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Sažetak
U ovom radu analizirani su produženi haplotipo-

vi gena HLA-B*27 na uzorku od 42 obitelji iz Hrvatske. 
Svim ispitanicima uzeto je 2ml periferne krvi iz koje je 
izolirana DNA pomoću komercijalnog kita. Aleli gena 
HLA-B*27 određeni su lančanom reakcijom polimera-
zom s početnicama specifi čnim za određeni alel (PCR-
SSP), a aleli mikrosatelitskih lokusa D6S2927, STR_MI-
CA i TNFa umnoženi su početnicama specifi čnima za ale-
le mikrosatelitskih lokusa (PCR-STR). Analizom produ-
ženih haplotipova HLA-A-B*27-D6S2927-STR_MICA-

TNFa-DRB1 utvrđena je najjača neravnoteža udruživa-
nja između alela gena HLA-B*27 i mikrosatelitskih alela 
D6S2927-1 i STR_MICA-A4. Analiza je pokazala da je ri-
jetki alel B*2730 uvijek prisutan u produženom haplotipu: 
HLA-A3-B*2730-D6S2927-1-STR_MICA-A4-TNFa-9-
DRB1*16. Rezultati ovog rada primijenit će se u daljnjim 
istraživanjima povezanosti mikrosatelitskih alela i spon-
diloartropatija te pomoći u boljem razumijevanju vezanja 
peptida na molekule HLA razreda I, kao i drugih procesa 
koji se javljaju tijekom imunološkog odgovora.

Ključne riječi
gen HLA-B*27, alel B*2730, mikrosateliti HLA, produženi haplotipovi, populacijska istraživanja, Hrvatska

Summary
In the present study the extended haplotypes of 

HLA-B*27 gene were analysed in the sample of 42 
Croatian families. Peripheral blood (2ml) was collected 
from all the individuals and genomic DNA was extract-
ed using a commercial kit. The HLA alleles were deter-
mined using the method PCR sequence specifi c prim-
ers (PCR-SSP) while the microsatellite alleles were am-
plifi ed using the method PCR-STR. Analysis of HLA-
A-B*27-D6S2927-STR_MICA-TNFa-DRB1 extended 
haplotypes demonstrated the strongest linkage disequi-

librium between HLA-B*27 alleles and microsatellite 
alleles D6S2927-1 and STR_MICA-A4. Analysis indi-
cated that the rare allele B*2730 is always present in 
the extended haplotype HLA-A3-B*2730-D6S2927-1-
STR_MICA-A4-TNFa-9-DRB1*16. The results of the 
present study will be applied in future studies of asso-
ciation between microsatellite alleles and spondyloar-
thropathies and contribute to a better understanding of 
peptide binding to HLA class I molecules, as well as 
other aspects of immune response.
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Uvod
Gen HLA-B27 već je gotovo 40 godina jedan od 

najistraživanijih gena sustava HLA, prvenstveno zbog 
svoje povezanosti s ankilozantnim spondilitisom (AS) 
i drugim spondiloartropatijama (SpA).

Učestalost gena HLA-B27 u različitim populacija-
ma u svijetu je neujednačena, te se kreće od 0,6% (Mon-
golija) do 10,4% (Rusija, otok Sahalin). Iako je to jedan 

od čestih gena na lokusu HLA-B među populacijama bi-
jele rase, s malom je učestalošću prisutan u Mikroneziji, 
a u potpunosti je odsutan u populacijama središnje i Južne 
Amerike, kao i ekvatorijalne i južne Afrike (1-3).

Gen HLA-B27 pokazuje veliku raznovrsnost, te je 
do danas opisan 41 različit alel ovog gena, a označavaju 
se od HLA-B*2701 do HLA-B*2742 (prema bazi poda-
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taka IMGT/HLA) (4,5). Ovi aleli se međusobno razlikuju 
prvenstveno po redoslijedu baza u egzonima 2 i 3 koji ko-
diraju domene α1 i α2 molekule HLA-B27, dok egzon 4 
koji kodira domenu α3 pokazuje mali polimorfi zam. Mole-
kule HLA-B27 kodirane različitim alelima HLA-B27 vežu 
različite peptide, od kojih su samo neki važni u patogene-
zi SpA, što objašnjava činjenicu da su samo neki od alela 
HLA-B27 (HLA-B*2702, B*2704, B*2705 i B*2714, kao 
i B*2707, uz iznimku stanovnika Cipra grčkog podrijetla) 
povezani s bolestima (6-8). S druge strane, aleli B*2706 i 
B*2709 imaju zaštitnu ulogu u nastanku SpA (9-11).

