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1. UvVOD

1.1. Glavni sustav tkivnhe podudarnosti (engl.Major histocompatibility

complex, MHQ

7TULGHVHWLK JR G L QH2tef Gdreii OGedrge Bhieitiril $11 i $ustav
koji su imenovaliSustav H- 2 (H zahistocompatibility 2 zaantigen 1. Gorer i Snell
EDYLOL VX VH WUDQVSODQWDELOQRaUX WXPRUD NRG PL3
SULKYDUDQMH LOL RGEDFLYDQMH SUHVDWND NRQWUROLU
SRpHWRUDRAWR UH VH SRVOLMH QD]YDWL *ODYQLP VXVW
major histocompatibility complex 0 + & NRML MH SULVXWDQ QH VDPR NI
kod drugihkD OMH4Z) MDND

Osnove na kojima je dokazano postojanje HLA kompleksa kod ljudayggu
1958. godine Jean Dausselpn van Rood i Rose Payne. Dausset i van Rood
opisujuantitjela NRMD VX SURQDAaOL X néitdtihxdeledniRa StRidhichy UD QV I X
Ovaj je sustav kod ljudpoznat pod nazivom sustav HLA, odnosaestasr humanih
leukocitnih antigenajer je najprije otkriven na leukocitimaGeni HLA zadani su
URYHQWRRRP aLYRWD VH QH PLMHQMDMX

U projektu mapiranja ljudskog genoma ova je kromosomska regija prva bila u
potpunosti sekvencionirana. Sustav HLA zauzimagotip MH R G PLOLMXQD SDU!
AWR pLQL OMXGVNRJ JHQRPD

Svetjelesne stanicea svojoj membraniimja PQRJREURMQH EMHODQpPHYL
WXyHP RUJDQL]PX PRJX L]D]YDWL LPXQRUHDNFLMX RGQR
VX DOQWLJHQL EURMQL L GLMHOH VH QD VODEH L MDN
imunoregulacijskwlogu, kodira glavni kompleks gena tkivhe podudarnoBtiodukti
tih gena su molekule HLA, koje su po struktu@ D M p HikdfirbteidiOliLpolisaharidi.
NMLKRYD JODYQD XORJD MH SUHGRpDYDQNMH BORWRWHYQK

imunosni odgovor(1)

Limfocit T prepoznajeantigenske molekule spregnutako da jednim dijelom

svojega receptora prepoznaje antigen, a drugim vlastitu molekulu. AHC



6SHFLILPpQD LPXQRUHDNFLMD L]JRVWDMH XNROLNR OL
PROHNXOH +/$ Lend Xpidu B @Wspasobnost restrikcije imunosnog
RGJRYRUD SRVUHGRYDQRJ 7 OLPIRFLWLPD UD]JOLNXMXi
LPXQRORAND WDDQDMBOD GWDFLML VROLGQLK RUJDQD L PD!

Polimorfizam(postojanjeYLAH R G Dka Haje@ritKgeRd Oploligenija
glavna su svojstva sustava HLA. lzraziti se polimorfizam ostvaruje brojnim genskim
mehanizmima- JHQVNRP NRQYHU]JLMRP JHQVNRP UHNRPELQ
mutacijama romjenapojedinih nukleotida)Polimorfizam i poligenija gstava HLA u
jedinki (20 £25) i u vrsti (nekoliko stotina)pLQL GD VH MHGLQNH DQWLJI
PHYXVREQR UD]JOLNXMX 5D]J]QROLNRVW DOHOD +/$ QD UD]
WNLYQL DQWLJHQ NRMHPX VX LVWRYMHMWiQrfocimOL LSDN L
NORQRYL RGDEUDQL SUHPD UD]OLpLWLP YODVWLWLP P
MHGLQNH UD]QRPRWUMICPLPLWLK DOHOQLK REOLND PROHI
UD]J]OLPpLWLK NORQRYD NRML PRYJX UHDJLUDWL QD ]DUD]QH

Kod ljudi geni HLA pLQH NRPSOHNV VD nédlkéatkoR(® krakuJH Q D
AHVWRJ NURPRVRPD

Dugi krak Kratki krak
Regija HLA
6p21.1.£21.3.
l | Bf Il |
DP DM DQ DR C4 C2Hsp70TNF B C E AGF
Razred I Razred Il Razred |

Slikal. 6P MHAaW DM tbHNJUWMIHHP NUDNX NURPRVRPD

(preuzeto savww.imgt.org/LocusView)



http://www.imgt.org/LocusView

| geni i molekule HLA dijele s u trirazredal (A, B i C), Il (DP, DQ i DR)i Il

Razredi, L ,, RGUHYyXMX PROHNXOH NRMHELPID N X HGRWOD®XQ M
antigena. Rzred,,, VDGUAL JHQH ]D PROHNXOH NRMH VXGMHOXM
VUHGLAQMX LPXQ&yu HagM @daredaM VN R GXIHHy XM X QHNH NRPSEFE
komplementaRazred nalazi se telomerno oczredall, a razredlll nalazi se umetnut

L]P Hraz¢edd ill. UpoGUXpMX JGMH VH QDOD]HBMEBEWHRUD/IX HAE
prijeko potrebni]D N R Q D pjDnQlekulé \NlILARazredd. Dva gena, nazvana TAPL i

7$3 RGUHYyXMX GLMHORYH FUSNH MNFHRWRDY H IBHUGHRA\DLY HSCHRSVY
DQWLJHQD L] FLWRVROD X OXPHQ HQGRSOD]PDWVNH F

novostvorenim molekulama HLAazredd. (1)

1.1.1. *U D y fdnkcija molekula HLA

1.1.1.1.Molekule HLA razreda |

HLA molekule razredal su heterodimerni glikoproteini vezani za membranu.

Sastoje se dva polipeptidna lanca: polimorfnog LOL W H a N RepoldriaiQdgD

tlanca NRML VH ,@ikpglghlin. POILPRUIQL . ODQDF NRGLUDMX
UHJLMH +/$ U D }pUnik@dobulin Bodira gen na petnaestom kromosomu.
Polimorfni . ODQDF VH YH]XMH ]D &N Dj€yase QeKoYPIHPHEQWQR YHA&H

tlanac Lanac PRAH VH QDUL L VORBEAR Gde Qastsji WHttijX P X
JOLNRJLOLUDQLK YDQVWDJH hifirgfdbKe GaRdPridrgbanske regije i
hidrofilnog citoplazmatskog lancd.D Q D F nalaziHzvan stanic€?2)

Cijela se molekula HLArazreda, PRaH SRGLMHOLWL QD GLMHOL
peptide 4 L, GLR NRML VOLpPpL LPXQRJORIEXtopR2matskiUDQVPHP
dio. Potpuni oblik molekule HLAazreda ISRWUHEDQ ]D QMHQ VWDELODQ L]
PHPEUDQL MHVW KHWHURYWQDR H thikkogiobWliria Y Qétahey R G
antigenskog ulomkg1)



[ Mijesto vezanja proteina

2mikroglobulin |~ Transmembranski dio

¢
e

Slika 2. Mokkula HLArazredd

(preuzeto sattp://medweb4.unige.ch/immunologie/

1DMYDAQLML GLR PROHNXOH MH RQDRIY NRMWIHUYH@HQX#
WXYyLK DQWLJHQD 7DNR VH VWYDUD NTRaPss @ibl dastoiNRMHJ S
od oko 180 aminokiselina stereokemijski podijeljenihdijelove koji zajedno tvore
SUDYLOQR JUDYHQX SXNRWLQX X NRMX VH VPMH&WD SUH
DQWLIJHQVNL XORPDN RG GR DPLQRNLVHOLQD 3XNRW|
koje se razlikuju u molekulama HLfazreda, aW R L Ku &e&mhUgdni Xnpr. HA +
B1 ili HLA £B2). PRlimorfizam gena HLArazredal zapravo VO XaL ]D VWYDUDQ
UD]JOLPLWRVWL VWHBSNRRWRIONDYV S B VBRI IHERE Hlomke.
Ostatak varijabilnih aminokisela koje tvore dio oko pukotineprepoznaje receptor
CD8+ FLWRW R Whitolitd THD) R J

HLA molekule razreda, LJUDAaHQH VX QD JRWRYR VYLP VWDQ
MH]JUX LDNR QMLKRY LJUDADM YDULUD PHYyX VWDQLFDPD

1.11.2. Molekule HLA razredall

Molekule HLA razreda,, W D N Ry Hetbdivetni Kghkdproteini vezani za
PHPEUDQX *UDYyHQH VX RG GYDMX PHYyXVREQR VOLpPQLK ¢
lanaca . L. /' DQDF . MH QHAW®RHYHWW XERMDY JOLNR]JLODFLMH


http://medweb4.unige.ch/immunologie/

2YDM UDJUHG PROHNXOD malékulbhd® izid2pedM, Hha aRd_ p Q R
LPDMX GLR NRML YH&H SHSWLG GLR NRML VOLpPL NR¢

transnembranski i citoplazmatski dio.

