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1.UvVOD

1.1. Povijesni pregled sustava HLA

Sustav HLA (humani leukocitni antigen) glavni je sustav tkivne podudarnosti. Jean
Dausset, Jon van Rood i Rose Payne prvi su donijeli neke zakljucke vezane za
osobitosti sustava HLA. 1958. godine objavili su radove u kojima su opisali protutijela
koja su pronasli u politransfudiranih pacijenata i viSerotkinja. Zahvaljuju¢i njihovim
otkri¢ima, otkrio se polimorfni sustav antigena na ljudskim leukocitima. Priznanje za
otkri¢e prvoga HLA antigena pripada francuskom akademiku Jean Daussetu. Bavio se
istrazivanjima autoimunoloSkih bolesti proucavaju¢i serume politransfudiranih
pacijenata. Spoznao je da antitijela pacijenata nisu bila znacajna za autoimune bolesti
vec su bila vazan pokazatelj razlike strukture staniéne membrane leukocita darivatelja i
primatelja krvi.

Prvi antigen kojega je otkrio nazvao je skracenicom MAC u cast trima osobama
koje su bile dobrovoljci za njegove eksperimente i ¢ija su imena pocinjala inicijalima
M, A i C. Kasnije je antigen MAC preimenovan u HLA-A2. Jean Dausset bio je
predvidljiv, zakljuéio je da bi daljnje detaljnije proucavanje antigena leukocita moglo
postati od velike vaZznosti u transplataciji tkiva, a pogotovo u transplantaciji koStane
srzi. Jon van Rood i Rose Payne takoder potpomogli su razumijevanju sustava HLA.
Koriste¢i tadaS$nju sofisticiranu racunalnu analizu u serumima koje su imali 1963.
otkrili su dvije skupine antigena leukocita koje su nazvali 4a i 4b. 1964.godine Payne i
suradnici otkrili su novi sustav kojega su nazvali LA. Odnos polimorfizma i genetike
izmedu razli¢itih leukocitnih antigena koji su identificirani bilo je teSko odrediti. S
ciljem dokazivanja antigena HLA i usporedivanja razli¢itih tehnika, reagensa i rezultata
izmedu laboratorija 1964. godine osnovan je International Hystocompatibility
Workshop (IHWS). Prvi IHWS organizirao je profesor Bernard Amos na Sveudilistu
Duke, Durham, NC. 1965. Jon van Rood organizirao je drugi IHWS. Tre¢i IHWS 1967.
organizirao je poznati genetiar Prof. Ruggiero Ceppellini.

Glavni cilj bio je analizirati genetiku do tada poznatih antigena. IstraZivanje su
provodili na vlastitim serumima, a nekolicina znanstvenika koristila je brzi 1 pouzdaniji

test mikrolimfocitotoksi¢nosti kojega su razvili Terasaki i McClelland.



Test mikrolimfocitotoksi¢nosti kasnije je postao standardna tehnika seroloSkog
tipiziranja antigena sustava HLA. Uskoro nakon tre¢eg IHWS-a osnovan je i Odbor za
nomenklaturu HLA Kkoji je odgovoran za uskladivanje sluzbenih imena i antigena HLA
(1). Na trecem IHWS-u 1967. godine na kojemu se proucavala povezanost antigena
HLA i bolesti dokazana je povezanost sustava HLA s velikim brojem autoimunih
bolesti, te malignim i infektivnim bolestima. To je i potvrdilo pretpostavke da se regiju
HLA povezuje s puno vise bolesti nego bilo koju drugu regiju unutar humanog genoma
(2). Amiel je dokazao 1967.godine proucavaju¢i fenotip leukocita kod Hodgkin-ove
bolesti da se antigeni sustava HLA znatno ¢eSée pojavljuju kod osoba koje su oboljele
od Hodgkin-ove bolesti nego §to je medu zdravim osobama. Povezanost nije bila jaka,
relativni rizik iznosio je svega 2,8 % medutim to je bio poticaj za daljnja istraZivanja i
otkrivanja povezanosti HLA sustava s nekim drugim bolestima. Brewerton, Schlosstein
i njihovi suradnici 1973.godine otkrili su povezanost izmedu HLA-B27 i ankilozantnog
spondilitisa s izrazito viskom relativnim rizikom za razvoj ove bolesti (1).

Napredak u razumijevanju HLA sustava doveo je do stvaranja registara pacijenata s
njihovim podacima o tipizaciji HLA. Dausset, van Rood, Ceppellini i Amos zakljuéili

su da je sustav HLA odgovoran za preZivljavanje transplantiranog organa (2).



1.2. Opcenito u sustavu HLA

HLA sustav glavni je sustav tkivne podudarnosti (engl. Major Histocompatibility
Complex MHC) u ¢ovjeka (2). Klju¢nu ulogu u imunolo$kim procesima imaju molekule
HLA odnosno membranski proteini koji djeluju kao antigeni i u stranom organizmu
uzrokuju imunolosku reakciju (3). Glavna uloga obrambenoga sustava je razlikovanje
vlastitog od tudeg antigena kako bi se odrzalo normalno funkcioniranje organizma, ali i
detektiranje stranog antigena i njegovo uklanjanje. Imunoloski sustav u usporedbi s
nekim drugim sustavima u organizmu nije lokaliziran ve¢ djeluje strateski tamo gdje je
to potrebno. Limfni organi i tkiva te cirkulirajué¢i sastojci obrambenog sustavu
rasporedeni su svugdje po tijelu (4). Sustav HLA smjeSten je na kratkom kraku
kromosoma 6, na odsjecku 6p21.1-21.3 i obuhvaca 3.600 kilobaza DNA (1). Geni koji
su smjeSteni unutar toga sustava imaju ulogu sinteze proteina koji u konacnici
predoCavaju antigene imunoloSki kompetentnim stanicama i na taj nacin pokrecu

imunolosku reakciju (2).

Humana MHC (Major histocompatibility complex) regija podijeljena je u tri
razreda, razred I, II, 1 III. Geni HLA razreda I nalaze se telomeri¢no, geni HLA razreda
IT centromeri¢no, a geni HLA razreda III izmedu njih (2). Za sintezu HLA antigena
odgovorni su geni HLA razreda | i Il, a za sintezu komponenti komplementa odgovorni
su geni HLA razreda III (5). Dakle, geni HLA razreda I 1 II su vazniji jer sudjeluju u
obradivanju 1 predstavljanju antigena dok geni HLA razreda III nemaju ulogu u
imunoloskim reakcijama (Slika 1.). HLA geni nasljeduju se po Mendelovim zakonima

odnosno nasljeduje se haplotip od svakog roditelja (2).

Kromasom &

(NNTAN DN D

Regijo MLA
p21.9-21.3
fazred HLA 1 Razred HLA W Rarred HLA | sustav HLA
| Il 8 Il |
DF DM jel-] OR C4 C2HspTOTNF 8 c e AGF  genlHLA

HitH-H

Slika 1. Shematski prikaz genske karte sustava HLA (preuzeto i prilagodeno iz 2.)



