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Marijana Basi
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U ovom radu analizirali smo alele mikrosatelita 2838, u svrhu odtd#vanja
haplotipova HLA-DRB, unutar skupine od 53 nesrodrdrave osobe. Broj alela
mikrosatelita D6S2878 u jednom haplotipu ovisi anéo koliki je broj gena DRB
(aktivnih i pseudogena) u pojedinom haplotipu HlAxalizom haplotipova HLA-DR1,
DR10 te haplotipova DR52 titi smo po dva alela mikrosatelita D6S2878. &ralel
D6S2878 u haplotipu HLA-DR1 (alel D6S2878-136pb)gadarao je alelu na
pseudogenu DRBG6, a duzi alelima na lokusu DRB1I| (BI6S2878-154pb i alel
D6S2878-161pb). U haplotipu HLA-DR52 alel D6S2878ji e odgovarao alelima
lokusa DRB1 (aleli D6S2878 duzine od 172pb do 20épb je kra&i od alela za lokus
DRB3 (aleli D6S2878 duzine od 180pb do 214pb). Baldtipovima HLA-DR51 i HLA-
DR53 uegili smo po 3 alela mikrosatelita D6S2878. Kod héplova HLA-DR51
najkr&i alel D6S2878 odgovarao je pseudogenu DRB6 (&1652878-144pb, 152pb,
154pb i 174pb) dok su duzi aleli (od 176pb do 2Q4pkgovarali alelima lokusa DRB1,
odnosno aleli D6S2878 duzine od 180pb do 220pbnadelokusa DRB5. Pseudogen
DRB7 u haplotipovima HLA-DR53 imao je najkeaalele D6S2878 od 135pb, dok su
duzine alela D6S2878 od 170pb do 194pb odgovalaliena DRB1, a aleli D6S2878 od
176pb do 182pb alelima DRB4. Kod alela DRB1*08ermje samo jedan alel D6S2878 i
to duzine od 170pb i 176pb.

(51 stranica, 8 slika, 19 tablica, 13 literaturndvoda, jezik izvornika: hrvatski )
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DEFINITION OF HLA-DRB HAPLOTYPES BY MICROSATELLITE
D6S2878 ANALYSIS IN A CROATIAN POPULATION

Marijana Basi
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In this study, we analyzed alleles at D6S2878osiatellite among 53 unrelated
subjects in order to define HLA-DRB haplotypes. Namof D6S2878 alleles detected in
one haplotype depends on the number of DRB gertisgand pseudogenes) contained
by a specific haplotype. Analysis of HLA-DR1, anttADR52 haplotypes revealed two
D6S2878 alleles. Shorter allele in HLA-DR1 hapl@y{b6S2878-136bp) matched the
allele on pseudogene DRB6, while longer matchedalieées on DRB1 locus (D6S2878-
154bp and D6S2878-161bp). In HLA-DR52 haplotype P& allele which matched
alleles on DRBL1 locus (172bp-206bp) was shorten #dikele which matched DRB3 locus
(180bp-214bp). We observed three D6S2878 micrdgatalleles HLA-DR51 and HLA-
DR53 haplotypes. The shortest allele in HLA-DR5Dlbtype matched the allele on
pseudogene DRB6 (D6S2878-144bp, 152bp, 154bp aflop),7while the longer alleles
(176bp-204pb) corresponded to alleles at DRB1 lamus the case of alleles of the
lenght 180bp-220bp to the alleles at DRB5 locussuBegene DRB7 in HLA-DR53
haplotypes had the shortest D6S2878 allele (D6S28B8p), while alleles D6S2878 of
the lenght 170bp-194bp matched alleles at DRB1d@rul alleles D6S2878 of the lenght
176bp-182bp matched alleles at DRB4 locus. AlleleBR*08 displayed only one
D6S2878 allele which could be either 170bp or 1716ing.

(51 pages, 8 figures, 19 tables, 13 referenceginaliin: Croatian)
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1. UVOD

1.1. GLAVNI SUSTAV TKIVNE SNOSLJIVOSTI

Glavni sustav tkivne snoSljivosti (engl. Major Hisbmpatibility Complex) nalazi
se na kréem kraku kromosoma 6 (6p21.3) i predstavlja sugtkih antigena tkivne
podudarnosti. To je sustav aloantigena koji u negachom primatelju uzrokuju iznimno
jaku reakciju odbacivanja transplantata. Sustav gima, odnosno antigena, vrlo je
raznolik, a geni za te antigene su vrlo polimorfdioga gena MHC je u imunoloskoj
reakciji da predéuju strane antigene u obliku prepoznatljivom z&dioite T.

Ovaj sustav prvi je opisao imunolog George D. Steftdesetih godina proslog
stoljeta, Snell se bavio problemom odbacivanja organansplantacijskim reakcijama.
Vjerovao je da sposobnost jedinke da odbaci tkimogd jedinke odrduju genetski
faktori koje je nazvao genima tkivne podudarndstkdier poznati i kao transplantacijski
geni). Istrazivanja je proveo krizanjem sojeva wésesve dok nije utvrdio da specifia
grupa gena ima glavnu ulogu u kontroliranju otpstnoa tkivne transplantate, taj sustav
gena nazvao je MHC-om (Snell, 1980.).

Kod miSa sustav MHC naziva se H-2 (engl. Histocaiibgiy Antigen 2), dok je
kod covjeka uobiajeni naziv HLA (engl. Human Leukocyte Antigen).s&av HLA
otkrio je francuski imunolog Jean Dausset 50-ihigagroslog stoljéa. Ucatio je da kod
nekih bolesnika koji su primili transfuziju odgoefe krvne grupe dolazi do
transfuzijske reakcije. Kako nije doSlo do aglutife eritrocita bilo je ¢ito da postoje
neki drugi antigeni odgovorni za transfuzijsku reak tj. da se radi o leukocitnim
antigenima.

Regija HLA se iz funkcionalnih razloga dijeli u skupine: HLA razred I, HLA
razred Il i HLA razred lll. Skupine gena HLA razeetli razreda Il su mnogo vaznije, jer

kodiraju molekule koje imaju Klgnu ulogu u preradi i predavanju stranih antigena,



dok skupina gena HLA razreda Il kodira molekulgeksudjeluju u imunoloskoj reakciji,
ali nemaju sredisnju imunoregulacijsku ulogu kadekole HLA razreda | i Il.

Kod covjeka molekule HLA razreda | nalaze se na membraine stanica
organizma, tj. kod onih koje imaju jezgru, a molekHLA razreda Il nalaze se samo na
membranama profesionalanih prédihn stanica: limfocitima B, makrofagima i
dendriténim stanicama.

Sustav HLA sudjeluje u brojnim vaznim funkcijamaok&to su regulacija
imunoloskog prepoznavanja stranog antigena, kantrderakcije i suradnje limfoidnih
stanica tijekom imunoloSke reakcije upravljene iprotiljane stanice tj. antigena,
regulacija proizvodnje spedifiih antitijela, regulacija proizvodnje komplemert@a

nekih drugih medijatora imunoloSke reakcije i kofdrsinteze tkivnih antigena.

1.1.1. OSOBINE SUSTAVA HLA

Glavne osobine sustava HLA su: nepravilna tkivnstugajenost, polimorfizam,
crossing-over, pravilna segregacija, genska neta¥aoudruzivanja, krizna reaktivnost,
te rasna i populacijska spe¢iipst.

Nepravilna tkivha zastupljenost zfiada su molekule HLA u velikom broju
zastupljene na limfatkom tkivu i na sta@nim membranama organa i tkiva koja
sudjeluju u imunoloskoj reakciji. Nasuprot tomejhoya je zastupljenost slaba na
misiécnom i masnom tkivu, te srediSnjem &wom sustavu.

Polimorfizam ovog sustava odnosi se na postojamkkag broja alela na
lokusima, kao i veliki broj lokusa. Dva su maguobjasnjenja velikog polimorfizma: ili
je sustav HLA imao brzi razvoj nego drugi genetskstavi ili je ova pojava posljedica
prirodne selekcije temeljene na stvaranju alela Hb#yornih na uzrénike bolesti.
Smatra se da je raznolikost HLA rezultat selekgjgkom koje su odr@eni haplotipovi
HLA bili uspjesniji u prepoznavanju i obrani od aznika bolesti. Sustav HLA stoga
predstavlja najraznolikiji genetski sustav ¢ovjeka. Do danas otkriveni aleli HLA

prikazani su u tablici 1hftp://hla.alleles.ory




Tablica 1. Broj poznatih alela HLA*

HLA razred | HLA razred 1
lokus broj alela lokus broj alela lokus broj alela
853 DRA1 3 DQAl1 34
B 1249 DRB1 659 DQB1 99
C 463 DRB2 1 DPAl 27
E 9 DRB3 50 DPB1 135
F 21 DRB4 13 DMA 4
G 44 DRB5 18 DMB 7
DRB6 3 DOA 12
DRB7 2 DOB 9
DRB8 1
DRB9 1
ukupno 2639 ukupno 1078
Y 3717

*(podaci do srpnja 2009.)

Svaki pojedinac u svom genotipu sadrzi dva haphotipA, a crossing-over moze
uzrokovati promjenu haplotipa iako se on dimarlo rijetko. Razlog tome je Sto je
udaljenost izméu lokusa HLA vrlo mala, a poznato je da se crosswgy dogda ceke
Sto su lokusi dalje.

Segregacija gena HLA je pravilna i prati Mendel@kan o segregaciji alela, tj.
kroz generacije imamo prisutnu istu Raotiu gena u pojedinoj populaciji, odnosno jednak
je broj pozitivnih i negativnih potomaka za @eai gen.

