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Sazetak

Istrazivana je raznovrsnost Cetiri mikrosatelita
HLA (D6S248, D6S2674, D6S2811 i D6S273) u sku-
pini bolesnika s psorijati¢nim artritisom (PsA) (N=22) i
zdravim osobama (K; N=94) pozitivnima za gen HLA-
B*27, te povezanost haplotipskih veza gena HLA-B*27
s PsA. Svi ispitanici bili su prethodno tipizirani za gene
HLA-A1-B metodom PCR-SSPi bili su HLA-B*27 poz-
itivni. Mikrosateliti HLA su analizirani metodom PCR-
STR i elektroforezom u ALFexpress sekvenceru. Analiza
raspodjele alela mikrosatelita HLA pokazala je statistic-

Kljuéne rijeci

ki znacajne razlike za alele D6S273-3 (PsA-21,1 % na-
spram K-4,9 %; P=0,0013) i D6S273-4 (PsA-15,8 % na-
spram K-32,1 %; P=0,0180), dok je analiza haplotipskih
veza pokazala da je kombinacija HLA-B*27/D6S273-4
bila statisticki znac¢ajno smanjena u skupini bolesnika
s PsA u odnosu na kontrolnu skupinu (10,5 % i 40,2 %;
P=0,0164). Dobiveni rezultati navode na pretpostavku
da je u blizini mikrosatelita D6S273 smjeSten gen koji
igra ulogu u etiopatogenezi PsA, no za konacnu potvr-
du nuzno je povecati skupinu bolesnika.

gen HLA-B*27, psorijati¢ni artritis, mikrosateliti HLA, haplotipske veze

Summary

The polymorphism at HLA microsatellites
(D6S248, D6S2674, D6S2811 and D6S273) among pa-
tients with psoriatic arthritis (PsA) (N=22) and healthy
control subjects (K; N=94), as well as haplotypic asso-
ciations between tested loci were analysed in this study.
All subjects were previously typed for HLA-A and -B by
PCR-SSP method and were HLA-B*27 positive. HLA
microsatellites were analysed using PCR-STR method
and electrophoresis in an ALFexpress sequencer. The
results demonstrated statistically significant P value for

Keywords

following alleles: D6S273-3 (PsA-21.1% vs. K-4.9%;
P=0.0013) and D6S273-4 (PsA-15.8% vs. K-32.1%;
P=0.0180). Analysis of haplotypic associations showed
the only statistically significant difference for combina-
tion HLA-B*27/D6S273-4 (PsA-10.5% vs. K-40.2 %;
P=0.0164). The results presented in this study lead to the
assumption that some other gene/s involved in ethiol-
ogy of PsA are located in the proximity of D6S273 mi-
crosatellite, but in order to reach a final conclusion, an
increase in the number of patients is necessary.
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Uvod

Spondiloartropatije su skupina bolesti koje imaju
slicnu genetsku podlogu, dijele zajednicka klinicka obi-
ljezja, patogene mehanizme, a povezani su i s prisutnoséu
gena HLA-B*27. Uzajamno djelovanje genetskih faktora,
faktora okolisa kao 1 faktora imunoloskog prepoznavanja
odgovorno je za pojavu raznih klini¢kih oblika spondilo-
artropatija (SpA) u koje ubrajamo: ankilozantni spondili-
tis (AS), Reiterov sindrom (RS), reaktivni artritis (ReA),
artritis povezan s upalnim crijevnim bolestima (IBD),
psorijati¢ni artritis (PsA), juvenilne spondiloartropatije
(jSpA) i nediferencirane spondiloartropatije.