Od svih danas poznatih alela, alel HLA-B*2705 
je pokazao najveću rasprostranjenost i prevladava unu-
tar populacija bijele rase iako je uočen i u populacijama 
drugih rasa (6). Porast učestalosti alela HLA-B*2705 
od juga prema sjeveru zemljine kugle vjerojatno je po-
sljedica migracija stanovništva sa sjevera Europe pre-
ma Aziji što je dovelo do prisustva ovog alela i na juž-
nim područjima zemljine kugle (1).

Drugi najzastupljeniji alel u bijelaca je alel HLA-
B*2702 koji prevladava među Židovima i Berberima ko-
ji naseljavaju sjever Afrike, a došli su s Bliskog Istoka 
(1). Budući da je među Berberima uočen još samo alel 
HLA-B*2705, pretpostavlja se da je alel HLA-B*2702 
nastao iz alela HLA-B*2705 upravo na Bliskom Isto-
ku odakle se proširio u sjevernu Afriku, Europu i dru-
ge dijelove svijeta.

Za razliku od alela HLA-B*2705 i B*2702, ostali 
aleli gena HLA-B*27 imaju mnogo nižu zastupljenost, 
a mnogi od njih pronađeni su tek u nekoliko pojedina-
ca u svijetu (12-15).

Učestalost gena HLA-B27 u hrvatskoj populaci-
ji je 5,5%, a ranije provedena molekularna istraživanja 
pokazala su da su među 16, tada poznatih alela, najviše 
zastupljeni bili aleli HLA-B*2705 i B*2702, uz slabu 
zastupljenost alela HLA-B*2704 koji je uočen u samo 
2,0% osoba pozitivnih za gen HLA-B27.

Međutim, 2006. godine u hrvatskoj populaciji uo-
čen je alel HLA-B*2730 koji je nekoliko mjeseci prije 
prvi put otkriven u slovenskoj populaciji (16). Nakon 
provedene obiteljske analize, došlo se do zaključka da 
se alel HLA-B*2730 najvjerojatnije javlja u očuvanom 
haplotipu (HLA-A*03, -B*2730, -DRB1*16) koji je 
identičan haplotipu uočenom u Slovenaca. Osobe no-
sitelji alela B*2730 bolovale su od AS-a što navodi na 
pretpostavku da i ovaj alel pripada skupini podtipova 
gena HLA-B27 povezanih sa SpA.

U istraživanjima povezanosti pojedinih gena HLA 
i bolesti u posljednjih desetak godina sve se više uklju-

čuju i drugi genetski biljezi unutar regije HLA, u prvom 
redu mikrosateliti HLA ali i geni non-HLA (17).

Mikrosateliti (Msats) ili STR (engl. Short Tandem 
Repeats) su jedan od oblika ponavljajuće DNA. Sastoje 
se od ponavljajućih motiva dugih 1-6 parova baza (pb), 
koji se mogu ponavljati do 100 puta; još uvijek nije sa-
svim jasno koja je stvarna uloga mikrosatelita, kao ni 
evolucijski mehanizam njihovog nastanka.

Unutar regije HLA do danas je poznato više od 
350 mikrosatelitskih lokusa, od toga čak 50 između lo-
kusa HLA-B i -DRB1. Mikrosateliti HLA koriste se ra-
di boljeg određivanja dijela regije HLA povezanog s po-
jedinim bolestima, ali i analize produženih haplotipova 
HLA što omogućuje bolje razumijevanje odabira pepti-
da i drugih procesa koji se javljaju tijekom imunološkog 
odgovora. Time se nastoji što bolje objasniti povezanost 
regije HLA i bolesti. Neki su od Msats bili predmet istra-
živanja povezanosti sa SpA (reumatoidnim artritisom, 
AS-om, psorijatičnim artritisom) (18). Tako je npr. istra-
živanje provedeno među stanovnicima južne Indije poka-
zalo je da je produženi haplotip: HLA-B*2705-Cw*02-
STR_MICA(A4)-D6S2927(213pb)-D6S2811(178pb)-
D6S2810(340pb) značajno povezan sa SpA (19).

Mikrosatelit D6S2927 sadrži tetranukleotidno po-
navljanje CAAA, a smješten je približno 6 kilobaza (kb) od 
gena HLA-B i 158kb od gena MICB u smjeru centromere. 
Dužine njegovih 7 alela kreću se od 213pb do 233pb.

Unutar gena MIC (engl. MHC class I chain rela-
ted gene), u egzonu 5, nalazi se mikrosatelit STR_MI-
CA koji je udaljen 46kb od gena HLA-B u smjeru cen-
tromere. Ovaj mikrosatelit se sastoji od trinukleotidnog 
ponavljajućeg slijeda (GCT), a do danas je poznato 8 
njegovih alela: A4, A5, A5.1, A6, A7, A8, A9 i A10, du-
žine od 179pb do 197pb (20).