Slied€a vazna osobina gena HLA je genska neravnotezazivdrya (engl.
linkage disequilibrium). To je pojava da se alaladli viSe usko vezanih lokusa HLA
javljaju u istom haplotipitese nego Sto bi to bilo zacekivati na temlju njihove
pojedin&ne westalosti. Jedan takav primjer je haplotip HLA-A2B18, westalost ovog
haplotipa izrdunata na temelju pojeditraih westalosti antigena HLA-A25 i antigena
HLA-B18 bila bi puno manja nego Sto se taj haplgéplja u populaciji upravo zbog

neravnoteze udruzivanja.



Krizna reaktivnost gena HLA je fenomen koji se t§nma cinjenici da molekula
HLA ima privatnu i ogu specifénost. Prema tome imunizacijom mozemo izazvati
imunolosku reakciju upravljenu ne samo protiv aeni@ HLA Kkoji je potaknuo reakciju
nego i protiv drugih antigena HLA koji nose epitogl&éne ili iste oge speciftnosti s
antigenom HLA uzrénikom imunizacije. Kriznu reaktivnost uglavhom rmatao meiu
antigenima HLA istog lokusa (tablica 2).

Tablica 2. Krizna reaktivnost antigena HLA

CREG ANTIGENI HLA-
Al Al, 3, 11, 36, 23, 24, 29, 30, 31, 80
A2 A2, 68, 69, 23, 24, B57, 58
A10 Al1, 25, 32, 26, 33, 34, 66, 68, 69, 74
A19 A29, 30, 31, 32, 33, 74
B5 B18, 35, 51, 52, 53, 49, 50, 57, 58, 62, 63,711,75, 76, 77, 78
B7 B7, 27,2708, 2712, 2718, 13, 37, 41, 42, 47, 4855, 56, 60, 61,
B8 783;3801302 0803, 18, 38, 39, 59, 64, 65, 67
B12 B13, 37, 41, 44, 45, 49, 50, 47, 60, 61
B15 B57, 58, 62, 63, 71, 72, 75, 76, 77
Bw4 Bw4, A23, 24, 25, 32
Bwo Bw6

CREG engl. cross reactive group

Sustav HLA ispoljava rasnu i populacijsku specifist Sto zn& da se unutar
pojedine populacije javlja samo dio alela i hagotia. Tako npr. u Hrvatskoj je od 35
razlicitin alela HLA-B*27, samo nekoliko njih ueno (HLA-B*2702, B*2705, B*2714,
B*2704).



1.1.2. GENETIKA SUSTAVA HLA

Regija HLA zauzima oko 4 milijuna parova baza DN&& odgovara valini
genoma bakterijé&. coli. Unutar tog podrtja nalazi se 239 gena, @agga je 45 gena
HLA i njima srodnih gena, ostalih 194 gena su gean-HLA. Geni sustava HLA
podijeljeni su Wetiri regije: regija HLA razreda | smjeStena jebidie telomeri i sadrzi
gene HLA razreda I, regija HLA razreda lll (ili dealna regija), regija HLA razreda Il

(smjeStena blize centromeri) i produzetak regijeAHazreda li(slika 1)

(b HLAF
! HLA-G
' I HLA-A
!
25 fﬂfr HLA-C
24 ' HLA-B
23 i
22_:1 i ].II
2272
22.1 ! D Il HLA-DRA
L 21.3 HLA-DRBE3
< a1 v HLA-DRBI
12 k\ HLA-DQAL
11.2 R HLA-DQB1
11.1 cen \\ HLA-DPAI
1 12 . HLA-DPB1
14 “ TABP
15
16.2 %2"‘1 4 000 kb
21 q
222 221
223
232 3
_24
252 533
26
27 ter

Slika 1. Mapa regije HLA na krdem kraku kromosoma 6

Pojedina kombinacija alelnih oblika gena HLA narjecth kromosomu naziva se
haplotip. Po jedan haplotip naslige se od svakog roditelja i izrazava kodominamntao

stan&noj membrani. Svaki se haplotip sastoji od viSeagdLA razreda | i razreda .



1.1.2.1. Geni HLA

Geni HLA mogu biti kodirajai, nekodirajéi, geni ,kandidati“ (geni za koje se
pretpostavlja da imaju proteinski produkt) i psegelu. Klaséni geni HLA nalaze se

unutar regije HLA razreda | i razreda Il (tablica 3

Tablica 3. Broj svih skupina gena HLA po regijama H.A

Kodiraju ¢i | Kandidati | Nekodirajuéi | Pseudogenii Ukupno
Geni HLA razreda | 6 0 0 13 19
Geni HLA razreda Il 11 2 0 6 19
Geni MIC 2 2 0 5 7
Ukupno za gene HLA 19 2 0 24 45
Geni non-HLA 111 15 4 64 194
Ukupno 130 17 4 88 239
Regija HLA razreda | 41 12 3 66 122
Regija HLA razreda llI 58 0 2 62
Regija HLA razreda Il 16 3 0 15 34
Produzetak regije HLA 15 0 1 5 21
razreda Il

Geni HLA razreda | podijeljeni su u tri skupineaagkni geni HLA razreda |
(HLA-A; -B, -Cw), neklaséni geni HLA razreda | (HLA-E, -F, -G) i pseudogeiii
dijelovi gena (HLA-H, -J, -K, -L). Grupirani su utar tri odvojena duplicirana bloka, a
blokovi su mé@usobno odvojeni velikom skupinom gena non-HLA. GdhA razreda |
koji kodiraju o lanac grdeni su od 8 egzona, kodirégi DNA, izmeiu kojih se nalaze
introni, nekodirajga DNA. Egzon 1 kodira vode (engl. leader) peptid, egzoni 2 i 3
kodiraju domenwl i a2, egzon 4 domenu3, egzon 5 transmembransku domenu dok
egzoni 6 i 7 kodiraju citoplazmazsku domenu.

U podriju gena HLA razreda |, iznde gena HLA-Cw i HLA-A nalazi se
nekoliko gena koji stie genima HLA, joS viSe takvih gena ima telomernayeda HLA-



A. Ti su geni uglavhom nepolimorfni, a neki su pdegeni. Tu pripadaju geni za
molekule CD1 koje su izrazene na dendkith stanicama, monocitima i nekim
timocitima, a vezu se $,-mikroglobulinom i sudjeluju u predavanju antigena
limfocitima T. Takaler tu spadaju i geni MIC (engl. MHC | related chaigeni MICA i
MICB koji su kodiraji¢i geni, a geni MICC, MICD, MICE, MICF i MICG su
pseudogeni. Njihovo prepisivanje pati brojni stanini podrazaji (npr. toplinski Sok,
stresni uvjeti), a produkti tih gena izrazeni su filmoblastima i epitelnim stanicama
crijeva. Sudjeluju u nespedifiom imunoloSkom odgovoru, a vezu se za receptore na
stanicama NK, limfocitima T koji nose receptgtei nekim citotokstnim limfocitima T.
Regija HLA razreda Il smjeStena je izdweregije HLA razreda | i regije HLA
razreda Il, geni te regije smjeSteni su izuzetnzuble dolazi i do mjestiminog
preklapanja gena. Regija sadrzi 75 gena koji kpdinake komponente komplementa C2,
C4 i faktor B, zatim gene za bjelgavine toplinskog Soka i za neke vazne citokine.
Regija HLA razreda Il podijeljena je na Sest suhaegubregija DM, subregija
DO, subregija DN, subregija DP, subregija DQ i ggija DR. Klasini geni HLA
razreda Il (HLA-DP, -DQ, -DR) kodiraja i p lanac molekula HLA razreda 1l koji su
prisutni na antigen prezentirgjm stanicama. Geni HLA razreda Il koji kodiraguanac
gradeni su od 5 egzona izmhe kojih su raspoweni introni. Egzon 1 kodira vode
peptid, egzoni 2 i 3 dvije izvanstgéne domene, a egzon 4 transmembransku i
citoplazmatsku domenu. Geni HLA razreda Il koji kagh B lanac grdeni su od 6
egzona méu kojima su introni. Kog lanca egzon 1 kodira voélepeptid, egzoni 2 i 3
dvije izvanstanine domene, egzon 4 transmembransku, a egzon 5lazmogisku
domenu. U podriju gdje se nalaze geni HLA razreda Il smjeStenii geni Ciji su
produkti prijeko potrebni za kotiai ustroj molekula HLA razreda I. To su dva gena
nazvana TAP1 i TAP2 (engl. Transport Associatedh &ittigen Processing) koji kodiraju
dijelove crpke koja prenosi prel@ne antigene iz citosola u unutrasnjost endoplasaat
mrezice gdje se spajaju s novostvorenim molekulbiind razreda |. Takder se unutar
ove regije nalaze i geni za proteosome LMP2 i LMEBiigl. Low Molecular weight
Proteosome), koji kodiraju kompleks citoplazmatsgioteaza koje cijepaju antigene u

citoplazmi na peptide kofie se spojiti s molekulama HLA razreda |.



1.1.2.2. Molekule HLA

Molekule HLA su transmembranski proteini koji susptni na svim stanicama
kod ljudi osim na eritrocitima, a njihove izvanstare domene imaju Zljebove u koje
sjedaju peptidi. Ti peptidi nastaju unutarstaom razgradnjom proteina, odnosno
preradbom stranih, ali i nepotpunih vlastitih pnos&ih antigena, pa se vezu za
novosintetizirane molekule HLA prije negoli budulozeni na povrSini stanica, tj.
prezentirani limfocitima T.