1.3. HLA razred |
1.3.1. Geni HLA razreda |

Geni HLA razreda I dijele se u klasi¢ne gene (HLA-A, -B, -C), neklasi¢ne gene
(HLA-E, -F, .G) i pseudogene ili dijelove gena (12 nekodirajucih gena ili pseudogena
HLA razreda I). Ova regija sadrzava 18 gena koji zauzimaju gotovo 2 megabaze DNK.
Klasi¢ni geni su izrazito polimorfni, ispoljavaju se na vecini somatskih stanica u tijelu.
Uglavnom se nalaze u limfaticnom tkivu, na svim stanicama s jezgrom i trombocitima.
Nekolicina ovih antigena nalazi se na muskim i Zenskim spolnim stanicama,
postelji¢nim i miSiénim stanicama te stanicama srediSnjeg ziv€anog sustava. Vazno je
naglasiti da je njihova gustoca razliita u razli¢itim tkivima (1,9). Antigeni ove klase
imaju najviSe polimorfnih strukturnih gena koji su zapazeni kod ljudi §to omogucéava
razli€iti slijed aminokiselina u molekuli HLA. Zbog ove varijacije dolazi do generiranja
razli¢itih vrsta molekula HLA, ali i do odbacivanja organa u transplantaciji zbog

nepodudarnosti istih (2).

1.3.2. Molekula HLA razreda |

Molekule HLA razreda 1 imaju dva polipeptidna lanca koje Cvrsto drzi
kovalentna veza. Sadrze teski o lanac (45Kd) koji je graden od oko 350 aminokiselina 1
kojega odreduju geni MHC 1 od B2 lakog lanca kojega odreduje gen na 15.kromosomu.
3 lanac ima oko 12 kd i naziva se jos i B2 mikroglobulin i nije uklju¢en u predocavanju
antigena ve¢ ima ulogu pricvr§¢avanja molekule(5). Molekula MHC razreda sastavljena
je od cetiri dijela: dio koji se spaja na peptide koji je ujedno 1 najvazniji, dio koji
nalikuje imunoglobulinu, transmembranski i citoplazmatski dio (Slika 2.). Dio
molekule na koji se vezu peptidi, tvori komplekse koje prepoznaju limfociti T. To je
takozvani ekstracelularni dio koji je sastavljen od tri domene al, a2 i 3. al 1 a2 tvore
idealno sastavljen procjep u kojega se ugraduje obradeni peptid koji je sposoban vezati

antigen veli¢ine od 8-11 aminokiselina (3).

Polimorfizam odnosno razliCitost alelnih oblika uvjetovan je rasporedom

aminokiselina u domenama al, o2 (3). Hidrofobne aminokiseline sastavni su dio

4



transmembranskog dijela MHC-1 molekule dok citoplazmatski sadrzava slijed bazi¢nih
aminokiselina. Molekula HLA razreda | ima brojne uloge. One predstavljaju kratke

peptide veli¢ine od 9-11 aminokiselina virusnog ili tumorskog podrijetla (6).

a3
CD8 ligand

Slika 2. Shematski prikaz grade HLA molekule razreda I (preuzeto i prilagodeno iz 14.)



1.4. HLA razred 11

1.4.1. Geni HLA razreda Il

Geni HLA razreda II kodirani su kromosomima koji su smjesteni telomeri¢no na
kra¢em kraku 6. kromosoma. Ovi geni dijele se na niz od Sest podregija (HLA-DP,
HLA-DQ, HLA-DR, HLA-DM, HLA-DN i HLA-DO) od kojih svaka molekula ima dva
gena, A i B koji kodiraju sintezu a i B lanca. Iznimka je podregija HLA-DR koja ima
jedan lanac za (HLA-DRA1) i viSe gena za lanac B3 (1,6).

1.4.2. Molekula HLA razreda Il

Molekule HLA razreda Il sastavljene su od dva polimorfno nekovalentno vezana
lanca (relativne molekulske mase oko 30 kD). Zbog vecéeg stupnja glikozilacije a lanac
je malo veci (Slika 3). Njihova struktura nalikuje na strukturu molekula HLA razreda I.
Molekule HLA razreda II takoder na sebi imaju dio koji je sposoban vezati peptide.
Ekstracelularni dio graden je od c¢etiri domene ( al, a2, B1, B2), a domene al i B1 Cine
dio za koji se veze antigenski peptid. Taj dio ¢ini pukotinu za koju se vezu veéi peptidi,

od 10 do 30 aminokiselina pa ¢ak 1 vise (3).

s N N s
" s S )
(o ¥ | R
X S CD4 ligand
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/

~

N /,\,‘ ~
=3 \\ N\

Slika 3. Shematski prikaz grade HLA molekule razreda II (preuzeto i prilagodeno iz 15.)



1.5. Nasljedivanje HLA

Nasljedivanje HLA gena odvija se kodominantno po Mendelovim zakonima. Dijete
nasljeduje po jedan haplotip (odnosno pojedinu kombinaciju alelnih oblika gena HLA na
jednom kromosomu) od jednog i drugog roditelja (Slika 4.). S obzirom na moguce
kombinacije haplotipova moguca su tri ishoda. Postoji 25% Sanse da dijete od roditelja
naslijedi iste haplotipove i onda je ono haplotipski HLA identi¢no roditeljima. Da dijete
bude HLA haploidenti¢no (odnosno da ima jedan isti haplotip kao i jedan od roditelja)
Sansa je 50%. Nadalje, 25% Sanse je da djeca od roditelja naslijede potpuno razli¢ite gene

odnosno da ne dijele HLA haplotipove. Ova nepodudarnost je najnepovoljnija mogucnost

(2,6).

HAPLOTIPOVI ab
f
A24 A1l A23
Otc < B35 B7 B4
DR14 DR13 DR7
.
A24 A23 A24 A25 A1
B35 B44 B35 B18 B7
DR14 DR7 DR14 DR4 DR13
HAPLOTIPOVl ——» a C ad

o I W W) IO W o
o I W] I W W o

A25

B18

DR4

DR7

\
> Majka
/
A1l A25
B7 B18
DR13 DR4
b d

Slika 4. Prikaz HLA haplotipova u obitelji (preuzeto i prilagodeno s 16)



