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Sazetak:

Cilj rada: Istraziti u¢estalost alela HLA sustava i haplotipskih veza kod pacijenata s pozitivnom
i negativnom obiteljskom anamnezom Hashimotovog tireoiditisa kao i psorijaze.

Materijali i metode: Seroloskom metodom mikrolimfocitotoksi¢nosti i molekularnom metodom
PCR-SSO ispitano je devet ¢lanova obitelji ispitanice s maj¢ine i o¢eve strane.

Rezultati: Utvrdeno je da alel HLA-B*35, koji je odgovoran za Hashimotov tireoiditis, se
prenosi s oceve strane i naslijedilo ga je troje od Cetvero djece. S majéine strane uo¢eni su aleli
HLA-B*13, -B*17, -DRB1*07 koji su u uskoj korelaciji sa psorijazom.

Zakljucak: Sustav HLA ima veliku povezanost s genetski naslijednim bolestima, izmedu ostalih
i s Hashimotovim tireoiditisom i Psoariasis vulgaris. Utvrdena je prisutnost gena odgovornih za
te dvije bolesti unutar obitelji. Ovaj rad pokazuje kako obiteljske studije imaju povoljne
karakteristike za otkrivanje gena jer predstavljaju homogeniji i ograniceniji skup uzro¢nih gena i
putova.
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Summary:

Objective: To investigate the frequency of HLA system alleles and haplotype connections in
patients with positive and negative family history of Hashimoto's thyroiditis as well as psoriasis.

Materials and methods: Nine family members from mother’s and father’s side of the test
subject were tested using the serological method of microlymphocytotoxicity and the molecular
method PCR-SSO.

Results: The HLA-B*35 allele, which is responsible for Hashimoto's thyroiditis, was found to
be passed on from the father's side and inherited by three out of the four children. HLA-B*13, -
B*17, -DRB1*07 alleles were observed on the mother's side, which are closely correlated with
psoriasis.

Conclusion: The HLA system is highly associated with genetically inherited diseases, including
Hashimoto's thyroiditis and Psoriasis vulgaris. The presence of the genes responsible for these
two diseases within the family was established. This paper shows that family studies have
favorable characteristics for gene discovery because they represent a more homogeneous and
limited set of causative genes and pathways.
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1. UVOD

1.1. HLASUSTAV GENA

Glavni kompleks tkivne snosljivosti (engl. Major histocompatibility complex,
MHC) u ¢ovjeka naziva se HLA sustav (humani leukocitni antigeni). Humana MHC
regija sadrzi 252 gena, od kojih 28% ima neku ulogu u imunom sustavu. Prisutni su u
svih kraljeznjaka i nasljeduju se kodominantno. Geni HLA sustava smjeSteni su na
kratkom kraku kromosoma 6, na odsjeCku 6p21.3 i kodiraju sintezu proteina koji
prezentiraju antigene imunoloski kompetentnim stanicama. S obzirom na razlicite
genske porodice, humana MHC regija dijeli se u tri razreda. Geni HLA razreda I
smjesteni su telomeri¢no, razreda II centromeri¢no, a geni HLA razreda III smjesteni su
izmedu njih. O genima HLA razreda I i II ovisi sinteza antigena HLA, a razreda III

sinteza komponenti komplementa (1).

Kromosom 6

HLA
1000 kb

Razred ¢ m 3 I
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1
1000kb 1000kb 2000kb
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Slika 1. Prikaz HLA sustava na kratkom kraku kromosoma 6. HLA razred | — crvena boja; HLA razred Il
— plava boja; HLA razred Il — zelena boja; neklasi¢ni geni HLA razreda I i razreda I — crna boja
(preuzeto s https://repozitorij.pmf.unizg.hr/islandora/object/pmf%3A8463/datastream/PDF/view)

1.1.1. Antigeni HLA razreda |

Antigeni HLA razreda | prisutni su na stanicama koje imaju jezgru i
trombocitima. Gradom su glikoproteini odredeni genima smjeStenim telomeri¢no na

kratkom kraku kromosoma 6. Klasi¢ni antigeni HLA razreda I podijeljeni su na tri


https://repozitorij.pmf.unizg.hr/islandora/object/pmf%3A8463/datastream/PDF/view

lokusa: HLA-A, HLA-B i HLA-C. Postoje i neklasi¢ni antigeni, HLA-E, HLA-F, HLA-
G, HLA-H, HLA-J, HLA-K, HLA-L i HLA-P.

Molekulu antigena HLA razreda I grade dva lanca, laki i teski. Laki lanac je 2
mikroglobulin koji ima ulogu ucvrS¢ivanja molekule, ne sudjeluje u prezentaciji
antigena. Teski lanac graden je od 350 aminokiselina i podijeljen je u tri dijela,

citoplazmatski, transmembranski i ekstracelularni s tri domene (al, a2, a3).

Pukotina za vezanje
peptida

[15] ? a
S
Izvanstani¢ni dio
o ? | ?
3
S 5
B2-mikroglobulin
Transmembranski
dio
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\

v

Slika 2. Shematski prikaz grade molekule HLA razreda I (preuzeto s

https://microbenotes.com/differences-between-mhc-class-i-and-class-ii/)

Domena o3 reagira sa stanicnim receptorom citotoksi¢énih T limfocita (Tc).
Domene al 1 a2 sainjavaju sekundarnu, tzv. B-nabranu plo¢u od osam nabora.
Karboksilni krajevi domena ¢ine strukturu a-uzvojnice koja oblikuje bocne strane. Na
taj nacin stvara se utor za vezanje stranog antigena.

Antigeni HLA razreda I ostvaruju unutarnji put predoCavanja stranog antigena.
Predocuju male peptide, veli¢ine oko devet aminokiselina. Strani antigeni razgraduju se
na peptide koji uz pomo¢ specifi¢nih prijenosnika TAP1 1 TAP2 transportiraju se kroz
endoplazmatski retikulum. U endoplazmatskom retikulumu odvija se sinteza HLA
molekula. Peptidi i HLA molekula se vezu, prolaze kroz Golgijev kompleks i
eksprimiraju na povrSinu stanice pomocu egzocitoze. Eksprimirane molekule
prepoznaju citotoksi¢ni T limfociti pomoc¢u antigen specificnog receptora T. Stani¢ni
receptor T (TCR) moze prepoznati antigen peptida jedino s vlastitim antigenom HLA

razreda I.


https://microbenotes.com/differences-between-mhc-class-i-and-class-ii/

Stani¢ni receptor T (TCR) pripada superobitelji imunoglobulina. Prisutan je na
citotoksi¢nim T limfocitima, NK i dendritickim stanicama. Graden je od o i B lanca, a

ekstracelularni dio molekule reagira s domenom a3 molekula HLA razreda I (1).

1.1.2. Antigeni HLA razreda Il

Antigeni HLA razreda II odredeni su genima smjeStenim centromeri¢no na
kratkom kraku kromosoma 6. Podijeljeni su u vise podregija: HLA-DR, HLA-DQ,
HLA-DP, HLA-DM i HLA-DX. Svaka podregija sadrzi gene kojima je kodirana sinteza
a i B lanca. U regiji se nalaze brojni pseudogeni ¢ija je funkcija jos uvijek nepoznata.

Molekulu antigena HLA razreda Il grade o i B lanac. Ekstracelularni dio
molekule sadrzi Cetiri domene (al, a2, B1 i f2). Molekula je podijeljena na Cetiri regije.
Prvu regiju safinjavaju domene ol i B1, ona je najpolimorfnija s obzirom da domene
sacinjava oko 90 aminokiselina. N-terminalni krajevi domena ol i f1 ¢ine pukotinu
strukturno sli¢nu pukotini antigena HLA razreda I, koja je vezno mjesto za peptid.
Krajevi pukotine su otvoreni tako da se mogu vezati i peptidi koji sadrze vise od 30
aminokiselina. Drugu regiju ¢ine nepromjenjive domene o2 i [2, slicna je
imunoglobulinu. Domena B2 je mjesto vezanja pomo¢nickih T limfocita. U trecoj regiji,
transmembranskoj, nalaze se hidrofobne aminokiseline. Cetvrta regija je
citoplazmatska, na njoj se nalazi mjesto za fosforilaciju i odgovorna je za vezanje

molekule za elemente citoskeleta (1).
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Slika 3. Shematski prikaz grade molekule HLA razreda II (preuzeto s

https://microbenotes.com/differences-between-mhc-class-i-and-class-ii/)

Veliki znacaj za sintezu molekule HLA razreda II ima nepolimorfni peptid,

“invarijantni” lanac koji se sintetizira U endoplazmatskom retikulumu. On odreduje


https://microbenotes.com/differences-between-mhc-class-i-and-class-ii/

mjesto vezanja peptida na antigen molekule HLA razreda Il. “Invarijantni” lanac veze se
umjesto endogenog peptida u antigenu HLA razreda Il i tako sprjecava njegovo vezanje.
Kada bi se endogeni peptid vezao na antigen HLA razreda Il, antigeni HLA razreda | i
razreda Il prezentirali bi peptide iste vrste.

Antigeni HLA razreda II ostvaruju egzogeni put predoCavanja antigena. Put
predocavanja stranog antigena zapocinje fagocitozom. Strani antigen prodire u fagosom
koji se spoji s lizosomom u fagolizosom. U fagolizosomu antigen se razgraduje na male
peptide do 30 aminokiselina. Paralelno s tim, u endoplazmatskom retikulumu pocinje
sinteza HLA molekule. Sintetizirana HLA molekula prenosi se u fagolizosom. U
fagolizosomu se od HLA molekule odcjepljuje “invarijantni” lanac koji veze antigeni
peptid. Zatim se HLA molekula i vezani antigen transportiraju na stani¢nu membranu
antigen predo¢ne stanice. To je mehanizam kojim se antigen prezentira pomoc¢ni¢kim T
limfocitima. Oni prepoznaju kompleks antigen-vlastiti HLA antigen i zapocinju

imunolosku reakciju, sekreciju interleukina, kemokina i ostalih citokina (1).
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Slika 4. Vezanje peptida i HLA molekule razreda Il (preuzeto s https://cdn.ymaws.com/www.ashi-
hla.org/resource/resmgr/docs/2013 ISS_PDF%27s/1SS_Sep_ 2013 Mytilineos EFI_.pdf)

1.1.3. Osobitosti HLA sustava
HLA sustav ima visoki stupanj raznolikosti. HLA geni smatraju se
najpolimorfnijim genima u covjeka. Za neke gene moguce je pronaci i do tisucu

razli¢itih alela po jednom lokusu. Najvazniji ¢imbenik polimorfnosti je prirodna


https://cdn.ymaws.com/www.ashi-hla.org/resource/resmgr/docs/2013_ISS_PDF%27s/ISS_Sep_2013_Mytilineos_EFI_.pdf
https://cdn.ymaws.com/www.ashi-hla.org/resource/resmgr/docs/2013_ISS_PDF%27s/ISS_Sep_2013_Mytilineos_EFI_.pdf

selekcija. Imunoloski sustav je glavna poveznica s HLA sustavom. Sve klasi¢ne HLA
molekule prikazuju antigenske determinante T limfocitima. Razlikuju se samo u
domenama ovisnim o specificnosti gena koji ih kodiraju. Polimorfizam je najprisutniji u
domenama odgovornim za vezanje antigena te odnos varijabilnih regija HLA molekule i
receptora na T limfocitima. Zamjena jedne molekule mijenja afinitet vezanja antigena i
tako usporava ili ubrzava reakciju imunoloSkog sustava. Varijabilnost HLA sustava
smanjuje vjerojatnost da ¢e patogeni peptid zaobi¢i imunoloski sustav.