Kao i kod molekularazredal, potpuni oblik molekule HLArazredall koji je
potreban za njezin stabilli]UDADM QD VWM @ h¢tepdRrimePskstakzjerDod
. *ODQFPODQFD L YHIDQRJ DQWLJHQVNRJ XdurRyeriND 2ED O
unutar HLA regile Il ,]YDQVWDQLpPQL GLMHORYL ODQDFD PRJX \
SRGMHGLQLFH RG SR DPLOQRNLVROQRBYQEPRWDNR LPDPR

/— Mjesto vezanja peptida
B1

NN g

¢
C C
Slika 3. Molekula HLA razredd

(preuzeto sattp://medweb4.unige.ch/immunolodie

Podjedinice.;, L; QDOD]H VH GLVWDOQ Rjedvs B/qQyé iQkeiM SRYUAL
YH&H DQWLJHQWNIK BH.SPW 1 TAWHPE®Q\InGskAR Blotina u dijelu
NR ML Y H a24 r&zkk8 vd ImGlekula HLA razred, oba su kraja pukotine otvorgna
VWRJD YH]DQL DQW L JH Qixvan_Lnj& PliSowha BLA Raakuly MiZedd W L
Il zatoPRaH YH]DWL YHUH SHSWLGH RGL.YG&H DPLQRNLVHO
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3RGMHGLUQLFBOD]H VH SURNVLPDOQ®HRIG (MWYBQEPR H°P RERE
NRML VOLpPpL NRQVWDQW QR P DRLQW B¥KovalErXnQ Poy&Ra&B OL QD &
ODQDFD (1). U ljudi SROLPRUIL]PX YLaHlaak Sidldk@er NLA

razreddl. (1)

Glavna je uloga molekuldLA razreda llprezentiranjeL] YDQVWDQLPQR SUHUL
peptida receptorild &' S R P R U Qlinffo¢itak Tihe S R Winn¥sni odgovor
koji XNOMXpXMH DNWLYDFLMX % VWD@dzZvde attijlaLté LUDQH %
DNWLYLUDMX FLWR®@RNVLPpQH OLPIRFLWH 7

1.2. 1DVOMHYLYD@MH JHQD +/

Geni sustavaHLA naslM H y X kbdorMitdntno kao HLA haplotip. Haplotip je
komhnacija alelnih oblika genaa jednom kromosomu+ DSORWLS +/$ QDVOLMHY
od oba roditelaSUDWHQIGHORYH ]DNR Q Bsdd®imauvhidtgloxidot@ev D
KDSORWWE&RY)Dp& GD VH VYL LOL YHULQD DOHOQLK REO|
UD]JOLNXMX L]JPHYyX QDVOLMHYHQLK KDo8geRaVERuSifaY D 6YDNL
Il i to se svojstvo naziev poligenija. Geni HLA razred& na jednom kromosomu
(haplotipu) jesu AB i C, a geni HA razreda lpLQH O R NDR/IDQ; /BP. (1).
Nasi MHYyHQL & RO 4 gna lokusa razreda | i Il sustava HLA

7UL VX PRIXIDDVYOKRGDYDQMD V REJLURP QD PRJXUH
+/$ 'YRMH VURGQLND LP Dede is@ h&pMtipove @d QHa Yoditelja i
EXGX +/$ KDSORWLSVNL LGHQWLpPpQL hap@ViuidG D QDVOL
SROXLGHQWLA DQXQVH GD VX QDVOLMHGLOL UD]JOLpLWH KDS
+/$ LGHQWLPQL ORIXUH. QDNVNXNPHpP@QAWNRBRRED V UD]JOLPpLWL
pojedinom HLA haplotipu su jako velike. WQHNLP VH SRSXODHLUAMIBIPD RGUHY
QD SRMHGLQLP KDSORWLSR RIpMHN IPYRIXRQ D i D Nb HvaHI H HROGR P H
QHUDYQRWHAD XlBkadeddis¥dilbr). HQJ



OTAC MAJKA

Al A3 A2 A29
B8 B7 B4 B4
DR17 DRI5 DR4  DR7

Al A29 A i 0 Al A2
B8  Bd4 B BM B44 B B4
DRI7 DR7 DRIT DRé DR4 DRI7 DR4
BRAT**/%%* TI* SESTRA*#* BRAT* SESTRA**

Slika4 'LMDJUDP QDVOMHEYLYDQMD +/$ JHQ

* +DSORWLSVNL LGHQWLPQL VURGQLFL
+DSORWLSVNL SROXLGHQWLPpQL VURGQLFL
* +DSORWLSVNL UD]JOLpLWL VURGQLFL

1.3. Nomenklatura gena i antigena sustavaéLA

Kako bi geni i antigeni sustava HLA mogli dobiti sSvoj@sSX AEHQX QRPHQNODW
1968. godine osnovan je Odbor za nazivlje HLA sustava pod pokroviteljstvom Svjetske
zdravstvene organizacije (englhe WHO Nomenclature Committee for Factors of the
HLA System Prije imenovanja pojedinih gena ili antigena sustavaAHIsve
novootkrivene sekvence glaze stroge kontrole i analizélkoliko se utvrdi da je
sekvenca dosad neotkriverta sekvenca zajedno s imenomoselaobjavljuje u bazi
podataka IPEEIMGT/HLA Database (14)U travnju 2010. godine predstavljen jevino
Q ihpmenovanja sustava HLA *ODYQL SRYRG SURPMHQL QRPHQNODW
VWDUL QDpPLQ YLAH Q brbjiHopsenitDHRA Sela(@) O'eRuB G Yoktoji
YLaAaH RG DOHOD RSLVDQLK X lakydinta NLADVLPpQLP L QHNO



1.3.1.Nomenklatura genaHLA

6WDUL QDpLQ LPHQRYDQMD ELR MH ]QDpDMQR RJUDQI
opisati samo do 99 alela koji su se mogli razlikovati na bilo kojem paru po&cia.
DOHOL NRML VX QDLAOL QD RY¥AiBUR EalkéjePsampis@lc. VX DOHC
YL&AH RG DOHOD

2YDM QDpPpLQ LPHQRY D QMDD HRRIGIEYZDAhBEEka u
nomenklaturi HLA. Primjerice, lod alela HLA = A*02010102L, oznaka HLAga
R]1Q D p D 4Bl stsx¥ HLA. Crtica-f odvaja HLA oznakuRG JHQD X RYRP VOXDpI
JHQ D. Agjezdica jerazdvojnik.U imenu alelaprve dvije znamenke0@010102L)
SUHGVWDYOMDMX JUXSXIDOOHYDQR®@LFNKX ODDMPB&ABHRANH W
VOXPRM&KSHFLILPpQL DOHW WIBHI W L H AMMOPBIEXO2) 3R HQ N D
aleli sarazlikom u nomenklaturi nprve pHW LUL I®&EUFSWRWHLQH VD UD]OL|
sekvencama$ OHOL VD UD]JOLNRP X QRPHQNODWXIORLQD SHWRN
NRGLUDMX SURWHLQH VD WLKLP P XW Bdklekice kojiz Xi@XWDU NR
razlikovale u mutacijama unutar introna ili netranslatiranih eega 3' i 5' krajevima
HJJRQD VX Vie BLQUDPYMLP ]JQDPHQNDPD QD VHGPRM |
(02010D2L). 60ORYLPD R]QDpHQL Q Dhak bigddentdicraliinMMileloO L VX VH
(N), aleli sa niskom ekspresijom/( L]O Xatehl (B), aleli NRML VH PRJX QDUL
citoplazmi (C), oni sa upithnom eksprgsm (Q) ili pak i aleli sa aberantnom

ekspresijom (A).