Regija gena TNF (engl. Tumor Necrosis Factor) ta-
kođer je bogata mikrosatelitima i do danas ih je otkriveno 
6 (TNFa, TNFb, TNFc, TNFd, TNFe, TNFf). Na lokusu 
TNFa opisano je čak 15 alela, dužine 97pb do125pb, dok 
je 7 alela otkriveno na lokusima TNFb i TNFd, a 10 alela 
na lokusu TNFf. Lokusi TNFc i TNFe imaju manji broj 
alela te su otkrivena tek dva, odnosno tri alela (21).

Ciljevi ovog rada bili su: 1. odrediti učestalost rijet-
kog alela HLA-B*2730 u hrvatskoj populaciji, 2. utvrdi-
ti produžene haplotipove HLA-A-B*27-D6S2927-STR_
MICA-TNFa-DRB1, 3. ustanoviti postoje li razlike u ne-
ravnoteži udruživanja među alelima na lokusima HLA-A, 
-DRB1, D6S2927, STR_MICA i TNFa s pojedinim pod-
tipovima gena HLA-B27 i 4. usporediti dobivene rezulta-
te s rezultatima drugih populacija bijele rase.

Materijal i metode
Ispitanici
U istraživanje smo uključili članove 42 obitelji, 

pri čemu su iz svake obitelji bili uključeni jedan roditelj 

i jedno dijete koji su bili HLA-B*27 pozitivni. Riječ je 
o roditeljima bolesnika, mogućih primatelja koštane srži 
i članova njihove obitelji. Od ukupno 42 testirane obi-
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telji, tri obitelji su bile obitelji bolesnika kojima je di-
jagnosticiran AS, a u kojih je otkrivena prisutnost rijet-
kog alela HLA-B*2730. Od preostalih 38 obitelji 17 ih 
je bilo izabrano samo na temelju prisutnosti gena HLA-
B27, a 16 je obitelji bilo izabrano na temelju nazočnosti 
gena B*27 i gena DRB1*16 i 5 obitelji i na temelju pri-
sutnosti gena B*27 i gena HLA-A3. Ukupan broj ana-
liziranih produženih haplotipova gena HLA-B27 bio je 
43 jer su unutar jedne obitelji i otac i majka bili nosite-
lji ovog gena.

Ispitanicima su prethodno određeni geni lokusa 
HLA-A i HLA-B serološkom metodom, dok se za odre-
đivanje specifi čnosti HLA-DRB1 koristila molekularna 
metoda PCR-SSP (engl. Polymerase Chain Reaction - 
Sequence Specifi c Primers).

Svim ispitanicima uzeto je 2ml periferne krvi s 
EDTA iz koje je izolirana DNA pomoću komercijalnog 
kita za izolaciju (NucleoSpin® Blood, Macherey-Nagel, 
Düren, Njemačka).

Određivanje alela gena HLA-B27
Aleli gena HLA-B27 analizirani su metodom viso-

kog razlučivanja PCR-SSP, prema standardnom postupku 
komercijalnog kita za određivanje alela gena HLA-B27 
(Olerup SSP HLA-B*27, Genovision, Vienna, Austria).

Određivanje alela mikrosatelitskih lokusa
Analizana su 3 mikrosatelitska lokusa (D6S2927, 

STR_MICA i TNFa) smještena između genskih loku-
sa HLA-B i -DRB1. Mikrosateliti su umnoženi pomo-

ću početnica koje su na 5’ kraju bile označene fl uores-
centnom bojom Cy-5. Redoslijed nukleotida u početni-
cama bio je prema podacima iz literature (22). Reakcij-
ska smjesa ukupnog volumena 15μl sadržavala je 50ng 
DNA, 2,5mM dNTPs, MgCl (različite koncentracije za 
svaki Msat), 5U AmpliTaq DNA polimeraze, 1,0μl PCR 
pufera i 10pmol svake početnice. Uvjeti umnažanja bili 
su kao što je navedeno u radu o neravnoteži udruživanja 
između mikrosatelita HLA i lokusa HLA-B (21).

Elektroforeza
Nakon umnažanja, PCR produkti su odvojeni 

elektroforezom na 6%-tnom poliakrilamidnom gelu u 
aparatu za automatsko sekvencioniranje ALFexpress 
(Amersham Pharmacia, Uppsala, Švedska). Aleli su de-
tektirani laserom na temelju pobuđene fl uorescencije, a 
veličina alela svakog mikrosatelita je izračunata kori-
štenjem programa AlleleLocator Program (Amersham 
Pharmacia, Uppsala, Švedska), koji računa dužinu fra-
gmenata uspoređujući je s dužinom unutrašnjeg bilje-
ga dužine. Osim toga, na svakom gelu je korišten AL-
Fexpress sizer 200bp (Amersham Pharmacia) kao dodat-
ni standard. U svrhu još preciznijeg određivanja dužine 
fragmenata, za svaki mikrosatelitski lokus korištene su 
i po dvije vanjske kontrole; homozigotne stanične linije 
s X International Histocompatibility Workshop (IHW), 
kojima su ranije određeni aleli na testiranim Msat lo-
kusima. Korištene su sljedeće stanične linije: OLGA, 
AMALA, KAS011, VAVY i KAS 116.