HLA sustav ima 1 obiljezje kodominantnosti. Od svakog roditelja se nasljeduje
jedan haplotip koji zajedno tvore HLA genotip. Nerekombinantni aleli nemaju par na
drugom kromosomu i zato se nasljeduju skupa pravilnom segregacijom. Dijete ima 50%
Sanse naslijediti neki alel roditelja koji je heterozigot.

Jo$ jedna osobitost HLA sustava je niska ucestalost “crossing over”-a. To je
zamjena dijelova kromatida tijekom diobe spolnih stanica. U HLA genima se rijetko
pojavljuje zato $to su pojedini lokusi blizu smjesteni.

HLA sustav Kkarakterizira krizna reaktivnost (engl. Cross-Reactivity). Ona
oznacava reakciju jednog antitijela s viSe razlicitih antigena.

Aleli HLA sustava imaju snaznu neravnotezu udruzivanja (engl. Linkage
Disequilibrium) $to znaci da susjedni aleli usko povezanih lokusa javljaju se ¢eSée u
istom haplotipu od ocekivanog s obzirom na njihove pojedinacne ucestalosti u
populaciji (2). Primjerice, aleli HLA-DQB1 i HLA-DRBI se ¢esto nasljeduju skupa.

Bitna karakteristika HLA sustava je nepravilna tkivna specifi¢nost. HLA
molekule se skupljaju na limfatickom tkivu, stanicama, tkivima 1 organima uklju¢enima
u imunoloSku reakciju. S druge strane, jako je malo HLA molekula u masnom 1

misi¢énom tkivu te srediSnjem ziv€anom sustavu (3).

1.1.4. Nomenklatura HLA sustava

HLA sustav obuhvaca gene smjeStene na kracem kraku Sestog kromosoma.
Dijeli se na dva razreda. Razredu I pripadaju lokusi HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-E,
HLA-F, HLA-G, HLA-H, HLA-J, HLA-K, HLA-L i HLA-P, a razredu Il HLA-DR,
HLA-DQ, HLA-DP, HLA-DM i HLA-DX. Kod seroloskih testiranja nakon naziva
lokusa slijedi broj¢ana oznaka specificnog antigena kojeg kodira navedeni lokus, taj

broj se piSe prije dvotocke, bez nule. Kod molekularnih testiranja imenovanje je



drugacije. Svaki alel ima kod od najmanje Cetiri seta brojeva odijeljena dvotoc¢jem.
Oznaka “*” razdvaja identifikacijski broj alela od lokusa. Sljede¢i broj nakon njega
obiljezava podtip gena, a posljednja dva seta brojeva ukazuju na postojanje mutacije
gena. Na kraju imena moze se nalaziti slovo koje oznacava ekspresiju alela; N oznafava
nul alel (bez ekspresije), L oznacava nisku ekspresiju, S oznafava izluceni alel, C
oznacava alel izluCen unutar citoplazme, Q oznacava neodredenu ekspresiju i A

oznacava nepravilnu ekspresiju (3).

Crtica koja razdvaja ime Sufiks koji opisuje
HLA gena od prefiksa ekspresipu alela

HLA-A*0'2:101:0.1:02N

HLA prefiks l Polje 4: pokazuje razliku u
Y nekodirajucoj regii
Polje 1; grupa alela

%Polje 2; specifiéni HLA protein

Polje 3; pokazuje smonimmu DNA
zamjenu unutar kodirajuce regyje

Slika 5. Imenovanje HLA gena odredenih molekularnom metodom (preuzeto s

http://hla.alleles.org/nomenclature)

1.1.5. Nasljedivanje HLA gena

HLA geni nasljeduju se kodominantno prema Mendelovim pravilima (4). Svaka
osoba ima dva alela za jedan lokus, po jedan naslijeden od svakog roditelja (5). Set alela
na kromosomu predstavlja haplotip, a osoba moZe biti homozigot ili heterozigot.
Ukoliko je osoba od oba roditelja naslijedila isti alel, naziva se homozigot, ukoliko je
naslijedila razliCite alele, naziva se heterozigot (6). HLA sustav ima nisku razinu

rekombinacije koja ipak uvelike utje¢e na nove kombinacije gena.


http://hla.alleles.org/nomenclature
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a b c d
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DR17 DR4  DR17 DR7 DR15 DR4 DR15 DR7

Slika 6. Shematski prikaz nasljedivanja gena, odnosno haplotipova HLA u obitelji.
(preuzeto i prilagodeno iz (7))

1.1.6. Dokazivanje antigena i gena sustava HLA

1.1.6.1. Serolosko testiranje HLA antigena

Iz krvi uzete u epruvetu s heparinom odvoje se limfociti na gradijentu gustoce.
Nakon podesavanja gustoce limfociti ispitanika dodaju se u Terasakijeve plo¢ice u
kojima su serumi poznate specifi¢nosti. Nakon inkubacije (seruma poznate specifi¢nosti
i limfocita ispitanika) dodaje se kuni¢ji komplement koji se povezuje s protutijelom tog
kompleksa i oStecuje membranu stanice. Sljedeci korak je dodavanje tripanskog modrila
koje prodire u stanicu. Pod mikroskopom se vidi obojenje stanice koje se ocitava kao
pozitivna reakcija. Kod negativne reakcije nema obojenja. Jacina reakcije oznacava se
brojevima izmedu jedan i osam. Broj jedan oznacava negativni rezultat, a osam jaki
pozitivni rezultat. Ukoliko je potreban trajniji preparat, stanice se boje eozinom i

fiksiraju formaldehidom, pa se o€itavanje moze obaviti i sljedeci dan (8).
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Slika 7. Princip testa mikrolimfocitotoksi¢nosti

(preuzeto s http://medweb4.unige.ch/immunologie/home/HSC/donor/HLA _typing/serology.php)
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1.1.6.2. Molekularno testiranje HLA gena

Prvi korak molekularnog testiranja gena HLA sustava je izolacija DNA. DNA se
izolira iz uzorka periferne krvi u epruveti s antikoagulansom EDTA. Nakon izolacije
DNA slijedi PCR, lan¢ana reakcija polimerazom. PCR je reakcija umnazanja dijela
DNA pomocu Taq polimeraze uz prisustvo specifi¢nih oligonukleotidnih pocetnica
(engl. primer) koje prepoznaju komplementarne dijelove DNA i vezu se za njih. Za
odabir odgovarajucih pocetnica potrebno je poznavati nukleotidni slijed dijela sekvence
ciljne DNA kojeg se zeli umnoziti. Mjesavina DNA, nukleotida i poCetnica zagrijava se
na 94° kako bi se DNA denaturirala, tj. dvostruka zavojnica odmotala. Zatim se
pocetnice vezu na komplementarne dijelove DNA, a Taq polimeraza sintetizira odredeni
HLA gen. Nakon 36 ciklusa od jedne molekule DNA koja sluzi kao kalup dobije se 2%
(68 bilijuna) kopija gena. Umnozeni dijelovi DNA se separiraju na 2% agaroznom gelu

te se dokumentira nalaz snimanjem gela fotografskom kamerom (8).

1.1.6.2.1. PCR-SSO (engl. Polymerase chain reaction-Sequence Specific Oligonucleotide)
Tehnologija Luminex temelji se na koriStenju mikronskih polistirenskih
mikrosfera (kuglica). Svaka mikrosfera je interno obojena jedinstvenom kombinacijom
infracrvene 1 crvene boje. Kombinacijom intenziteta dviju boja omogucuje se
identifikacija svake mikrosfere po jedinstvenom potpisu nakon Sto je pobudena
laserskom zrakom. Kemijska povrSina mikrosfera omogucuje im kemijsko presvlacenje
nizom razli¢itth meta, ukljucujuéi HLA DNA sekvence 1 cijele HLA antigene.
Mikrosfere mogu se Koristiti za ispitivanje prisutnosti HLA lokusa u uzorku. Uredaj
Luminex radi na principu proto¢ne citometrije i oCitava razlicite intenzitete obojenja.
Crveni laser pobudiva i1 identificira odredene mikrosfere, a zeleni laser sluzi za

pobudivanje 1 identifikaciju. Rezultati se pregledavaju na za to predvidenim softverima

(9).
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https://www.researchgate.net/figure/Suspension-bead-array-A-Microspheres-56-m-in-diameter-are-filled-
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1.1.6.2.2. PCR-SSP (engl. Polymerase chain reaction — Sequence Specific Primer)

PCR-SSP metoda sluzi za odredivanje HLA gena visoke rezolucije (Cetiri
znamenke). Temelj metode su lancana reakcija polimeraze i specificne pocetnice za
odredeni alel ili skupinu alela. Da bi doSlo do umnozavanja, specificne pocetnice
moraju odgovarati slijedu nukleotida ispitivane DNA 1ili ¢e rezultat biti negativan.

Elektroforezom na agaroznom gelu u boji provjerava se umnozavanje
fragmenata. Rezultate reakcije dokumentira se fotografijom u tamnoj komori. Reakcija
se karakterizira kao negativna ili pozitivna ovisno o veli¢ini produkata PCR-a. Rezultati

se pregledavaju u za to predvidenim programima (9).
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Slika 9. PCR-SSP metoda

(preuzeto s: http://www.topdiag.com/top/0,27 tipizare-hla-ssp.html?slLang=en)

Poslije izolacije DNA iz uzorka pune krvi pravi se reakcijska smjesa. Reakcijska
smjesa sadrzi Master Mix s Taq polimerazom, destiliranu vodu i uzorak DNA. Smjesa
se pipetira u jazice plo¢ice u kojima je dehidrirana otopina pocetnica. Plocica se stavlja

u termoblok za amplifikaciju DNA.