Molekula HLA razreda | sastoji se od dvaju polipdpih lanacao lanac (45 kD,
teski lanac), koji odi@uju geni HLA razreda | § lanac (12 kD, laki lanac), koji se naziva
B—mikroglobulin, monomorfan je, a kodira ga gen mankosomu 15slika 2) Lanacp
se nekovalentno veze wZanac, a nalazi se slobodno u serumu. Lanse sastoji od tri
glikolizirane izvanstatine domene, hidrofobnog transmembranskog dijelaat@Snog
hidrofilnog dijela u citoplazmi, dok g&lanac nalazi izvan stanice. Cijela molekula HLA
razreda | moze se podijeliti gatiri dijela: dio koji veze peptid (domeneg i oy), dio koji
sli¢i imunoglobulinu (domenes i Bo-mikroglobulin), transmembranski i citoplazmatski
dio. Najvazniji dio molekule je onaj koji veze prepta sastoji se od 180 aminokiselina
stereokemijski podjeljenih u dijelove; i o, koji zajedno tvore pravilno gianu
pukotinu u koju se smjeSta préemi peptid. Krajevi pukotine za vezanje peptida su
zatvoreni, te se stoga u pukotinu mogu vezati gegtizine 8-10 aminokiselina, i to tako
da se vezu svojim amino i karboksi krajevima zaougbpukotine. Dio molekule; slican
je imunoglobulinu i sadrzava vezno mjesto za mdlek€D8 na citotoksinim
limfocitima T. Laki lanac, kod svih molekula HLA zeeda |, takder je gra@en kao
konstantni dio imunoglobulina, a nuzan je za izvabge molekule HLA razreda | na
stan&noj povrsini. Citoplazmatski dio molekule HLA radee | sadrzava slijed ba&znih

aminokiselina koje sidre molekulu HLA u membrani.



Legenda:
ay, 0y | 0z — domene teSkog lanca
molekule HLA razreda |

Bom — B, mikroglobulin

Slika 2. Trodimenzionalna struktura molekula HLAazreda |

Molekule HLA razreda Il izraZzene su samo na antigegzentirajaim stanicama:
limfocitima B, makrofagima i dendritkima stanicama, a funkcija im je prezentacija
izvanstaninih antigena pomimickim limfocitima T (slika 3) Te molekule su
heterodimeri, grdeni od dvaju méusobno skinih, nekovalentno vezanih lanaca, teaeg
lanca (32-34 kD) i laksef) lanca (29-32 kD), oba lanca su polimorfna. Moleksé
takader moze podijeliti n&etiri dijela: dio koji veze peptid (domeina i B;), dio koji sli
konstantnom dijelu imunolobulina (domena i B,), transmembranski i citoplazmatski
dio. Izvanstanini dijelovi lanacao. i B funkcijski se mogu podijeliti u podjedinice od po
90 aminokiselinag; i o, odnosndB; i B2, o1 i B1zajedno tvore dio koji veze antigenski
peptid. Dio koji veZze peptid tvori pukotinu genu od pravilnih struktura podjedinioai
1, samo Sto su ovdije krajevi pukotine otvoreni, tdkovezani peptidi mogu strsati izvan
pukotine. Stoga se u pukotinu molekule HLA razrddaogu vezati véi peptidi, od 10-

30 aminokiselina (u prosjeku 14). Dio molekule Hk#zreda Il koji ski konstantnom



dijelu imunoglobulina vazan je za nekovalentno Eoenje lanaca i . Molekula CD4

na pom@ni¢ckom limfocitu T veZe se na podjedinifgmolekule HLA razreda Il.

Legenda:

az i 0y — domene teZzeg lanca
molekule HLA razreda Il

By i B2 — domene lakSeg lanca

molekule HLA razreda I

Slika 3. Trodimenzionalna struktura molekula HLAazreda Il
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1.2. REGIJA HLA-DRB

Dio regije HLA razreda Il koji kodira molekule HLAR slozeniji je od ostalih
koji kodiraju ostale molekule HLA razreda Il, jeosioji nekoliko funkcionalnih gena za
B lanac kao i nekoliko pseudogena. R&ti kombinacije gena zf lanac nazivaju se
haplotipovi HLA-DRB, to je najnestabilnija regijallA razreda Il.

Kod ljudi postoji pet glavnih haplotipskin skupitdLA-DRB (slika 4) Na
krajevima subregije HLA-DR nalaze se geni koji siedntki svim haplotipovima: na 5'
kraju nalazi se gen za lanac HLA-DRB1, a na 3' kraju gen malanac HLA-DRAL.
Proksimalno od gena HLA-DRAL1 nalazi se pseudogeA4BIRB9 za kojeg se smatra da
je takaier zajedntki za sve haplotipove. Izmda gena HLA-DRB1 i HLA-DRB9 mogu
se nalaziti drugi geni HLA-DRB. Ti geni mogu biturfkcionalni ili pseudogeni. U
funkcionalne gene ubrajamo gene HLA-DRB3, -DRBDRB5, a pseudogeni su HLA-
DRB2, -DRB6, -DRB7 i -DRB8. Svaki haplotip sadraargHLA-DRB1, a prisutnost
ostalih funkcionalnih gena (HLA-DRB3, -DRB4 ili -08%) ovisi o tome koji je alel na
lokusu HLA-DRB1. U haplotipu koji obuh¢a alele HLA-DRB1*01 i -DRB1*10
(seroloSka skupina DR1 i DR10) ne dolazi viSejeiiian funkcionalni gen, ali je prisutan
pseudogen DRB6, uz alele HLA-DRB1*15 i -DRB1*16r(deska skupina DR51) dolazi
jo$ funkcionalni gen DRB5 i pseudogen DRB6. UzaldLA-DRB1*03, -DRB1*11, -
DRB1*12, -DRB1*13 i -DRB1*14 (seroloska skupina DE5prisutan je funkcionalni
gen DRB3 i pseudogen DRB2. S druge strane uz &alA-BIRB1*08 ne dolazi niti jedan
drugi gen DRB osim Weprije navedenog pseudogena DRB9. Aleli HLA-DRB1*04
DRB1*07 i -DRB1*09 (seroloSka skupina DR53) u svdmaplotipu DRB imaju
funkcionalni gen DRB4 i pseudogene DRB7 i DRB8.ddo)i haplotip HLA-DR moze
imati maksimalno tri aktivna gena (HLA-DRAL, -DRBljedan od 3 gena tj. DRB3,
DRB4 ili DRB5).
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DRB1*01,*10 === DRB1 M= DRB6 DRB9

DRB1*15,°16 DRB1 f= DRB6 p==—====d{ DRB5 === DRBY --
DRB1*03,*11,*12, — — —
v13.+14 DRB1 DRB2 DRB3 DRB9 --
DRB1*04,*07,*09 === DRB1 ™ DRB7 = DRBS8 _- DRB9 --
DRB1*08 = DRB1 DRBY .-.
< —r> < > <« > ¢—r <4—>
gen pseudogen gen pseudogen  gen

Slika 4. Raspored gena HLA-DR unutar pet glavnih platipskih skupina

12



1.3. MIKROSATELITI HLA

Mikrosateliti ili kratka uzastopna ponavljanja DNAngl. Short Tandem Repeats
- STR) su ponavljajti kratki motivi DNA duzine od jednog do Sest nuki€a. Nalaze se
u eukromatinskim regijama eukariota. Ponavljajsekvence su jednostavne, a mogu biti
sastavljene od dva, tri itietiri nukleotida, koji se mogu ponavljati 10-100tgauMotiv
ponavljanja sastoji se od A, CA, AAAN, AAN ili AGgmavljanja, pricemu N ozn&ava
bilo koju bazu. Naje&i mikrosateliti su dinukleotidna ponavljanja motiC#, a javljaju
se na svakih 30 do 60 kilobaza eukromatinske regijgenomu. Mikrosateliti se
pojavljuju posvuda u genomu, a obiljezava ih visbkpan] raznolikosti, visoka stopa
mutacija i prate Mendelov zakon o kodominantnomnijedisanju. Koriste se kao biljezi
za genetiko mapiranje, izradu evolucijskih stabala i u pagijskoj genetici.

Prvi mikrosateliti unutar regije HLA spominju s@-8ih godina proSlog stoke,
od tada ih je otkriveno viSe od 300 unutar ovejeeffborraud i sur., 2004.). Duzina im
varira izmeu 84 i 356 parova baza s dominacijom CA ponavljaajbroj poznatih alela
iznosi 2-19. Odlikuje ih visok stupanj raznolikostprosj&an broj alela od 8,5. Iz tog
razloga nose svojstvo informativnih genetskih lgdjelstrazivanja mikrosatelita pokazala
Su postojanje neravnoteze udruzivanja alela HLAellaamikrosatelita HLA. Rezultat te
povezanosti je primjena mikrosatelita HLA u istkafnjima od evolucije (Bergstrom i
sur., 1999.), pa do povezanosti gena HLA s bolestipr. reumatoidni artritis (Singal i
sur., 1998.), sistemski eritematozni lupus (Graheaur., 2002.), ankilozatni spondilitis
(Yabuki i sur., 1999.), narkolepsija (Ando i sdr997.) i brojne druge bolesti.

Nisu svi mikrosateliti HLA podjednako zanimljivigredmet istrazivanja, no treba
reci da je najvéi broj mikrosatelita HLA istrazivan unutar studkaje su se odnosile na
razlicite bolesti povezane s regijom HLA.