Rezultati
Određivanje alela gena HLA-B*27 među pozitiv-

nim osobama pokazalo je da je od 43 osobe njih 20 ima-
lo alel B*2702, dok ih je 15 imalo alel B*2705. Od pre-
ostalih 6 osoba tri su bile pozitivne za alel B*2730, a za 
3 osobe nismo mogli odrediti o kojem je alelu riječ.

U tablici 1 prikazani su produženi haplotipovi 
alela HLA-B*2702. Od 20 haplotipova, koji su sadrža-
vali alel HLA-B*2702, šesnaest ih je na lokusu HLA-
DRB1 imalo specifi čnost HLA-DRB1*16. Tih 16 haplo-
tipova bilo je identično na svim ispitivanim lokusima 

osim lokusa HLA-A gdje je najveću učestalost imao 
alel HLA-A2 (7 haplotipova), a slijede ga HLA-A28 (4 
haplotipa) i HLA-A3 (3 haplotipa). Na svih 20 haploti-
pova na mikrosatelitskom lokusu D6S2927 utvrđen je 
alel D6S2927-1 (213pb), a na mikrosatelitu STR_MI-
CA alel STR_MICA-A4 (179pb). Jedine razlike me-
đu haplotipovima alela HLA-B*2702 uočene su na mi-
krosatelitskom lokusu TNFa. Naime, na lokusu TNFa 
na 16 je haplotipova bio prisutan alel TNFa-9 (113pb) 
i to među onim haplotipovima koji su na lokusu DRB1 

Tablica 1. Produženi haplotipovi alela HLA-B*2702 (N=20)
Table 1. Extended HLA-B*2702 haplotypes (N=20)

HLA- Mikrosatelitski alel
HLA-DRB1* Broj haplotipova

A B* D6S2927 (parova baza) STR_MICA (parova baza) TNFa (parova baza)

2 2702 213 179 113 16 7
28 2702 213 179 113 16 4
3 2702 213 179 113 16 3
2 2702 213 179 115 11 1
3 2702 213 179 115 11 1
3 2702 213 179 107 13 1
1 2702 213 179 113 16 1
29 2702 213 179 115 11 1
66 2702 213 179 113 16 1
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Tablica 2. Produženi haplotipovi alela HLA-B*2705 (N=15)
Table 2. Extended HLA-B*2705 haplotypes (N=15)

HLA- Mikrosatelitski alel
HLA-DRB1* Broj haplotipova

A B* D6S2927 (parova baza) STR_MICA (parova baza) TNFa (parova baza)

2 2705 213 179 115 01 2
2 2705 213 179 115 12 2
2 2705 213 179 115 11 1
2 2705 225 179 117 04 1
2 2705 213 179 107 01 1
2 2705 213 179 107 11 1
2 2705 213 179 105 11 1
1 2705 213 179 115 11 1
3 2705 213 179 107 11 1
24 2705 213 179 105 04 1
24 2705 213 179 121 15 1
24 2705 213 179 107 08 1
32 2705 213 179 107 15 1

Tablica 3. Produženi haplotipovi alela HLA-B*2730 (N=3)
Table 3. Extended HLA-B*2730 haplotypes (N=3)

HLA- Mikrosatelitski alel
HLA-DRB1* Broj haplotipova

A B* D6S2927 (parova baza) STR_MICA (parova baza) TNFa (parova baza)

3 2730 213 179 113 16 3

Tablica 4. Produženi haplotipovi gena HLA-B27 kojima nije određen alel (N=3)
Table 4. Extended HLA-B27 haplotypes (N=3)

HLA- Mikrosatelitski alel
HLA-DRB1* Broj haplotipova

A B* D6S2927 (parova baza) STR_MICA (parova baza) TNFa (parova baza)

2 27 213 179 107 01 2
32 27 213 179 107 01 1

Rasprava

imali alel DRB1*16. Od četiri preostala haplotipa, koji 
nisu imali specifi čnost HLA-DRB1*16, u tri je utvrđe-
na specifi čnost HLA-DRB1*11 i oni su na lokusu TN-
Fa imali alel TNFa-10 (115pb), dok je jedan haplotip 
sa specifi čnošću HLA-DRB1*13 na lokusu TNFa imao 
alel TNFa-6 (107pb).