Slika 10. Fotografija snimljena u Laboratoriju za tipizaciju tkiva, KBC Split
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Umnozeni fragmenti razdvajaju se gel elektroforezom skupa s bojom (etidnim
bromidom) i vizualiziraju se pod UV svjetlom. Pozitivna kontrola je bitna za
odredivanje nastalih produkata, a negativna kontrola za procjenu kvalitete izvedenog

testa. Rezultati se pregledavaju u za to predvidenom programu (9).

Slika 11. Vizualizacija rezultata PCR-SSP analize (preuzeto s:

http://www.allenex.com/sv/transplantation/olerup-ssp)

1.1.7. Protutijela u HLA sustavu

Protutijela anti-HLA su alopotutijela koja se stvaraju nakon kontakta
imunoloskih stanica sa stranim HLA antigenom. Uzrok senzibilizacije su trudnoce,
transfuzije krvi te transplatacije tkiva 1 organa. NajceS¢e pripadaju IgG
imunoglobulinima te aktiviraju komplement. Prisustvo IgM imunoglobulina moze biti
znak pocetne senzibilizacije, ali najceSCe se radi o auto-protutijelima koja nemaju
znacajno klini¢ko znacenje u transplantaciji tkiva i organa.

Donor-specifi¢na protutijela uzrok su odbacivanja presatka. Zbog toga se sve
bolesnike koji ¢ekaju transplataciju svaka Cetiri mjeseca testira na prisustvo
limfocitotoksi¢nih protutijela 1 odreduje se panel reaktivnih protutijela (% PRA).
Prisustvo protutijela dokazuje se testom mikrolimfocitotoksi¢nosti ovisnim o0
komplementu (engl. Complement Dependent Cytotoxicity, CDC) s i bez dodatka
ditiotreitola (DTT). DTT reducira IgM protutijela u uzorku seruma bolesnika koja
nemaju klinicko znacenje. Osim testa citotoksi¢nosti ovisne o komplementu, za
dokazivanje prisustva anti-HLA protutijela koriste se i osjetljivije metode, ELISA (engl.
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), proto¢na citometrija i Luminex tehnologija

kojom se dokazuje prisustvo samo IgG protutijela (1).
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1.1.8. Znacenje HLA sustava u klini¢koj praksi

Antigeni sustava HLA imaju veliko klinicko znacenje u transplataciji tkiva i
organa, transfuzijskoj medicini, forenzickoj medicini, dijagnostici mnogih autoimunih
bolesti, genetickim istrazivanjima, istrazivanjima migracija stanovnistva i dokazivanju
ili osporavanju ocinstva.

Bolesnik kojem se transplatira organ ne smije imati protutijela protiv antigena
sustava HLA kojeg nosi davatelj organa. Prije transplatacije obavezno se izvodi krizna
reakcija testom mikrolimfocitotoksi¢nosti tehnikom CDC s i bez DTT-a zato $to pri
prisustvu anti-HLA protutijela dolazi do hiperakutnog odbacivanja presatka ¢im se
uspostavi cirkulacija. Negativna krizna reakcija zna¢i da u serumu bolesnika nisu
prisutna anti-HLA protutijela i organ se moze transplantirati, a pozitivna krizna reakcija
je kontraindikacija za transplataciju.

Budu¢i da se HLA antigeni nalaze na leukocitima i trombocitima, sustav HLA
ima znacajno mjesto u transfuzijskoj medicini. Transfuzije trombocita koriste se u
lijeCenju bolesnika s trombocitopenijom, a transfuzije granulocita u lijeCenju bolesnika s
granulocitopenijom koji su Zzivotno ugrozeni teskom infekcijom. Trombocitopenija
moze biti posljedica jakog krvarenja, primjene kemoterapije ili hematoloskih bolesti.
Koncentrati trombocita dobivaju se od zdravih davatelja krvi selektivnim
centrifugiranjem pune krvi ili procesom trombafereze. Procesom trombafereze dobiva
se terapijska doza trombocita od jednog davatelja koja je ekvivalentna “pool”-u
koncentrata trombocita koji se dobije od Cetiri do Sest davatelja. Trombociti na sebi
nose trombocitne antigene i antigene HLA razreda |. Anti-HLA aloprotutijela se
stvaraju kao posljedica senzibilizacije prethodnim transfuzijama ili trudno¢om. Ta
protutijela mogu reagirati s antigenima na trombocitima i dovesti do razvoja
refraktornosti, nedostatka porasta broja trombocita nakon transfuzije trombocita.
Leukociti su snazan senzibiliziraju¢i ¢imbenik, zbog toga se u lijeenju bolesnika
koriste metode odstranjivanja leukocita iz koncentrata trombocita i dobivaju se filtrirani
trombociti. Ukoliko su ve¢ stvorena protutijela, preporuka je davati HLA podudarne
trombocite. Koncentrati granulocita se dobivaju postupkom afereze nakon S§to se
davatelj tretira faktorom rasta kolonija granulocita (G-CSF, engl. Colony Stimulating
Factor) (1). Potrebno je prethodno ispitati serum bolesnika na prisustvo anti-HLA
protutijela te ako su prisutna, bolesniku je potrebno davati transfuzije granulocita
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dobrovoljnih darivatelja krvi kojima su odredeni HLA antigeni razreda I, aleli HLA
sustava i paziti da darivatelji ne sadrze antigene ili alele na koje se bolesnik
senzibilizirao. Pravilo vrijedi i za pacijente na listi ¢ekanja za transplantaciju solidnih

organa i tkiva.

1.1.9. HLA sustav i bolesti

HLA sustav povezuje se s najvise bolesti od svih genetskih sustava. Uglavnom
je povezan s autoimunim bolestima, ali i s ostalim bolestima kao §to su kroni¢na
limfati¢na leukemija, tumor jajnika i kroni¢na infekcija hepatitisom C (10). Osoba koja
nosi gen povezan s odredenom boles¢u ima vecu Sansu za oboljenje od osobe koja nije
nosioc tog gena. Medutim, prisutnost gena ne mora uvijek uzrokovati bolest.

Postoje dva objaSnjenja povezanosti HLA sustava i bolesti. Prvo objaSnjenje
temelji se na neravnotezom udruzivanju alela lokusa odgovornog za nastanak bolesti i
HLA gena povezanog s bolesti. Drugo objasnjenje obuhvaca Cetiri modela djelovanja
HLA molekula odgovornih za nastanak bolesti. Prvi model predlaze da HLA molekula
nedovoljno jako predocuje virusni ili bakterijski antigen, a drugi da HLA molekula na
povrsini stanice sluzi kao vezno mjesto za virusni ili bakterijski antigen. Tre¢i model
navodi da HLA molekula omogucuje transport virusnoj ili bakterijskoj ¢estici u stanicu.
U cetvrtom modelu imunoloske stanice ne prepoznaju strani antigen kao patogen zbog
molekularne podudarnosti HLA molekule i patogena. Pretpostavlja se da mehanizam

nastanka bolesti uklju€uje sva Cetiri modela u razli¢itim mjerama ovisno o bolesti.
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Tablica 1. Bolesti povezane s HLA sustavom (preuzeto iz Gough i Simmonds, 2007)

Utjecaj HLA razreda Il AUTOIMUNA BOLEST Utjecaj HLA razredal
Podlozni Zastitni | Podlozni Zastitni
Ankilozantni spondilitis B*27:02 B*27:06
B*27:30 B*27:09
B*27:04
B*27:05
DR3 DR7 Gravesova bolest C*07 C*16
DRB1*08 B*08 C*03
B*44
DR4 DR7 Hashimotov tiroiditis
DR3
DR3 Mijastenija gravis
DR3 Addisonova bolest
Zajednicki DRB1*01:03 Reumatoidni artritis
epitopi DRB1*07:01
DRB1#01:01 DRB1*12:01
DRB1%01:02 DRB1*13:01
DRB1%04:01 DRB1*¥15:01
DRB1%04:04
DRB1%04:05
DRB1%04:08
DRB1*10:01
DRB1*14:02
DQ2 Celijakija
DQ8
DR15 DR14 Multipla skleroza C*05 Cc*01
C*15
DR3 DR15 Secerna bolest tipa 1 B*39 A*01
DR4 DR14 (DMT1) B*18 A*11
DQB1 pozicija A*24 A*31
B57
DR3 Sistemski lupus
DR8 eritematodes
DR15
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1.2. STITNJACA

1.2.1. Anatomija Stitnjace

Stitnjaca (lat. glandula thyreoidea) najveéa je Zlijezda s unutra$njim
izlu¢ivanjem. U odraslih ljudi ima prosjecnu masu izmedu 15 i 20 grama te prosjecni
volumen izmedu 15 i 30 cm® Nalazi se s prednje strane vrata, paralelno s donjim
dijelom grkljana i gornjim dijelom du$nika. Grade je desni i lijevi rezanj (lat. lobus
dexter i lobus sinister) povezani uskim i tankim dijelom, istmusom (lat. isthmus
glandulae thyreoideae). To daje $titnjaci karakteristi¢ni oblik leptira ili slova H. U 50%

slu¢ajeva u Stitnjaci se nalazi i tre¢i rezanj, piramidalni (lat. lobus piramidalis). On se

nalazi izmedu jednog od reznjeva ili istmusa i jezi¢ne kosti (11).

1

Slika 12. Stitnjaga (preuzeto s https://www.touchendocrinology.com/thyroid)

Stitnjat¢a ima dvije ovojnice. Vanjska ovojnica (lat. capsula fibrosa) dio je
srednjeg lista vezivne ovojnice vrata. Obavija Stitnjacu s lateralnih strana i s prednje
strane, deblja je od unutarnje ovojnice. Cvrsto je vezana uz dusnik i grkljan, a s okolnim
je tvorbama vezana slabije. Posljedi¢no, Stitnjaca prati kretanje dusnika i grkljana, a
pokretna je u odnosu na ostale tvorbe. Unutarnja ovojnica omeduje Stitnjacu sa svih
strana, ¢vrsto prijanja uz nju i tanja je od vanjske. Gradena je od vezivnog tkiva. Iz
vezivnog tkiva pruzaju se tracci duboko unutar tkiva Stitnjace i dijele je na manje
reznjice (lat. lobuli glandulae thyroideae). Izmedu vanjske i unutarnje ovojnice
smjeStene su dvije donje 1 dvije gornje dostitne zlijezde, Stitaste arterije 1 vene koje

takoder ulaze u tkivo Stitnjace (11).
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Stitnja¢a je jako dobro prokrvljena. Minutni volumen krvi koji protede kroz
Stitnjacu pet je puta veéi od njene mase. Krvlju je opremaju dvije parne arterije, gornja i
donja Stitasta arterija (lat. a. thyroidea superior i a. thyroidea inferior), a u 10%
sluajeva moze biti prisutna najdonja Stitasta arterija (lat. a. thyroidea ima) kao peta
krvna zila. Krv iz $titnjate odvode srednje i gornje Stitaste vene (lat. v. thyroideae
mediae i v. thyroideae superiores) koje se slijevaju u unutarnju jugularnu venu (lat. v.
jugularis interna), i donja Stitasta vena (lat. v. thyroideae inferior) koja se slijeva u
lijevu branhiocefali¢nu venu (lat. v. brachiocephalica sin) (11).