Polje 4; razlike u

Crtica razdvaja ime gena G B
J g nekodirajucoj regiji

od HLA prefiksa

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

Polje 2;

Sufiks za oznaku
Oznaka gena specifi¢an g
promjene u

B ekspresiji gena

Prefiks za HLA
alel

Polje 1; grupa alela

Polje 3; protein sa
tihom mutacijom unutar
kodirajuc¢ih sekvenci

Slika 5. Nazivlje HLA alelgpreuzeto sattp://hla.alleles.org/nomenclatyre
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Tablica 1. Nomenklatura HLAlela(6)

Nomenklatura =QDpHQMH
HLA Oznaka regije HLA i prefiks za HLA gen
HLA -DRB1 2GUHYHQL +/$ ORNXV RYGNM

HLA -DRB1*13
HLA -DRB1*13:01

HLA -DRB1*13:01:02

HLA -
DRB1*13:01:01:02

HLA -A*24:09N

HLA -A*30:14L

HLA -A*24:02:01:02L

HLA -B*44:02:01:02S

HLA -A*32:11Q

Grupa alela koja kodirdR13 antigen
2GUHYHQL +/$ DOHO

Alel koji se razlikuje u sinonimnoj mutaciji od alela
DRB1*13:01:01

Alel s mutacijomL]YDQ NRGLUDMXUH dleH J
DRB1*13:01:01:01

A 1 X O O +aldDkejinemaekspresiju

$OHO NRML NRGLUD SURWHLQ VD
(low) ekspresijom

$OHO +/$ NRML NRGLUD SURWHLQ |
stanice niskaV PXWDFLMRPLKWDYXQUNIRGRB |

Alel koji kodira proteinzastupljen kao Akrivena molekula3
Alel s mutacijomznanomdaima |QDpDMDQ XW

]IDVWXSOMHQRVW S U R WhepotQ Beng) D
upitna zastupljenost)

1.3.2.Nomenklatura antigena HLA

$QWLIHQL VXVWDYD +/$ GRND]DQL VHURORA&ANLP PHW|
GUXNpLMH RG JHQD L DOHOD VXVWDYD +/$ $QWLJIHQL +/
HLA *A, HLA B, HLA +C. Oznaku lokusa slijedi identifikacijski broj (speL ILp QR V W
antigena, npr. HLA+AL, HLA * % SUL pHPX VH MHGQR]JQDPHQNDVWL

(%)



Tablica 2. Nazivljeantigena i genaustava HLA

ANTIGENI GENI

HLA +Al HLA #A*01 HLA *+A*0103
HLA +B27 HLA 8*27 HLA +B*2705
HLA *DR4 HLA *DRB1*04 HLA iDRB1*0401

1.4. Autoimune bolesti

AutoimunH VX EROHVWL UD]PMH UQURO Rp HMaENa SR QH N D (
autoimunosti posljedica je zatajenja osnovne funkcije imunosnog sustagzikovanja
YODVWLWRJ RG WXYyHJ $XW Rdjima|®autdERXOPL & U RPH ¥ R D pIVW
EROHVQRJ VWDQMD L VXV OWadtGiuUnEsnNm hrezésu dig&ni2ZamP SW R P L
QD YODVWLWH DQWLJHQH UHDJLUD NDR QD WXyH RGQRYV
QHNLK YODVWLWLK DQWLJHQD OHKDQ Ipb&ijeliti@®ovieV D QND D X
NRML SRpLQMX JERJ SURPLMHQMHQLK ]QDpDMNL UHDJLU
nastaju zbog pojave zabranjenih klonovautoimune bolesti mogu biti
RUJDQVNRVSHFLILPQH L(BUJDQVNRQHVSHFLILpQH

U organizmu postoje limfociti B koji mogu biti autoreaktivni. 8 VO XpDMX
autoimunosti njihovX UHDNFLMX X] SR PiradivauLaiidamiganiDNigke
koncentracije autoantitijela (primjerice antitireoglobulinskih) mogu postojati i kod
zdravih osoba. U autoimunosti se na neki tjelesnbantigen stvarajantitijela na
nekoliko njegovih epitopalU WLP VOXpDMHYLPD DXWRLPXQD UHDN
mutacijomna imunoglobinskim genimii poliklonskom aktivacijom limfocita B, nego
DXWRDQWLJH¥SHR GIW P @XIMidcefo@rRaY kbmpleantarnim  svojim
epitopima (1)
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1.4.1.Promjena autoantigena

Svi antigeni koje ima neka jedinka nazivaju se autoantigeni. Postoje antigeni
VSHFLILpQL ]D YUVWX NRML VH QDOD]H QD VWDQLFDPD V
zovemo ih ksenoantigenima. RakiXxM X VH RG YUVWH GR YUVWH &WR ]Q
X GYMHPD UD]OLpLWLP YUVWDPD SRVWRML X GYD UD]OLDpL
unutar iste viste] RYX VH DORDQWLJHQL $QWLJIJHQL VSHFLILpQL
R G U H fuhkQij¥ku skupnu stanica .DGD X RUJDQL]PX GRYyH GR DXWRL

dolazi prvenstveno do promjene autoantigena.

$XWRDQWLJIJHQ SRpQH SRGUDALYDWL DXWRUHDNWLYQ
WXyLK YDQMVNLK DQWLJHQD NRML VOXAaH NBR LPXQRJ
autaantigene koji se nalaze u krvi u visokim koncentracijama (primjerice, albumin),
R G U adtyl&@antijom limfocitaB i T, a imunotolerancija na one koji se u krvi nalaze
X QLVNLP NRQFHQWUDFLMDPD SULP Middiht lintflodtA NILUHRJORE
8ORJD OLPIRFLWD 7 MH SRPDJDpND MHU VH QMLKRYRP
limfociti B. Autoimunost prema nekim autoantigeninaR p LgQMKem tokrancije
limfocita T. Ako seizmijeni samo onaglio autoantigea koji VO X aL N Dh&tafniaiVv D p
QRVDp O LdubR teletrnkciju{1)

1.42. . ULAQRUHDNWLYQL HSLWRSL

SBRQHNDG PLNURRUJDGU jratinéke &olioReOidtév[@ine neke
UD]OLPLWH HSLWRSUPDDIRPPLWQDX WRP VOXpDMX PRJIX S
SRGUDALWL R @ibBit¢ OKDjiMUX drgani@d. postoje jer su takvi epitopi
organizmu strani na njih nije razvijena prodna imunotoleranci@g3ULWRP QDPHWQLDp
HSLWRSL LVWRYMHWQL GRPDULQRYLPD GMHOXMX NDR KI
stvaraantitijela protiv unegnog antigena, ali i autoantijela protiv vlastitoga haptena
DXWRDQWLJHQD ]JERJ NULAQH UHDNFLMH 7DNR YLUXVL
NDG QD PHPEUDQL GRPDULQRYH VWDQLFH LVNDaX VYRM D
(primjerice, limfocit B zaU D AH Q L £BarrWikiso®). Limfociti T reagiraju na taj
WXyL QRVDp L SRWLpX |DWLP QD UHDJLUDQMH OLPIRFLW
DXWRLPXQRVQLK EROHVWL XJURNXMH KEPRUDOQL D QH V
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143.yLPEHQLFL DXWRLPXQRVWL

Geni HLA koji kodiraju molekule HLA razreda | i HLA razredadl glavni su
pLPEHQLFL JHQVNH LPXQRUHJXODFLMH 7H PROHNXOH QD
YULMHPH QMLKRYD VDJULMHYDQMD X WLPXVX D SRWRP V
SUHSR]QDY Brfigénd W X y L K

Osim gena HLA, u nastanku autoimunih bolesti mogu sudjelovati i brojni drugi
JHQL XNOMXpHQX X UHIJXODFLMX XSDOQRJ RGJRYRUD L]JL
receptora, kostimulacijskih molekula, rasppG D L LJUDADMD WNLNQLK DQW
PROHNXOD 3R Wehd Hsudjelju u mehanizmima uspostave (i gubitka)
tolerancije te u patogenezi autoimunih bolesti i krajff RAWHUIHQMD FLOMQLK R
JHQVND SRYH]DQRVW QLMH MHGQR]QDpQD &WR ]QDpL
postojaneQHNROLNR JHQVNLK ORNXVD NRML R]QDpDYDMX YHI

8 RVWDOH PpLPEHQLNH DXWRLPXQRVWL SUYHQVWYHQR
DXWRLPXQRVQH EROHVWL pH&aUH VXVUHUX X aHQD QHJR 1
XpHVWDORVW LSRIMDHOHD DSRWRHRIQWD VH VD AaLYRWQRP GREI
SRMDYD DXWRLPXQRVWL SRGXGDUD VH SRQHNDG V S
SRUHPHUDMD WH V SUHWKRGQRP SRMDYRP QHNH ]DUD]Q

GUXJL XWMHFDML QSWRNRCIHQUA plSRAMQPIGDOME NRML PF
autoimunost(1)