1.6. Nazivlje sustava HLA

1968. godine nakon odrzavanja tre¢eg Medunarodnog radnog sastanka o tkivnoj
podudarnosti (3rd International Histocompatibilty Workshop-IHWS) osnovan je Odbor za
nomenklaturu antigena i gena sustava HLA. Postoji i dan danas i financira ga Svjetska
zdravstvena organizacija (2). Budu¢i da su znanstvenici iste gene nazivali razli¢itim
imenima osnivanje ovoga odbora bilo je neizostavno, a upravo to je omogucilo da nazivlje
HLA sustava bude jedinstveno u svijetu. Imenovanje sustava HLA vrlo je kompleksno. Svi
antigeni dokazani seroloSkom metodom navode se prvi oznakom lokusa HLA-A, HLA-B,
HLA-C, a zatim se navodi njegov identifikacijski broj koji oznacuje njegovu specifi¢nost
npr. HLA-A3 (Slika 5.). Taj broj navodi se prije prve dvotocke. Vazno je napomenuti da
se taj identifikacijski broj piSe bez nule ako je jednoznamenkasti. Medutim, kod antigena
koji su dokazani molekularnom metodom gdje se odreduje alel i njegov gen prvo se navodi
oznaka lokusa te nakon toga i njegov identifikacijski broj, ali s naglaskom da se
jednoznamenkasti broj pise s nulom. Oznaka * govori da se radi o genskom testiranju npr.
HLA-A*03 (5). Zatim, nakon prve dvotocke navodi set brojeva koji odgovara podtipovima
nekog gena HLA dobivenih metodom visoke rezolucije. Treci 1 Cetvrti set brojeva ukazuju
na eventualne mutacije koje se mogu dogoditi u kodirajucoj ili nekodirajucoj regiji (2).
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nekodirajucoj regiji

Razdvoinik Dvotodje kao
- rzdvojnik pelja

HLA-A*02:01:01:02L

Polje 2: [Mean .
= ' Sufiks za omaku
Omaks gena specifidan

promjene u
alel

———

ekspresiji gena
Prefiks za HLA —

alel Polje 1; grupa alels

Polje 3; protein 33

tikom mutacijom usutar

kodirajucik sekvenrci

Slika 5. Nomenklatura alela lokusa HLA (preuzeto i prilagodeno iz 18)



1.7. Osobine sustava HLA

Polimorfizam i poligenija, nepravilna tkivna zastupljenost, crossing-over, pravilno
razdvajanje, genska neravnoteza udruzivanja, krizna reaktivnost te rasna i populacijska

specifi¢nost glavna su obiljezja sustava HLA.

Polimorfizam jedan je od najvaznijih karakteristika ovoga sustava jer se HLA sustav
smatra najpolimorfnijim genetskim sustavom kod c¢ovjek (Tablica 1.). Polimorfizam
ukljucuje prisutnost vise razli¢itih inacica alela na lokusima (1). Polimorfizam je posljedica
razlicitih genetskih modifikacija u kojima dolazi do genske konverzije osnosno zamjene

nukleotida jednoga gena, nukleotidima drugoga gena.

Genska rekombinacija odnosno izmjena odsjec¢aka DNA istoga lokusa kao i tockaste
mutacije (promjena broja ili zamjena mjesta nukleotida) dovode do izrazitog polimorfizma.

Poligenija je pojava koju karakterizira ve¢i broj gena u haplotipu (3).

Tablica 1. Broj otkrivenih HLA alela (do ozujka 2020.godine, preuzeto iz 17)

Aleli HLA razreda | 19.587
Aleli HLA razreda Il 7.302
Aleli HLA- ukupno 26.889
non-HLA aleli 384
povjerljivi" aleli * 15

Segregacija gena HLA prati I1.Mendelov zakon o razdvajanju alela. Ona je pravilna
jer postoji 50% Sanse da dijete naslijedi odredeni alel HLA od roditelja heterozigota na
tom lokusu HLA. Promatrajuci, kroz generacije, jednak je broj pozitivnih i negativnih
potomaka za praceni gen HLA. Jedna od Kkarakteristika sustava HLA je i nepravilna tkivna
zastupljenost. Velika zastupljenost zabiljeZena je u limfatiénom tkivu, a slaba zastupljenost

u miSi¢ima 1 masnom tkivu.



Genska neravnoteza (engl. Linkage Disequilibrium) jedna je od znacajnih pojava u
kojoj se aleli dva ili vise usko vezanih lokusa HLA javljaju u istom haplotipu ces¢e nego

Sto bi to bilo za ocekivati na osnovu njihove genske ucestalosti.

U slucaju crossing-overa (Slika 6.) dolazi do rekombinacije dijelova kromatida dva
homologna kromosoma za vrijeme oogeneze ili spermatogeneze §to rezultira novim

kombinacijama gena. Ova pojava dogada se u manje od 1% slucajeva (2).
All
B 35
DR 15

Slika 6. Shematski prikaz obitelji s crossing-overom (prikaz haplotipova u obitelji)
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1.8. Metode odredivanja antigena i gena HLA

Antigeni i1 geni sustava HLA odreduju se seroloSkim i molekularnim metodama.

1.8.1. Seroloska metoda odredivanja antigena i gena HLA

Test mikrolimfocitotoksi¢nosti seroloska je metoda koja se najceS¢e koristi za
odredivanje antigena sustava HLA razreda [ i II. Ovo je metoda koja je ovisna o aktiviranju
komplementa odnosno o specifi¢noj reakciji antigen-antitijelo. 1z pacijentove krvi izoliraju

se limfociti uz podesavanje gustoce.

Protutijela koja se koriste u ovoj metodi su gotova protutijela koja mogu biti
monoklonska ili poliklonska. Monoklonska protutijela nastaju od aloimuniziranih
viSerotkinja dok poliklonska protutijela dobivaju se imunizacijom misSeva. Reakcija ¢e biti
pozitivna ukoliko je antigen na leukocitima podudaran dodanome protutijelu. Da bi ova
reakcija bila vidljiva potrebno je dodati antihumani globulin (kuni¢ji komplement) koji ¢e
se potom vezati na nastali kompleks. Nadalje, kunié¢ji komplement uzrokovat ¢e lizu
stanica te ¢e dodatkom boje (tripansko modrilo) ona prodrijeti kroz membranu stanice.
Plavo obojane stanice pod mikroskopom oznacavaju pozitivnu reakciju. Ukoliko nije doslo

do lize stanica i prodiranja tripanskog modrila reakcija je negativna (Slika 7.).

Slika 7. Prikaz rezultata seroloske tipizacije pod svjetlosnim mikroskopom: a) negativna reakcija b)
pozitivna reakcija; fotografije su preuzete iz 19
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1.8.2. Molekularno odredivanje antigena i gena sustava HLA

Zbog vece mogucnosti razlucivanja koje su specificne za molekularne metode rezultati

tipizacije molekularnim metodama znacajno su pouzdaniji.