1.2.2. Histologija Stitnjace

Osnova gradevna jedinica tkiva S$titnjace je folikul. Folikul je okrugla
zatvorena struktura razliCitih veli¢ina, promjera izmedu 100 i 300 pm. Obavijen je
mrezom krvnih i limfnih kapilara. Ispunjen je koloidom, a oblozen folikularnim
epitelnim stanicama koje izlucuju tireoglobulin u folikul. Tireoglobulin je glavna
sastavnica koloida. Folikularne stanice su niske cilindri¢ne, kubi¢ne ili plocaste.
Aktivnost Stitnjace uvjetuje izgled folikularnog epitela. Ukoliko je Stitnjaca aktivna,
folikuli ¢e biti izgradeni od folikularnih cilindri¢nih stanica, a kod smanjene aktivnost
Stitnjace prevladat ¢e folikularne plocCaste ili kubicne stanice. U Stitnjaci se takoder
nalaze parafolikularne ili C stanice ukljucene u folikularni epitel ili intersticij. One su
nesto svjetlije 1 vece od folikularnih stanica i izlucuju kalcitonin. Kalcitonin je hormon

koji pomaze u regulaciji koncentracije kalcija u krvi (11).

Slika 13. Mikroskopski prikaz tkiva Stitnjace, hematoksilin-eozin bojanje
(preuzeto s http://medcell.org/histology/endocrine_systems_lab/thyroid.php)
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1.2.3. Fiziologija Stitnjace

Najvaznija funkcija Stitnjace je izluCivanje hormona tiroksina (Ts) |
trijodtironina (T3). Oba su hormona pohranjena u koloidu, vezana na tireoglobulin.
Tireoglobulin je glikoprotein relativne molekularne mase od 330 kDa na kojem se
odvija proces stvaranja hormona Stitnjace. U jednoj molekuli tireoglobulina nalazi se
otprilike 70 aminokiselina tirozina koje povezivanjem s oksidiranim jodom sacinjavaju
hormone stitnjace.

Proces sinteze hormona StitnjaCe zapoCinje sintezom tireoglobulina u
folikularnim stanicama i izlu¢ivanjem unutar lumena folikula. Stvaranje tireoglobulina
zapo€inje U hrapavom endoplazmatskom retikulumu, potom se u endoplazmatskom
retikulumu 1 Golgijevom kompleksu nadodaju ugljikohidrati, u konacnici se iz
sekretornih mjehuri¢a tireoglobulin lu¢i u lumen folikula. Drugi stupanj u sintezi
hormona S$titnjate je prenosSenje jodida iz krvi u unutrasSnjost folikularne stanice.
Prijenos se odvija uz pomo¢ sunosaca jodida i natrija koji prenosi jedan jodidni ion i
dva iona natrija kroz bazalnu membranu do unutraSnjosti stanice. Posto je u krvi manja
koncentracija joda nego unutar folikularnih stanica, energija za prenoSenje jodida u
stanicu protiv koncentracijskog gradijenta potjeCe iz natrij-kalij ATPazne crpke uz
pomo¢ koje se natrij izbacuje iz stanice. Tako se postize niZza koncentracija natrija u
stanici koja omogucuje olaksani prijenos natrija i jodida u stanicu. Jodidi se iz
folikularnih stanica preko apikalne membrane prenose u folikul uz pomo¢ ionskog
nosaa koji se zove pendrin. Na apikalnoj membrani je peroksidaza, enzim koji s
vodikovim peroksidom poboljSava oksidaciju jodida. Oksidirani jodid se zatim moze
povezati s tirozinom na tireoglobulinu. Na dodirnom mjestu koloida i apikalne
membrane folikularne stanice dogada se organifikacija tireoglobulina, odnosno vezanje
oksidiranog jodida na tirozinske ostatke na tireoglobulinu. Jodiranje tirozinskih ostataka
je ubrzano posredstvom peroksidaze i traje par sekundi ili minuta. Jodiranjem tirozina
stvaraju se molekule monojodtirozina i dijodtirozina koje se ubrzo pocnu medusobno
vezati. Spajanjem dviju molekula dijodtirozina nastaje molekula Ts, dok spajanjem
molekule monojodtirozina i dijodtirozina nastaje molekula Ts. Sintetizirani hormoni se
pohranjuju u folikulima na tireoglobulinu. Pohranjene zalihe hormona su dovoljne za

normalnu opskrbu tijela hormonima naredna dva do tri mjeseca.
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Hormoni Stitnjace se otpusStaju s molekule tireoglobulina kad se tireotropin
(engl. thyroid stimulating hormone, TSH) veze za specifi¢ne receptore koji se nalaze na
bazalnoj membrani stanice. TSH je hormon iz adenohipofize koji stimulira lucenje
hormona iz Stitnjace. Folikularne stanice unose dijelove koloida u stanicu na podrazaj
TSH-om. Pinocitozni mjehuri¢i se u stanicnoj citoplazmi stapaju s lizosomima.
Djelovanjem enzima proteaza koje su sastavni dio lizosoma, s molekule tireoglobulina
se u citoplazmu oslobadaju T3, T4, monojodtirozin i dijodtirozin. Slobodni hormoni Tz i
T4 prolaze stani¢nu membranu i otpustaju se u kapilare. Monojodtirozin i dijodtirozin se
ne otpuste u krv nego se uz pomo¢ enzima dejodaze s njihovih molekula ukloni jod.
Dejodirani tirozin i uklonjeni jod se mogu ponovno Koristiti u folikularnim stanicama u
ponovnom ciklusu sinteze hormona Stitnjace.

T3 ¢ini otprilike 7%, a T4 93% hormona S§titnjace otpuStenih u krv. Ali je
djelovanje Tz Cetiri puta brze i ja¢e od T4. Uz to, pola molekula T4 se dejodira u krvi te
nastaju novosintetizirane molekule Ts, dakle vise hormona T3z dospije u ciljna tkiva.
Hormoni $titnjace su hidrofobne molekule, pa se u plazmi uglavnom vezu na proteinske
nosace 1 tako se prenose do ciljnih mjesta. Udio slobodnih hormona $titnjace je jako
mali, 0.3% za Tz i 0.03% za T4. Globulin koji veze tiroksin (engl. thyroxin binding
globulin, TBG) je glavni proteinski nosac¢ na kojeg se vezuje vecina hormona §titnjace.
U manjoj mjeri se vezu i na transtiretin (TTR, prealbumin koji vezuje tiroksin) i
albumin. Uc¢inak hormona T4 je sporiji od Tz zato $to se hormoni izrazito polako
otpustaju s nosaca u ciljne stanice. Poluvrijeme zivota u krvi T3 je jedan dan, a Ta
sedam dana. Ulaskom u ciljne stanice, hormoni se vezuju za unutarstani¢ne proteine, T4
jate od Ts. Tako se hormoni spremaju u Zeljenim stanicama i sporo otpusStaju u
narednom razdoblju. U ciljnim stanicama takoder se dogada dejodiranje vecine
molekula T4, tako da se skoro sav T4 pretvara u Ts.

Hormoni Stitnjace stimuliraju transkripciju raznih gena u jezgri skoro svih
stanica u organizmu, a novosintetizirani proteini imaju mnogobrojne utjecaje na
organizam ¢ime se povecava stani¢ni metabolizam u cijelom organizmu. Pretjerano
izlu€ivanje hormona $titnjace moze pojacati bazalni metabolizaa izmedu 60% 1 100%.
Hormoni $titnjace imaju poboljSan utjecaj na metabolizam ugljikohidrata ubrzanjem
apsorpcije glukoze te povecanjem glukoneogeneze i glikolize. Prekomjerno izlu¢ivanje

hormona S§titnjace takoder uzrokuje smanjenu koncentraciju fosfolipida, triglicerida i
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kolesterola u plazmi, ali povecanu koncentraciju slobodnih masnih kiselina. Poti¢u
razvitak mozga u fetalnom periodu i pocetnim godinama zivota te rast djece. Pove¢ana
koncentracija hormona Stitnjace utjeCe na smanjenje tjelesne tezine, ali 1 povecanje
apetita 1 pojatano luCenje probavnih sokova. Hormoni StitnjaCe pojacavaju
prokrvljenost skoro svih tkiva u organizmu, minutni sréani volumen i sréanu
kontraktilnost. Djeluju na zivCani sustav tako S$to prekomjerno lu¢enje hormona
ponekad uzrokuje nervozu i anksioznost, a premalo luc¢enje hormona usporava mentalne
funkcije.

Izlu¢ivanje hormona $titnja¢e kontrolirano je lu¢enjem TSH iz adenohipofize
uz pomo¢ mehanizma povratne sprege. TSH povecava izluéivanje hormona T4 i T3 tako
Sto poboljSava proteolizu tireoglobulina unutar folikularnih stanica, pospjesuje
prenosSenje jodida iz krvi, pojaCava organifikaciju tireoglobulina i povecava broj,
volumen i sekretornu djelatnost folikularnih stanica. Ako je koncentracija T4 i T3
povecana u tjelesnim tekucinama, smanjuje se lucenje TSH iz adenohipofize, ¢ime se
smanjuje i izluéivanje T4 | T3 iz S§titnjace. To je mehanizam kojim je omoguceno
odrzavanje adekvatne koncentracije hormona Stitnjace unutar tjelesnih tekuéina nuzne
za metabolicku aktivnost u organizmu. TSH je pod utjecajem tireoliberina (TRH,
hormon koji oslobada tireotropin) kojeg izluCuje hipotalamus. TRH se prenosi do
hipofize hipotalami¢no-hipofiznim krvnim Zilama. Tamo se veze na membranu
hipofiznih stanica za specijalne TRH hipofizne receptore, §to dovodi do izlu¢ivanja
TSH iz hipofiznih stanica. Ako dode do prekida veze izmedu adenohipofize i

hipotalamusa, izlu¢ivanje TSH Ce se znacajno smanyjiti, ali nece prestati (11).

HIPOTALAMUS
-

Slika 14. Regulacija izlu¢ivanja hormona §titnjace

(preuzeto s https://odaberizdravlje.hr/stitnjaca/)
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1.2.4. Bolesti Stitnjace

Odrzavanje adekvatne koncentracije hormona Stitnjate nuzno je za ispravno
funkcioniranje cijelog tijela. Ako Stitnjaca izlucuje previse ili premalo hormona, do¢i ¢e

do patoloskog stanja, hipertireoze ili hipotireoze.