Psorijati¢ni artritis je upalni artritis povezan s pso-
rijazom, a pripada skupini seronegativnih spondiloartro-
patija. Neka od obiljezja bolesti su: degenerativne promje-
ne na zglobovima koje ponekad ukljucuju i kraljeznicu,
odsutstvo reumatoidnog faktora (RF), povezanost s geni-
ma HLA, kao i kozne lezije psorijaze. Istrazivanja su po-
kazala da priblizno 2 % osoba u Europi i Sjevernoj Ame-
rici boluje od psorijaze, a unutar te populacije 5 do 10%
osoba ima i upalni oblik artritisa (1). Bolest se u najjacem
obliku javlja tijekom Cetvrtog do Sestog desetljeca zivota s
jednakom ucestalos¢u medu muskarcima i Zenama. Dosa-
dasnja istrazivanja pokazala su da postoji jaka veza izme-
du antigena HLA razreda I i PsA. Ponajprije je rijec o anti-
genima lokusa HLA-Bito: HLA-B13, -B17,-B27, -B37,
-B57 (2), no takoder je uoCena i povezanost s antigenima
HLA-Cw6 i -DR7 (3,4). Rezultati istrazivanja provede-
nih serolo§kim metodama potvrdeni su i na molekularnoj
razini kada je utvrdena znacajna povezanost specifi¢nosti
HLA-C*06 i -DRB1*07 s razvojem PsA. Autori istrazi-
vanja provedenog u Velikoj Britaniji predlozili su teoriju
prema kojoj bolesnici pozitivni za obje specifi¢nosti (HLA-
C*06 1 -DRB1*07) imaju puno manje izrazene promjene
na zglobovima, odnosno imaju blagi oblik PsA (5,6), za
razliku od bolesnika koji imaju samo jednu od navedenih
specifi¢nosti, a pokazuju puno tezi oblik bolesti.

Povezanost spondiloartropatija s molekulom HLA-
B27 je dobro istrazena i ve¢ dugi niz godina poznata, a
razlikuje se ovisno o tipu bolesti. Seroloski dobro defini-
ran antigen HLA-B27 tvori skupinu od, do danas otkrive-
nih, 58 blisko vezanih alela (B*27:01-B*27:59, s izuzet-
kom alela B*27:22). Medu alelima koji su pokazali po-
vezanost sa spondiloartropatijama prvenstveno se istie
alel B¥27:05 za koji je uo¢ena podloznost za razvoj SpA,
te B*27:02. Medutim, treba naglasiti da se ovi aleli gena
HLA-B*27 javljaju i medu zdravim osobama u podjed-
nakom omjeru, tj. da je medu zdravim osobama u bijeloj
rasi pozitivnim za gen HLA-B*27 najc¢es¢i alel B*27:05,
a slijedi ga alel B*27:02 (7-9). S druge strane, za podtip
B*27:06 utvrdeno je da nije povezan sa spondiloartropati-
jama. Stoga istrazivaci diljem svijeta pokuSavaju utvrditi
razliku izmedu alela B*27:05 kao i svih ostalih alela ge-
na HLA-B*27 uocenih kod bolesnika u odnosu na zdravu

populaciju. Jedan od smjerova tih istrazivanja je analiza
haplotipova, odnosno haplotipskih veza gena HLA-B*27.
Na taj se nac¢in moze pokusati odgovoriti, a time i razu-
mjeti selekciju antigenskih peptida i degeneraciju tijekom
T-stani¢nog odgovora molekula HLA-B27 (10).