1.4.4.Patogenetski mehanizmi autoimunosti

Genska podloga pogodumrekidanju imunotolerancije na vlastite antigene, a
LQIHNFLMD UD]JYRMX XSDOH L DNWLYDFLML LePZEK@QRVQLK VV
LID]YDQH L QHRGJRYDUDMXuUuH UHJXOLUDQH UHDNFLM]I
mikroorganizma. Aktiviranje autoreaktivnih klonopavije NRUDN QD SXWX GR NOI
VOLNH DXWRLPXQRVQH EROHVWL 1DNRQ QHAHOMHQRJ
klonovi VWYDUDMX L]YUaQH pL PE&hQd.iNAtitiieRNGRIUDH DH FJIHVDHI L U D

V DXWRDQWLJHQLPD %ROHVW X]JURNXMH UHD@UDQMH L]
ciljnim antigenima.
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OpLWRYDQMD BEd&eohh¥ likdedti od osobe do osobenekad je
posljedica autoimunosti tek pojavataantitijela u krvi, a ponekadWHaAND EROHVW NRM:
QDMMDpPD LPXQRVXSUHVWLEDWRIPRHEH IDXWWRDIRFXQRVQLK EI
XORJX LPDMX SRPDJDpPpNL OLPIRFLWL 7 &' e tkRML X]JURN
SRWLFDQ MahRijeXpBROWDYLUDQMHP GUKYJLK L]YUAQLK VWDQ

Tablica3. Patogenetski mehanizmi nekih aatanosnih bolest{prema tablicama-8. i
191.iz (1))

Bolest/sindrom Ciljni SRVOMHC Povezanost s
autoantigen SRUHPHU antigenom/alelomHLA
Autoimuna TSH receptor Tireotoksikoza HLA - DR3
hipertireoza (tireoidni)
Myasthenia Acetilkolinski Progresivna HLA -DR3
gravis receptor VODERVW
aHUHUQD Antigen 2aWHUHC HLA DR3, HLA-DR4
(inzulin ovisna) pankreasnih -stanica
-Stanica
Sistemski DNA, histoni, Glomerulonefritis, HLA B8,
eritematozni ribosomi vaskulitis, artritis DR3/B*08,
lupus -DRB1*03
Reumatoidni Antigen 2aWHUOHC HLA DR1,-
artritis zglobnih zglobova, DR4DRB1*01, -
ovojnica WDORA&H DRB1*04

imunokompleksa

Multipla Mijelinska Kljenut HLA +DR15, HLA +
skleroza ED]LpPpC DQB1*0602
EMHODC HLA +DQA1*0102
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1.4.5.Autoantitije la i kompleks antigen xantitijelo

Autoantitijela djeluju na neizmijenjeni ili izmijenjeni Ay RDQWLJIJHQ QD VWD C
PRYUXLELWRSOD]PL LOL X MH]JUL 'MHORYDQMH DXWRDQW
kojanosiFLOMQL DXWRDQWLJHQ VH UD]J]DUD SD VH EROHVW F
(npr. DXWRLPXQD KHP R Q4 peltrétane upahti Priehabizama; 2UrTje
antigen nekiRG VWDQLpQSK DODKMHRSDNMNRWIDNLMHOR VSUMHpPpDYD G
liganda nataj receptor aWR ]QDpL GD L]R\DW\DWIBIQRGQRYIDLYIDRMIXR AN D
(EH] ]QDpDMQRJ YUD]YRMIDMXBIDMH DQWLJIEpr, @HNL VWD
DXWRDQWLWLMHOR GMHOXMH NDR OLJDQG |D WDM UHFH

KLSRWLUHR]D 2GUHYLYDQMahtiWiLWH®D {YBMWR VO %R UN
GLMDJQRVWLPpND L SURJQRVWLpPpND ]QD pkojvNde cilOHVWL 5
PROHNXOH Qdhanhigatiastankébolest{l)

Kompleksi antigenrtantiwWLMHOR NRML VH RGODaX QDNRQ QDV\
RAWHIHQMD L DXWRLPXQRVW 2QL QDVWDMX NDG VH X LU
antitijela Te imunolomplekse kADQMDMX HULWURFLWL L IDJRFLWL QR
NROLpL Qerrali Kadydahtigen trajnarisutan u organizmu, stvaraju se prevelike
NROLPLQH LPXQRNRPSOHNVD NRML VH QH PRJX RGPDK X0
ovojQLFDPD VWLMHQNDPD PDOLK NUYQLK aLOD JORPHUXO
VOXpDM NuRoBNUQiK Dolesti, Eablica 2)=QDpDMNH DXWRLPXQLK EROH)
iz mjesta nakupljanja imunokompleksa, a ne iz vrste antigéra.

1.46./LMHpHQMHIhDX&RLP XQ

/LMHDpHQM Hh Doledii ke Rika@pja uzrok bolesti, nego samo smanjuje
QMH]LQH VLPSWRPH B8pLQNRYLWR VH OLMHpH DXWRLPXQ
GDMHPR DJRQLVWLPpNH LOL DQWDJRQLVWLpPNH WYDUL
hipotreR]H LOL D QW D JRd&do Waripkdd. Kpdit@uze)Vétald Hutoimune
EROHVWL QDMpHaUH VH OLMHpPH QHVSHFLILPQRP LPX
imunosupresivima ili citostaticima, nesteroidnim protuupalnim lijekovima i drugim

tvarima @rimjerice, penicilamin).
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7LPH VH XEOD&aDYD XSDOQD UHDNFLMD L VPDQMXMH UD]
efektorskim mehanizmima (staniceantitiela X DXWRLPXQRP SURFHVX DO
EURMQL L R]JELOMQWU asknurihG Qolestdp L(@Q B Lnekim drugim

SRUHPHUDMLPD SRSXW UHDNFLMH SUHVDWND SURWLY S
RGJRYRU RG aWHWQRJ SUHPD UD]JPMHUQR PDQMH aWHWQF

1.5. Reumatoidni artri tis

Reumatd. G QL D UW U L Wipaihabélest ieR\Qdgptkha kosH QDM Y L&H
RpPLWXMH QD ]JJORERYLPD D ]B RDEBP $RUMNPHRND \DH $ R XIIF
sustav DSDGD KUVNDYLpPQR W Nibifanje MiRansV 0d LzgiBo@akshl D G
QDMpBAXMDIHQL PDOL JJORERYL 4DNH ]JODYFL UDPHQD I

.DUDNW B URFMRABIEE MD]L VW L U DMpla sintvijsReRovdjnite V
zgloba) NRML QDMpHEQ@R MLKPHOWILD SHULIHUQH JJORERYH L GF
promjenae prisutncet reumatoidnog faktora (RE) serumu bolesnika. RA je prisutan
ALURP VYLMHWD WH VH pHa&auNRSR MOIOKEMEMFHD pda¢ce aHQD Q
XND]XMX QD SRYHUDQ ULJRVDRZD HGEMD I XS MPYWHOGWMD SR
genetsk SRYH]D Q RV W BACHAND E R O HaleWha IovkuRaGHUA fakt €l Pi

1. (9)

7THANL REOLN EROHYVWeEina$loksaYHLAR DRBA, Hoj/su i
QDMEROMH LVWU D a HilaL.za Jrbz@oH bglg'si 8 UIHDAINDV RAUH ROLQ ML ]DMHG
epitopa, prisutnospojedinh alelalokusaHLA-DRB1 (HLA-DRB1*04:01, -*04:04, -

*04.05, -*04:08, -*01:01, -*10:01 i -*14:02) povezuje se s destruktivnijim oblikom
bolesti, posebice ako su prisutna oba alela. Kod nosioca ovih alela incidencija pojave
RAje5 SXWDOYHUD
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Normalni, zdravi zglob Reumatoidni zglob

MLELL ]
Kost y /B TUREHQMH
Zglobna ovojnica’ Propadanje kosti~ £

Upala sinovijalné

Sinovijalna membrana—
membrane

= .
6LQRYLMDO =T -

. P Migracija na
Hrskavica— graclja ng

kost i hrskavi.EI‘I\-

Tetiva

Slika 6. Normalni zglob i zglob u reumatoidnom artritisu

(preuzeto sattp://www.aihw.gov.ay

1.6. Sistemska skleroza

6LVWHPVND VNOHUR]D MH NURQLPpQD EROHVW QHSR](
fiorozom, degener® LYQLP SURPMHQDPD L aLOQLP DEQRUPDOQR
unutarnjih organa ¢dnjaka, GRQMHJ SUREDY Q RsdcaW bubridga)Prvi SO XU D
NOLQLpPpNL VLPSWRP VLVWHPVNH VNOHUR]H M H 1D
metakarpofalangealnih zglobova, uz gotovo Wvijprisutan Raynaudov fenomen.
Raynaudo¥enomene YD]RVSD]DP GLMHORYD a4DNH SRWDNQXW KOTL
XIJEXYyHQMHP NRML XJURNXMH QHXJReGIQ,Ri}aNdzW, eBtIMRPMHQ X E
LOL NRPELQDFLMX RYLK VLPSWRBMu. X SRGUXpMX MHGQRJ