1.2.4.1. Hipertireoza

Hipertireoza oznaCava povecanje sinteze 1 izlu€ivanja hormona Stitnjace.
Uslijed poveéanog izlu¢ivanja hormona dolazi do patofizioloSkih promjena u raznim
organskim sustavima. Te promjene uzrokuju niz simptoma bolesti: nervozu, palpitacije,
pojacano znojenje, nepodnoSenje topline, dispneju u naporu, osjecaj slabosti, umor,
tople i vlazne dlanove, tremor ruku, tahikardiju, povecan apetit, smanjenje tjelesne
tezine 1 ucestalije stolice.

Gravesova ili Basedowljeva bolest naj¢es¢i je uzrok hipertireoze. U zemljama s
dovoljnim unosom joda prevladava Gravesova bolest. To je autoimuna bolest koju
uzrokuje kombinacija okoliSnih i genetskih ¢imbenika. Glavno obiljezje Gravesove
bolesti je sinteza stimulirajuéih protutijela za TSH receptore (engl. thyroid stimulating
antibodies, TSAt). Antitijela se vezuju na iste receptora na povrsini bazalne membrane
folikularnih stanica kao i TSH te stimuliraju folikularne stanice da dodatno izlucuju
hormone Stitnjace, Sto rezultira hipertireozom.

Hipertireoza se takoder pojavljuje 1 u Hashimotovom tireoiditisu. Inace je
pracen hipotireozom, ali se u pocetku bolesti nekada pojavljuje privremena hipertireoza
koja uglavnom s vremenom prijede u hipotireozu.

Hipertireoza se takoder razvija zbog multinodalne toksi¢ne guse ili toksi¢nog
adenoma. U zemljama s jodnom insuficijencijom 50% slucajeva hipertireoze uzrokuje
jedna od dviju navedenih bolesti. Toksi¢ni adenom je dobrocudni tumor Stitnjace koji
stvara 1 izluCuje prevelike koli¢ine hormona neovisno o lu¢enju TSH. U multinodalnoj
toksicnoj gusi ¢vorovi Stitnjace postanu autonomni 1 izlu€uju hormone Stitnjace bez

obzira na izlu¢ivanje TSH. Obje bolesti uzrokuju hipertirecozu u osoba starije dobi (11).
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Slika 15. Povecanje Stitnjace

(preuzeto s https://biobalans.hr/2020/01/05/upoznajmo-stitnjacu/)

1.2.4.2. Hipotireoza

Hipotireozu obiljezava smanjena sinteza i izlu¢ivanje hormona Stitnjace.
Budu¢i da su patofizioloski procesi u hipertireozi suprotni procesima u hipotireozi,
takoder se 1 simptomi bolesti ve¢inom razlikuju. Najces¢i simptomi hipotireoze su
slabost, usporen govor, promuklost, poremecaj pamcenja, dispneja, suha, hrapava,
hladna i blijeda koza, osjetljivost na hladno¢u, edem lica i periferni edemi, lomljivost
kose, gubitak dlaka, konstipacija i porast tjelesne tezine.

Klini¢ku manifestnu hipotireozu definira poviSena koncentracija TSH 1 sniZena
koncentracija T4 (fT4). Smatra se da je supklini¢ka hipotireoza predstadij manifestne
hipotireoze. To je stanje u kojem je koncentracija TSH povisena, ali koncentracija T4
(fT4) unutar referentnih intervala. Iz supklinicke u manifestnu hipotireozu prijede
izmedu 5% 1 20% slucajeva u jednoj godini.

Ovisno o uzroku, hipotireoza moZe biti primarna, sekundarna i tercijarna.
Primarna hipotirecoza uzrokovana je boles¢u Stitnjace ili poremeéajem funkcije
Stitinjace. Sekundarna je uzrokovana manjkom poticanja zdrave Stitnjace zbog
poremecaja u hipotalamusu ili hipofizi, rijetko se pojavljuje. Tercijarna je posljedica
mutacije gena za receptore za hormone Tz i Ta, izrazito je rijetka (11).

Uzrok hipotireoze moze biti 1 neadekvatan unos joda jer onemogucava sintezu
hormona Tz i T4. U najozbiljnije posljedice neadekvatnog unosa joda ubrajaju se
guSavost 1 razvoj kretenizma kojeg obiljezava mentalna retardacija i zaostatak u

tjelesnom rastu. Pocetkom 20. stoljeca su se u brojnim drzavama poceli provoditi javno-
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zdravstveni projekti jodiranja soli. Do danas su ti projekti uvedeni u vecini drzava. Ti
projekti predstavljaju najsigurniji i najjeftiniji nacin sprjeCavanja razvoja bolesti
uzrokovanih manjkom joda te tjelesnih i1 kognitivnih oste¢enja. U 20. stoljecu su u
ponekim dijelovima Hrvatske predstavljali problem endemski kretenizam i endemska
gusavost. 1953. godine provodenjem zakona o obaveznom jodiranju soli s 10 mg KJ/kg
soli te provodenjem novog zakona 1996. godine o pove¢anom jodiranja soli s 25 mg KJ/

kg soli, u Hrvatskoj je 2003. godine ostvarena jodna suficijencija.

NN 84/1996 (9.10.1996.), Naputak o jodiranju kuhinjske soli

MINISTARSTVO ZDRAVSTVA

Na temelju ¢lanka 50. stavka 1. tocke 6. Zakona o zdravstvenoj ispravnosti i zdravstvenom nadzoru nad
namirnicama i predmetima opce uporabe ("Narodne novine" br. 60/92, 26/93, 29/94 i 55/96) ministar zdravstva

donosi

NAPUTAK
O JODIRAN]JU KUHINJSKE SOLI
Clanak 1.

Ovim Naputkom odreduje se koli¢ina kalijevog jodida u kuhinjskoj soli kao uvjet zdravstvene ispravnosti ove
namirnice.

Clanak 2.

Zdravstveno ispravna je kuhinjska sol koja je jodirana sa 25 mg kalij-jodida (K]J) na jedan kilogram soli ili
odgovaraju¢om koli¢inom natrij-jodida (NaJ) ili natrij-jodata (NaJo3) ili kalij-jodata (KJO3), tako da u jednom
kilogramu (ra¢unajui i prirodni jod) ne sadrzi manje od 20 mg ni vi$e od 30 mg kalij jodida ($to odgovara
koli¢ini od 15-23 mg joda po kilogramu soli).

Clanak 3.
Ovaj Naputak stupa na snagu danom objave u "Narodnim novinama”.

Klasa: 540-01/96-01/0120
Urbroj: 534-02-30-96-001
Zagreb, 2. listopada 1996.

Ministar

prof. dr. sc. Andrija Hebrang, v.r.

Slika 16. Naputak o jodiranju soli iz 1996. Godine
(preuzeto s https://narodne-novine.nn.hr/clanci/sluzbeni/full/1996 10 84 1503.html)

Hashimotov tireoiditis je najucestaliji uzrok hipotireoze u zemljama s
adekvatnim unosom joda. Bolesnici s Hashimotovim tireoiditisom pocetno uglavnom
imaju supklinicku hipotireozu ili su eutireoidni. Autoimuna upala uniStava tkivo
Stitnjace 1 ono postepeno propada te u konacnici fibrozira. To uzrokuje smanjenje ili

potpuni prestanak izlu¢ivanja hormona §titnjace, odnosno razvija se hipotireoza.
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Takoder ucestao uzrok hipotireoze je upotreba radioaktivnog joda za lijeCenje
hipertireoze, tj. Gravesove bolesti. Ubrzo poslije lije¢enja pacijenti razviju supklini¢ku
hipotireozu te se stanje s vremenom pogorSa i prijede u manifestnu hipotireozu.
Pojavljivanje hipotireoze pet godina od zavrSetka lijecenja iznosi izmedu 7% 1 50%, a
dugoro¢no oko 80% pacijenata koji imaju Gravesovu bolest koji su lijeceni
radioaktivnim jodom stekne hipotireozu. Manje ¢esto hipotireoza nastaje kao posljedica
upotrebe radioaktivnog joda za lijeCenje multinodalne toksi¢ne guSe ili toksi¢nog
adenoma. Hipotireozu moze uzrokovati i vanjsko zracenje malignih bolesti vrata ili
kirursko lijecenje Stitnjace. Jo§ jedan uzrok hipotireoze zbog preoptereéenja jodom je
primjena lijekova koji sadrzavaju jod, primjerice amiodaron. Oni trenutno smanjuju
aktivnost S$titnjace i Sintezu hormona Stitnjace. Sli¢no djelovanje ima i litij kojeg se

koristi za lijeCenje ponekih psihijatrijskih bolesti (11).

by ¢

Slika 17. Tlustracija Stitnjace

(preuzeto s https://www.hopeforwomenmag.com/hope-for-women-magazine/2021/7/22)
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1.3. HASHIMOTOV TIREOIDITIS (HT)

Hashimotov tireoiditis (HT) najce$¢a je autoimuna bolest Stitnjace. Ima
znaCajnu genetsku podlogu te je uzorkovana kombinacijom okoliSnih ¢imbenika i
genetske predispozicije. Osnovno obiljezje HT-a je infiltracija limfocita u tkivo Stitnjace
1 unistavanje tkiva, Sto dovede do hipotireoze. Prvi je put opisan kao zasebno patolosko
stanje u proslom stoljecu. 1912. godine japanski kirurg dr. Hakaru Hashimoto opisao je
bolest u Cetiri pacijenta s atrofijom tkiva Stitnjace i s kronicnom limfocitickom upalom

Stitnjace te je nazvao limfomatozna struma (11).

1.3.1. Epidemiologija HT-a

Najcesce od svih autoimunih bolesti povezanih s nekim organom su autoimune
bolesti Stitnjace. Prevalencija autoimunih bolesti Stitnjace u procjeni iznosi izmedu 5% i
10%. Hashimotov tireoiditis uvrStava se u najraSirenije endokrinoloske poremecaje i
naj¢eS¢e autoimune bolesti. Smatra se najveéim uzrokom hipotireoze u zemljama s
adekvatnim unosom joda. Rizi¢ni faktor za razvoj HT-a su godine, iako se moze

pojaviti 1 u djetinjstvu. Bolest se do deset puta rjede razvija u muskaraca nego u zena

(12).

Tablica 2. Procijenjena godi$nja incidencija Hashimotovog tireoiditisa (podatci preuzeti s (12))

Godisnja incidencija HT-a
Zene 350/100 000
Muskarci 80/100 000

Bolesnici s HT-om Cesto imaju i druge autoimune bolesti, ponajvise vitilingo,
reumatoidni artritis 1 kroni¢ni autoimuni gastritis. Nerijetko se razviju i Se€erna bolest
tipa 1, reumatska polimialgija, celijakija, Sjogrenov sindrom, sustavni eritemski lupus,

multipla skleroza i sarkoidoza.