Osim s genima HLA uocena je i povezanost PsA
s regijom HLA razreda I u kojoj su smjesteni geni MIC,
odnosno s genom MICA (engl. MHC class I chain-re-
lated gene A). Unutar tog gena smjesten je mikrosatelit
STR_MICA ¢iji je alel MICA-A4 prisutan sa znacajno
vecom ucestalos¢u medu bolesnicima s PsA (2). Treba
re¢i da se geni MIC nalaze unutar regije HLA razreda I.
Rezultati istrazivanja provedenih medu pripadnicima ka-
nadske populacije ukazali su na postojanje povezanosti
alela mikrosatelita unutar skupine gena za nekrozu tumo-
ra (engl. Tumor Necrosis Factor - TNF) i PsA. Naime,
autori su otkrili da polimorfizam gena TNFa (smjesten
250 kb centromerno od gena HLA-B) utjeCe na razvoj
bolesti, to¢nije da je prisutnost adenina na poziciji -238
ovog gena puno ucestalija u bolesnika s PsA (P=0,01) te
stoga 0 ovom polimorfizmu moZemo govoriti kao o rizic-
nom faktoru za razvoj bolesti (11). IstraZivanje provedeno
medu bolesnicima sa SpA u juznoj Indiji temeljilo se na
proucavanju produzenih haplotipova alela HLA razreda
I, podtipova HLA-B27 i mikrosatelita u bolesnika. Rezul-
tati istrazivanja pokazali su da postoji znacajna poveza-
nost haplotipa HLA-B*27:05-Cw*02-STR_MICA(A4)-
C1_4 1(213pb)-C1_2 5(178pb)-MIB(340pb) s razvo-
jem bolesti u populaciji Indijaca (12).

Upravo je pomocu polimorfnih genetskih biljega,
mikrosatelita, omoguéeno bolje razumijevanje genetske
podloge za bolest. Mikrosateliti sadrze jedinice DNA ko-
je se ponavljaju, duzine 2-6 parova baza, a smjesteni su u
izvangenskim i genskim regijama. U humanom genomu
javljaju se u prosjeku svakih 6kb (13), a medusobno se ra-
zlikuju u duzini ponavljanog slijeda, broju ponavljanja te
slozenosti uzorka koji se ponavlja. Visok stupanj mutacija
(107 do 10”° mutacija po mikrosatelitskom lokusu, po ge-
neraciji), visoka raznovrsnost, kodominantnost te jedno-
stavan mendelski nacin nasljedivanja, ¢ine mikrosatelite
vrlo popularnim i vrlo ¢esto primjenjivanim genetskim bi-
ljezima. Zbog navedenih osobina i relativno jednostavnog
odredivanja alela mikrosatelita, danas se koriste u raznim
znanstvenim podrucjima kao Sto su: evolucijska i popu-
lacijska genetika, sudska medicina, povezanost s raznim
bolestima (hemokromatoza, reumatoidni artritis, Secerna
bolest tip 1, itd). Unutar regije HLA do danas je otkrive-
no priblizno 350 mikrosatelita, od kojih se najve¢im di-
jelom radi o dinukleotidnim ponavljanjima i to u vise od
60 % slucajeva ponavljanjima slijeda CA. Prosje¢na uda-
ljenost izmedu dva mikrosatelita unutar regije HL A iznosi
10kb (14). Upravo analizom mikrosatelita HLA pokusava
se utvrditi postoje li jos neki dijelovi regije HLA, osim sa-
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mih gena lokusa HLA-B, odnosno gena HLA-B*27 koji
igraju ulogu u etiopatogenezi spondiloartropatija.
Glavni cilj ovog rada bio je istraziti raznovr-
snost Cetiriju mikrosatelita unutar regije HLA (D6S248,
D6S2674, D6S2811 i D6S273) medu HLA-B27 pozi-

Materijal i metoda rada

tivnim zdravim nesrodnim osobama i bolesnicima s PsA
unutar hrvatske populacije, te odrediti pojedina¢ne haplo-
tipove, odnosno haplotipske veze, u obje istrazivane sku-
pine kako bi se pokusao naé¢i odgovor koje su halotipske
veze gena HLA-B*27 podlozne za razvoj PsA.