Molekularno odredivanje HLA gena moze se izvesti pomocu dvije metode, a to su
metoda PCR-SSO (engl. Polymerase chain reaction Sequence Specific Oligonucleotide), a
druga metoda je PCR-SSP (eng. Polymerase chain reaction — Sequence Specific Primer).
Prije izvodenja ovih metoda potrebno je izolirati pacijentovu DNA koju dobijemo iz

uzorka pacijentove periferne krvi (2 ml) s antikoagulansom EDTA.
1.8.2.1. Izolacija molekule DNA iz uzorka krvi

Izolaciju DNA iz uzorka periferne krvi moguce je napraviti uz pomoc¢u komercijalno
dostupnih setova. Krv mora biti pripremljena uz pomocu antikoagulansa EDTA, a krv koja
se koristi za izolaciju DNA mozZe biti svjeza ili smrznuta. Ove metode izolacije omogucile
su odvajanje DNA od proteina i svih ostalih stani¢nih dijelova koji su se za nju vezali jer u
protivnome bi je bilo nemoguce analizirati. Vazno je naglasiti da osoba koja izolira DNA
iz uzorka krvi mora biti oprezna jer je Sansa za kontaminaciju uzorka u laboratoriju veca
nego u prethodnim koracima prikupljanja i pohranjivanja. Komercijalni komplet koji se
rutinski koristi za izolaciju molekule DNA u KBC-Split je High Pure PCR Template Kit
(Roche Diagnostics, Mannheim, Njemacka). On omogucuje selektivno prociS€avanje
molekule DNA pri sobnoj temperaturi upotrebom kolumni sa silikathom membranom koja
specifiéno veze molekule DNA i liziranjem stanica (Slika 8.). Stanice se liziraju tako §to se
uzorak krvi inkubira s odgovaraju¢im puferima i1 proteinazom K. Slijedi dodavanje
alkohola etanola na lizat, DNA veze se za silikatnu membranu. Zatim se DNA ispire s dva
pufera s ciljem ispiranja od svih necisto¢a. U posljednjem koraku se takva DNA eluira s

membrane eluacijskim puferom.
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Slika 8. Komercijalni komplet za izolaciju genomske DNA - High Pure PCR Template Kit (Roche
Diagnostics, Mannheim, Njemacka); fotografirano u Laboratoriju za tipizaciju tkiva, KBC Split

Na pocetku potrebno je obaviti nekoliko koraka. Parnu kupelj treba zagrijati na 70 °C i
u njoj zagrijati Elution Buffer na istoj temperaturi te odmrznuti proteinazu K. U tubu
(3,5ml) koja se koristi za centrifugiranje dodaje se 200 ul pune krvi, 200 pl Binding
Buffer-a (prepoznaje se po zelenom ¢epu) te 40 pl proteinaze K. Tubu je potrebno dobro
izmijeSati 1 inkubirati 10 minuta na temperaturi 70 °C. Dodavanjem proteinaze K stani¢ne
membrane leukocita se raspadaju zbog njezinog proteolitickog djelovanja. Nakon
inkubacije dodaje se 100 ul izopropanola koji omoguéava talozenje i bolje prianjanje DNA
na mrezicu. Nakon mijeS$anja tube na vortexu filter tubu koja se koristila (High Pure Filter
Tube) prebaci se u tubu za sakupljanje (Collection Tube) te se odpipetira 1,5 ml u filter
tubicu. Nakon toga ona se centrifuga pri brzini od 8000 x g u vremenu od 1 minute. Nakon
kratkog centrifugiranja DNA zajedno s necistocama ostaje vezana za mrezicu kolone dok
su svi ostali stani¢ni dijelovi eluirani. Tubicu koja na sebi ima vezanu DNA prebaci se u
novu filter tubu za sakupljanje (Collection tube) te se dodaje 500 pl Inhibitor Removal
Buffer (u setu se prepoznaje po crnom ¢epu) i potom se centrifugira 1 minutu na 8000 x g
kako bi se inhibitori mogli ukloniti. Filter tubice prebace se u Ciste tube za sakupljanje
(Collection Tube) i dva puta za redom dodaje se Wash Buffer (u setu se prepoznaje po
plavom Cepu) za ispiranje. Svaki put nakon dodavanja ovoga pufera, tubica se centrifugira
na 1 minutu na 8000 x g i prebaci u novu tubu za sakupljanje (Collection Tube). Netom
posljednjeg centrifugiranja supernatant se izbaci, a ona se ponovno centrifugira
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maksimalnom brzinom na 10 sekundi. Filter tuba premjesta se u Ciste tubu za sakupljanje
(Collection Tube) i dodaje se 200 ul prethodno zagrijanog (na 70 °) elucijskog pufera
(Elution Pufer) 1 centrifugira 1 minutu na 8000 x g. U konacnici dobije se eluirana DNA
koja je supernatant i premjesti se u ¢istu sterilnu 1,5 ml tubicu. Izolirana DNA pohranjuje
se na +4 °C ili na -20 °C do analize (Slika 9.).

Slika 9. Uzorci krvi pacijenata u epruvetama s antikoagulansom EDTA,; fotografirano u
Laboratoriju za tipizaciju tkiva, KBC Split
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1.8.2.2 PCR-SSO (Polymerase chain reaction-Sequence Specific
Oligonucleotids)

PCR-SSO metoda zasniva se se na povezivanju molekule DNA koja se amplificirala
na suspenziji mikrosfera. Ovo je metoda koja ima brojne prednosti budu¢i da visoku
specificnost 1 osjetljivost 1 za izvodenje je potrebna mala koli¢ina uzorka. Na povrsini
imaju oligonukleotidne probe koje odreduje postojanost odredenog HLA 1lokusa u
ispitivanom uzorku. Luminex uredaj funkcionira po principu proto¢ne citometrije. Uz
pomocu dva lasera on identificira svaku mikrosferu zahvaljuju¢i razli¢itim kombinacijama
boja na mikrosferama. Laser koji odreduje probu koja se vezala klasificira mikrosferu, a

drugi laser ima ulogu kvantifikacije relativne koli¢ine vezanih proba (Slika 10.).

Priprema lzolacija DNA PCR Hibridizacija Prikupljanje Analiza Interpretacija
uzorka amplifikacija podataka rezultata

Slika 10. Shematski prikaz izvodenja PCR-SSO metode (Izvor: vlastita istrazivanja)

Za amplifikaciju DNA koristi se uzorak izolirane DNA pacijenta. Kako bi se izolirana
DNA umnozila koristi se PCR (engl. Polymerase chain reaction). Za izvodenje
amplifikacije potrebno je napraviti reakcijsku smjesu uz pomocu koje ¢e se odrediti HLA

lokus od interesa.

Pola sata prije poCetka procesa, potrebo je pripremiti 1 izvaditi Lifecodes Master Mix
za onaj HLA-lokus koji Zelimo raditi na sobnu temperaturu (22-25 °C). Sljede¢i korak je
izraCunati reakcijski mix za broj uzoraka koji nam je potrebno s naglaskom da se napravi

mjeSavina za jedan uzorak vise (Slika 11.).

MASTER MIX reakcijske mjesavine za jedan uzorak:

Lifecodes Master Mix 6 ul
Sterilna voda 8,8 ul
Taq polimeraza 0,2 ul
DNA 5pul
Ukupno 20 ul
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Prvo se u Eppendorf tubicu stavlja 8,8 ul destilirane vode. Zatim se dobro promije$ana
reakcijska mjeSavina Master Mixa (za odredeni broj uzoraka) stavlja u tubicu. U oznacene
PCR tubice se ispipetira 5 ul DNA. U sljede¢em koraku dodaje se Taq polimeraza u tubicu
s Master Mixom i destiliranom vodom (Slika 12.). Iz prethodno pripremljene otopine
ispipetira se 15 pl te se stavi u PCR tubice u kojima se nalazi DNA te se stavi u PCR
tubice. PCR tubice potrebno je dobro zatvoriti te su tada spremne za stavljanje u Veriti
Thermocycler na program LYAMPF RAPID. Slijedi amplifikacija DNA (Slika 13.)