Mikrosateliti HLA mogu se svrstati u tri razredazred A, razred B i razred C. U
razred A ubrajaju se mikrosateliti s pravilnim paljenjima jedinstvenog niza nuklotida
(npr. ...CACACACACACA...). U razred B ubrojeni suniomikrosateliti koji imaju
nepravilna ponavljanja niza nukleotida (npr. ...G¥CICCACACACA..). Takva

ponavljanja nastaju adicijom ili supstitucijom nedtida unutar ponavljageg slijeda. U
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razred C svrstani su mikrosateliti sa slozenim paajima, tj. kod njih su otkrivena dva
ili vise razlicitin ponavljanja nukleotida (npr.
...CACACACACATGCTAGTGTGTGTGT...). Takter prema broju ponavljagih
nukleotida mikrosateliti se dijele na di-, tri-tree, penta- ili heksanukleotide. Prema
nomenklaturi mikrosateliti HLA se ozdavaju imenom D6S**** (npr. D6S2878,
D6S2664 itd.), iako se u nekim gajevima radije koriste povijesna imena (npr. TNFa).
Broj ,6“ oznatava da se mikrosatelit nalazi na kromosomu 6, arpno 2878 govori o
kojem je mikrosatelitu rij@

D6S2746D6S2881
D6S2730 D6S2748 D6S2879

D6S288
5652732 D6S2878
D6S2805 - D652664
D6S273 D6S2806
Dsszses\ 4 M2_3_22

C B DR DQ DP

Slika 5. Shematski prikaz polozaja nekih od mikraéskta unutar regije HLA

Neki od mikrosatelita unutar regije HLA-DR su nokateliti D6S2667, D6S2732,
D6S2734 koji se nalaze izide gena NOTCH4 (engl. Notch Homolog 4) i gena TSBP
(engl. Testis Specific Basic Protein). Mikrosatdl6S2667 svrstan je u razred A
mikrosatelita, duzine je 186 pb, sastavljen od klewtidnog ponaviljanja AT, dok se
mikrosateliti D6S2732 i D6S2734 ubrajaju se u rdzBe mikrosatelita. Mikrosatelit
D6S2732 sadrzi dinukleotidno ponavljanje TC duZ36 pb, istu duzinu sus@emo i
kod mikrosatelita D6S2734 koji je dinukleotidno petanje AT.
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Mikrosatelit D6S2730 nalazi se izchegena BTNL2 (engButyrophilin-like 2) i
gena HLA-DRAL1, ubraja se u razred A mikrosateléssastoji se od pentanukleotidnog
ponavljana AAATA duzine 280 pb.

Izmeiu gena HLA-DRAL i HLA-DRB3 nalazi se mikrosatelittB2746 koji se
sastoji od pentanukleotidnog ponavljanja AAAAC aeil47 pb, a svrstan je u razred A
mikrosatelita.

Unutar gena HLA-DRB3 nalazi se mikrosatelit D6SP88mjesSten u razred C,
sastavljen od dinukleotidnog ponavljanja CA duZii8 pb.

Izmeiu gena HLA-DRB3 i HLA-DRB1 smjeSteni su mikrosatielD6S2748,
sastavljen od pentanukleotidnog ponavljanja AAAA@Zide 289 pb, mikrosatelit
razreda A i D6S2880, sastavljen od dinukleotidnoggvljanja AT duzine 150 pb.

Unutar gena HLA-DRB1 nalazi se mikrosatelit D6S2&0ji je svrstan u razred
A mikrosatelita, sastavljen je od dinukleotidnoghpeljanja GT duzine 283 pb.

Izmeiu gena HLA-DRB1 i HLA-DQA1l nalazi se nekoliko milgatelita.
Mikrosatelit D6S2805 svrstan je u razred B, sagtavlje od tetranukleotidnog
ponavljanja AAAT duzine 209 pb. Mikrosateliti D6S&bi D6S2806 su svrstani u razred
C, sastavljeni su od tetranukleotidnog ponavljg}e\G, ali su razltite duzine, prvi 282
pb, a drugi 330 pb. Mikrosatelit M2_3 22 spada ured A, sastavljen je od
trinukleotidnog ponavljanja AAT duZine 174 pb.

Jedan mikrosatelit je u poslijednje vrijeme poloudtliko zanimanje, mikrosatelit
D6S2878. Nalazi se unutar svih funkcionalnih gen#®HDRB (DRB1, DRB3, DRB4 i
DRB5) i pseudogena DRB6 i DRB7, i to na¢ptku introna 2, u neposrednoj blizini
egzona 2. Razlog interesa za ovaj mikosatelit definjenici da predstavlja potencijalni
genetski biljeg za uspostavu protokola za ddanje haplotipova HLA-DRB (Doxiadis i
sur., 2007.). Mikrosatelit D6S2878 ubraja se uedzC mikrosatelita, sastavljen je od
dinukleotidnog ponavljanja CA, koji dominira u patjaju¢oj sekvenci, duzine 300 pb.
Odlikuje ga visok stupanj polimorfizma. Ovaj mikatslit je takader zanimljiv i s
evolucijskog stajalista, jer je osim kod ljudi pian i kod majmuna novog i starog

svijeta, pa se mikrosatelit D6S2878 moze koristifilogenetskim analizama.
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1.4. PRIMJENA ODRBIVANJA GENA | ANTIGENA HLA

Prouwavanje gena i antigena HLA glavno je pagjeurada imunogenetike. Razlog
tome jecinjenica da poznavanje tkivnih antigena kod ljudaiviSe izravnih praktnih
primjena, a sam sustav HLA pokazao se glavnim eajskim sustavom u imunologiji.

Vaznost sustava HLA moze se svesti na pEalti bioloSku vaznost.

1.4.1. PRAKTICNA VAZNOST

Antigeni tj. geni HLA imaju praktinu vaznost pri predasanju tkiva i organa, u
povezanosti s oddenim bolestima, te u antropoloSkim studijama, genitifikaciji osoba
kao i pri iskljiivanju cinstva. Uspjeh predavanja tkiva i organa u klidkoj praksi
nage&e odgovara stupnju podudarnosti HLA iztueprimatelja i davatelja presatka. U
nekim slkajevima moze se povezati pojedini alel HLA s podtts za odréenu bolest.
To zn&i da posjedovanje odtenog alela HLA povisuje rizik da se kod nositelpg t
alela HLA pojavi ta bolest. Mode je izr&unati relativni rizik da nositelj oddenog
alela HLA, u odnosu na osobu koja taj alel nemayifa bolest. Gotovo sve bolesti koje
se mogu povezati s alelima HLA pripadaju u skupstoimunih bolesti, neke od njih

prikazane su u tablici 4.
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Tablica 4. Primjeri povezanosti alela HLA i pojedinh bolesti

Bolest Alel HLA s kojim se bolest povezuje Relativni rizik
Ankilozatni spondilitis B27 90-100
Akutni uveitis B27 10,04
Behcetova bolest B51 3,8
Psorijati éni artritis B57, B39 2,6
Goodpasteurov sindrom DR2 15,9
Multipla skeleroza DR2 4,8
Autoimuna hipertireoza DR3 3,7
Miastenija gravis DR3 2,5
Sistemni eritematozni lupus DR3 5,8
Seerna bolest tip 1 DR3, DR4, DR3/ DR4 heterozigoti 5-25
Reumatoidni artritis DR4 4,2
Glutenska enteropatija DR3, DR5/DR7 heterozigoti 11,6
Pemphigus vulgaris DR4 14,4
Hashimotoov tireoiditis DR5 3,2

Odrgiivanjem gena, odnosno antigena HLA u populacijarope lse razlikuju
rasom, mjestom, gaom stanovanja itd., mogu se izvoditi vazni zakdjuo seobama i
njihovom mijeSanju. Pri tom se geni HLA koriste kidentifikacijska slika pojedinca ili
populacije. S obzirom na ogromni polimorfizam gehdA i zbog toga visoke
specifenosti haplotipova HLA za svaku osobu, ativanje gena HLA usavrsilo je
tocnost isklj&ivanja ainstva, identifikacije osoba i sl. U isklfjivanju cinstva
provjerava se je li muSkarac mogao dati djetetuheglotip, a u identifikaciji osoba,
primjerice posmrtnih ostataka, usporedbom rodi#ljgili brace i sestara) i pokojnikovih
gena HLA otkriva se identitet pokojnika (Andreisur., 2004.).
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1.4.2. BIOLOSKA VAZNOST

BioloSka vaznost molekula HLA moZe se svesti nagedgenicu. Oni naime
sluze kao biljeg stanice, odnosno navode limfocin& stanicu. Ako limfocit T ne
prepozna kompleks antigena HLA iirg antigena rée dai do specifene imunoreakcije
(Andreis i sur., 2004.).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Odraiivanje gena HLA tj. molekularna tipizacija HLA jekup i zahtjevan
postupak te je iznalazenje postupaka kojima biospojednostavilo i smanjilo troSkove
tipizacije je jedno od podya interesa znanstvenika na polju imunogenetikelrige
strane analiza mikrosatelita odnosno STR-a je ngfti brza metoda te se stoga
pokuSavaju razviti protokoli kojima bi se uz potremalize mikrosatelita odredili aleli ili
grupe alela na lokusima HLA.

Iz prije navedenog ciljevi ovog rada bili su :

1. Odrediti alele na aktivnim genima HLA-DRB1, DRB3RB4 i DRB5
medu skupinom ispitanika (N=53).

2. Analizirati alele mikrosatelita D6S2878 u ispitivan uzorku.

3. Odrediti haplotipove HLA-DRB-D6S2878 riie testiranim osobama.

4. Odrediti alele na pseudogenima unutar subregije #HIFAanalizom alela
mikrosatelita D6S2878.

5. Usporediti dobivene rezultate s rezultatima ierature.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. ISPITANICI

Ispitivanu skupinu sanjavale su 53 zdrave nesrodne osobe, stanovnamagr

Zagreba. Svim ispitanicima uzeto je 5 ml perifekng s EDTA kao antikoagulansom.

3.2. METODE ISTRAZIVANJA

3.2.1. IZOLACIJA DNA

Izolacija DNA napravljena je ponda komercijalnog seta (NucleoSpin®Blood,
Macherey-Nagel GmbH & Co.KG, Diiren, Njetha) koji se temelji na izolaciji DNA
pomcaiu kolonica. Izolacijom s jednom kolonom iz 20@une krvi ispitanika dobije se
se=100ul DNA. Metoda izolacije temelji se na lizi eritréaizatim inkubaciji (70°G-10
min) s proteinazom K, ispiranju s puferima, te at@p DNA u puferu za otapanelika
6). U slwtaju kada smo od iste osobe trebaltwekolicinu DNA izolirali smo viSe

kolonica. Izolirana DNA provjerava se na 1,5%-tnagaroznom gelu s etidij-bromidom.
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Legenda:

B3 - pufer za lizu eritrocita
BW - pufer za ispiranje

B5 - pufer za ispiranje

BE - pufer za otapanje DNA

Slika 6. Metoda izolacije DNA iz periferne krvi pamu kolonica




3.2.2. ODRBDIVANJE ALELA LOKUSA HLA-DRB1, DRB3, DRB4 | DRB5

Jedna od najbrzih metoda odiranja alela HLA je metoda PCR-SSP (engl.
Polymerase Chain Reaction - Sequence Specific Bs)rkejom se uz pontcenzima Taq
polimeraze i speciénih patetnica umnazaju pojedini aleli HLA ili grupe aled_A.
Setove koje smo mi koristili su Olerup SSRQIAGEN, Be, Austrija).