Ispitanici

1z skupine od 58 bolesnika (28 muskaraca i 30
zena) kojima je dijagnosticiran psorijati¢ni artritis na
Klinici za reumatske bolesti i rehabilitaciju Klini¢kog
bolni¢kog centra Zagreb (KBC-Zagreb), izdvojen je
uzorak od 22 bolesnika (10 muskaraca i 12 Zena) koji
su bili pozitivni za gen HLA-B*27. Svi oboljeli imali
su upalni artritis povezan s psorijazom i nisu pokaziva-

li druge reumatske poremecaje (tablica 1). Dijagnoza
bolesti temeljila se na kriterijima Europske spondilo-
artropatijske studijske gupe (engl. European Spondylo-
arthropathy Study Group - ESSG). Kontrolna skupina
sastojala se od 94 zdrave, nesrodne osobe pozitivne za
gen HLA-B*27. Svi postupci su bili u skladu s etickim
nacelima KBC-a Zagreb. Svim ispitanicima uzeto je
Sml periferne krvi s EDTA.
Metode

Tablica 1. Osobine bolesnika s psorijatiénim artritisom (PsA)
Table 1. The characteristics of the patients with psoriatic arthritis (PsA)

Bolesnici s PsA, HLA-B27 pozitivni N Postotak
Muskarci 10 45,5%
Zene 12 54,5%
Dob bolesnika Prosjek Raspon
Dob 52,4 godina  34-73 godina
Dob pocetka razvoja bolesti Prosjek Raspon
Artritis 41,2 godina  23-50 godina
Psorijaza 33,8 godina  19-54 godina
Trajanje bolesti Prosjek Raspon
Artritis 8,7 mijeseci 1-35 mijeseci
Psorijaza 12,3 mjeseci 1-53 mijeseci
Tablica 2. Obiljezja analiziranih mikrosatelita HLA
(D65248, D6S2674, D6S2811 i D6S273)
Table 2. The characteristics of the analyzed HLA microsatellites
(D6S248, D652674, D6S2811 and D6S273)

Mikrosatelit D6S248 D6S2674 D6S2811  D6S273
Duzina PCR produkta (pb) 261-301 131-187 98-138 124-138
Broj alela 21 29 21 8
Ponavljanje DNA (CA), (CA), (CA) AA(CA)  (GT),

Slika. PoloZaj istrazivanih mikrosatelita unutar regije HLA
Figure. Map of HLA region with four tested HLA microsatellite loci
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Odredivanje gena HLA-B*27

1z periferne krvi izolirana je
DNA pomo¢u komercijalnog seta za
DNA izolaciju (NucleoSpin® Blo-
od). Sve osobe su prethodno bile ti-
pizirane za gene HLA razreda [ (A
i B) metodom PCR-SSP (engl. Pol-
ymerase Chain Reaction - Sequence
Specific Primer) tj. lan¢anom reakci-
jom polimeraze i pocetnica specifi¢-
nih za odredeni slijed (15).

Odpredivenje alela

mikrosatelita HLA

Cetiri mikrosatelita (D6S248,
D6S2674, D6S2811 i D6S273)
umnozena su po protokolu XIII IHW
(engl. International Histocomaptibi-
lity Workshop) (15). Smjestaj testira-
nih mikrosatelita HLA unutar regije
HLA je prikazan na slici, a obiljezja
pojedinog analiziranog mikrosateli-
ta navedena su u tablici 2.

Mikrosatelitski lokusi HLA
analizirani su pomoc¢u PCR-a i spe-
cificnih pocetnica 5’ i 3’. Pocetnica
5’ je bila obiljezena fluorescentnom
bojom Cy5. Umnozeni produkti su
analizirani elektroforezom na 6 %-
tnom poliakrilamidnom gelu u au-
tomatskom sekvenceru (ALFexpre-
ss, Amersham Pharmacia, Uppsala,
Svedska). Ogitavanje alela prove-
deno je uz pomoc¢ lasera koji pobu-
duje fluorescenciju boje vezane za
fragmente DNA te fotodetektora ko-
ji o¢itavaju fluorescenciju u trenut-
ku kad fragment DNA prolazi kroz
lasersku zraku. Odredivanje duljine

V



alela DNA provedeno je uz pomo¢ racunalnog programa
AlleleLocator (Amersham Pharmacia) koji na temelju
vremena eletroforeze standarda poznate duljine izracu-
nava duljinu alela analiziranog mikrosatelita (16).