1.3.2. Etiopatogeneza HT-a

Glavno obiljezje HT-a je infiltracija T 1 B limfocita u Stitnjatu. Unato¢
viSebrojnim provedenim istraZzivanjima, konkretan mehanizam autoimunog procesa jos

nije u potpunosti objasnjen. Pretpostavljeni mehanizmi ukljucuju oStec¢enje i smanjenje
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broja regulatornih limfocita T (engl. T regulatory cells, Tregs) i pojacanu aktivnost
folikularnih pomo¢nickih limfocita T (engl. follicular helper T cells, Tths). Time se
omogucuje B limfocitima stvaranje protutijela protiv vlastitih antigena Stitnjace.
Limfociti T sudjeluju u ostvarivanju klinicke slike i razaranjem folikularnih stanica
izravnim citotoksi¢nim djelovanjem. Takoder, limfociti T neizravno utjecu na vitalnost i
funkciju folikularnih stanica proizvodnjom citokina koji promijene integritet te imunu i
metabolicku funkciju folikularnih stanica.

Vazno obiljezje HT-a je prisutnost antitijela protiv glavnih antigena Stitnjace,
Stitne peroksidaze (TPO) i tireoglobulina (Tg). lako su Stitna peroksidaza i tireoglobulin
razli¢iti antigeni, antitijela protiv Stitne peroksidaze (TPOAt) i antitijela protiv
tireoglobulina (TgAt) imaju razna zajedniCkih obiljeZja. TPOAt 1 TgAt ve¢inom su
imunoglobulini G razreda (IgG) visokog afiniteta za vlastite antigene. TgAt se
pronalaze u 80%, a TPOAt u 90% pacijenata s HT-om. Oba antitijela su kljucni klinicki
markeri kod postavljanja dijagnoze HT-a, ali TPOAt smatraju se najboljim prediktorima
autoimunog poremecaja Stitnjace. lako antitijela Stitnjace ukazuju na razaranje tkiva
Stitnjace, TgAt 1 TPOAt ne smatraju se uzro€nim ¢imbenicima bolesti i1 najvjerojatnije
nisu kljuéni u patogenezi HT-a. Medutim, TPOAt fiksiraju komplement i tako
naruSavaju folikularne stanice mehanizmom stani¢ne citotoksi¢nosti ovisne o
antitijelima. Ipak, ukupno oStecenje uzrokovano TPOAt-ima je beznacajno u usporedbi
na cjelokupno oste¢enje uzrokovano limfocitima T lucenjem citokina ili izravnim
citotoksi¢nim djelovanjem (11).

HT je u otprilike 75% slucajeva uvjetovan genetskim, a 25% okoliSnim
¢imbenicima. Otkriveno je mnogo okoliSnih ¢imbenika koji doprinose razvoju HT-a.
Naj¢vrséi dokazi povezanosti s HT-om temelje se na pove¢anom unosu joda preko soli.
Provedeno je nekoliko longitudinalnih i presje¢nih istraZivanja koje pokazuju da je
jodiranje soli znaCajno povecalo ucestalost autoimunosti Stitnjace i HT-a. Trajno ili
prolazno oSteCenje Stitnjace, Sto ukljucuje i HT, moze biti uzrokovano i citokinima,
poput interferona a koji su u sve ¢e$¢oj primjeni u terapiji karcinoma razlic¢itih vrsta.
Neka istrazivanja predlazu da razvoju HT-a pridonosi i neadekvatan unos selena, kao i
manjak vitamina D, ali ove povezanosti nisu do kraja istrazene. Osim toga, razvoju HT-
a doprinose virusne infekcije, poput hepatitis C virusa, humanog herpes virusa 6 (HHV-

6) ili Epstein-Barr virusa te bakterijske infekcije uzrokovane bakterijom Yersinie
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enterocolitice. Medutim, ove povezanosti nisu potpuno potvrdene i potrebno ih je jo$
dodatno istraziti.

lako je otprilike 75% slucajeva uzrokovano genetskim ¢imbenicima i broj
studija koje istrazuju pozadinu ove bolesti su u konstantnom rastu, genetski ¢imbenici
koji utjeu na razvoj HT-a slabo su istrazeni. Nedavno objavljeno istrazivanje tvrdi da
dosad poznati genetski ¢imbenici uvjetuju samo 5.5% predispozicije za razvitak HT-a.
Analiza gena HLA regije bila je u centru istrazivanja brojnih provedenih kandidatnih
istrazivanja povezanosti. HLA regija najbolje je istrazena regija u genomu s brojnim
genima za regulaciju raznih imunoloskih funkcija koji mogu uzrokovati razlicite

autoimune bolesti (11).

1.3.3. Klini¢ka slika HT-a

Pacijenti najceS¢e dolaze lije¢niku zbog tvrdo-elasticne guSe gumene
konzistencije. U Stitnja¢i je Cesto naglaSen i piramidalni rezanj. Povecanje Stitnjace
nerijetko se otkrije na sistematskom pregledu, i ve¢inom je bezbolno, a pacijenti u
nekim slucajevima navode popunjenost zdrijela ili blagi pritisak u vratu. Ponekad
Stitnjaca moze biti 1 bolna. U pocetku pacijenti nekad imaju klinicke znakove
hipotireoze, kod njih je Stitnjaa atrofi¢na, mala i fibrozno promjenjiva. Medutim,
vecina pacijenata u pocetku bolesti ima supklini€¢ku hipotireozu ili je eutireoidna. S
vremenom autoimuna upala uniStava tkivo Stitnjace, Sto moze uzrokovati atrofiju
Stitnjace te dovesti do razvoja hipotireoze. Od pacijenata s HT-om sa supklini¢kom
hipotireozom, godiSnje se u 4% slucajeva razvije manifestna hipotireoza. Suprotno
tome, neki pacijenti u pocetku razviju hipertircozu koju wuzrokuje stvaranje
stimuliraju¢ih antitijela protiv. TSH receptora. Ovo prolazno stanje zove se
hashitoksikoza ili tireotoksikoza i s vremenom se razvije hipotireoza ili uspostavi
uredna funkcija Stitnjace.

Buduéi da veéina pacijenata s HT-om s vremenom zadobije supklini¢ku ili
manifestnu hipotireozu, simptomi HT-a su nalik simptomima hipotireoze. Najces¢i
simptomi HT-a su slabost, porast tjelesne tezine, suha i hrapava koza, a najrjedi
simptom je usporen govor (13). U presje¢nom istrazivanju provedenom na 290
pacijenata s HT-om otkrivena je poveznica TgAt i niza simptoma, oteenosti o¢nih

kapaka, lomljivosti kose, edema lica i promuklosti.
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Tablica 3. Najées¢i simptomi Hashimotovog tireoiditisa (podatci preuzeti s (13))

Najces¢i simptomi Hashimotovog tireoiditisa
slabost
suha i hrapava koza
porast tjelesne tezine
osjetljivost na hladno¢u
lomljivost kose
dispneja
blijeda koza
konstipacija
poremecaj paméenja
oteCenost o¢nih kapaka
promuklost
gubitak dlaka
periferni edemi
edem lica
usporen govor

1.3.4. Dijagnoza HT-a

Postoji sumnja na HT ako se na klinickom pregledu pronade ¢vorasta ili glatka
gusa gumene, Cvrsto-elastiéne konzistencije. Budu¢i da velina pacijenta ima
supklini¢ku hipotireozu, za postaviti dijagnozu treba se odrediti koncentracije TSH 1 T4
(fT4) u serumu. U pocetku razvoja HT-a TSH je uglavnom blago povisen, a fT4 u
referentnim intervalima ili lagano sniZzen. Napretkom bolesti koncentacija TSH se
povisuje, a fT4 snizava, pa je potrebno redovno kontrolirati koncentracije tih hormona i
s obzirom na laboratorijske nalaze prilagoditi terapiju. Za potvrditi dijagnozu potrebno
je odrediti antitijela Stitnjace (TgAt 1 TPOAt). Oni su pozitivni u vecine bolesnika 1
njihova koncentracija je povezana s limfocitnom inflitracijom Stitnjace te se zato koriste
kao kljucni dijagnosticki markeri.

Ultrazvucni pregled Stitnjace takoder je pouzdana neinvazivna metoda dijagnoze
HT-a. Ovisno o napretku bolesti, Stitnjaca moZe biti smanjena, normalne veli¢ine ili
povecana. Tkivo S§titnjaCe moze biti nehomogeno i nerijetko hipoehogeno zbog
limfociticke infiltracije, mogu se pojaviti hiperehogeni tracci zbog fibroze. U pocetnoj
fazi bolesti moguce je da antitijela Stitnjace (TgAt 1 TPOALt) budu negativna, tada je

karakteristi¢na ultrazvucna slika §titnja¢e dokaz bolesti.

27



1.3.5. Lijefenje HT-a

Odredeni dio pacijenata bez obzira na prisutnu upalu Stitnjate imaju normalnu
funkciju zlijezde 1 malu gusu, bez simptoma bolesti. To eutireodino stanje ponekad traje
godinama 1 nije ga potrebno lijeciti, samo je potrebna redovna kontrola koncentracija
TSH i fT4 u serumu. Ako dode do hipotireoze, potrebno je zapoceti lijeenje
zamjenskom hormonskom terapijom. Postoje brojni pripravci hormona Stitnjace, danas
se u lijeCenju upotrebljava levotiroksin (LT4), sintetska inacica hormona Ta4. Terapijska
se doza individualno prilagodava ovisno o klini¢koj slici pacijenta i koncentracijama
TSH i fT4 u serumu. Cilj zamjenske terapije je ostvarivanje eutireoidnog stanja i
kompletne klinicke remisije. Kod supklinicke hipotireoze odluka o terapiji 1 lijecenju
odreduje prema klini¢koj slici i dobi pacijenta te koncentracijama TSH i TPOAL.
Pacijenti s tireotoksikozom ne lijeCe se jer je hipertircoza prolazno stanje i funkcija
Stitnjace samostalno se normalizira, ili prijede u hipotireozu koju se lijec¢i na prethodno

opisan naéin (11).
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1.4. PSORIJAZA