Sama analiza moze se provoditi na dvije razinekonisvisoko razlgivanje,
odnosno odrdivanje skupine alela (tipizacija na dvije znamentke, nisko razldivanje,
engl. “low resolution”) ili samo jednog alela (tgaicija nacetiri znamenke, tzv. visoko
razlwivanje, engl. “high resolution”). Za analizu lokuB&B1 “low resolution” koristi se
set koji ukljtuje 24 razlktite reakcije, dok setovi za “high resolution” zaakwu pojedinu
skupinu alela variraju pa tako npr. za skupinualBlRB1*01 postoje 16 razitih
reakcija, za alele skupine DRB1*15 su 24 raidireakcije itd. Za tipizaciju alela lokusa
DRB3 set sadrzi 24 razlte reakcije, za alele lokusa DRB4 set je od 18 ¢#ih reakcija
dok je za alele lokusa DRB5 set od 16 ratzh reakcija. Svaka od reakcija spegifa je
za jedan ili grupu alela HLA.

U svakoj reakciji prisutne su dvije getnice koje su specéine za pojedini alel ili
grupu alela. Obje su petnice u paru i konstruirane su tako da imaju ZHjdwe koji
savrSeno odgovaraju samo jednom alelu ili jednapsk alela, vekine su 15 — 25 pb, a
identicne su postratnim sekvencama ciljanog od&ka DNA i kontrolni par podetnica
koji sluzi za provjeru &inkovitosti PCR umnazanja tj. da vidimo jesmo lireakciju
stavili sve sastojke. Prisutnost tog para phipe da je izostanak specifiog umnazanja u
nekoj reakciji rezultat nedostatka alela u uzorkdA) a ne loSe izvedenog PCR-a. Zatim
je potrebno pripremiti mjeSavinu za PCR koja s@oesdi u odgovarajt broj reakcija,
ovisno o tome koji lokus Zelimo analizirati. Mjesfaa za PCR sadrzi Olerup SSP
mjeSavinu bez Taq polimeraze, zatim destiliranuwbenzim Taq polimerazu. Zatim se
u svaku tubicu stavii2 izolirane DNA.

Za umnazanje ciljane DNA koriSten je Mastercyclaadient (Eppendorf AG,
Hamburg, Njemé&ka) ili GeneAmp PCR System 2700 (Applied BiosysteRuster City,
SAD).
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Uvjeti umnazanja DNA metodom PCR-SSP navedenitsiblici 5.

Tablica 5. Uvjeti umnazanja DNA metodom PCR-SSP

Vrijeme trajanja | Temperatura Proces Broj ciklusa

2 min 94°C denaturacija 1
10 sek 94°C denaturacija

. — 10
60 sek 65°C vezanje poéetnica |

elongacija

10 sek 94°C denaturacija
50 sek 61°C vezanje petnica 20
30 sek 72°C elongacija

UmnoZena DNA analizirana je na 1,5%-tnom agarozgeha s etidij-bromidom.
Uvjeti elektroforeze su: voltaza — 110V, jakost 80MA i vrijeme 20-25 minuta. Za
odrefivanje veltine vrpci fragmenata DNA na gelu, uvijek se nanokbmercijalni,
molekularni biljeg poznatih molekularnih masa.

Na temelju pozitivnih reakcija odteni su aleli svakog od testiranih lokusa HLA
(slika 7).

HLA-DRB1

Legenda:
Reakcija broj 4, 10, 16 i 23 su pozitivne, a svialessu negativne.

Slika 7. Izgled gela s rezultatima tipizacije aldiégkusa DRB1
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Dobivene reakcije @tavaju se prema sljedien kriterijima:

1. Negativna reakcija — reakcija u kojoj je prisutaam® produkt
kontrolnih p@etnica tj. nema alel — specifiih produkata.

2. Pozitivna reakcija — uz produkt kontrolnih getnica u nekim
reakcijama prisutan je i alel — spe€#n produkt. U takvoj reakciji prisutna su dva
produkta tj. vidljive su dvije vrpce.

3. Lazno pozitivna reakcija — ako je rezultat ampéftke vrpca
slabijeg intenziteta ili ako produkt umnazanja &ielbm ne odgovaradekivanom
produktu. Takve reakcije mogu se zanemariti akagaa i jasnéa pozitivnih
reakcija dobra. U nekim reakcijama moze nastati tdimer paetnica” koji se
javlja iznad vrpce p&etnica, ali ispod mjesta speciiiog produkta. To je nejasna
vrpca veltine manje od 80 pb. Pri interpretaciji rezultatebt paziti da se takva
vrpca ne proglasi pozitivnom reakcijom.

4. Lazno negativna reakcija — vjerovatnost lazno riegatreakcije je
vrlo mala, ako je kontrolna vrpca prisutna. LaZrepativan rezultat moze se
pojaviti u slaju prisustva novog li joS nedovoljno poznatogalélzrok lazno
negativnih reakcija moze biti i neuspjelo umnazanmSa kvaliteta DNA,
varijacije temperature u samom aparatu za umnaflangadekvatno kalibriranje

ureiaja.
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3.2.3. ODRBPIVANJE ALELA MIKROSATELITA D6S2878

3.2.3.1. Umnazanje alela mikrosatelita D6S2878

Aleli mikrosatelita D6S2878 umnazaju se té&ko pom@u enzima Taq
polimeraze i jedinstvenog seta ¢etnica. Taj set p®tnica obuhvéa obiljezenu
pocetnicu 5' HLA-DRB-STR_VIC, primarne strukture GAGEE TTC ACA GTG CAG
C i neobiljezenu pg&etnicu 3' HLA-DRB-STR, primarne strukuture GAG AGS T
CTA ATT GCT CAC.

Volumen reakcije za PCR-STR iznosio jeuR%a sadrzavao je destiliranu vodu,
1x PCR pufer I, 0,2 mM svéetiri deoksiribonukleotid trifosfata (ANTP), 2,5mMgCl,,
0,1ul 5' pasetnice obiljezene VIC-om, Ol 3' neobiljezene pietnice i 1 jedinicu enzima

Taq polimeraze (tablica 6).

Tablica 6. MjeSavina za PCR

Finalna koncentracija | Volumen (ul) Mje§avi(na )za PCR
X n

PCR voda 16,3 16,3 xn
10x PCR pufer Il 1x PCR pufer I 2,5 2,5xn
5 mM dNTP 0,2 mM dNTP 1,0 1,0xn
25 mM MgChb 2,5 mM MgC} 2,5 2,5xn
10ul 5' patetnice + 0,1ul 5' paetnice + 0,25 0,25 X n
VIC VIC
10ul 3' paietnice 0,1l 3' patetnice 0,25 0,25xn
5 jedinicajl Taq 1 jedinicafl Taq 0,2 0.2xn
polimeraze polimeraze

n - broj uzoraka

U svaku tubicu se razdijeli 2B mjeSavine PCR te se dodal 2dgovarajde
DNA, samo umnaZzanje izvedeno je pod uvjetima naviede tablici 7.
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Tablica 7. Program umnazanja

Vrijeme trajanja | Temperatura Proces Broj ciklusa
5 min 94°C inicijalna denaturacija 1
1 min 94°C denaturacija
45 sek 58°C vezanje petnica 5
45 sek 72°C elongacija
45 sek 94°C denaturacija
30 sek 58°C vezanje petnica 25
45 sek 72°C elongacija
30 min 72°C finalna elongacija 1
0 4°C

3.2.3.2. Analiza duzine alela mikrosatelita D6S2878

Aparat za automatsko odralivanje duzine fragmenata DNA

Za sekvenciranje smo koristiletverokapilarni uréaj ABlI PRISM® 3100-Avant
Genetic Analyser (Applied Biosystems, Foster CBAD). Sam instrument moz&itati
23400 baza u jednom danu. Fluorescentno obiljleZeagmenti razdvajaju se
elektroforezom u matriksdéija struktura omogtuje razdvajanje lanaca radtih po
duljini za samo jedan nukleotid, a sam@tavanje provodi se sustavom koji ukijye

laserskicitac, signali se automatski pohranjuju i kompjutorsiraguju.

Priprema PCR produkta za analizu duzine fragmenata

Uzorci koji se stavljaju u ud®aj za automatskocdavanje moraju se prethodno
pripremiti za sekvenciranje. Na glou koja se stavlja u udaj za sekvenciranje stavlja se
po lul PCR produkta koji se pomijeSa sa standardnom awmie8m. Standardna
mjeSavina sadrzi Oy GS350 Rox standarda i l5boje HiDy po uzorku, a za n uzoraka
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pomnozimo standardnu mjeSavinu s n uzoraka. Zdtjedisdenaturacija uzoraka DNA
zagrijavanjem 3 minute na 94°C te naglodelgje stavljanjem uzoraka na led.
KorisSteni standard (GS350 Rox) je standardni dijp@znate duzine fragmenata

obiljezen bojom, a koristi se za analizu fragmemitigine izmetu 35 i 350 pb.

Elektroforeza

Tijekom elektroforeze aleli razite duzine razliitim brzinama putuju kroz
polimer. U naSem radu koristili smo POP6. drikagmenti DNA putuju brze, dok duzi
fragmenti DNA putuju sporije. Duzina fragmenata djela odrdena je na temelju
pobuiene fluorescencije koju registrira laser. Signa#i automatski pohranjuju i
kompjutorski obrduju, a za obradu podataka koristi se program Geare$&pplied
Biosystems, Foster City, SAD). Na slici 8 prikazanuzorak s alelima mikrosatelita

D6S2878 analiziran programom GeneScan.