Statisticka analiza

Ucestalost alela za svaki mikrosatelitski lokus
odredena je direktnim brojanjem, a osoba se smatra ho-
mozigotom za analizirani lokus ukoliko je na njemu

Rezultati

odreden samo jedan alel. Za usporedbu ucestalosti ale-
la mikrosatelita HLA izmedu ispitivanih skupina kori-
stio se X? test 1 Fischerov egzaktni test, a omjer izgleda
(OR) racunao se po Woolfovoj formuli (17). Povezanost
pojedinih genetskih ¢imbenika procjenjena je uz pomo¢
2x2 tablica pri ¢emu je razina statistiCke znacajnosti bi-
la 0,05, u slu¢aju kada je broj pojedinog ¢imbenika bio
manji od 5, koristio se Fisherov test.

Raspodjela alela na mikrosatelitima HLA

(D65248, D652674, D65S2811, D6S273)

u skupini bolesnika s psorijati¢nim artritisom

(N=22) i kontrolnoj skupini (N=94)

U tablici 3 prikazana je raspodjela alela Cetiri te-
stirana mikrosatelita HLA (D6S248, D6S2674, D6S2811
1 D6S273) medu bolesnicima s PsA i kontrolnim osoba-
ma pozitivnim za gen HLA-B*27.

Na lokusu D6S248 u obje istrazivane skupine naj-
vecu ucestalost pokazali su aleli D6S248-13 1 D6S248-
4. Ucestalost svih ostalih alela bila je < 10,0 %. Poveca-
na ucestalost alela D6S248-10 (10,0 %) medu bolesni-

cima s PsA u usporedbi sa skupinom zdravih ispitanika
(2,7%) nije bila statisticki znacajna (P=0,0522).
Analiza raspodjele alela na lokusu D6S2674 poka-
zala je da se radi o mikrosatelitu na kojem je u obje istrazi-
vane skupine dominirao alel D6S2674-1 dok je ucestalost
ostalih alela lokusa D6S2674 bila < 10,0 %. Na ovom lo-
kusu uocen je najveci broj ispitanika sa samo jednim ale-
lom tj. pretpostavljenih homozigota (bolesnici - 37,50 %,
kontrola - 5,11 %) $to je bilo i ocekivano jer je uoceni po-
limorfizam ovog lokusa mali. Naime, samo Sest razli¢itih
alela lokusa D6S2674 uoceno je u obje testirane skupi-
ne, $to je u suprotnosti s brojem poznatih alela D6S2674

Tablica 3. Uéestalost alela mikrosatelita HLA (D65248, D6S2674, D6S2811 i D6S273)
medu bolesnicima s psorijatiénim artritisom (N=22) i kontrolnim ispitanicima (N=94)
Table 3. The frequency of HLA microsatellite alleles (D65248, D6S2674, D6S2811, and D65S273)
among patients with psoriatic arthritis (N=22) and healthy control subjects (N=94)

D65248 D652674
2 < S )
c o S 2
s 2205 3z {2
< M «» 87 < 0 » 7
1-261pb 1,63%  1-131pb 47,50% 42,05%
2-263pb  500% 3,26%  2-133pb - 1,14%
3-265pb  5,00% 0,54%  3-137pb  7,50% 0,57 %
4-267pb 20,00% 19,57%  4-139pb - 1,14%
5-269pb - 2,17%  5-141pb - 1,70%
6-273pb - 489%  6-413pb 2,50% 2,84%
7-277pb 10,00% 5,98%  7-145pb - 1,14%
8-279pb - 1,09%  8-147pb  2,50% 2,84%
9-283pb  5,00% - 9-149pb - 1,70%
10-285pb 10,00% 2,72%  10-151pb - 511%
11-287pb - 543% 11-153pb - 2,84%
12-289pb  2,50% 2,17%  12-155pb - 057%
13-291pb 32,50% 27,17%  13-157pb - 2,27%
14-293pb  2,50% 5,43%  14-159pb - 1,70%
15-295pb 4,35% 15-161pb - 511%
16-297pb 217%  16-163pb - 11,93%
Nedefin. 7,50% 11,41% 17-165pb  2,50% 4,55%
18-167pb - 3,41%
19-169pb - 1,14%
20-173pb - 0,57%
21-187pb - 057%
Nedefin. 37,50% 5,11%