Alel B*2705 bio je uočen na 15 haplotipova te 
smo stoga analizirali i 15 produženih haplotipova ovog 
alela. Kao što se može vidjeti iz tablice 2, šest različitih 
specifi čnosti lokusa DRB1 pojavilo se u haplotipu s ale-
lom HLA-B*2705. Najčešće smo na lokusu DRB1 uoči-
li specifi čnost DRB1*11 (5 puta), a alel B*2705 dolazio 
je još u kombinaciji s alelom DRB1*01, *04, *08, *12 
i *15. Međutim, ni na jednom haplotipu ovog alela ge-
na HLA-B*27 nije bila prisutna specifi čnost DRB1*16. 
Na mikrosatelitskom lokusu D6S2927 u 14 haplotipo-
va je utvrđen isti alel, i to alel D6S2927-1 (213pb), a 
samo se jednom javio alel D6S2927-4 (225pb). Slična 

je situacija bila i na mikrosatelitskom lokusu STR_MI-
CA gdje je alel STR_MICA-A4 (179pb) otkriven na 14 
haplotipova dok jedan uzorak nije testiran. Na lokusu 
TNFa utvrđeno je 5 različitih alela, od kojih je alel TN-
Fa-10 (115pb) bio najčešći (40,0%).

Osim analize produženih haplotipova najčešćih ale-
la gena HLA-B*27, analizirali smo i produžene haplotipo-
ve rijetkog alela HLA-B*2730 (tablica 3). Sva 3 haplotipa, 
koji su imali alel HLA-B*2730, imali su iste alele na svim 
testiranim lokusima i to: HLA-A3, -B*2730, -D6S2927-
1, -STR_MICA-A4, -TNFa-9, DRB1*16.

U našem istraživanju postajala su i 3 haplotipa ge-
na HLA-B*27 kojima nije bio određen alel zbog nedo-
voljne količine uzorka. Osim razlika na lokusu HLA-A, 
gdje se na 2 haplotipa javila specifi čnost HLA-A2, a na 
jednom HLA-A32, na svim ostalim lokusima na ova 3 
haplotipa našli smo iste alele: HLA-B*27, -D6S2927-1, 
-STR_MICA-A4, -TNFa-6, -DRB1*01 (tablica 4).

Povezanost gena HLA-B*27 i AS-a, odnosno dru-
gih SpA, poznata je već gotovo 40 godina. Upravo ta 

je povezanost razlog za brojna istraživanja gena HLA-
B*27. Poznato je na temelju dosadašnjih rezultata istra-
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živanja da nisu svi aleli gena HLA-B*27 podložni za ra-
zvoj bolesti, te se smatra da je veza gena HLA-B*27 i 
SpA starija od nastanka pojedinih alela (1,2).

Otkriće novog alela HLA-B*2730 među stanovni-
cima Hrvatske navelo nas je na istraživanje produženih 
haplotipova tog alela te usporedbu s produženim haplo-
tipovima drugih, mnogo češćih alela gena HLA-B*27 
prisutnih u našoj populaciji.

Tijekom istraživanja prikupili smo skupinu obite-
lji u kojima su jedan ili oba roditelja bili pozitivni za gen 
HLA-B*27 te 3 obitelji u kojima smo dokazali postoja-
nje alela HLA-B*2730. Analiza produženih haplotipo-
va uključila je, osim klasičnih gena HLA (lokusi HLA-
A i -DRB1), i mikrosatelitske lokuse smještene u regiji 
između lokusa HLA-B i -DRB1. Naime, analiza haplo-
tipova bi mogla omogućiti bolje razumijevanje odabi-
ra peptida, kao i drugih procesa koji se javljaju tijekom 
imunološkog odgovora.

Određivanjem alela gena HLA-B*27 među po-
zitivnim osobama utvrdili smo najveću učestalost alela 
B*2702 (20 osoba), dok je 15 osoba imalo alel B*2705, 
što nije u skladu s rezultatima prijašnjih istraživanja pro-
vedenih u hrvatskoj populaciji u kojima je najveću uče-
stalost pokazao alel B*2705. Ovakvo neslaganje s ranije 
objavljenim rezultatima je posljedica toga što naš uzorak 
nije bio nasumično odabran, već smo u njega uključili 
i 16 obitelji izabranih na temelju nazočnosti gena B*27 
i gena DRB1*16. Budući da smo u našem istraživanju 
primijetili da se gen HLA-DRB1*16 pojavljivao isklju-
čivo u haplotipu s alelom HLA-B*2702, a ni jednom se 
nije pojavio u haplotipu s alelom HLA-B*2705, očito 
je da iznenađujuće velika učestalost alela B*2702 pro-
izlazi iz našeg načina odabira ispitanika.

Nakon što je tijekom rutinskog rada u Zavo-
du za tipizaciju u tri obitelji utvrđen haplotip HLA-
A3-B*2730-DRB1*16, pretpostavili smo mogućnost 
da će se u haplotipu s genom HLA-B*27 koji sadrži i 
alele HLA-A3 i HLA-DRB1*16 uvijek pojaviti rijet-
ki alel HLA-B*2730. Ta se pretpostavka pokazala do-
nekle točnom nakon što je analizom utvrđeno i neko-
liko haplotipova koji su imali alel B*2702, tj. haplotip 
HLA-A3-B*2702-DRB1*16.