3.2.4. ANALIZA HAPLOTIPOVA HLA-DRB-D6S2878

S obzirom da smo imali nesrodne ispitanike anahaplotipova HLA-DRB-
D6S2878 nismo mogli napraviti segregacijom i pratédsljefivanje od roditelja ili pak
nasljetivanje na djecu, analiza je napravljena na temiguaturnih podataka (Doxiadis i
sur., 2007.). Naime, u navedenom radu sekvencisanisvi haplotipovi i téno je
odreleno kojem alelu bilo aktivhog bilo pseudogena unwtabregije HLA-DRB
odgovara koji alel D6S2878. Zahvaljdgjuim podacima mi smo bili u mogunosti iz
nasih rezultata slagati haplotipove HLA-DRB-D6S2878
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Slika 8. Prikaz jednog uzorka s alelima mikroshta D6S2878
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4. REZULTATI

4.1. ANALIZA ALELA MIKROSATELITA D6S2878

Unutar skupine od 6 ispitanika koji su na lokusuB1Rmali ili jedan od alela
DRB1*01 ili DRB1*10 svi su imali po dva alela milsatelita D6S2878. Od dva alela
D6S2878 kréi alel je uvijek bio duzine 136 pb, dok je duzi vao od 154 pb miu
osobama s alelima skupine DRB1*01 do 161 pb koth@$wmja je na lokusu DRB1 imala
alel DRB1*1001 (tablica 8).

Tablica 8. Aleli mikrosatelita D6S2878 mdu ispitanicima pozitivnim za alele HLA-
DRB1*01 i DRB1*10

DRB1* D6S2878 (pb) n
0101 136 154 4
0103 136 154 1
1001 136 161 1

n — broj u@enih ispitanika

U tablici 9 prikazano je svih 19 ispitanika koji guali jedan od alela skupina
DRB1*15 ili DRB1*16. Od deset osoba pozitivnih ziela DRB1*15, kod njih 7 smo
otkrili o kojem je alelu rij¢ (DRB1*1501, *1502, *1503 i *1507) dok kod tri igpnika
nismo odredili podtip gena DRB1*15. Duzina najleg alela D6S2878 varirala je od 152
pb kod osoba s alelom DRB1*1501, *1503, *1507 i *154 pb kod osoba s alelom
DRB1*15 do 174 pb kod osoba s alelom DRB1*1502. ibadrugog alela mikrosatelita
D6S2878 kod ispitanika ove skupine iznosila je &) pb do 202 pb, dok je duzina
treceg alela varirala od 186 pb do 220 pb.dMéspitanicima s alelima skupine DRB1*16
takader smo udili po tri alela mikrosatelita D6S2878. Od svadlela D6S2878 najkta
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alel uvijek je bio duzine 144 pb, dok su se duzinegog i tréeg alela razlikovale od
osobe do osobe. Najiebroj ispitanika imao je kombinaciju alela mikrésita D6S2878
176 pb i 184 pb.

Tablica 9. Aleli mikrosatelita D6S2878 médu ispitanicima pozitivnim za alele HLA-
DRB1*15 i DRB1*16

DRB1* D6S2878 (pb) n
1501 152 184 186 1
1501 152 188 190 1
1502 174 202 220 1
1502 174 192 204 1
1502 174 180 204 1
1503 152 190 - 1
1507 152 184 188 1

15 152 184 186 1
15 152 186 190 1
15 154 184 188 1
1601 144 178 184 1
1601 144 184 220 1
1601 144 176 184 2
1602 144 176 184 3
16 144 176 184 2

n — broj u@enih ispitanika
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Analizom 21 ispitanika koji su na lokusu DRB1 im@dan od alela skupina
DRB1*03, DRB1*11 ili DRB1*12 otkrili smo da imaju @0 slkajeva po dva razita
alela mikrosatelita D6S2878, dok kod nikog nismailudri razlicita alela (tablica 10).
Kraci alel D6S2878 méu osobama s alelom DRB1*0301 uvijek je bio duziid@ pb,
dok je duzi alel iznosio 180 pb kod tri ispitanikalnosno 212 pb kod samo jedne osobe.
Medu ispitanicima pozitivnim za jedan od alela grupBE1*11, samo jednoj osobi
nismo napravili podtipizaciju i otkrili o kojem jsubtipu rij&. Kod ispitanika s alelom
DRB1*1201 duljine kréeg alela D6S2878 bile su 200 pb i 206 pb, a duledg 208 pb i
212 pb.

U tablici 11 prikazana je raspodjela alela D6S28&820 ispitanika koji su na
lokusu DRB1 imali jedan od alela skupine DRB1*13RB1*14. Svi su ispitanici imali
po dva alela D6S2878. Me osobama s jednim od 4 r&#ia alela DRB1*13 duzina
kraceg alela iznosila je od 180 pb do 194 pb, a d&ti26S2878 bio je u rasponu duzine
od 188 pb, preko 194 pb do 210 pb. Unutar ove skupi@ili smo kod dva ispitanika
istu kombinaciju alela na testiranim lokusima ztokombinacije: DRB1*1301, D6S2878
180 pb i 194 pb i kombinaciju DRB1*1301, D6S2878& }&b i 188 pb. Analiza alela
D6S2878 méu osobama pozitivnim za alel DRB1*1401 pokazaldajeader razltitu
duzinu kr&eg alela (186 pb do 198 pb) kao i nesStakraspon duzeg alela D6S2878 od
samo 4 pb (206 pb i 210 pb).
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Tablica 10. Aleli mikrosatelita D6S2878 méu ispitanicima pozitivnim za alele HLA-
DRB1*03, DRB1*11 i DRB1*12

DRB1* D6S2878 (pb)
0301 172 180
0301 172 210
0301 172 212
1101 192 212
1101 186 186
1101 188 214
1102 186 188
1103 194 212
1103 192 208
1103 192 214
1104 186 188
1104 186 206
1104 191 210
1104 180 186
1111 188 214

11 184 206
1201 200 212
1201 206 208
1201 206 212

n — broj u@enih ispitanika
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Tablica 11. Aleli mikrosatelita D6S2878 m@éu ispitanicima pozitivnim za alele HLA-

DRB1*13 i DRB1*14

DRB1* D6S2878 (pb)
1301 186 188
1301 180 194
1301 186 194
1301 194 206
1301 194 210
1301 192 208
1302 180 196
1302 186 188
1302 188 206
1302 194 214
1302 188 214
1303 180 194
1305 188 212
1305 186 210
1401 192 210
1401 186 210
1401 192 206
1401 198 206

n — broj u@enih ispitanika
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Istrazivanjem grupe od 18 ispitanika koji su impdan od alela seroloSke
skupine HLA-DR53 (DRB1*04, DRB1*07 i DRB1*09) utdeno je da su svi imali po tri
alela mikrosatelita D6S2878. Najkralel D6S2878 uvijek je bio 135 pb. Duzina drugog
alela D6S2878 varirala je od 176 pb kod osoba lsr@eDRB1*0401, *0403, *0404 i
*0405, zatim 178 pb kod osoba s alelima DRB1*0404,02, *0403 i *0404 do 180 pb i
182 pb kod dva ispitanika s alelom DRB1*0407. Téosmo i za tr@ alel ucili
razlicite duzine od 180 pb do 196 pb. Duzina drugog d&&278 méu ispitanicima s
alelom DRB1*0701 uvijek je bila 149 pb, a duzinatég alela je varirala od 170 pb,
preko 176 pb do 180 pb. Unutar skupine HLA-DR53lilsmno samo jednu osobu s
alelom DRB1*0901 Sto je bilo i zatekivati s obzirom na malu zastupljenost tog alela u
nasoj populaciji (< 1%), duzina drugog alela D6S28Wa je 170 pb, a téeg alela 178
pb (tablica 12).

34



Tablica 12. Aleli mikrosatelita D6S2878 méu ispitanicima pozitivnim za alele HLA-
DRB1*04, DRB1*07 i DRB1*09

DRB1* D6S2878 (pb)

0401 135 176 180
0401 135 178 180
0402 135 178 194
0403 135 176 194
0403 135 176 196
0403 135 178 192
0404 135 178 192
0404 135 178 196
0404 135 176 194
0405 135 176 180
0405 135 176 192
0407 135 182 184
0407 135 180 184
0701 135 149 176
0701 135 149 170
0701 135 149 180
0901 135 170 178

n — broj u@enih ispitanika
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U tablici 13 prikazana je skupina aetiri ispitanika koji su na lokusu DRB1
imali alel DRB1*08 i svi imaju samo jedan alel nokatelita D6S2878. Od tog broja
polovina ispitanika imala je alel D6S2878 - 170 pbkod preostala dva ispitanika s
alelom DRB1*0802, odnosno s alelom DRB1*0804c¢er su aleli mikrosatelita
D6S2878 od 176 pb.

Tablica 13. Aleli mikrosatelita D6S2878 méu ispitanicima pozitivnim za alele HLA-
DRB1*08

D6S2878
DRB1* n
(pb)
0801 170 2
0802 176 1
0804 176 1

n — broj u@enih ispitanika

4.2. ODRBIVANJE HAPLOTIPOVA HLA-DRB-D6S2878

Sljede&i cilj ovog rada bio je da na temelju dobivenih ukkata duzine alela
mikrosatelita D6S2878 slozimo haplotipove tj. vidikoji alel D6S2878 odgovara kojem
genu HLA-DRB. U samom istrazivanju odredili smo samlele na funkcionalnim
genima (DRB1, DRB3, DRB4 i DRB5), a alele na pse@&ioma (DRB6 i DRB7Y)
pretpostavili smo na temelju literaturnih podataka.