Slika 11. Lifecodes Master Mix; fotografirano u Laboratoriju za tipizaciju
tkiva, KBC Split

Slika 12. PCR kabinet; fotografirano u Laboratoriju za tipizaciju tkiva, KBC Split
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Slika 13. Veriti Thermocycler; fotografirano u Laboratoriju za tipizaciju tkiva, KBC Split

Lancana reakcija polimeraze sastoji se od tri koraka. Zapocinje denaturacijom odnosno
razdvajanjem lanaca molekule DNA na 94° C. Svaki novonastali lanac sluzi kao kalup za
sintezu novoga, komplementarnog lanca. Slijedi hibridizacija u kojoj se temperatura snizi
na priblizno 40-60 °C te se vezu oligonukleotidni primeri. U konacnici temperatura se opet
povisi (72 °C) jer dolazi do djelovanja Taq polimeraze koja sudjeluje u amplificiranju
kratkih fragmenata DNA.

Nakon amplifikacije sijedi proces hibridizacije u kojemu dolazi do sinteze
komplementarnih lanaca. Hibridizacija se izvodi kroz 20 minuta te u njoj dolazi do
vezivanja PCR produkta na specificne oligonukleotidne probe (SSO probe) na
mikrosferama. Mikrosfere s fluorescentnim probama potrebno je prethodno zagrijati u
termo bloku 5-10 minuta na temperaturi od 56° C. Kuglice se pripreme u ultrazvucnoj
kupelji od 10 sekundi. Nakon toga potrebno je u svaku jazicu Coster plocica staviti 5 pl
amplikona (PCR produkta) i 15 pl suspenzije mikrosfera lokusa kojega tipiziramo koje na
povrsini imaju odgovarajuée SSO probe. Coster ploca s uzorcima prekrije se folijom i
stavlja u Thermocycler s prethodno programiranim protokolom za odgovarajuéi kit. Kako
bi se produkt koji nastao mogao uociti stavlja se 170 ul florescentne boje koja se prethodno

pripremila dodavanjem 170 pl dilucijske otopine i 0,75 pl streptavidina (engl.Streptavidin-
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Phycoerytherin, SAPE). SAPE je jako osjetljiv na svjetlo stoga ga je potrebno umotati u
foliju 1 ¢uvati u mraku. Coster plocica na kojoj se izvodio test prebaci se u Luminex aparat

koji ocitava florescenciju (Slika 14.).

rwlve .’1" »

Slika 14. Luminex aparat (Fotografirano u Laboratoriju za tipizaciju tkiva, KBC Split)
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1.8.2.3 PCR SSP (engl. Polymerase chain reaction-Sequence Specific

Primer)

Za izvodenje ove metode takoder je potrebno izolirati DNA pacijenta iz uzorka krvi s
EDTA. PCR-SSP metodom omogucava rezultate visoke rezolucije. Ova metoda temelji se
na reakciji oligonukleotidnih pocetnica karakteristicnih za jedan odnosno vise alela.
Ukoliko pocetnice nisu komplementarne izostat ¢e amplifikacija molekule DNA i rezultat
koji se dobije smatra se negativnim. Ukoliko dode do vezivanja odgovaraju¢ih dijelova
dobiva se pozitivni rezultat (Slika 15.). Potrebno je i izvodenje gel elektroforeze gdje ¢e
amplificirani produkti putovati tim istim gelom i zbog razlike u duljini amplificiranih

sekvenci prikazivat ¢e se razlicito na gelu.

Za izvodenje ove metode radi se reakcijska mjeSavina (Master Mix) koja sadrzi
izoliranu DNA iz uzorka, Taq polimerazu i destiliranu vodu. 10 pl pripremljene mjesavine
ispipetira se u jazice na Olerup SSP sa dehidriranom otopinom pocetnicom. Kada se
Ollerup SSP stavi u Termocycler zapocinje amplifikacija DNA. Kompleks koji je nastao
nakon amplificiranja stavlja se na gel elektroforezu zajedno s bojom (etidij-bromid) te se
poslije 15 minuta uz pomoc¢u UV zraka biljezi rezultat. Kako bi bili sigurni u izvodenje
testa, postavlja se negativna kontrola. Rezultati se unose u program koji analizira dobivene
podatke (Helmberg SCORE), a uspjeSna amplifikacija se prikazuje kao pruge koje svjetle

na gelu.

Amplifikacijska
kontrola

SSP # 1 pPodudarajudi alel l / Novonastali
\ produkt

— Amplifikacija
SSP
— Amplifikacija izostaje
Vo
sSSP

e

SSP#2 Nepodudarajudi alel ]

Slika 15. Nacelo izvodenja PCR-SSP metode; preuzeto i prilagodeno iz 2
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1.9. Reumatoidni artritis

Reumatoidni artritis (RA) kroni¢na je, teSka, autoimuna upalna bolest ¢ija je glavna
karakteristika sinovitis. Dolazi do razaranja vezivnoga tkiva i zglobnih struktura $to u
konacnici dovodi do bolnih i upalnih zglobova s Cestim deformacijama (Slika 16.). To
rezultira smanjenom funkcionalnos¢u zglobova i smanjenom kvalitetom Zivota. Etiologija
reumatoidnog artritisa jo§ uvijek nije poznata medutim pretpostavlja se da genetski i
pojedini okolisni ¢imbenici mogu utjecati na pocetni stadij razvoja bolesti. Genetski
¢imbenik nije dovoljan za nastanak RA ve¢ medusobnim djelovanjem genetskog
¢imbenika 1 jednog ili viSe okoliSnih ¢imbenika dovodi do nastanka RA (7). Okolisni
¢imbenici su svi oni ¢ija se povezanost s RA ne moze potvrditi na temelju nekoga
genetickog markera. Znanstveno je dokazano da koriStenje oralne kontracepcije moze
odgoditi pojavu reumatoidnog artritisa. Takoder, pove¢anom riziku izloZene su Zene u
postporodajnom razdoblju (8). Zbog djelovanja spolnih hormona Zene su sklonije
oboljevanju. Pusenje duhana, neki infektivni mikroorganizmi, utjecaj industrijske prasine i

prehrana samo su neki od okolisnih ¢imbenika koji se povezuju s RA (7).

Zdrav
zglob

{
67 05 659 (%) o

zglob

Slika 16. Zglobne promjene kod RA (preuzeto i prilagodeno iz 21)

1.9.1. Povijest reumatoidnog artritisa

Reumatoidni artritis najéeS¢a je reumatska upalna bolest s prevalencijom od 0,5-1 %
promatrano na globalnoj razini. Ovaj podatak zabiljezen je kod nekoliko europskih i

sjevernoamerickih drzava, ali s naglaskom da postoje iznimke (8). RA moZe zahvatiti sve
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populacije, ali je poznato da se prevalencija i incidencija razlikuju u razli¢itim etnickim
skupinama pa ¢ak i1 unutar iste zemlje. Neke studije objasnjavaju ovu varijabilnost kao
rezultat razlic¢itih ¢imbenika, a ponajprije genetskih (7,8). Najniza prevalencija zabiljezena
je na ruralnom podru¢ju Juzne Afrike gdje studije nisu pronasle nijedan slu¢aj RA u
studijama na 500 odnosno 2000 ispitanika (8). Niske vrijednosti prevalencije zabiljezene
su u jugoistoénim zemljama Azije, ukljuujuéi Japan 1 Kinu (0,2-0,3%) (8). Najveca
zabiljezena pojava RA wuocena je kod autohtonih americ¢ko-indijskih populacija s

prevalencijom od 5,3% u Pima Indijanaca i 6,8% u Chippewa Indijanaca (1,2).