Istraživanje je nadalje usmjereno na analizu pro-
duženih haplotipova HLA-A-B*27-D6S2927-STR_MI-
CA-TNFa-DRB1. Kao što se i moglo očekivati zbog ma-
le udaljenosti između lokusa, najjača neravnoteža udru-
živanja utvrđena je između alela lokusa HLA-B i alela 
mikrosatelitskih lokusa D6S2927 i STR_MICA. Tako se, 
u pravilu, bez obzira na alele gena HLA-B*27 i -DRB1 
prisutne na određenom haplotipu, na lokusu D6S2927 
javljao alel D6S2927-1 (213pb), a na lokusu STR_MI-
CA alel STR_MICA-A4 (179pb). Takva pravilnost, me-
đutim, nije uočena na mikrosatelitskom lokusu TNFa, 
gdje su se pojavljivali različiti aleli. Ipak, je na lokusu 

TNFa na najvećem broju produženih haplotipova alela 
HLA-B*2702 (80,0 %) pronađen alel TNFa-9 (113pb) 
što je rezultat neravnoteže udruživanja tog alela s ale-
lom HLA-DRB1*16, dok se ni u jednom haplotipu alela 
HLA-B*2705 nije pojavio alel TNFa-9 (113pb).

Daljnji je cilj bila analiza haplotipova koji su sa-
državali rijetki alel HLA-B*2730, koji je prvi put otkri-
ven u slovenskoj populaciji (16), a potom je utvrđen i 
u članova 3 hrvatske obitelji. Naime, htjeli smo vidje-
ti postoji li razlika u alelima testiranih mikrosatelita iz-
među produženog haplotipa ovog rijetkog alela i alela 
B*2702 i B*2705. Unatoč malom uzorku, naši su re-
zultati ukazali na očuvanost produženog haplotipa ale-
la HLA-B*2730 (HLA-A3-B*2730-D6S2927-1-STR_
MICA-A4-TNFa-9-DRB1*16). Riječ je o istim aleli-
ma mikrosatelitskih lokusa koji dolaze u kombinaciji i 
s alelom HLA-B*2702, što je u skladu i s pretpostav-
ljenom evolucijom alela HLA-B*2730. Naime, sma-
tra se da je alel B*2730 nastao genskom konverzijom 
u kojoj je alel HLA-B*2702 primio egzon 3 od nekog 
od alela lokusa HLA-B (uključujući većinu alela gena 
HLA-B*44) koji imaju takav egzon 3. Sličan postanak 
ima i alel B*2719 čiji je egzon 3 identičan onom alela 
B*2730, ali mu je egzon 2 kao u alela B*2705. Postoje 
čak teorije da je alel B*2730 nastao konverzijom alela 
B*2702 i alela B*2719, međutim to je manje vjerojatno 
s obzirom na zastupljenost alela B*2719 u svijetu. Us-
poredba sekvenci najpolimorfnijih dijelova egzona 2 i 
3 različitih alela gena HLA-B*27 te alela B*4402 pri-
kazana je na slici.

Dosadašnji rezultati istraživanja o rasprostranje-
nosti alela B*2730 navode nas na pretpostavku da je 
ovaj alel možda nastao na prostorima jugoistočne Eu-
rope (Kosovo) od kuda se proširio u Hrvatsku i Slove-
niju. U prilog tome ide činjenica da je obitelj iz Slove-
nije u koje je prvi put otkriven ovaj alel kosovskog po-
drijetla, kao i prva obitelj u kojoj je u Hrvatskoj otkri-
ven alel B*2730. Međutim, druge dvije obitelji su hr-
vatskog podrijetla i žive na prostorima Hrvatske (Istra i 
Zagorje) najmanje 4 generacije. Druga mogućnost je da 
je alel B*2730 nastao na Bliskom Istoku i da se od tu-
da proširio u druge krajeve. Za konačan zaključak o po-
drijetlu alela B*2730 neophodno je provesti populacij-
ska istraživanja o njegovoj prisutnosti u prvom redu na 
Bliskom Istoku, ali i drugim dijelovima svijeta. Znanje 
o rasprostranjenosti alela B*2730 može biti korisno ne 
samo u daljnjim istraživanjima podložnosti, odnosno za-
štite od AS-a i drugih SpA, već i u antropološkim istra-
živanjima gdje se ovakvi rijetki aleli koriste kao genet-
ski biljezi u praćenju migracija populacija, kao i među-
sobnog miješanja populacija.

