf4:02-DRB1*01:02 nosile
istrazivanu mutaciju. To je u skladu s rezultatiisteazivanja méu bolesnicima s NKKAH-
om u hrvatskoj populaciji [16]. Péana mutacija ugena je méu 77,78% ispitanika
pozitivnih za kombinaciju alela A*33:01-B*14:02,05fe viSe nego u istrazivanju koje je
provela Kmé (73,53%) u Hrvatskoj, kao i u istrazivanjima prdeaim u Francuskoj
(33,30%, odnosno 41,20%) [16]. S obzirom da nismglipovezanost A*33:01 s mutacijom
Ex7 V281L, kao icinjenicu da nismo imali niti jednu osobu koja biabiDRB1*01:02
pozitivha, pretpostavka je da je ova mutacija psteeno povezana s alelom B*14:02, a druge

povezanosti su rezultat LD tih alela na lokusu HAA—-DRB1 s alelom B*14:02.

Analiza ispitanika pozitivnih za haplotip HLA-A*331-B*14:02-DRB1*01:02 u usporedbi s
B*14:02 pozitivnim ispitanicima pokazala je vrloseku statistiku zna&ajnost (p<0,0001) Sto
govori o0 povezanosti haplotipa HLA-A*33:01-B*14:@RB1*01:02 i mutacije u egzonu 7,

te se slaze i s istraZzivanjem iz 2014. godine [16].

Haplotip HLA-A*33:01-B*14:02-DRB1*03:01 je takier povezan s mutacijom Ex7 V281L
medu naSim ispitanicima pozitivnim za ovaj haploti® &7%), Sto je viSe nego u istrazivanju
koje je provela Krnii (14,29%) [16]. Usporedbom ispitanika pozitivnih @aaj haplotip i

mutaciju Ex7 V281L i ispitanika pozitivnih za alBt14:02 i mutaciju Ex7 V281L, dokazana

je visoka statistka povezanost (p<0,0004).

Od 40 ispitanika koji nisu imali niti jedan od teshih alela HLA (A*33:01, B*14:02,
DRB1*01:02, DRB1*03:01) samo je njih 7,50% nosilataciju Ex7 V281L. Zajed«ki alel

toj trojici ispitanika bio je alel B*14:01, koji j& nasoj populaciji Sest puta (0,34%) manje
zastupljen nego alel B*14:02 (2,12%) [6]. S obzirdan smo u ovom istrazivanju imali 23
osobe koje su bile pozitivne za alel B*14:01, a samih troje (13,04%) je imalo mutaciju, ne

moZemo govoriti 0 povezanosti ovog alela s mutatiiEx7 V281L.
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6. ZAKLJU CAK



. Unutar skupine od 217 zdravih ispitanika (koji sudabrani na temelju
prisutnosti/odsutnosti alela HLA-A*33:01, B*14:0DRB1*01:02, DRB1*03:01),
mutacija genaCYP21A2Ex7 V281L otkrivena je kod 132 (60,83%) ispitanilcu

kojih su 3 ispitanika bili homozigoti za istraziwvamutaciju.

. Mutacija genaCYP21A2Ex7 V281L udena je kod 71,75% ispitanika pozitivnih za
alel B*14:02 te je pokazala statidti znatajnu povezanost s tim alelom (p<0,0001) u

hrvatskoj populaciji.

. Za haplotip HLA-B*14:02-DRB1*01:02 dokazana je s#tki znatajna povezanost
(p<0,0001) s mutacijom gen@aYP21A2Ex7 V281L, dok povezanost s haplotipom
HLA-B*14:02-DRB1*03:01 nije udena (p>0,05).

. Mutacija genaCYP21A2Ex7 V281L je statistki znaajno ¢eke prisutna (p<0,0001)
medu ispitanicima s haplotipom HLA-A*33:01-B*14:02 negneiu osobama koje ne

nose taj haplotip.

. Analiza povezanosti haplotipova HLA-A-B-DRB1 i muijg genaCYP21A2Ex7
V281L pokazala je statiski znaajnu povezanost s haplotipom HLA-A*33:01-
B*14:02-DRB1*01:02 (p<0,0001) i haplotipom HLA-A*331-B*14:02-DRB1*03:01
(p=0,0040).

Dobiveni rezultati su u skladu s podacima za dpmgulacije u svijetu.
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