1.9.2. Etiologija reumatoidnog artritisa

Stvarni uzroci reumatoidnog artritisa (RA) jo§ uvijek nisu u potpunosti razjasnjeni.
Jedna od pretpostavki koja potvrduje nastanak ove bolesti je promjena imunoloskog
odgovora u pacijenata s genetskom predispozicijom uz sudjelovanje okolisnih ¢imbenika
(8). U studijama je dokazana veéa prevalencija u obitelji nego u opcoj populaciji (9).
Takoder, veca ucestalost je zabiljezena kod jednojajcanih blizanaca (stopa konkordancije
15-30%) i1 dvojajcanih blizanaca (stopa konkordancije 5%) (7,9). Stoga genetski ¢imbenici
imaju znatan utjecaj na osjetljivost reumatoidnog artritisa (9). Antigeni HLA sustava su
najpromatraniji genetski ¢imbenici koji predstavljaju od 30% do 50% ukupne genske
predodredenosti za razvoj RA. Istrazivanjima je potvrdena povezanost RA s HLA
sustavom odnosno s alelima HLA-DRB1 gena. 1969. godine napravljen je prvi
eksperiment u kojemu je dokazano da u mijeSanoj kulturi limfocita, limfociti iz periferne
krvi pacijenata oboljelih od RA nisu bili pokazivali reaktivnost limfocitima zdravih
pacijenata. 1976. godine ta ne je objasnjena ¢injenicom da pacijenti koji su oboljeli od RA
imaju iste HLA gene. 1978. Stastny zakljucio je u svome istrazivanju da je 78 % pacijenata
s RA bilo pozitivho na HLA-DRw4 u odnosu na zdravu kontrolu (7,9). 1987. godine
Gregerson i sur. otkrili su povezanost RA s brojnim drugim HLA-DRB1 genima. Zakljuéili
su da aleli HLA-DRBI1 gena koji doprinose riziku nastanka RA dijele zajednicku
aminokiselinsku sekvencu. Ti aleli koje HLA-DRBL1 geni dijele nalaze se na pozicijama
70-74 u trecoj hipervarijabilnoj regiji DRB1 lanca (Tablica 2.). Taj zakljucak doveo je do
nove hipoteze o zajedniCkom epitopu (engl. Shared epitope; SE) koji se sastoji od tri
sekvence aminokiselina: QKRAA, QRRAA I QRRRAA. Aleli zajednickog epitopa su:
HLA-DRB1*04:01 (QKRAA), HLA-DRB1*04:04, HLA-DRB1*04.05, HLA-
DRB1*04:08, HLA-DRB1*01:01, HLA-DRB1*01:02, HLA-DRB1*14:02 (QRAA),
HLA-DRB1*10:01 (RRRAA) (7,9).
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Tablica 2. Aleli zajedni¢kog epitopa

Pozicija aminokiselina

HLA-DRB1 aleli 70 71 72 73 74
*01:01 Q R R A A
*01:02 Q R R A A
*04:01 Q K R A A
*04:04 Q R R A A
*04:05 Q R R A A
*04:08 Q R R A A
*10:01 R R R A A
*14:02 Q R R A A

1.9.3. Dijagnosticiranje reumatoidnog artritisa

Uspostavljanje dijagnoze RA nije jednostavno zbog sli¢nosti s patofizioloskim
stanjima kod sli¢nih bolesti (8). Sto prije otkrivanje ove bolesti i pocetak terapije s
antireumatskim lijekovima dovodi do boljih ishoda (11). Uz klini¢ki pregled 1 anamnezu
potrebno je napraviti odredene laboratorijske i radioloske pretrage u svrhu dijagnosticiranja
RA. Krvne pretrage pacijenta oboljeloga od RA ukljuuju reumatoidni faktor, brzinu
sedimentacije eritrocita (SE) i C-reaktivni protein. Prisutnost reumatoidnoga faktora te
povisene Vvrijednosti sedimentacije eritrocita i C-reaktivnog proteina u skladu su s
dijagnozom reumatoidnog artritisa. Zlatni standard radiolo$ke obrade uklju€uje radiograme
Saka 1 stopala na kojima se prvo uo€avaju promjene (8) i tipizaciju antigena 1 alela sustava

HLA. Osim zglobova, RA moze zahvatiti 1 organe poput pluca, koze 1 o¢iju (11).

1.9.4. Lijecenje reumatoidnog artritisa

Brza dijagnoza odnosno prepoznavanje pacijenata oboljelih od reumatoidnog artritisa i
pravovremeno lijeCenje dovode do remisije bolesti. To je vazno kako bi se izbjegla trajna
oStecenja zglobova 1 nesposobnost pacijenta (7). Laboratorijski 1 radioloski nalazi, oteceni
zglobovi, prisutnost alela HLA-DRBI1 gena zajednickog epitopa (*04:04, *04:04) i Zenski
spol najbolji su dokazi za dijagnosticiranje RA. LijeCenje se provodi KkoriStenjem
nestereoidnih protuupalnih lijekova, glukokortikoida, analgetika, sintetskih i bioloskih
lijekova koji mijenjaju tijek bolesti. Takoder primjenjuje se rehabilitacija, ali 1 fizikalne

metode (11).
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2. CILJ RADA

Cilj rada bio je odrediti ucestalost alela sustava HLA kod ispitanika koji boluju od
reumatoidnog artritisa na podrucju  Splitsko-dalmatinske  Zupanije. Povezanost

reumatoidnog artritisa i gena sustava HLA potvrdena je molekularnim metodama.

Takoder, cilj je bio pokazati raspodjelu odnosno ucestalost pojedenih alela DRB1
lokusa te odrediti najucestaliji podlozni gen koji se pojavljuje kod pacijenata oboljelih od
reumatoidnog artritisa. U istrazivanje bilo je uklju¢eno 155 pacijenata koji su bolovali od

reumatoidnog artritisa €iji su uzorci obradeni u Laboratoriju za tipizaciju tkiva, KBC Split

(Slika 17.).

Osim ucestalosti i povezanosti alela sustava HLA i RA, pokazala se raspodjela bolesti
po spolu i po dobnim skupinama. Budu¢i da je HLA-DRB1 gen Kkoji se povezuje direktno s
RA, ali 1 najucestaliji medu Hrvatima napravljena je usporedba alela HLA-DRB1 gena u

nasoj populaciji i pacijenata drugih nacionalnosti.