Psorijaza (lat. psoriasis vulgaris) najéeséi je oblik psorijaze. To je kroni¢na,
nezarazna, imunoloSki posredovana upalna bolest koze koja se manifestira kao
uzdignuce ili plakovi koze koji ne sadrze gnoj. Plakovi mogu biti crvene ili ruzicaste
boje, prekriveni bijelim ili srebrenastim ljuskama razli¢ite veli¢ine i debljine. Najéesce
pojavljuju se na laktovima, koljenima i tjemenu. Rijetko je opasno po zivot, ali
pacijentima uzrokuje znatan psiholoski stres. Pojavljuje se neovisno o Zivotnoj dobi, ali
najéeScée se javlja prije 25. godine Zivota. Mogu je uzrokovati infekcije, stres i lijekovi,
ali veliku ulogu ima i genetika. Kada oba roditelja imaju psorijazu $anse da je dobiju
djeca su 50%. Psorijaza se javlja s upalnim infiltratom leukocita pretezno u dermis i
ukljucuje stanicni imunoloSki odgovor. Imunoloski ¢imbenici poticu keratinocite na
brze dijeljenje Sto dovodi do poremecenog sazrijevanja keratinocita. Jo§ nije
identificiran auto-antigen na koji je usmjeren imunoloski odgovor. Nasljedivanje
psorijaze je poligensko, a HLA sustav nedvojbeno je jedan od vaznijih, ako ne i
najvazniji genetski ¢imbenik u razvoju psorijaze. Studije poveznosti su utvrdile da je
najuze povezan s psorijazom gen HLA-Cw6 i vjerojatno ¢ini 35-50% nasljednog rizika.
Otprilike 87% bolesnika sa psorijazom nosi ovaj gen. Brojnim istrazivanjima dokazana
je najveca povezanost ove bolesti s HLA antigenima HLA-B*13, HLA-B*17, HLA-
C*06:02 i HLA-DRB1*07. Osim HLA gena, non-HLA geni koji su pokazali povezanost
sa psorijazom su funkcionalni polimorfizmi u genima za ¢imbenike koji kontroliraju
upalu kao $to je TNFa (engl. Tumor Necrosis Factor Alpha). Vecina dijagnoza
postavlja se na temelju prezentacije koze, ali genetska istrazivanja korisna su pomo¢ u

dijagnozi, posebice za HLA-C*06:02 (14).

Slika 18. Psorijaza (preuzeto s https://lupilu.hr/psorijaza-kod-djece)
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1.5. OBITELJSKE STUDIJE

Genetske studije izvode se na skupini povezanih pojedinaca, to jest obitelji.
Mendelove rane studije na grasku o obrascima nasljedivanja svojstava s roditelja na
potomstvo ukazale su na osnovne mehanizme nasljedivanja, ukljucujuéi temeljne
zakone segregacije gena s roditelja na potomstvo i neravnotezu udruzivanja gena koji su
usko smjesteni na kromosomu. Raspodjela osobina unutar obitelji pokazala je
matematiCke omjere segregacije kod potomaka poznatih tipova razmozavanja. Ovi
ocekivani omjeri segregacije koristeni su kao vazan alat u proucavanju i1 otkrivanju
ljudskih bolesti, pruzajué¢i dokaze za mnostvo poremecaja jednog gena. Genetske studije
uspjesno su koriStene za identifikaciju gena koji utjecu na Sirok raspon svojstava od
biomedicinske vaznosti, uklju€uju¢i niz urodenih greSaka metabolizma i1 drugih
genetskih bolesti (npr. cisti¢na fibroza, Duchenneova misi¢na distrofija, Huntingtonova
bolest) (15).

Obiteljske studije imaju nekoliko povoljnih karakteristika za otkrivanje gena.
Ovakve studije predstavljaju homogeniji 1 ograniceniji skup uzro¢nih gena i1 putova, za
razliku od studija nesrodnih pojedinaca, Sto povecava statisticku snagu za otkrivanje
gena. Ovaj je pristup omogucio otkri¢e novih lokusa i putova. U nedavnom primjeru,
utvrdivanje obitelji s ranom boleS¢u koronarnih arterija 1 ofitom mendelskom
segregacijom dovelo je do identifikacije nove povezane mutacije u LRP6 (protein 6
povezan s receptorom lipoproteina niske gustoce) (16). Jo§ jedna povoljna znacajka
obiteljskih studija je moguénost kontrole. Analiza fenotipova medu ¢lanovima obitelji
donekle je kontrolirana i zbog genetske pozadine 1 izloZenosti okoliSu. Budu¢i da
¢lanovi obitelji dijele predvidljivi udio svojih gena koji su identi¢ni po podrijetlu,
pozadinska genetska varijacija se do neke mjere moze kontrolirati. U ekstremnom
slu¢aju, monozigotni blizanci imaju jaku kontrolu genotipa, prepustaju¢i varijacije
osobina epigenetskim fenomenima, interakcijama ili modifikatorima okoline. Sli¢no
tome, uzi ¢lanovi obitelji takoder imaju tendenciju homogenije izloZenosti okolisu, zive
na sli¢nim geografskim lokacijama sa slicnim socioekonomskim statusom, a mozda ¢ak
1 slicnim zdravstvenim navikama kao §to su prehrana, pusenje, konzumacija alkohola i
tjelesna aktivnost. S tehnicke strane, obiteljski podaci omogucuju dublju razinu kontrole

kvalitete genotipizacije nego $to je to moguce u studijama nesrodnih pojedinaca (15).
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S druge strane, obiteljske studije imaju i nedostatke. Teze je i stoga skuplje
identificirati, regrutirati i upisati cijele obitelji nego proucavati pojedince koji nisu u
srodstvu. Ako netko Zeli proucavati ekstreme distribucije, kao §to je hipertenzija
naspram hipotenzije, studija sluc¢aja definitivno ¢e biti jednostavnija 1 jeftinija te moze
biti ucinkovitija, pri ¢emu su svi ostali ¢imbenici jednaki (npr. dobro podudaranje,

homogenost izloZenosti okolisa i kontrola pozadinske genetske varijacije) (15).

Slika 19. Prikaz nasljedivanja bolesti (preuzeto s

https://www.iianthropology.org/psychology genetic test.html)
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2. CILJ RADA

Cilj rada je ukazati na vaznost odredivanja antigena i gena HLA sustava.
Odredivanje se provodi kod transplantacije krvotvornih mati¢nih stanica i solidnih
organa te kod dijagnostike autoimunih bolesti. U ovom radu nastoji se ukazati na
osobitosti sustava HLA vezane uz bolesti.

U ovom radu je prikazana ucestalost alela sustava HLA i haplotipskih veza kod
pacijenata s pozitivnom i negativnom obiteljskom anamnezom Hashimotovog
tireoiditisa kao i psorijaze.

Takoder je cilj rada ukazati na vaznost razliitosti te prednosti i nedostatke

seroloske naspram molekularne metode na primjeru autoimunih bolesti.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. ISPITANICI

Ovaj rad predstavlja obiteljsku studiju u kojoj su promatrane tri generacije
obitelji sa sumnjom na Hashimotov tireoiditis i Psoriasis vulgaris. Svim ispitanicima je
napravljena HLA tipizacija kako bi se utvrdila genetska predispozicija za navedene
bolesti.

3.2. METODE

Svim ispitanicima su odredeni aleli razreda | i razreda Il sustava HLA. KoriStene
su seroloska i molekularna metoda. Seroloska metoda (test mikrolimfocitotoksi¢nosti)
koristila se kod odredivanja antigena lokusa HLA-B. Alele lokusa HLA-DRB1* svim
¢lanovima obitelji odredeni su molekularnom metodom PCR —SSO (Luminex metoda).
Da bi se potvrdili rezultati dobiveni seroloSkom metodom odredujuéi antigene lokusa
HLA-B takoder su svim ¢lanovima obitelji aleli lokusa HLA-B potvrdeni PCR-SSO

metodom (Luminex metoda).

3.2.1. Test mikrolimfocitotoksié¢nosti

Za 1izvodenje testa potreban je wuzorak periferne krvi u epruveti s
antikoagulansom heparinom. Test zapoc¢inje separacijom limfocita na gradijentu gustoce
1 odredivanjem koncentracije limfocita. Koncentracija limfocita odreduje se pomocu
Burk-Turkove komorice na koju se dodaje 5uL tripanskog modrila i 5uL suspenzije
limfocita. Mikroskopski se broje stanice u svakom kvadrati¢u, za tipizaciju antigena
HLA sustava potrebno je u kvadrati¢u uociti 5 do 6 obojanih ili 10 do 12 neobojanih
stanica. Nakon podesavanje gustoce, uzorak se nanosi na Terasakijeve plo¢ice pomocu
Hamilton mikrolitarske Sprice u kojima se nalaze serumi poznate specifi¢nosti. Nakon
trideset minuta inkubacije u jazice se dodaje kuniéji komplement i ponovno inkubira jo$
sat vremena. Kuni¢ji komplement se veze na protutijela kompleksa (serum poznate
specifi¢nosti i limfociti ispitanika) i oSte¢uje membranu stanice. Na kraju se uklanja

viSak kuni¢jeg komplementa protresanjem i stanice se bojaju tripanskim modrilom.
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Tripansko modrilo prodire u mrtve stanice §to oznacava pozitivnu reakciju te se rezultati

dobiveni mikroskopiranjem upisuju u tipizacijski listi¢.

HLA razred | HLA razred Il
O ®
l Antitijela na l
antigene HLA
@ [ 14

Komplement l

Stanica nije

Membrana stanice \‘ ‘
l Boja l lizirana

je oStecena

Stanica je lizrana

Mrtva stanica je Ziva stanica nije
obojana obojana

Slika 20. Princip testa mikrolimfocitotoksiénosti (preuzeto iz Crni¢-Martinovi¢ M, skripta

Osnove glavnog sustava tkivne snosljivosti u ¢ovjeka)

Slika 21. Rezultat seroloske tipizacije prikazan pod svjetlosnim mikroskopom (test

mikrolimfocitotoksi¢nosti): A. negativna reakcija, B. pozitivna reakcija (snimljeno u Laboratoriju za
tipizaciju tkiva, KBC Split)
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Slika 22. Analiza testa mikrolomfocitotoksi¢nosti (seroloska metoda) (snimljeno u laboratoriju

za tipizaciju tkiva, KBC Split)

3.2.2. 1zolacija DNA

Iz uzorka pune krvi u epruvetu s antikoagulansom EDTA izolira se DNA. Za
izolaciju DNA koristi se komercijalni kit tvrtke Roche Diagnostics (High Pure PCR
Template Preparation Kit). Prvo se u tubicu dodaje 200ul uzorka pune krvi, 200pl
Binding Buffera za lizu stanica i 40ul proteinaze K za razgradnju proteinskih molekula
¢ime se DNA molekula oslobada iz stani¢ne jezgre. Nakon inkubacije u uzorak se
dodaje 100ul izopropanola te se vorteksira. Zatim se uzorak premjesta u filter tubu s
tubom za sakupljanje gdje se centrifugiranjem DNA s necistoama veze za silikatnu
membranu. Nakon niza dodavanja 500ul Inhibitor Removal Buffera i 500ul Wash
Buffera s centrifugiranjem DNA se procisti od necisto¢a. Izolirana DNA se eluira
dodavanjem 200ul zagrijanog Elution Buffera i centifuguranjem te se pohranjuje u

sterilnoj tubici volumena 1.5 mL na temperaturi od +4°C ili -20°C.
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= Dodavanje

etanola
g S &S §
Vezanje DNA s Odvajanje
Liza stanica puferom za silikatnu P‘ .O'Stl!lko EGASSARG
i proteinazom K membranu ispiranje DNA