Naš uzorak sadržavao je i 3 identična haplotipa 
kojima nije određen alel gena HLA-B*27. Riječ je o 
haplotipu: HLA-B*27-D6S2927-1(213pb)-STR_MICA-
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Slika. Usporedba nukleotidnih slijedova koji kodiraju egzone 2 i 3 alela HLA-B*2702, B*2705, B*2719, B*2730 i B*4402
Figure. Nucleotide sequence alignments of exons 2 and 3 of HLA-B*2702, B*2705, B*2719, B*2730 and B*4402

                      10         20         30         40         50         60         70          80         90        100 
B*2702        ATGCGGGTCA CGGCGCCCCG AACCCTCCTC CTGCTGCTCT GGGGGGCAGT GGCCCTGACC GAGACCTGGG CTG|GCTCCCA CTCCATGAGG TATTTCCACA 
B*270502      ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---|------- ---------- ---------- 
B*2719        ********** ********** ********** ********** ********** ********** ********** ***|------- ---------- ---------- 
B*2730        ********** ********** ********** ********** ********** ********** ********** ***|------- ---------- ---------- 
B*44020101    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- -C-|------- ---------- ------T--- 

                     110        120        130        140        150        160        170        180        190        200 
B*2702        CCTCCGTGTC CCGGCCCGGC CGCGGGGAGC CCCGCTTCAT CACCGTGGGC TACGTGGACG ACACGCTGTT CGTGAGGTTC GACAGCGACG CCGCGAGTCC 
B*270502      ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
B*2719        ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
B*2730        ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
B*44020101    --G--A---- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- --A------- 

                     210        220        230        240        250        260        270        280        290        300 
B*2702        GAGAGAGGAG CCGCGGGCGC CGTGGATAGA GCAGGAGGGG CCGGAGTATT GGGACCGGGA GACACAGATC TGCAAGGCCA AGGCACAGAC TGACCGAGAG 
B*270502      ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
B*2719        ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
B*2730        ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
B*44020101    ---GA----- ---------- -A-------- ---------- ---------- ---------- ---------- -C----A--- -CA------- -T-------- 

                     310        320        330        340         350        360        370        380        390        400 
B*2702        AACCTGCGGA TCGCGCTCCG CTACTACAAC CAGAGCGAGG CCG|GGTCTCA CACCCTCCAG AATATGTATG GCTGCGACGT GGGGCCGGAC GGGCGCCTCC 
B*270502      G--------- C-CT------ ---------- ---------- ---|------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
B*2719        G--------- C-CT------ ---------- ---------- ---|------- --T-A----- -GG-----C- ---------- ---------- ---------- 
B*2730        ---------- ---------- ---------- ---------- ---|------- --T-A----- -GG-----C- ---------- ---------- ---------- 
B*44020101    --------C- C--------- ---------- ---------- ---|------- --T-A----- -GG-----C- ---------- ---------- ---------- 

                     410        420        430        440        450        460        470        480        490        500 
B*2702        TCCGCGGGTA CCACCAGGAC GCCTACGACG GCAAGGATTA CATCGCCCTG AACGAGGACC TGAGCTCCTG GACCGCCGCG GACACGGCGG CTCAGATCAC 
B*270502      ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
B*2719        ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
B*2730        ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
B*44020101    ---------- TG-------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ------G--- -----C---- ---------- 

                     510        520        530        540        550        560        570        580        590        600 
B*2702        CCAGCGCAAG TGGGAGGCGG CCCGTGTGGC GGAGCAGCTG AGAGCCTACC TGGAGGGCGA GTGCGTGGAG TGGCTCCGCA GATACCTGGA GAACGGGAAG 
B*270502      ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
B*2719        ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
B*2730        ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
B*44020101    ---------- ---------- ---------- -------GAC ---------- --------CT ---------- -C-------- ---------- ---------- 

                     610         620        630        640        650        660        670        680        690        700 
B*2702        GAGACGCTGC AGCGCGCGG|A CCCCCCAAAG ACACACGTGA CCCACCACCC CATCTCTGAC CATGAGGCCA CCCTGAGGTG CTGGGCCCTG GGCTTCTACC 
B*270502      ---------- ---------|- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
B*2719        ---------- ---------|* ********** ********** ********** ********** ********** ********** ********** ********** 
B*2730        ---------- ---------|* ********** ********** ********** ********** ********** ********** ********** ********** 
B*44020101    ---------- ---------|- ---------- -----T---- ---------- ---------- -------T-- ---------- ---------- ---------- 

                     710        720        730        740        750        760        770        780        790        800 
B*2702        CTGCGGAGAT CACACTGACC TGGCAGCGGG ATGGCGAGGA CCAAACTCAG GACACTGAGC TTGTGGAGAC CAGACCAGCA GGAGATAGAA CCTTCCAGAA 
B*270502      ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
B*2719        ********** ********** ********** ********** ********** ********** ********** ********** ********** ********** 
B*2730        ********** ********** ********** ********** ********** ********** ********** ********** ********** ********** 
B*44020101    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- -----C---- ---------- ---------- ---------- ---------- 