Bolest je relativno rijetkal ]DKY DQHD WMHLSXW pH&aUHeRsEIR PXAND
LIQLPQR SRMDYOMXMH X GMHWLQMVWY X-teRlo@G@eMpHAaUH V
JRGLQH ALYRWD (WLRORJLMD EROHVWL MH QH8R]QDWD
VH QDYRGH YDVNXODUQL L LPXQROR&G&NL SRUHPHUDML NI
kolagena. Temeljnge patogenetska promjena u sklerodermiji prekomjerno i za
RUJDQL]DP a4WHWQR VWY DU DHbhogen€zBYLK YH]JLYQLK YODNDC
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8ORJD QDVOMHyYyLY¥X D/ QMW HXP DWW WDIQHMUR]H MR& XYLMH
iako su prethodnd. VW U D &L Y D Qiddkn pSve2d i3 DsBtBmske sklerozalalima
lokusa HLADRB1 HLA +DRB1*01, HLA +DRB1*03 i HLA +DRB1*05)(4)

1.7. 3VRU DMIIDMsL p

3V R U hi MDit¥ (PsA) je KURQLPQIRP HW U jepj® RIGREERFOYD 4DND L
stopala kag se javlja u bolesnika koji boju od psorijazeNRaH L QENOMMAEMD 3V$
VX IDKYDUHQRVW SHULIHUQLK JJORERYD HUR]JLYQL DUWU|
promjene sakroilijakalnihl JORERYD L N 8PHOWWHERQRVYW 3V$ SRGMHGQD
PXaANDUFD L NRG a4HQD L QDMpHAaUH VH MDYOMD X GREL F
QHSR]QDW QR L]YMHVQR MH GD VX X QDVWDQNX 3V$ YD
pLPEHQLFL

Brojnim istrDALYD QWIYRIHXQ D MH aSifevidd sDSiRVW sa
SVRULMDWLPpQLP-BIBWNBIL\BRVIBRI).+RBa XYLMHN QLVX X SRW:
UDIMDaQMHQD QL VWDQLpQD PHYyXGMHORYDQMD QLWL PR
poznate osnovne histopat@ddNH JQDpDMNH SRMDpPpDQD YDVNXODUL]DI
inflitraciju limfocita i neutrofilnih leukocita te obilje citokina, posebice TN&, uz
SRUHPHUDM UHPRGHOLUDQMD NRVWL

1.8. Celijakija

Celijakija je NURQISDIOQL SRUHPHiUDM WDQWM&JI FULMHY
NRPSRQHQWRP L YHOLNRP PRJX i QR0 N VWD VEHX & R MIDDAOIMOM
VYLMHWIH IMBWHBEPDMX &HQH (8D KarkteRz¢ani [eU raljevom,
DEGRPLQDOQLP 4LUHQMHP VODERP GRELYDQMX QD WH?

FMHARRVAQR VWDQMH L MHGLQL XpLQNRYLWL WUHWPDQ Mt
prehrane(2)
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*OXWHQ MH EMHODQpPHYLQDVW DM MpPAMXU LNEPHEQ VHLPRAH
glutena prolaze epitelnu barijeru tankog crijeva u laminu propriu, gdje se degmini
enzimom transglutaminazomKod osoba s celijakijom, deaminirani peptid glutena
SRWLPpH NDVNDGX SULURYHQ RdgoimD Srifidcii QrititfirajuP X QRV Q R
SURNVLPDOQL GLR WDQNRJ FU LavxtHeévbog épteR iGhBRK6RGL GR X
PoslieGLFH XQLAaAWDYDQM D akdfija Rrifewhi@) Redicad Sila)N Hifiiplaxijx
crijevnih kripti, kaoL |]QDpDMQD Priut@jéenaty®RUSFLMD

%ROHVW \VHH XQ\DYWUpyEKKMH VHURDREMNPP WKHNRMARDY A H D
transglutaminaza (anttTG2) i anti tendmizijska autoantitijela (EMA). Za potvrdu
RAWHIHQMD WDQNRJ FULMHYD SRWUHEQR MO QWDISWHDQ D W L
EROHVW PRAH GRYHVWL GR PDODSVRUSFLMH DXWRLPXQ
maligniteta. Bolestim aLURN UDVSRQ VLPSWRPD

Celijakija je multifaktorijalna bolest, stogagQH RYLVL LVNOMXpPpLYR R V
PXWDFLML SRMHGHOQR Uzrdkd@iDN RPAPELQPROFLMD RNROLAQLK pLl
varijacie X YLAaH RazwjD celijakiie mogu pridonijeti virusnenfekcije koje
smanyju propusnost crijevnog epitelarijevni mikrobi, dojenje ili (ne)pravovremeno
XYRYHQMH SUHKUDQH VD VDGUBDPMHP JOXWHQD NRG PDOH

,VWUDALYDQMD VX SRND]DOD YLVRBustia $IRAY$4]DQRV W !
obolijevanjem octelijakije. Posebnu povezanost s obolijevanjem od celijakije pokazuju
genilokusa HLA'4 NDR awWR-DQZ i HLA-DQ8. (2). Deaminirani & peptid
JOXWHQD MDNLP antitgbePldkud@HA X-'@D L '4 SUHIHQWLUDMXUL
kompleks HLA *gluten peptid, kajaktivira CD4+ stanice CD4+ T stanice tgaraju
proupalne citokine XNOMXpXMXiuL LQWHUIHURQ JDPX ,QWHUIHUI
XQLAWDYD FULMHWWXRRXNRIXK LPXQRORANRP RGIJRYRUX Ul

na gluten i autoantitijela na endogekivhu transglutaminazy?2)

Tipizacija alela lokusa HLA'4% $ RG L]X]J]HWQH MH YDaQRVWL >
RYH VORAHQH D X\RdRIefnihQj¢l gdeliR®DEGWASH (engl.genomewide
association studies + SURXpDYDQMH JHQRPVNLK DVRWLMDFLMD
]IDMHGQLPpNLK JHQHWLpNLK identifidirdh®ddsthors BILO ggna W LK RVRI
SRYH]DQLK Vridikm Hdobodvenje od ove bolesti.
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Tipizacija alela sustava HLAQHPD DSVROXWQX GLMDIIQRVWLpPpN:
pokazuje relativan rizik zabolijevanje od celijaie. Prisutnost antigena HL-BQ?2 i/ili
HLA-DQ8 LQGLFLUD JHQWNY GRGORBIQ RXWQR GD uB) VH EROHV

Atrofirani vili

Hiperplazija
kripti

Slika 7. Sluznica tankog crijeva kod celijakije

(preuzeto sattp://www.pathpedia.com
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2. CILJ RADA

Cilj ovog rada je bioQ D JO DV L Wahtig¥ria d @QI&auatava HLA tenjihovu
povezanost s raznim Dbolestimdcelijakijom, narkolepsijom, reumatoidnim i
SVRULMDWLpPpQLP DUWULWLVRP P\Divultikor Gklédidzdmn, JUD YLV
VLVWHPVNLP HULWHPDWR]QLP OXSXVRP «

6YDNLP VH GDQRP RWNULYD VYH YHUL EURM DOHOD NR
SRVHEQR L] SRGUXpMD UHXPDWROR&ANLK JDVWURHQWH

bolesti.
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3. METODE

Gene i antigene stava HLA m@HPR RGUHGLWL VHURORANLP L
PHWRGDPD 3RMHGLQL ODERUDWRULML NRULVWH RG
SRWUHEDPD L PRIXUQRVWLPD

6HUROMRGMHYLYDQMH +/$ DQWLJHQD

6WDQGDUGQD PHWR G banj® H/AHaddtREh&amdddl iRIGKddHi y L

HLA antitijela, naziva seWHVW PLNUROLP IRF Imigraliyshehdstatpx@B VWL HQJ
test, 0/&7 LOL PHWRGD FLWRWRNVLpPpQRVWIomBl&edtQH R NR
dependentytotoxicity CDC). 7HPHOM WHVWD MH UHHLNEifERIL]IPHYyX SR
antigenaHLA NRML VH QDOD]H QD OLPIRFLWLPD SDFLMHQW
komplementa. Poznata se antitijela dobivaju iz sHUXPD DORLPXQL]JLUDQLK
Y LaHURpPULNALBR Ahiitijela odredilakorLVWHUL YHU SR]QDWboKse/$ DQWL.
monoklonskaantitijeladobivajuL] LPXQL]JLUDQLK PLaAHYD