* Prikupljanje literature
1.Uvod * Prikupljanje podataka o pacijentima
ukljué¢enih u istrazivanje

 Opis materijala/uzoraka
* Provodenje molekularnih metodau
svrhu dobivanja rezultata

2. Provodenje rada

N * Pregled rezultata istrazivanja
3.Rezultati 1 rasprava e Prikaz najvaznijih rezultata u zakljucku

Slika 17. Shematski prikaz zavr$nog rada
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Ispitanici

U ovom retrospektivnom istrazivanju obuhvaceno je 155 ispitanika s podrucja
Splitsko-dalmatinske Zupanije. Ispitivanu skupinu ¢inilo je 118 Zena te 37 muskaraca. U
ispitivanoj skupini proucavala se ucestalost pojedinih alela lokusa HLA-DRB1 sustava
HLA kod oboljelih od reumatoidnog artritisa. Svi ispitanici pacijenti su kojima je tipizacija
tkiva napravljena iz rutinskog rada u Laboratoriju za tipizaciju tkiva, KBC Split u
razdoblju od 2019-2021 godine.

3.2. Metode

3.2.1. Molekularna metoda odredivanja alela HLA-DRB1

Metoda koja se koristila za potrebe ovog rada je PCR-SSP (engl. Polymerase chain
reaction-Sequence Specific Primer). Temelji se na umnazanju sekvenci DNA koristeci se
pocetnicama koje su specificne za jedan ili za vise alela. Da bi rezultat bio validan i da bi
se mogla tocno odrediti DNA sekvenca od interesa nukleotidni slijed mora se umnoZiti i do
nekoliko milijuna kopija. Metoda se odvija po to€no odredenom protokulu koriste¢i
reakcijsku mjesavinu sastavljenu od prethodno izolirane molekule DNA, Taqg polimeraze i
destilirane vode. Rezultat se biljezi uz pomoce elektroforeznoga gela gdje se zbog
razli¢itih duljina amplificiranih dijelova isti razli¢ito redaju. Da bi se rezultat mogao
oCitovati potrebno je dodati bojilo etidij-bromid. Komplementarnost se ocituje pozitivnom

reakcijom.
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4. REZULTATI

U ovo istrazivanje bilo je uklju¢eno 138 pacijenata koji su bolovali od
reumatoidnog artritisa. Od ukupno 138 pacijenata iz rutinskoga rada 104 su bile Zene
(75,36%), a musSkaraca je bilo 34 (24,63%). Porast oboljelih uocava se u dobi od 50-59
godine (20,1% oboljelih). Najveéi broj oboljelih (26,8%) uocen je u dobi od 60-69 godina.
Zene su &eice oboljevale od reumatoidnog artritisa naspram muskaraca. (Tablica 3.)

Tablica 3. Demografska obiljezja pacijenata sa RA u Splitsko-dalmatinskoj Zupaniji po spolu i po
dobnim skupinama ( n=broj pacijenata)

n (%0)
Spol
Muskarci 34 24.63
Zene 104 75.36
Ukupno 138
Dob
18-29 5 3.7
30-39 9 6.5
40-49 13 9.5
50-59 28 20.1
60-69 37 26.8
70-79 27 19.6
80 19 13.8

Ovim istraZzivanjem potvrdena je povezanost RA s alelima sustava HLA tocnije s
alelima DRBI1 lokusa *0401, *0404, *0405*, *0408. Takoder je uofena povezanost i
drugih alela DRB1 lokusa kao Sto su: *0101, *1001 1 *1402. Najucestaliji podlozni alel bio
je *0101 kojega je imalo 13,66% pacijenata te je on povezan s destruktivnijim oblikom
bolesti. Oc¢ekivano, kao najucestaliji medu alelima DRB1*04 u hrvatskoj populaciji alel
*0401 prisutan je kod 11,15% pacijenata dok su ostali alel DRB1*04 prisutni u idu¢im
postotcima: alel *0402 prisutan je kod 6,11% pacijenata, alel *0403 kod 5,75% pacijenata
dok je alel *0404 zabiljezen kod 4,6% pacijenata (Tablica 4.). Ukoliko usporedimo
dobivene podatke s onima iz Hrvatskog registra dobrovoljnih darivatelja mati¢nih stanica

(HRDDKMS) uocavamo da su dobiveni rezultati jednaki onima hrvatske populacije.
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Tablica 4. Prikaz svih alela koji su uo¢eni kod ispitanika te postotak njihove zastupljenosti (n-broj

alela)

Alel n AF % AF
0101~ 38 | 0.136691 | 13.66906
0102* 1 | 0.003597 | 0.359712
0103~ 2 | 0.007194 | 0.719424
0104* 1 | 0.003597 | 0.359712
0301~ 34 | 0.122302 | 12.23022
0305~ 1| 0.003597 | 0.359712
0401~ 31| 0.111511 | 11.15108
0402* 17 | 0.061151 | 6.115108
0403* 16 | 0.057554 | 5.755396
0404~ 13 | 0.046763 | 4.676259
0405~ 4| 0.014388 | 1.438849
0408* 1 | 0.003597 | 0.359712
0432* 1| 0.003597 | 0.359712
04161* 2 | 0.007194 | 0.719424
0701~ 8 | 0.028777 | 2.877698
0801* 5| 0.017986 | 1.798561
0802* 1 | 0.003597 | 0.359712
0804* 1| 0.003597 | 0.359712
0816™ 1 | 0.003597 | 0.359712
0901~ 1 | 0.003597 | 0.359712
1001* 3| 0.010791 | 1.079137
1101~ 17 | 0.061151 | 6.115108
1104* 8 | 0.028777 | 2.877698
1112* 1 | 0.003597 | 0.359712
11135+ 0.003597 | 0.359712
1201* 0.014388 | 1.438849
1301~ 16 | 0.057554 | 5.755396
1305* 2 | 0.007194 | 0.719424
1302* 8 | 0.028777 | 2.877698
1303* 0.010791 | 1.079137
1401* 0.017986 | 1.798561
1501~ 12 | 0.043165 | 4.316547
1502* 0.010791 | 1.079137
1503* 0.003597 | 0.359712
1506* 0.003597 | 0.359712
1507* 0.003597 | 0.359712
1601~ 12 | 0.043165 | 4.316547
1625* 1| 0.003597 | 0.359712
Br. pacijenata 139
Br. alela 278

*AF-allele frequencies (ucestalost alela)
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U ovom radu pratila se raspodjela alela HLA-DRBI1 zajednickog epitopa povezanog
s RA Koji su ujedno i jedni od najucestalijih u hrvatskoj populaciji (Slika 18.). Uoceno je
sedam poddtipova HLA-DRB1 gena zajedno¢kog epitopa povezanog s pojavom RA kod
ispitanika s podru¢ja Splitsko-dalmatinske Zzupanije od kojih je najucestaliji alel
DRB1*0101, a zatim DRB1*04:01, DRB1*04:02, DRB1*04:03, DRB1 *04:04 te
DRB1*04:05.