D6S2811 D6S273

o = o =

C e C S

5 3% s 3% F

< M »n 4 < m » 4

1- 98pb 47,37% 41,94% 1-126pb 1,63%

2-100pb - 1,08% 2-128pb 5,26% 1,63%

3-104pb 1,08%  3-130pb' 21,05% 4,89%

4-106pb - 0,54%  4-132pb? 15,79% 32,07%

5-108pb 2,63% 4,84%  5-134pb 34,21% 27,17%

6-110pb  2,63% 2,15%  6-136pb  2,63% 2,17%

7-112pb  2,63% 1,61% 7-198pb  2,63% 4,35%

8-114pb - 215% 8-124pb 2,63% -

9-116pb 484%  Nedefin. 15,79% 26,09%
10-118pb - 2,15%
11-120pb  2,63% 3.23%
12-1220b  526% 0,54%
13-124pb - 1,08%
14-126pb  5,26% 15,05%
15-128pb  2,63% 591%
16-130pb  5,26% 4,30%
17-134pb - 0,54%
18-136pb - 054%
Nedefin. 23,68% 6,45%

'P=0,0013 2P=0,0180
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(do danas je poznato 29 razli¢itih alela; 21 alel je uocen
u kontrolnoj skupini ispitanika, tablica 3).

Na lokusu D6S2811 uocili smo 18 od 21 poznatih
alela duzine od 98pb do 138pb. Najc¢esci alel u obje ispiti-
vane skupine bio je alel D6S2811-1. Smanjena ucestalost
alela D6S2811-14 u skupini bolesnika s PsA (5,3 %) u us-
poredbi s kontrolom (15,1 %) nije statisti¢ki znacajna.

Alel D6S273-5 bio je najzastupljeniji na lokusu
D6S273, a u kontrolnoj skupini bio je na drugom mje-
stu po zastupljenosti. Razlika ucestalosti alela D6S273-3
(PsA-21,1%, K-4,9 %) statisticki je znacajna (P=0,0013)
kao i smanjena ucestalost alela D6S273-4 u skupini
bolesnika s PsA u usporedbi s kontrolnom skupinom
(P=0,0180). Zanimljivo je spomenuti da je kod jed-
nog bolesnika s PsA uocen alel D6S273-8 koji je kra-
¢i od najkraceg dosad opisana alela ovog lokusa, alela
D6S273-1 (126pb).

Analiza produzenih haplotipskih veza

gena HLA-B*27 u skupini bolesnika

s psorijati¢nim artritisom (N=22)

i kontrolnoj skupini (N=94)

Naredni cilj ovog rada bio je analizirati produze-
ne haplotipske veze gena HLA-B*27 u obje ispitivane
skupine (tablica 4). Koristimo pojam haplotipska veza,
a ne haplotip jer su istrazivanjem bili obuhvaceni ne-
srodni pojedinci.