Dodavanjem seruma pacijenta poznaaintitjeima SRWLpH VH UHDNFLMD I
tih antitijelai antigena u serumu. Ako sntitjelo L DQWLJHQ NRPSOHPHQWDUQL
stvaranja kompleksa antigaemtitijelo, a ukoliko nisu komplementarni, stvaranje
kompleksa antigenrtantitijelo G H L]RV W D antitijela SFO/QDHEQR MH R]JQDpLWL
se moglo odrediti koji antigeni i u kolikom broju su se vezalaamétijela Antitijela se
R]QDpDYDMX GRGDYQ@RMNR PEO@W P K>XQ WabtitheR I hastatbgY HAH 1D
antigen zantitijelo kompleksa. Antihumani kompRHQW RaWHuUXMH PHPEUDQX
Time stanicu lizira, a boja prodire unutar stanide® obojenje je vidljivo pod
svjetlosnim PLNURVNRSRP L i&aQ DrpDIaD UKORKp do stvaranja
kompleksa antigeantitijelo QLMH GR&OR QHUH GRULaG®R sYaHt® QMD NRF
i prodora boeWH OUH WDNDY UH]XOWDW SRG PLNURVNRSRP ELWL
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, JYRYHQMH WHVWD 0/&7

Kako bi se izveo test mikroimfRFLWRWRNVLpQRVWL RG SDFLMHQWD °
NUYL X HSUXYHWX NRMD NDR DQWLNRDJXODQV VDGUAL K
OLPIRFLWD QD JUDGLMHQWX JXVWRUH WH VH RGUHYXMH

X] SRPRU %Dkrid-olel kdmorice.

60OLND /ILPIRFLWL VHSDUL Whid@ulingdgitdi grsxéhL MHQ W X J X V'\

(fotografirano u Laboratoriju za tipizaciju tkiva, KBC Split)

Na Burker +Turk ®vu komoricu stavlja se suspenzija od 5 pL limfocita i 5 pL
tripanskog modrilde se koncentracijimfocita RGUHYyXMH SRG PLNURVNRSRP
RERMHQLK VWDQLFD =D WLSL]DFLMX DQWLJ®2QD +/$ SRW
neobojenih ili 56 obojenih stanica. Po potrebi se koncentracija limfocita modificira
UD]UMH VL YdbdyvhHcentkifOdiraBjem suspenzije limfocita. Nakon toga se
X]RUDN X] SRPRU +DPLOWRQ PLNUROLWDUVMée&SULFH VW
VYDNRM M aatitiela (WDMHGE@BQ LOL YLAH DQWLJHQD UD]JUHGD
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Slika9. TerasaskMHYD SORPLFD +DhkompaménQuRrordd aSULFD

(fotografirano u Laboratoriju za tipizaciju tkiva, KBC Split)

S3RVOLMH SROXVDWQH LONXEDFLMH GRGDMH WH NRPSOHI
LOQNXELUD K 7HUDYV Dhakanvidda istrePOIRXp INNDH-NRFHEL VH XNORQL
QHYH]DQRJ NRPSOHPHQWD WH VH X]JRUDN ERMD WULSDQ F
broj obojenih mrtvih stanica sSXSLVXMX X WLSL]DFLMGNH yXIMXVWINL Y QL

antigeni pacijenta.

a) Pozitivhareakcija

b) Negativnareakcija

Slika 10. Pozitivna (a) i negativna reakcija (b) u teBtuCT (fotografirano u
Laboratoriju za tipizaciju tkiva, KBC Split)
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Broj mrtvih, odnosno liziranih i obojanih stanjcanjeri se skalom od -8. Broj 1
R]QDpDYD QDMVODE L N20%% UiZitdniN Btarit), abhDQQIHMRI® p X UHDNFL
Y LaH RI@iranih stanicy.

Tablica4. Interpretacija rezultateesta MLCT

Postotak liziranih

stanica Rezultat Interpretacija

0-10 1 Negativno

11-20 2 Pozitivno/negativno (+)
21-50 4 Slabo pozitinio (++)
51-80 6 Pozitivno (+++)
81-100 8 Jako pozitivho (++++)

3.2. Molekularn R R G U H ydleYazaxtavd HLA

OROHNXODUQR VH RGUHYLYDQMH JHQ@BmaHesglL]YRGL G°
Polymerase chain reactionr ODQpPDQD UHDNFLWDa @RRCRPESOD|RP
metoda (englPolymerase chain reactioeSequence Specific Oligonucleodida druga
PCR =SSP (englPolymerase chain reaction Sequence Specific Primjemetoda.
345 PHWRGD RPRJXUDYD HNYV SRamd@ dhijelv dakkuRr DNRAQRAaDYDQ
Bazira se na promjenama temperatwrethermocycler X U H yKOjM p¢ potrebna za

GHQDWXUDFLMX L HQ]JLPDWVNRKIXPRDRD 8 H FRRICOHON. KO SIR
(primera).

Kod obje metode potrebno je prije testa izolirati pacijentovu DNA. Uzorak za
izolacijuje2PO SHULIHUQH NUYL L]YDYHQH X HSUXYHWX V ('7¢
LIRODFLMH L]YRGL VH X QHNROLNR NRUDND SUL pHPX V&t
Prvo se uzorku dogla pufer za lizu i proteinaza K. Proteinaza K g¢azim Kkoji
UD]JUDy X MIHL UH Y DWDXQLPQH SURWHLQH L WDNR RPRJXUDY

stanice.
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1DNRQ GHQDWXUDFLMH SURWHLQD RVORERYHQRM VH PR
VSULMHpPLR QMHQ SURGIDYHNQR]|RFFHPESDWIXQMD UD]JOLpLWLI
b L VW kxoja $e koristi u nastavku testiranja.

3.2.1.PCR +SSO metoda

Metoda PCRSSO za tipizaciju alela sustava HLA temelji se prancipu
VSHFLILPQRJ YH]DQMD X PORAHHMH F H K W pokstirenskeO MHAaAH Q

mikrosfere (kuglice).

Svakaje mikrosfera ob@ana jedinstvenom kombinacijom crvene i infracrvene
boe aAWR RPRJXUDYD LGHQWLILNDFLMX VYDNH SRMHGLQH
signala kojedau SUL DNWLYDFLML ODVHURP .HPLMVNL VDVYV
RPRJXUDYD GD VH RQH REOBBAX XNDQMXbLDWeMHeedRiO+H § X O D
pLWDYH +/$ DliewWaLuley® Irhikrasferge utvrditi prisutnost ili odsustvo
WUDAHQLK DQDOLWDUDGRL QB[ SSOMWLEXPSVikRWE&EPQH FLWR
SURWLpPX X MHGQRP VWEKSdhXlapet)seN BDIWV VWD VBUSREXYLYD (
LGHQWLILNDFLMX VSHFLILPQBVPFIUNBRE KM MHGLR & H WO N @/LL |
DOQWLWLMHOD RELOMH&AHQD ILNRHULWULQRP

HLA specifi¢ne
oligonukleotidne
probe vezane za
mikrosfere Hibridizacija  Oznacavanie

1. Laser

2. Laser

r

z’ 13"'!
NIRR
Mt?
tgf?‘i

Slika 11. Princip PCRSSO metode

(preuzeto sattps://www.omixon.com/wszontent/uploads/2016/07/Luminex.png
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JJYRYHQMH +/$ WSSD|DefoddH 3&5

Za HLA tipizaciju metodom PCR SSOkao uzorak se koristi izakhna genomska

DNA. Potrebno je napraviti reakcijsku kiH & D(0.2 uX Taqg polimerazep pL

reakcijskog pufera8.8 uL destilirane vodeJoj se reakcijskoj smjesi doda 5 pL DNA

te se pstavlla u PCR+ X U H {ili2ivhocycley gdje se DNA amplificira. Tijekom

amplifikacije, Taq polimeraza prepoznaje komplemergadijelove DNA na koje se

YHAX VSHFLILPQH ROLJRQXNOHRWLGQH teeRijpeydleLFH &LN
ponavlja 30 putaKao rezultat stoga dobivanio073741824 kopija DNA (po formuli

2" SUL pHPX MH Q EURM SRQDYOMDQMD

1. ciklus 4. ciklus
I

B —
/ \ E——___]
Pocetna DNA S 2. silcha : =
‘ \ — T T T
(iz uzorka) R — s =
3. ciklus L — ‘
R
/ e — e T—
: _ T =
—_— 2. ciklus A n
P4 it
4 kopije ————— > ==

i opt Y T =
8kopya ;¢ kopija
32 kopije

AndyVierstraete, | 999

Slika 12. Eksponena@jna amplifikacija DNA metodom PCR
(preuzeto sattps://nanohub.org/app/site/courses/9/2415/slides/011.97.jpg