                     810        820        830        840        850        860        870        880        890         900 
B*2702        GTGGGCAGCT GTGGTGGTGC CTTCTGGAGA AGAGCAGAGA TACACATGCC ATGTACAGCA TGAGGGGCTG CCGAAGCCCC TCACCCTGAG ATGGG|AGCCG 
B*270502      ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- -----|----- 
B*2719        ********** ********** ********** ********** ********** ********** ********** ********** ********** *****|***** 
B*2730        ********** ********** ********** ********** ********** ********** ********** ********** ********** *****|***** 
B*44020101    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- -----|----- 

                     910        920        930        940        950        960        970        980        990       1000 
B*2702        TCTTCCCAGT CCACCGTCCC CATCGTGGGC ATTGTTGCTG GCCTGGCTGT CCTAGCAGTT GTGGTCATCG GAGCTGTGGT CGCTGCTGTG ATGTGTAGGA 
B*270502      ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
B*2719        ********** ********** ********** ********** ********** ********** ********** ********** ********** ********** 
B*2730        ********** ********** ********** ********** ********** ********** ********** ********** ********** ********** 
B*44020101    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 

                    1010        1020       1030       1040        1050       1060       1070       1080      1090 
B*2702        GGAAGAGCTC AG|GTGGAAAA GGAGGGAGCT ACTCTCAGGC TGCGT|GCAGC GACAGTGCCC AGGGCTCTGA TGTGTCTCTC ACAGCTTGA  
B*270502      ---------- --|-------- ---------- ---------- -----|----- ---------- ---------- ---------- ---------  
B*2719        ********** **|******** ********** ********** *****|***** ********** ********** ********** *********  
B*2730        ********** **|******** ********** ********** *****|***** ********** ********** ********** *********  
B*44020101    ---------- --|-------- ---------- ---------- -----|----- ---------- ---------- ---------- --------- 

Identični nukleotidi označeni su crticama

A4(179pb)-TNFa-6(107pb)-DRB1*01. Budući da ovaj 
haplotip ne sadrži alele DRB1*16 i TNFa-9 (113pb), mo-
žemo pretpostaviti da ne sadrži ni alel HLA-B*2702.

Na kraju, treba istaknuti da su mikrosatelitski bi-
ljezi i istraživanja produženih haplotipova HLA danas 

snažno oruđe koje omogućuje bolje defi niranje evoluci-
je, podrijetla i migracija različitih populacija, kao i uspo-
redbu različitih populacija. Spoznaje do kojih smo došli 
u ovom istraživanju, o mogućnosti defi niranja alela ge-
na HLA-B*27 na temelju analize produženih haplotipo-
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va koji sadrže mikrosatelitski lokus TNFa, mogu imati 
daljnju primjenu u razjašnjavanju uloge pojedinih ale-
la gena HLA-B*27, i njemu susjednih mikrosatelita u 
pojavi spondiloartropatija te ukazati na peptide koji su 
važni u patogenezi ovih bolesti. U buduća istraživanja 

trebalo bi uključiti osobe oboljele od spondiloartropati-
ja koje su pozitivne i negativne za gen HLA-B*27, kako 
bi se analizom njihovih produženih haplotipova utvrdio 
onaj produženi haplotip na temelju kojeg bi se mogao 
predvidjeti razvoj bolesti.

Zaključak
Analizom produženih haplotipova utvrdili smo naj-

jaču neravnotežu udruživanja između alela lokusa HLA-
B i alela mikrosatelitskih lokusa D6S2927 i STR_MICA 
budući da na svim haplotipovima gena HLA-B*27, bez 
obzira na alel gena HLA-B*27, na mikrosatelitskom lo-
kusu D6S2927 uočen alel D6S2927-1 (213pb), a na lo-
kusu STR_MICA alel STR_MICA-A4 (179pb). Na lo-
kusu TNFa na najvećem broju produženih haplotipova 
alela HLA-B*2702 (80,0%) pronađen je alel TNFa-9 

(113pb) što je rezultat neravnoteže udruživanja tog alela 
s alelom HLA-DRB1*16, dok se u niti jednom haplotipu 
alela HLA-B*2705 nisu pojavili aleli TNFa-9 (113pb) i 
HLA-DRB1*16. Nije uočena razlika između produženih 
haplotipova alela B*2702 i B*2730 što govori u prilog na-
stanku alela B*2730 od alela B*2702. Produženi haplo-
tip rijetkog alela HLA-B*2730 u sve je 3 obitelji bio isti 
(HLA-A3-B*2730-D6S2927-1-STR_MICA-A4-TNFa-
9-DRB1*16), što ukazuje na njegovu očuvanost.
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