Odnos najuéestalijh alela sustava HLA Kkoji
su opaZeni kod pacijenata oboljelih od RA

s0101*
=001
» 004
= 0405
= 0408°
» 1001
m 1402°

Slika 18.Shematski prikaz ucestalosti HLA-DRB1 alela u pacijenata oboljelih od RA
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5. RASPRAVA

Budu¢i da postoji genetska povezanost reumatoidnog artritisa 1 HLA-DRB1 gena,
posljednjih godina javlja se znaajan interes za razumijevanje te povezanosti. Genetski
faktori omogucavaju predvidanje razvoja reumatoidnog artritisa ili pak mogu sluziti u
potvrdi dijagnoze. Genetski faktori imaju vecu prednost u odnosu na neke druge prediktore

buduc¢i da se oni ne mijenjaju tijekom cijeloga Zivota (12).

Molekularnim metodoma dokazuje se povezanost zajednickog epitopa. Molekula HLA
razreda II bila je podrucje od interesa jer je pokazivala posebnu osjetljivost na razvoj
bolesti (12). Molekularne metode olakSale su proucavanje te povezanosti Koristeci
nasljedene sekvence od navedenih aminokiselina QKRAA, QRRAA ili RRRAA koje se
nalaze u hipervarijabilnim regijama kao ciljna mjesta (6.). Svakako je vazno naglasiti da
alel HLA-DRB1 nije jedini koji je povezan s genetskom predispozicijom za razvoj

reumatskih bolesti ve¢ je ona dokazana i1 kod pacijenata koji imaju alelom HLA-B27.

Reumatoidni artritis pokazuje povezanost s odredenim alelima na lokusu HLA-DRB1,
od kojih je najistaknutiji alel HLA-DRB1*04 (13). Vazno je naglasiti da su podtipovi alela
lokusa HLA-DRB1*04 u prvom redu *0402, *0403, *0404 te *0405 podjednako prisutni u
hrvatskoj populaciji dok je najucestaliji *0401 (12). Pojava homozigotnosti nekog od gore

navedenih podtipova alela lokusa HLA-DRB1*04 moze ukazivati na tezi oblik bolesti.

Rezultati brojnih istraZivanja pokazuju ¢vrstu povezanost alela HLA-DRB1*0401 i
*0404 s reumatoidnim artritisom. Usporedujuci dobivene rezultate sa rezultatima u svijetu
uoceno je da je predisponirajuci alel kod sjevernoamerickih Indijanaca *1402. Aleli koji
se najceSc¢e opazaju u populacijama mediteranskih zemalja su *0101 1 *1001. To potvrduje
podatak da oboljela populacija juzne Francuske ima DRBI1*0101 kao jedan od
najucestalijih predisponirajucih alela. U hrvatskoj populaciji koja se takoder ubraja u krug
mediteranskih zemalja alel *0101 genetski je prediktor povezanosti HLA sustava i RA.

Spanjolska populacija biljezi *0405 kao udestali alel (13).
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6. ZAKLJUCAK

1. Otkric¢e sustava HLA zasigurno je pridonijelo raznim podru¢jima medicine
kao Sto je populacijska genetika, vaznost prilikom transplantacija, ali i
dijagnosticiranja brojnih autoimunih bolesti odnosno povezanost s

bolestima

2. Reumatoidni artritis autoimuna je bolest ¢iji mehanizam nastanka jo$ uvijek
U potpunosti nije razjasnjen. Jedan od klju¢nih ¢imbenika nastanka bolesti
je prisustvo nekoga od alela lokusa HLA-DRBI koji je vazan u samom

mehanizmu nastanka bolesti, a moze ukljucivati i okoliSne ¢imbenike.

3. Aleli lokusa HLA-DRB1*04 u prvom redu podtipovi *0401, -*0402, -
*0403,*0404 te*0405 se povezuju s razvojem RA. Genetska predispozicija
za razvoj bolesti ne znac¢i nuzno da ¢e do razvoja bolesti i doéi te ju je

potrebno dokazati klinicki.

4. Tipiziranje alela lokusa HLA-DRB1 molekularnom metodom omogucava

Sto tocniju 1 precizniju dijagnostiku bolesti.
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7. SAZETAK

HLA sustav je sustav leukocitnih antigena koji se nalaze na kraéem kraku 6.
kromosoma. Molekule HLA sustava kodirane su genima razreda I, 1l i I1l. Sustav HLA ima
vaznost u imunolo$kim reakcijama gdje sudjeluje u reakcijama prepoznavanja stranog
antigena 1 pokretanju imunoloske reakcije kako bi se taj isti antigen uklonio, ali i odrzalo
normalno funkcioniranje organizma bez naruSene homeostaze. Ovaj sustav gena zbog
izrazitog polimorfizma povezuje se s brojnim autoimunim bolestima, medu koje spada i

reumatoidni artritis.

Cilj ovoga rada bio je odrediti alele lokusa HLA-DRB1 sustava HLA kod ispitanika
oboljelih od reumatoidnog artritisa te definirati koji se od tih alela najces¢e pojavljuje kod

pacijenata s uspostavljenom dijagnozom. .

U istrazivanje bilo je ukljuceno 138 pacijenata Cija je analiza polimorfizma alela HLA-
DRB1 napravljena u Laboratoriju za tipizaciju tkiva, Zavoda za transfuzijsku medicinu
Klinickog bolni¢kog centra Split. Za odredivanje alela lokusa HLA-DRBI1 koristena je
molekularna metoda PCR-SSO.

Rezultati su pokazali da kod 30,6% pacijenata uocen neki od predisponirajucih alela
lokusa HLA-DRB1*04 vezanih uz RA. Ovi rezultati su u skladu s prethodno objavljivanim
rezultatima i literaturnim podatcima te potvrduju povezanost pojedinih HLA-DRB1 alela s

pojavom reumatoidnog artritisa u hrvatskoj populaciji.
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8. ABSTRACT

The HLA gene system is a system of leukocyte antigens located on the shorter
arm of chromosome 6. HLA molecules are encoded by class I, 11, and 1l genes.
The HLA system is important in the immune reactions where it participates in the
recognition of a foreign antigen and initiates an immune reaction in order to remove
that same antigen, but also to maintain the normal functions of the organism
without disrupting the homeostasis. This gene system, due to its pronounced
polymorphism, is associated with a number of autoimmune diseases one of which is

rheumatoid arthritis that will be further discussed later on.

The aim of this study was to determine the alleles of the HLA-DRB1 locus that
correlate with the occurance of the rheumatoid arthritis and to determinate the key

subtypes linked to it.

The study included 138 patients whose analysis of HLA-DRB1 allele
polymorphism was performed in the Tissue Typing Laboratory, Department of
Transfusion Medicine, Clinical Hospital Center Split. The PCR-SSO molecular
method was used to type the HLA-DRBL1 locus allele.

The results showed that some of the predisposing alleles of the RA-related
HLA-DRB1 * 04 locus were observed in 30.6% of patients. These results are in
accordance with previously published results and literature data and confirm the
association of certain HLA-DRB1 alleles with the occurrence of rheumatoid

arthritis in the Croatian population.
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