Nakon umnaa D Q M D@ BNAO ROR reakcijomdlijedi proces hibridizacije. Za

hibridizaciju jepotrebno 5 pL dobivenog PCR produkta i 15 pL suspenzije mikrosfera.
+LEULGL]DFLMD WUDMH PLQXWD 7RNRP QMH GROD]L GR
oligonukleotidne probe kojima SREORAHQH PLNURVIHUH .DNR EL VH (
PRJDR YL]XDOL]JLUDWL GRGDMH VH —/ k@X$RUHVFHQW
SULSUHPD SR RRIiuxijske otepine i 0.75 pL streptavidingR-fikoeritrin

konjugirani streptavidin, engBtreptavidn +PhycoerytherinSAPE).'LR ERMH YHAaH VH
]D ELRWLQ QD SRpPpHWQLFDPD GRN VH GUXJL GLR YHAH
QDVWDQND NRPSOHNVD GRAOR 7HVW VH L]YRGL QD &RVW

stavlja u Luminex aparat gdje se analizira
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5HIXOWDWL KLEULGL]DFLMH GRELYHQL QDNRQ J]DYU&GHQF
UDpXQDOQRJ SURJUDPD ODWEFK,7 "1$vaRHBAJispBMambh JHQL L L
pacijienta. 3BURJUDP ODWFK,7 '1$ VDGUAL ED]X YHU RGUHYHQLK
susWDYD +/$ NRMH VH ]DWLP XVSRUHyYyXMX V UH]X¥OWDWLPD

SSO metodom.

Sample Graph |

LM [ show faledamp | Print

Batch: 20170612 HLA-B 06215L f Sample ID: PAOS30-17 RADIC L -Adjusted Value

3
| B
3 ¢ +
dat -
:
N 3 i
:
.,l
(LM A A |I.I

FEITH TR TS

b | 47:01:01:01 51:01:01:01
47:01:00:01 51:03 BA7 (Bi)

B5103 (Bw4) Exact
q ol Bxact
51:49

Slika 13. Rezultati dobiveni PCFESSO metodom u programu MatchIT DNA
(fotografirano u Laboratoriju za tipizaciju tkiva% & .ULAaLQH 6SOLW

3.2.2 PCR #SSP netoda

PCR +SSP (englPolymerase Chain ReactiofiSequence Specific Primgnsietoda
WHPHOML VH QD OGGROQMLIPGIRV | RWDQAFDRPH/ SHFLILPpQLK VH
Prednost PCR SSP metode u odnosuna PEBR62 PHWRGX MH PRIJXUQRVW RC
alela sstava HLAuU niskoj i visokoj rezolucijiinpr. HLA +A*02, HLA *A*02:01).

OHWRGD VH ED]JLUD QD NRPSOHPHQWD Ue@rivalélomRIOLIJR Q X N C
grupom alela (ovisno o zahtijevanoj rezolucijkoliko SRpHWQLIRFGHIRYDUDMXUH
nedolaZz GR XP QD aD Q M#dse h&gdtivéhReZultat. Pozitivan se rezultat dobije
XNROLNR VH XVSLMH X*DQRAQWIL+FLORMDIHGE® , XPQDabDMX \

GRN VH ]D JHQH +/$ UDJUHGD ,, XPQDab VDPR HJ]JRQ ,,
razO L pUR/MEV SHF IL p @alHLAUHA RN fiedkivlj® za HLA+B 48 reakcija, za
HLA *DRB1 24 reakcije)
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PCR +SSP metoda zahtijeva i razdvajanje dobivdDMA uzoraka elektroforezom na

DJDUR]QRP JHOX *HO HOHNWURIRUH]D UKRG ¥ DYWHD R[&EL\VQVHH |
GXaL RGVMHpPFL '1$ SXWXMX VREYIMEHHPWNKMAY EHAH GRINNRQ
PLQXWD RGYDMDQMH SRMHGLQLK RGVMHpPDND '"1$ MH JRW

Izolirana DNA od pacijenta
MMM
PRI

Umnazanje uz specificne oligonukleotidne pocetnice

v
— —
Podudarnost s poc¢etnicom Nepodudarnost s poc¢etnicom
Umnazanje Izostanak umnazanja

¥ Detekcija W

Pozitivna kontrola "9 ’

Pozitivna kontrola
v | &

Interpretacija dobivenih rezultata

Slika 14. Princip PCR£SSP metode

(preuzeto sattp://www.topdiag.com)

JJYRYHQMH +/BCR+SSP nefotidvinH

=D RGUHYLYDQMHLAD2tdddD PCRISRpDPYena se reakcijska smjesa
]D DPSOLILNDFLMX NRMD VDGUAL O DansudrdnuOyodwte7DT SRO
pacjentovu izoliranu DNA. 8 MDALFH VD OLRILOL]JLUDQLP VSHFLILD
Olerup SSP®S O R jpihekifa sepo 10 pL reakcijske smjede se se postavija u PCR
XUHYDM JGMH VH Nakoarpliditatld;: ddbieni se PCR produkt stavlja
nagel - elektroforezu s bojom (etidjromid) te senakon 15 minutaRpLWDYD UH]XOWDW
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RezultatigelHOHNW UR | R U H ] H8 B pM\WRzOKID)vh X6 eizthlighrBju S R P R U X
UV svjetla te se dokumentira fotografiranjem.Uz uzorke je potrebno staviti i

negativnukontrolu koja pokazuje kvalitetu izvedenog testa.

8VSMHaAQD DPSOLILNDFLMD YLGOMLYD MH QD JHOX X
AEDQGRYD?® D SRJLWLYQD UHDNFLMD YLGQ Oavtiom® MH NDR
SRpHWQL-NS$ HF LD Op@R J RBAUIRGSE NUMdEE u progm za analizua

interpretiraju se na osnovu prisutnosti ili odsutnosti produkta na gelu.

= T 32 0 R R = -
+ *
12 34 5 6 T 8 9 101112 131415 16 1819 2021 22 13
HLAA

= eaa=Ngl SR LEsEae

- . J x 'S . B0 N
1 2 354556 Nl 9 101112 13 14 15 16
HLA-B

- - - - - - A ...

.- .- L E R BB B R B

+
25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 33 39 40

HLA-B

+ + ‘ + +r o+ +
56 78 9 10111213 14 1516 17 18 192021 2 23

12 31 4
HLA-DRB1

Slika 15. Fotografija agaroznog gela s rezultatima tipizacije za lokuseAjL-B i
DRB1 metodom PCFSSP niskeezolucije za jednog ispité@
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4. RASPRAVA

Osobibsti sustava HLA sUSRYH]DQRVW RYRJ VORAHQRJ JHQHW
bolestimakao i njegov izraziti plimorfizam 5D]YLMDQMHP L XYRnikakQMHP QR
molekularne genetike broj novootkrivenih alela ovog sustava svakodnevno raste.
OGUHYLYDQMH JHQD L DQWLJHQD VXVWDYD +/$ SRMHGL(
postupak u postavljamj dijagnoze autoimunih boleste u transplantaciji solidnih
RUJDQD L NUYRWYRUQLK PDWLpQLK VWDQLFD

%WURMQLP LVWUDALYDQMLPD Sdiedini BlI€aRowigbsug§dvaVH SULV
povezuje s pojavom autoimunih bolestintigeni sustava HLA koje ti aleli kodiraju
LPDMX YDAQX LPXQRUHJXODFLMVNX XORJX D WR MH RGD!
JHQL VXVWDYD +/$ pLQH RVQRY XauwirSudin BolestiSrie]ttebd ML LOL
zanemariti niti brojH GUXJH pLPEHQLNND R XaMpsl, BoK@rethkddhie
infekcije, RNROL&QL pLPEHGQKEH QMUHLARIUSBNLMHVW LPXQROR:
SRUHPHUDMD L DXWRLPXQRVQLK EROHVWL

Uovomradupri®]DQD MH YDAQRVW VXVWDYD +/$ X GLMDJQR\
QDIJODVNRP QD UHXPDWVND REROMHQMD SRVHELFH UHX
sistemsku sklerozlreumatskéolestisu VYH XpHVWDOLML SUREOHP VWDQR
dugotrajnostii radne onesposobljenosti do koje mogu dove%iURMQLP LVWUDALYD(
dokazana je povezanopbjedinih alela i antigena sustava HLA s predispozicijom i
obolijevanjem odUHXPDWVNLK EROHV\®L(1®) RSURM SRSXODFLML

S5HXPDWRLGQL DUWU LMglesY u kofoj nd Hodiii RpRle [siQobijske
RYRMQLFH JJORED GROD]L GR VWXNWXUQLK SURPMHQD G
SRYHUDQRJ PROUWER@IMWHHMDN UDAHQL JHQHWVNL IDNWRU UL
WHAL REOLN L ORAHLMDRBYVIKKRGIBRIPH¥WLDMHOL VXVWDYD +
povezuju s obolijevanjem odreumatoidnog artritisssu HLA-DRB1*01:01, HLA-

DRB*04:01 teHLA-DRB*04:04. (9).