Analiza haplotipske veze gena HLA-B*27 i alela
na lokusu D6S248 pokazala je najvecu ucestalost kom-
binacije HLA-B*27/D6S248-13. Ova haplotipska veza
pojavila se s najvec¢om ucestalosti u skupini bolesnika
s PsA no u usporedbi sa kontrolnom skupinom razlika
nije bila statisticki znacajna (P=0,1910). Za haplotipske
veze HLA-B*27/D6S2674-1 i HLA-B*27/D6S2811-1
iz tablice 4 vidljivo je da se pojavljuju s priblizno jed-
nakom zastupljeno$¢u u obje skupine ispitanika. U slu-
¢aju haplotipskih veza HLA-B/D6S273 kombinacija
HLA-B*27/D6S273-5 bila je najucestalija kod bolesni-
ka s PsA. Haplotipska veza HLA-B*27/D6S273-4 bi-
la je zastupljena s 10,5 % medu bolesnicima s PsA, §to
je u odnosu na kontrolnu skupinu, gdje je uocena kod
40,2 % zdravih ispitanika, statisticki znacajna razlika
(P=0,0164). Naprotiv, razlika u zastupljenosti haplo-

Rasprava

tipske veze HLA-B*27/D6S273-3 medu bolesnicima i
kontrolnom skupinom nije statisticki znacajna.
Analiziraju¢i produzene haplotipske veze gena
HLA-B*27 koje su ukljucile sve testirane mikrosatelite
uocili smo da se produzena haplotipska veza D6S248-4/
D6S2674-1/HLA-B*27, kao i haplotipska veza D6S248-4/
D6S2674-1/D6S2811-1/HLA-B*27 pojavljuju s priblizno
jednakom zastupljenoS¢u unutar skupine bolesnika s PsA i
kontrole (PsA-18%, K-22 %), dok se produzene haplotip-
ske veze D6S248-13/D6S2674-1/HLA-B*271D6S248-13/
D6S2674-1/D6S2811-1/HLA-B*27 pojavljuju s manjom
zastupljenoscu (<11,0%) bez statisticke znacajnosti.

Tablica 4. Uéestalost haplotipskih veza gena HLA-B*27
i mikrosatelita D65248, D652674, D652811, D6S273
medu bolesnicima s psorijatiénim artritisom (N=22)

i kontrolnim ispitanicima (N=94)

Table 4. The frequency of haplotype associations between
gene HLA-B*27 and D65248, D652674, D652811, D65S273
microsatellites among patients with psoriatic arthritis (N=22)
and healthy control subjects (N=94)

Haplotipska veza Bo'isgsli Kontrola
HLA-B/D6S248  B*27/D65248-3 10,00% 1,09 %
B*27/D65248-4  20,00% 31,52 %
B*27/D65248-7 1500% 6,52%
B*27/D65248-9 5,00 % -
B*27/D65248-12 5,00 % -
B*27/D65248-13 40,00 % 22,83 %
HLA-B/D6S2674 B*27/D6S2674-1 50,00 % 61,36 %
B*27/D65S2674-3 10,00%  1,14%
HLA-B/D6S2811 B*27/D6S2811-1 47,37 % 62,36 %
B*27/D6S2811-5 526 %  3,23%
B*27/D6S2811-7 5,26 % -
B*27/D6S2811-11 5,26 %  2,15%
B*27/D6S2811-16 5,26 % -
HLA-B/D6S273  B*27/D6S273-3  21,05% 9,78 %
B*27/D65273-4  10,531% 40,21 %
B*27/D65S273-5 36,84 % 25,00 %
B*27/D65273-6 526% 1,09%
B*27/D65273-7 526% 1,09%
B*27/D65273-8 5,26 % -

'P= 10,0164

Cilj rada bio je istraZiti raznovrsnost produzenih
haplotipova gena HLA-B*27 medu bolesnicima s pso-
rijaticnim artritisom u Hrvatskoj.