Haplotip HLA-DR1 obuhvéa alele DRB1*01 i *10. Uz ovaj haplotip dolazi
funkcionalni gen DRB1 i pseudogen DRB6. Na osnorethpdnog objasnjenja, utvrdili
smo da kréi aleli (154 pb i 161 pb) odgovaraju alelima loku3RB1, dok duzina alela
D6S2878 od 136 pb odgovara alelu DRB6*0101 na psgeriu DRB6 (tablica 14).
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Tablica 14. Aleli mikrosatelita D6S2878 u haplotipgima HLA-DR1

DRB1* D6S2878 (pb)  *DRB6* D6S2878 (pb) n
0101 154 0101 136 4
0103 154 0101 136 1
1001 161 0101 136 1

n — broj u@enih haplotipova; # - u italiku su prikazani predfavljeni aleli na
pseudogenu DRB6

U haplotipove skupine HLA-DR51 ubrajamo alele DRB3&*i DRB1*16,
poznato je da ti haplotipovi nose dva funkcionaljena DRB1 i DRB5 te jedan
pseudogen DRB6. Analiza alela D6S2878 pokazalaaj@ajkrai aleli duzine 144 pb,
odnosno 152 pb, 154 pb i 174 pb pripadaju alelu BR®B02, odnosno DRB6*0201 na
pseudogenu DRB6 (tablica 15). Prema rezultatim&gqastrazivanja usli smo da na
lokusu DRB5 alel DRB5*0101 dolazi s 3 r&zia alela D6S2878 duzine 184 pb, 190 pb i
192 pb, a alel DRB5*0102 s dva r&#ia alela duzine od 184 pb i samo kod jednog
ispitanika od 220 pb, dok kod dvoje ispitanika ialel DRB5 lokusu nisu bili oddeni.

Za alele na DRB1 lokusu teno je da su duzine alela D6S2878 duze, osim wjadn
slucaju, u odnosu na alele mikrosatelita D6S2878 nadoldDRB5.
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Tablica 15. Aleli mikrosatelita D6S2878 u haplotipgima HLA-DR51

S D6S2878 S D6S2878 T D6S2878 o
(pb) (pb) (pb)

1501 186 0101 184 0201 152 1
1501 190 0101 188 0201 152 1
1502 202 0102 220 0201 174 1
1502 204 0101 192 0201 174 1
1502 204 0101 180 0201 174 1
1503 190 0101 190 0201 152 1
1507 188 0101 184 0201 152 1
15 186 0101 184 0201 152 1
15 186 0101 190 0201 152 1
15 188 0101 184 0201 154 1
1601 178 0102 184 0202 144 1
1601 184 nd 220 0202 144 1
1601 176 0102 184 0202 144 2
1602 176 0102 184 0202 144 3
16 176 nd 184 0202 144 2

n — broj ug@enih haplotipova; nd — nije odten; ” - u italiku su prikazani pretpostavljeni
aleli na pseudogenu DRB6
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Unutar skupine haplotipova HLA-DR52 su aleli DRBB*0-11, *12, *13 i *14
koji imaju po dva funkcionalna gena DRB1 i DRB3pseudogen DRB2 (Grubi sur.,
2000.). 1z prethodne tvrdnje vidljivo je da bi selzaplotipove ove skupine trebalociib
tri razlicita alela D6S2878, ali wena su samo dva, jer pseudogenu DRB2 nedostaje
egzon 2 pa tako i intron 2 u kojem se nalazi miatelt D6S2878, pa se pseudogen
DRB2 ne moze umnoziti setom dmnica koje smo mi Koristili, pa tako i izostaje
fragment DNA koji bi odgovarao alelu DRB2. Na tejualezultata iz literature i nasih
rezultata ovog istrazivanja &b smo da na lokusu DRB3 alel DRB3*0101 uvijek ail
s alelom D6S2878 - 180 pb, a alel DRB3*0301 s atetd 186 pb. Alel DRB3*0202
dolazio je s pet raglitih alela duzine od 206 pb do 214 pb. U haplotipwv gdje je na
lokusu DRB3 bio alel DRB3*0301, alel mikrosatel@%S2878 bio je manje duzine od
alela koji je uden za alele lokusa DRB1 (tablica 16). Takav pringehaplotip HLA-
DRB1*1101, D6S2878-188 pb, DRB3*0301, D6S2878-1B6 p
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Tablica 16. Aleli mikrosatelita D6S2878 u haplotipgima HLA-DR52

DRB1* D6S2878 (pb) ~ DRB3* D6S2878 (pb)
0301 172 0101 180
0301 172 0202 210
0301 172 0202 212
1101 192 0202 212
1101 186 0301 186
1101 188 0202 214
1102 188 0301 186
1103 194 0202 212
1103 192 0202 208
1103 192 0202 214
1104 188 0301 186
1104 186 0202 206
1104 191 0202 210
1104 186 0101 180
1111 188 0202 214

11 184 0202 206
1201 200 0202 212
1201 206 0202 208
1201 206 0202 212

n — broj u@enih haplotipova
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U sluaju kada je na lokusu ten alel DRB3*0101 ili DRB3*0202, duzina alela
D6S2878 koja odgovara tom lokusu nije bila unifoantp bila je manja ili véa u odnosu
na alele D6S2878 koji su vezani uz lokus DRB1.

Iz podataka prikazanih u tablici 17 vidljivo je ga alel DRB3*0101 i ovdje
dolazio s alelom mikrosatelita D6S2878 duzine 180 @ alel DRB3*0301 s alelom
D6S2878 186 pb. Osim ova dva alela na lokusu DRB&na su joS dva alela
DRB3*0201 i *0202 koji su dolazili s razitim alelima lokusa D6S2878.

U haplotipsku skupinu HLA-DR53 pripadaju aleli DR®B#, *07 i *09. Na tim
haplotipovima dolaze po dva funkcionalna gena DRBRB4, kao i jedan pseudogen
DRB7. Rezultati prikazani u tablici 18 ukazuju @aagjel D6S2878 od 135 pb odgovarao
alelu pseudogena DRB7*0101 i to je bio nagkralel u ovoj grupi haplotipova. Na
lokusu DRB4 svi testirani ispitanici imali su al2RB4*0101 kojem su pripadali raziii
aleli mikrosatelitskog lokusa D6S2878 (od 176 pbl8@ pb). Zanimljivo je spomenuti
da je jedino méu haplotipovima alela DRB1*0701 alel koji odgovéo&usu DRB1 bio
kra¢i od onog za lokus DRBA4.

Za haplotipove skupine HLA-DRB1*08 nismo napravéblicu haplotipova jer ti
haplotipovi imaju samo jedan aktivni gen, gen DRB1kao Sto vidimo iz tablice 13

Imaju samo jedan alel mikrosatelita D6S2878.
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Tablica 17. Aleli mikrosatelita D6S2878 u haplotipgima HLA-DRB1*13 i *14

DRB1* D6S2878 (pb) ~ DRB3* D6S2878 (pb) n
1301 188 0301 186
1301 194 0101 180
1301 194 0301 186
1301 194 0201 206
1301 194 0201 210
1301 192 0201 208
1302 196 0101 180
1302 188 0301 186
1302 188 0201 206
1302 194 0201 214
1302 188 0201 214
1303 194 0101 180
1305 188 0201 212
1305 186 0201 210
1401 192 0202 210
1401 186 0202 210
1401 192 0202 206
1401 198 0202 206

n — broj u@enih haplotipova
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Tablica 18. Aleli mikrosatelita D6S2878 u haplotipgima HLA-DR53

DRBL* D6S2878 DRBA* D6S2878 DRB7* D6S2878 .
(pb) (pb) (pb)
0401 180 0101 176 0101 135 1
0401 180 0101 178 0101 135 1
0402 194 0101 178 0101 135 1
0403 194 0101 176 0101 135 1
0403 196 0101 176 0101 135 1
0403 192 0101 178 0101 135 1
0404 192 0101 178 0101 135 1
0404 196 0101 178 0101 135 1
0404 194 0101 176 0101 135 1
0405 180 0101 176 0101 135 1
0405 192 0101 176 0101 135 1
0407 184 0101 182 0101 135 1
0407 184 0101 180 0101 135 1
0701 149 0101 176 0101 135 1
0701 149 0101 170 0101 135 2
0701 149 0101 180 0101 135 1
0901 170 0101 178 0101 135 1

n — broj ugenih haplotipova® - u italiku su prikazani pretpostavljeni aleli pseudogenu
DRB7

43



5. RASPRAVA

Ovaj rad je dio mé&unarodnog projekta «Definition of DRB haplotypes &y
simplified DRB-STR microsatellite typing» u sklopu«15" International
Histocompatibility and Immunogenetics Workshop»g@k, 2008.) kojim se uz pomo
alela mikrosatelita D6S2878 pokuSava odrediti hgpiee HLA-DRB. Time bi se
mogao ubrzati postupak tipizacije gena HLA-DRB $¢editi znatna materijalna sredstva.
Naime, sama tipizacija HLA je skup postupak dokajeliza mikrosatelita, odnosno
lokusa STR, brza i jeftina metoda. Samo dor@nje alela lokusa HLA-DRB uz porto
analize mikrosatelita D6S2878 moglo bichavoju vaznu primjenu u stajevima kada
unutar velikog broja uzoraka probirom mozemo izueebrke koji nemaju odene
alele lokusa HLA-DRBL1. To je natito vazno u sltiajevima transplantacije krvotvornih
maticnih stanica kada imamo nekoliko potencijalnih delatidenténih s primateljem za
alele HLA razreda | te ih je potrebno tipiziratikeabi utvrdili postoji li davatelj identan
i za alele lokusa HLA-DRB1. Druga mao@nost primjene je da bude metoda probira tj. da
je koristimo za eliminaciju uzoraka koji ne odgayarpotencijalnom primatelju kako bi
se izbjegla kompletna tipizacija.