3VR UL M D W(PBA) Je DWRVQLLPMDIDV XSDOQD EROHVW ]JJORERYD
javja ubolesnLND V SVRULMD]RP NR&H L QRNWLMX
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,VWUD&LYDQMD NRG SDFLMHQDWD REROMHOLK RG SVRULN
pojave bolesti sS ULV X W Q Rakiis§ HDAGBH BIDA +B*13, HLA-B*57, HLA-
B*37) i HLA-C (HLA-C*06:02). (10)

Sistemska skler@(Sscje EROHVW RELOMHAHQD XBBQOPP INRIAHUR
I unutarnjih organa. ®vezug saalelima lokusa HLADRB1 (HLA +DRB1*01, HLA +
DRB1*03i HLA +DRB1*05). (4)

U skupinu autoimunih bolesti spada istemski lupus eritematodgSLE), kod
kojeg dolazi do stvaranja antitijela usmjerenih protiv viastitih starac® RaH |[DKYDWLWL
NRaX ]JORE,PYbregeSdd XViPD Q LSwatrd ¥ébla'u nastanku bolesti ulogu
imaju nasljedni i vanjski faktori. 8 R p H Q povézatst sa alelima lokusa HLAB
(HLA-B*08) i HLA +DRB1 (HLA-DRB1*03). (11)
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5. =%$./-8y%.

2WNULUH JODYQRJ VXVWDYD WNLYQH VQRAOMLYRVWL
+/$ NRMD VX XVOLMHGLOD SRND]DOD VX QMHJRYX L]JQLPC
transplantacijskoj medicini te wlijagnostici autoimunih bolest{poput celijakije,
sistemskog eritematoznog lupusa, reumatoidnog artritisa, sistemske skleroze

myasthere gravis...).

Tipizacija antigena i &la sustava HLA svakako jpostala neizostavan dio
dijagnostike pi sumnji na atoimune bolesti. No ipak, prisutnopbjedinih antigena i
DOHOD VXVWDYD +/$ QH PRUD QXaQR ]QDpLWL GD GUH VH N

%XGXiUL GD UHXPDWVNH EROHVWL SRVWDMX VYH XpHVYV
LVWUDALYDQMD S RtBi{efeDa radpadelHantie@aH Wella\shistava HLA u
UHXPDWVNLP EROHVWLPD =ERJ LJUD]JLWRJ SROLPRUIL]P
XGUXALYDQMD GDOMQMD LVWUDALYDQMD L SURQDOD]DN
sustava HLA kod pacijenata s KipNLP VLPSWRPLPD UHXPDWVNLK ERO!

boljoj dijagnostici, kao i kvalitetnijoj daljnjoj medicinskoj skrbi takvih pacijenata.
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7. 6%4(7%.

Uvod *ODYQL VXVWDY WNLPRMMMMRIBEQVIYRY WIXWWRDBY +/$ |
QDMLVWUDALYDQLNMPW HAQWQLK H XQDWNDYDIHP NUDNX N U
antigeni i aleli razreda I, Il i, , , =ERJ LJUD]JLWRJ SROLPRUIL]JPD RG L]C
transplantacijskoj medicini, populgskoj genetici i dijagnostici raznih bolestlavna

MH XORJD VXVWDYD +/$ UDJOLNRYDQMH YODVWLWLK VWD
LPXQROR&ANRJ RGJRYRUD SUL NRQWDNWX RUJDQL]PD VD
EROHVWL QDVWDMX NDWH BRQRY®R [IXWQDNHHMMOLPXQROR
RGQRVQR NDGD RUJDQL]DP QD YODVWLWHBrdnQgahi JHQH SR}
sustava HLA u uskoj su korelaciji s pojavom autoimunih bolesti, poput celijakije,
GLMDEHWHVD WLSD , ERGKhboestiaWLWQMDpH L YLAH UHXP

Ciirada: 3BULND]DWL L]QLPQX YDAQRVW VXVWDYD +/$ X GLMD
V UD]QLP ER O kbjmve slPi AutBimyné bolesit{f HXPDWRLGQL DUWULWLV
artritis, sistemska skleroza, celijakija i brojne druge).

Metode: / DERUDWRULML |]D WLSL]DFLMX WNLYD ]D RGUHYLYD
NRULVWH VHURORANH PHWRGH L PHWRGH PROHNXODUQ'
VXVWDYD +/$ VHURORANRP PHWRGRP NRULVWL VH WHVW
GRN VH Jmnj @éldkistava HLA molekularnim metodama koriste metode PCR

+663 ODQpDQED UHDNFLMD SROLPHUD]RP V SRpHWOQLFDPI
662 ODQpPDQD UHDNFLMD SROLPHUD]JRP V ROLJRQXNOHRW

=DNOMXP®WHYLYDQMH. MPWIOIHYXVWDYD +/$ X SDFLMHQDYV
REROMHQMLPD RG L]QLPQH MH YDAQRVWL X GLMDJQRVW|
metoda molekularne biologije svakodnevno se dolazi do novih spoznaja o povezanosti

sustava HLA i bolesti.
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8. SUMMARY

Introduction: The major histocompatibility complex, named the human leukocyte
antigen system, is one of the mossearched genetic systems. It is located on the short
arm of the 6th. chromosome and it is made of antigens and alleles of class I, Il and IlI.
Being highly polymorphic, it is of exceptional importance in fields of transplantation
medicine, population genetics and in diagnostics of various diseases. The main role of
the HLA system is differentiation between organism's own eelisforeign cells athan
adequate initiation of the immune response when in contact with foreign antigens.
Autoimmune diseases develop when it comes to failure of the main role of immune
system, that is, when an organism fails to recognise its own antigens and starts to react
them as to foreign ones, attacking them. Numerous genes of the HLA system are tightly
correlatedwith the development of autoimmune diseases like celiac disease, type |

diabetes, thyroid diseases and a number of rheumatic diseases.

Objective: To interpret the extreme importance of the HLA system in disease
diagnostics and its correlation to various diseases including autoimmune diseases

(rheumatoid arthritis, psoriatic arthritis, systemic sclerosis, celiac disease).

Methods: To determine genes or antigeof the HLA system, tissue typing laboratories
use both serological methods and methods of molecular biology. For determination of
HLA antigens by serological method the microlymphocitotoxicity test is used (MLCT),
while molecular methods for determininige alleles of HLA systems are PCRSSP
(Polymerase Chain Reaction withpe&ific Sequence riimers) and PCR+ SSO

(Polymerase Chain Reaction witpegific Sequence Oligonucleotide).

Conclusion: The determination of antigens and alleles of the HLA systempatients
with rheumatoid diseases is of exceptional value both in diagnostics and patient's
treatment. With the developmeoit molecular biology methodsiew findings about the

HLA system and its correlation to diseases arise dalily.

35



9. a,92723,6

OSOBNE NFORMACIJE /XFLMD axXYHOD
K Prigradica 76, 20271 Blato (Hrvatska)

B (+385) 91 536 6427
B lucija.zuvela@gmail.com

'DWXP UZBj04Q998 'UAD Y ChividiskbV W Y R
OMHVWR: SpiRyHQMD

OBRAZOVANJE |
OSPOSOBLJAVANJE
20142017 Mediansko laboratorijska dijagnostika

Sveufli &i odjel zdravstvenitstudijg Split

20122014 Geodezija
Fakultetgrayevinarstvaarhitektura geodezijeSplit

200822012 2SuD JLPQD]LMD %ODWR
6UHGQMD aNROD %ODWR %ODWR

20002008 2VQRYQBla®NROD
2VQRYQD aNROD %ODWR %ODWR

262%1( 9_(&7’1(—

Materinski jezik hrvatski
engleski C1
QMHPDpPNL A2
talijanski Al

Digitalna kompetencja 9MH&WR EDUDWDQMH SDNHWRP 06 2IILFH L GRE

programskim alatima za obradu raster grafike.

36