Mikrosatelitski lokusi HLA ukljueni u ovo istra-
zivanje bili su: D6S248, D6S2674, D6S2811 i D6S273,
a naglasak je stavljen na utvrdivanje odnosa izmedu mi-
krosatelita i lokusa HLA-B. Drugim rije¢ima, uz pomo¢
analize mikrosatelita koji su smjesteni unutar regije HLA,
pokusalo se utvrditi postoje li jos neki dijelovi regije HLA,
osim samog lokusa HLA-B i samog gena HLA-B*27, koji
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igraju ulogu u etiopatogenezi psorijati¢nog artritisa. Nai-
me, opce je poznato da prisutnost alela HLA-B*27 pove-
¢ava rizik da se kod nositelja tog alela bolest 1 pojavi.
Od analiziranih mikrosatelita HLA, na lokusu
D6S248, smjestenom izmedu gena HLA-A i gena HLA-
F nije uocen niti jedan alel za koji bi mogli re¢i da ima
podloznu ili zastitnu ulogu u nastanku PsA. 1z dostu-
pnih literaturnih podataka uocena je povezanost s he-
mokromatozom. Istrazivanjem provedenim u Australi-
ji medu bolesnicima s hemokromatozom uocena je po-
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vecana ucestalost alela D6S248-11 u odnosu na zdrave
ispitanike, S§to govori u prilog teoriji da je taj alel pod-
lozan za razvoj hemokromatoze (18).

Sljedeci analizirani lokus D6S2674 smjesten je
izmedu lokusa HLA-B i HLA-C, rije¢ je o mikrosate-
litu HLA s velikim brojem alela. Kod ispitanika s PsA
dominirao je alel D6S2674-1 medutim bez statisti¢ki
znacajne razlike u odnosu na zdravu kontrolu tako da
ne mozemo govoriti 0 njegovoj povezanosti s psorijatic-
nim artritisom. Razlog za ukljucivanje ovog mikrosate-
lita bio je dobro poznata povezanost gena lokusa HLA-
C s psorijazom tipa I (alel HLA-C*06:02). Istrazivanja
provedena u brojnim populacijama u svijetu utvrdila je
vrlo jaku povezanost alela HLA-C*06 s psorijazom ti-
pal. Istovremeno, analizirajuci skupine bolesnika s PsA
utvrdeno je da bolesnici s PsA i psorijazom tipa | imaju
statisticki znaCajno vecu ucestalost alela HLA-C*06 u
odnosu na zdrave ispitanike, dok kod bolesnika s PsA i
psorijazom tipa Il takva povezanost nije pronadena.

Centromerno od lokusa HLA-C nalazi se tre¢i
mikrosatelit HLA analiziran u ovom radu. Mikrosate-
lit D6S2811 (C1_2 5) vrlo je zanimljiv zbog rezultata
prethodnih istrazivanja na populacijama Indijaca i Ki-
neza gdje je uocena jaka povezanost tog lokusa s SpA.
Istrazivanje provedeno u Kini pokazalo je da je alel
D6S2811-15 neovisan genetski biljeg podlozan za ra-
zvoj ankilozantnog spondilitisa, $to govori u prilog to-
me da u blizini gena HLA-B i HLA-C postoje jo$ i do-
datni geni koji odreduju podloznost za bolesti SpA ne-
ovisno o samom genu HLA-B*27 (19).

Za mikrosatelit D6S273 brojnim istrazivanjima
dokazana je povezanost s razli¢itim bolestima, njegov je
polozaj u blizini gena TNF-a i gena TNF-f3 koji su u pret-
hodnim istrazivanjima pokazali povezanost s PsA. Toc-
nije, proucavanjem polimorfizma gena TNF utvrdena je
dominacija alela TNF*-238 A i TNF*-857T kod oboljelih
od psorijaze i PsA. Znanstvenici smatraju da je rezultat te
povezanosti utjecaj alela TNF*-857T na povecanu pro-
izvodnju citokina TNF-a §to rezultira nastajanjem upal-
nih puteva koji su odgovorni za pojavu PsA (20). Za alel
D6S273-4 mozemo ustvrditi da ima zastitnu ulogu jer je
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