Jedan od takvih mikrosatelita je D6S2878 koji seziainutar svih funkcionalnih
gena HLA-DRB (DRB1, DRB3, DRB4 i DRB5) kao i psegéma DRB6 i DRB7. Moze
se umnoziti poméu jedinstvenog seta petnica i predstavlja potencijalno dobar genetski
biljeg za odrdivanje haplotipova HLA-DRB. Sto ztiada ¢e broj alela mikrosatelita
D6S2878 u jednom haplotipu biti raitiod osobe do osobe i ovisie o tome koje osoba
ima gene DRB u svoja dva haplotipa HLA. Odnosn@mbasminimalno moze imati 2
alela D6S2878 i to u staju kada na oba haplotipa HLA ima na lokusu DRBAI al
DRB1*08. S druge strane osoba moze imati maksiméladela D6S2878 Sto je shj
kada ima na oba kromosoma 6 haplotipove DR51 ilb®HR pak na jednom kromosomu
6 haplotip DR51 a na drugom haplotip DR53.

Rezultati naseg istrazivanja pokazali su da sueda BRB1*01 i *10 ugeni aleli
D6S2878 (154 pb i 161 pb) u skladu s rezultatimeazssanja provedenim u okviru
projekta ,Definition of DRB haplotypes by simpliieDRB-STR microsatellite typing*

44



kao i za pseudogen DRB6 (136 pb) koji je prisutariim haplotipovima. Méutim, treba
reci da kodcetiri uzorka iz ove skupine (tablica 19) nismo dikpo dva alela D6S2878
bilo da se radilo o alelu D6S2878 za pseudogen DiRB&el D6S2878 svojom duzinom
nije odgovarao alelima DRB1*01 i *10. Duzina al&&S2878 iznosila je 200 pb i 206
pb.

Usporedba nasSih rezultata za haplotipove serolaskpine HLA-DR51 koji
obuhvaaju alele DRB1*15 i DRB1*16 nije pokazala odstugar{od svih osoba s ovim
haplotipom otkrili smo po tri razlita alela D6S2878 osim kod jedne osobe koja jeamal
alel D6S2878-190 pb i alel D6S2878-152 pb. Objajajea to lezi &injenici da za alele
DRB1*15 duzina alela D6S2878 je bila od 186 pb @4 @b, a za alele lokusa DRB5 od
184 pb datak 220 pb. Iz tog razloga u nekim &ievima moze do da osoba ima za oba
gena DRB istu duzinu alela mikrosatelita D6S28781ziDa alela D6S2878 za alel
DRB1*15 u naSim rezultatima iznosila je od 186 ph2@4 pb, a u literaturi s kojom smo
uspordivali 184 pb do 204 pb. Uvidom u tablicu 15 vidirda kod tri ispitanika nismo
odredili podtip gena DRB1*15, na temelju otkriverdinzina alel D6S2878 (186 pb)
mozemo pretpostaviti da je ifj@ podtipu DRB1*1501.

Skupini alela DRB1*16 odgovarala je duzina alel&nosatelita D6S2878 176 pb
il 178 pb ili 184 pb.

Zanimljivo je spomenuti razliku izndie DRB1*15 i DRB1*16 haplotipova po
pitanju duzine alela D6S2878 za pseudogen DRB@ahlice 15 mozemo vidjeti da se
jasno razlikuje duzina fragmenta DNA izduweove dvije podgrupe haplotipova seroloSke
skupine HLA-DR51 s obzirom na pseudogen DRB6. Bie52878 u pseudogenu DRB6
kod DRB1*16 pozitivnih haplotipova je uvijek bio Zine 144 pb, dok je kod DRB1*15
pozitivnih osoba duzina alela bila od 152 pb pa dweel74 pb. To nam ukazuje na
moguwnost da uz pomoduzine tog alela mikrosatelita D6S2878 mozemoikazéti
DRB1*15 pozitivne od DRB1*16 pozitivninh osoba. Istemeno literaturni podaci za
alele lokusa DRB5 govore o duzinama alela lokus82868 od 180 pb do 222 pb Sto je
u skladu i s nasim nalazima (Doxiadis i sur., 2R07.

Analiza haplotipske skupine HLA-DR52 koja uldjye alele DRB1*03, *11, *12,
*13 i *14 takaier nije pokazala odstupanja u duzini alela D6S2878sporedbi s
literaturom (Doxiadis i sur., 2007.). Najuebroj haplotipova nosio je alel DRB1*03 i
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jedina razlika méu njima odnosila se na duzinu alela D6S2878 kogosdra lokusu

DRB3 sto je i razumljivo s obzirom da su na tomulsk bila uéena dva razéita alela

(DRB3*0101 s alelom D6S2878-180 pb i DRB3*0202 igualelima D6S2878-210 pb
odnosno D6S2878-212 pb). Ovaj nalaz ide u prilogpzepji o haplotipovima
DRB1*0301 kao najkonzerviranijim haplotipovima uautregije HLA razreda Il

(Begovich i sur., 1992., Grubi sur., 1999.).

| unutar skupine haplotipova HLA-DR52 kod 3 ispitennismo odredili po dva
alela D6S2878 Wesamo po jedan. Objasnjenje moze biti da su osob®higoti za te
alele tj. da i za gen DRB1 i za gen DRB3 imaju &gl D6S2878 Sto se moze jedino
dokazati sekvenciranjem. Na temelju dostupnih paddaiz literature naSi rezultati su u
skladu s duzinama alela za te lokuse HLA.

Haplotipska skupina HLA-DR53 s pripadéijon alelima (DRB1*04, *07 i *09)
takader je imala po 3 alela D6S2878 kod svih testiraggitanika. Sve su duzine alela
D6S2878 u skladu s podacima iz literature, zakazid haplotipova HLA-DR51 u ovim
haplotipovima prisutni pseudogen DRB7 uvijek ima iduzinu alela D6S2878-135 pb.
Upravo je taj alel onaj po kojem ovu skupinu hapl@ta mozemo razlikovati od svih
ostalih.

Jedina haplotipska skupina HLA-DRB koja je imalanegedan alel mikrosatelita
D6S2878 je skupina HLA-DRB1*08. Wdena duzina tog alela od 170 pb i 176 pb d&ko
je bila u skladu s podacima iz literature (Doxiadssir., 2007.).
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Tablica 19. Uzorci koji nisu imali ili odgovarajué¢i broj alela D6S2878 ili aleli nisu

bili odgovarajuée duzine

DRB1* Alel D6S2879 (pb) n
0101 136 200 1
0102 - 206 1
1001 136 - 2
1101 - 204 1
1101 198 - 1
1302 186 - 1
1601 144 - 184 1

n- broj u@enih haplotipova

Kao Sto mikrosatelit D6S2878 predstavlja potencgatiobar biljeg za tipizaciju
gena HLA-DRB ne samo niskog, &/as nekim sldajevima i visokog razkivanja,
danasnji trendovi su da se prdeagenetski biljeg, odnosno mikrosatelit HLA za
tipizaciju alela HLA razreda |, osobito lokusa HIBA-S obzirom na veliki polimorfizam
alela na lokusu HLA-B webi velika usSteda na vremenu bila i mégast da se odredi
kojoj CREG skupini skupini pripada alel lokusa HIBA-Time bi se izbjeglo provdenje
kompletne tipizacije na velikom broju uzoraka.

Moguce primjene tipizacije DRB-STR su u istrazivanjimavpzanosti ove regije
HLA s brojnim bolestima, populacijskim istrazivang, evoluciji, ali nadasve u tipizaciji
velikog broja uzoraka nesrodnih davatelja u progratransplantacije krvotvornih

maticnih stanica.
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6. ZAKLJU CAK

1. Metoda DRB-STR je reproducibilna i vrlo preciznanteze dati odgovor

na brojna pitanja o raznolikosti alela i haplotipd¥LA-DRB.

2. Analiza haplotipova HLA-DRB1*01 i *10 pokazala jeigutnost po dva
alela mikrosatelita D6S2878 na svakom od testirahdplotipova, kré alel
D6S2878-136 pb je povezan s alelom pseudogena D&B6Zi aleli D6S2878-154
pb i D6S2878-161 pb odgovaraju za alele aktivhatadeRB1.

3. Na haplotipovima HLA-DR51 (DRB1*15 i DRB1*16) uvifesu bila
prisutna po tri alela mikrosatelita D6S2878 za g&iRB1, DRB5 i DRB6. Aleli
D6S2878-152 pb i D6S2878-174 pb odgovarali su agtsleudogena DRB6*0201,
dok je alel D6S2878-144 pb odgovarao alelu DRB6228eli D6S2878 za aktivhe
gene varirali su u duzini od 176 pb do 220 pb.

4. Haplotipovi HLA-DR52 (DRB1*03, DRB1*11, DRB1*12, DB1*13 i
DRB1*14) imali su po dva alela D6S2878 po jedagea DRB1 i DRB3.

5. Tri alela mikrosatelita D6S2878 &mna su kod osoba s haplotipom HLA-
DR53 (DRB1*04, DRB1*07 i DRB1*09). Najkta alel D6S2878-135 pb odgovara
alelu pseudogena DRB7, dok je duzina alela D6S287del DRB4*0101 varirala od
170 pb do182 pb. Za alele skupine DRB1*04 duzietadD6S2878 iznosila je od 180
pb do 196 pb.

6. Haplotipovi HLA-DRB1*08 uvijek su imali samo jedatel mikrosatelita
D6S2878 duzine od 170 pb do 176 pb.

7. Haplotipovi DRB1*01, DRB1*0301 i DRB1*0701 pokazaiu najmaniji

polimorfizam alela D6S2878 Sto je u skladu s njinwisokom konzervirands.
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8. Usporedba nasih rezultata s podacima iz literatijjeepokazala zriajnija

odstupanja u duzini alela mikrosatelita D6S2878auntestiranih haplotipova.
9. Istrazivanje je potrebno nastaviti nacegen broju ispitanika kako bi se

stekla preciznija slika o razlikama alela D6S28Z&eaiu pojedinih alela DRB1

unutar iste podgrupe gena ovog lokusa.
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