Slika 23. Izolacija DNA iz uzorka pune krvi (preuzeto i prilagodeno iz

https://onelab.andrewalliance.com/library/nucleospin-blood-protocol-r9M3gnzJ)

3.23. PCR-SSO (engl. Polymerase chain reaction-Sequence Specific

Oligonucleotide)

Uzorak za PCR-SSO je prethodno izolirana DNA. Izolirana DNA je umnozena
PCR metodom (engl. Polymerase chain reaction). Napravljena je reakcijska smjesa od
0,6pl Master MIX-a odnosno reakcijskog pufera koji sadrzi oligonukleotidne pocetnice,
0,2ul Taqg polimeraze i 8,8ul destilirane vode. Pripremljenoj reakcijskoj smjesi se
dodaje 5ul izolirane DNA i stavlja u Thermocycler gdje se DNA amplificira. Taq
polimeraza u procesu amplifikacije prepoznaje komplementarne dijelove DNA na koje
se vezu oligonukleotidne pocetnice. Proces se ponavlja 30 puta ¢ime se dobiva velika
brojka kopija DNA. Nakon amplifikacije DNA slijedi proces hibridizacije. Za
hibridizaciju je napravljena smjesa s 5ul PCR produkta i 15ul suspenzije mikrosfera. U
hibridizaciji dolazi do vezanja PCR produkta sa specifiénim oligonukleotidnim probama
na mikrosferama. Za vizualizaciju nastalog kompleksa dodaje se 170ul fluorescentne
boje za obiljezavanje koja je pripremljena mijeSanjem 170ul dilucijske otopine 1 0.75ul
streptavidina. Fluorescentna boja dijelom se veze na biotin na pocetnicama, a dijelom na
nastali kompleks ako je doSlo do njegovog stvaranja. Nakon hibridizacije Closter

ploc€ica na kojoj se test izvodio stavlja se u Luminex aparat i o¢itava rezultat.
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Slika 24. Uredaj Luminex

(fotografija snimljena u Laboratoriju za tipizaciju tkiva, KBC Split)
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Slika 25. Analiza rezultata Luminex metodom (snimljeno u Laboratoriju za tipizaciju tkiva, KBC Split)




4. REZULTATI

Autoimune bolesti Stitnjace Ceste su bolesti koje nastaju kao posljedica ucinka
brojnih gena i faktora okoliSa. Populacijska istrazivanja kao i obiteljske studije su
pokazala da glavni sustav tkivne podudarnosti (HLA sustav) ima vaznu ulogu u
etiopatogenezi ove bolesti.

Ispitanici u ovom radu bili su ¢lanovi obitelji Vidak i obitelji Gudelj. Buduéi da
je jednom c¢lanu obitelji dokazan Hashimotov tireoiditis, s obzirom na jednu od
osobitosti i slozenosti HLA sustava te poznatu povezanost HLA sustava i bolesti, Zelja
je bila kod ispitanice utvrditi od koga je naslijedila alele vezane uz ovu bolest (s oceve
ili majcine strane).

Clanove obitelji ¢inili su roditelji ispitanice, dvojica brace i sestra kao i sestre s
majc¢ine strane. Svim ispitanicima su odredeni aleli razreda I 1 razreda II HLA sustava
seroloSkom 1 molekularnom metodom.

Nakon analize ¢lanova obitelji Vidak i Gudelj seroloSkom metodom i Luminex

metodom dobiveni su sljedeci rezultati HLA tipizacije.

Tablica 4. Prikaz rezultata dobivenih seroloSkom i molekularnom metodom

IME ISPITANIKA LOKUS B* LOKUS DRB1*
V.V. (otac) *18. *35 *11.*13
V.V. (maika) *13. *17 *07. *16
A.G-S. *13. *17 *07. *16
M.Z. *07. *17 *13. *16
P.G. *07. *17 *13. *16
F.V. *13.*35 *07. *13
A-L.V. *13.*35 *07.*13
V.V. (brat) *13. *18 *07. *11
L.V. *13.*35 *07. *13

Zahvaljujuéi tipizacijama roditelja bilo je moguce pratiti nasljedivanje dviju
generacija, tocno odrediti haplotipove u obitelji, a dedukcijom su odredeni i aleli HLA-

B* i DRB1* kod baka i djedova (pravilna segregacija).
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Slika 26. Obiteljsko stablo Vidak-Gudelj
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B*18 B B*35
DRB1*11 [ DRB1*13
¥V B*18 B*35
DRB1*11 *
i DRB1*13
LV. A-LV. V.V. FV.
2000. 1996. 2008. 1994.
B*13 B*35 B*13 B*35 B*13 B*18 B*13 B*35
DRB1*07 DRB1*13 DRB1*07 DRB1*13 DRB1*07 DRB1*11 DRB1*07 DRB1#13
Slika 27. Obiteljsko stablo Vidak
B*13 B*07

DRB1*07 || DRB1*13

O

AN. V.V. MAR. PAUL.
1968.
B*13 B*13 B*07 B*07
DRB1*07 DRB1*07 DRB1*13 DRB1*13
LV. A-LV. V.V. FV.
2000. 1996. 2008. 1994.
B*13 B*35 B*13 B*35 B*13 B*18 B*13 B*35
DRB1*07 || DRB1*13 DRB1*07 || DRB1*13 DRB1*07 || DRB1*11 DRB1*07 || DRB1*13

Slika 28. Obiteljsko stablo Gudelj
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Iz prikazanih slika na temelju dobivenih rezultata koji su odredeni seroloSkom i
molekularnom metodom, kod obitelji Vidak i Gudelj se vidi da se alel HLA-B*35
prenosi s o¢eve strane, odnosno odreden je kod ispitanika obitelji Vidak. Alele HLA —

B*35 imalo je troje od Cetvero djece.

Iz shematskog prikaza obitelji Gudelj uoceni su aleli HLA-B*13, -B*17, -
DRB1*07 koji su u uskoj korelaciji sa psorijazom. HLA tipizacija i ¢lanova obitelji s
majCine strane otvara novu pri¢u, odnosno ukazuje na moguc¢nost od oboljenje
psorijazom.

U kontaktu s ¢lanovima obitelji, utvrdeno je da jedna od majc¢inih sestara ima i
klini¢ku sliku psorijaze. Gore dobiveni nalazi potvrduju jednu od glavnih osobitosti

HLA sustava, a to je povezanost HLA sustava i bolesti.
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5. RASPRAVA

Populacijska 1 obiteljska istrazivanja pokazala su da glavni sustav tkivne
podudarnosti (sustav HLA) ima vaznu ulogu u etiopatogenezi bolesti. U ovom radu
prikazana je povezanost dosadas$njih spoznaja o asocijaciji gena HLA sustava i
odredenih bolesti.

Ideja i cilj ovog rada bio je otkriti od koga potjeCe genetska predispozicija alela
sustava HLA za bolest Hashimotov tireoiditis od kojeg je ispitanica bolovala. Stoga su u
radu tipizirani svi ¢lanovi uze obitelji, koje su ¢inili roditelji 1 njihova djeca (ispitanica,
bracéa i sestra).

Nakon tipizacije ¢lanova obitelji seroloskom metodom (test
mikrolimfocitotoksi¢nosti), a potom i molekularnom metodom PCR-SSO (engl.
Polymerase Chain Reaction-Sequence Specific Oligonucleotide) utvrdeno je da je
ispitanica alel HLA-B*35, koji se povezuje s Hashimotovim tireoiditisom, naslijedila s
oceve strane.

U nekim od studija povezanosti sustava HLA i HT-a otkrivena je jaka
povezanost izmedu HT-a i DR4 (DRB1*04, -DQB1*03, -DQA1*03). Zastitni ucinci
takoder su otkriveni za DR13 (DRB1*13, -DQB1*06, -DQA1*01) (17).

Vrlo znacajan rezultat u ovom radu, zahvaljujuéi tipizaciji alela HLA majke bio je
otkrivanje alela HLA-B*13, -B*17 i -DRB1*07 koji se povezuju s genetskom
predispozicijom za Psoriasis vulgaris (PV). U kontaktu i razgovoru s majkom potvrdena
je klinicka slika PV-a u obitelji §to je potaknulo ideju o prosirenju obitelji, tj. tipizaciji
¢lanova obitelji maj¢ine strane, gdje su se nakon HLA tipizacije sestara s maj¢ine strane
takoder otkrili aleli vezani za PV. Samim tim je potvrdena vrlo vaznu osobitost sustava
HLA, a to je njegova povezanost s bolestima.

Dedukcijom, zahvaljuju¢i genotipizaciji uze obitelji, bilo je moguce odreditii

haplotipove djedova i baka te na taj nacin pratiti pravilnu segregaciju.
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. ZAKLJUCAK

Odredivanje antigena i alela sustava HLA izvodi se seroloskim metodama (test
mikrolimfocitotoksi¢nosti) i molekularnim metodama (PCR-SSP, PCR-SSO).

Kod autoimunih bolesti terapija se odreduje ovisno 0 tome je li bolest genetski
uvjetovana. Za potvrdu klinicke slike bolesti pomaze HLA tipizacija kod pacijenata
koji boluju od endokrinoloskih bolesti (Hashimotov tireoiditis) i prisutnost alela
HLA-B*35. Kod pacijenata kojima je dokazana klinicka slika psorijaze, podloga
bolesti se pronalazi u genetskoj predispoziciji u sluc¢aju prisutnosti alela HLA-B13, -
B37, - B57(17), -Cw6.

Obiteljske studije imaju nekoliko povoljnih karakteristika za otkrivanje gena.
Raspodjela osobina unutar obitelji pokazala je matematicke omjere segregacije kod
potomaka poznatih tipova razmoZavanja. Ovi o€ekivani omjeri segregacije koriSteni
su kao vazan alat u proucavanju i otkrivanju ljudskih bolesti, pruzajuéi dokaze za
mnostvo poremecaja jednog gena.

Buduéi da c¢lanovi obitelji dijele predvidljivi udio svojih gena koji su identi¢ni po

podrijetlu, pozadinska genetska varijacija se do neke mjere moze kontrolirati.
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