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Sazetak

Cilj ovog rada bio je analizirati produzene haplo-
tipove dva naj¢esca podtipa gena HLA-B*27 (B*2702
i ¥2705) u hrvatskoj populaciji. Analizirana je skupi-
na od 111 nesrodnih ispitanika pozitivnih za gen HLA-
B*27, koji do pocetka ovog istrazivanja nisu imali ni-
kakve simptome ankilozantnog spondilitisa. Ukupan
broj pracenih haplotipskih veza bio je 112 jer je jedna
osoba bila homozigot za gen HLA-B*27. Podtip gena
HLA-B*27 i geni na lokusu HLA-A i -DRB1 odrede-
ni su metodom PCR-SSP kod svih ispitanika. Od 7 ra-
zli¢itih podtipova gena HLA-B*27 uocenih medu na-
§im ispitanicima, najces¢i je bio alel B*2705 (61,6%)
te alel B*2702 (30,4%), dok su preostali aleli (B*2701,
B*2703, B*2704, B*2708 i B*2714) uoceni jedanput,

Kljuéne rijeci

odnosno, dvaput. Naj¢eséi gen na lokusu HLA-A bio je
HLA-A*02, kako unutar haplotipskih veza alela B¥2702
tako 1 unutar veza alela B*¥2705. Nije uocena razlika u
zastupljenosti gena na ovom lokusu izmedu haplotipskih
veza alela B¥2702 i alela B*2705. Analiza haplotipskih
veza HLA-B, -DRB1 ukazala je na jaku povezanost alela
B*2702 i DRB1*16 koji su se zajedno pojavili s uCesta-
los¢u od 44,1%, Sto je statisticki znacajno u usporedbi s
ucestalos¢u s kojom se DRB1*16 pojavio unutar haplo-
tipskih veza alela B*2705 (4,0%; P<0,00001). Unutar
skupine od 69 haplotipskih veza alela B*2705 uocena je
statisticki znacajno povecana ucestalost HLA-DRB1*01
u usporedbi sa skupinom (N=34) haplotipskih veza alela
B*2702 (28,0% naspram 1,5%; P<0,00001).
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Summary

The aim of the present study was to analyze hap-
lotypic associations of two the most common HLA-
B*27 subtypes (B*2702 and *2705) in the Croatian
population. One hundred and eleven unrelated HLA-
B*27 positive individuals were included. None of them
had any sign of ankylosing spondylitis. The total num-
ber of analyzed haplotypic associations was 112 be-
cause one individual was homozygous for HLA-B*27.
HLA-B*27 alleles as well as HLA-A and DRB1 speci-
ficities were tested by PCR-SSP method. Among sev-
en different HLA-B*27 alleles observed among our
individuals, B*2705 was the most frequent (61.6%),
followed by B*2702 (30.4%), while the frequency of
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all other observed alleles (B*2701, B*2703, B*2704,
B*2708 i B*2714) was less than 2.0%. HLA-A*02
was the most frequent specificity at HLA-A locus in
both groups of haplotypic associations (B*2702 and
B*2705) and no difference in distribution of HLA-
A genes was observed between two groups. Analysis
of HLA-B*2702 haplotypic associations showed the
high frequency of DRB1*16 (44.2%) in comparison to
B*2705 haplotypic associations (4.0%) with significant
P value (P<0.00001). HLA-DRB1*01 demonstrated
significantly higher presence among 69 B*2705 haplo-
typic associations compared to 34 B*2702 haplotypic
associations (28.0% vs. 1.5%; P<0.00001).
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Uvod

Gen HLA-B*27 je zbog svoje podloznosti za
brojne reumatske bolesti jedan od najistrazivanijih ge-
na sustava HLA. Povezanost s ankilozantnim spondili-
tisom (AS) poznata je ve¢ vise od 30 godina, medutim
do danas nisu u potpunosti objasnjeni mehanizmi te po-
vezanosti (1).

Raspodjela podtipova gena HLA-B*27 u svije-
tu razlikuje se od populacije do populacije. Ucestalost
gena B*27 iznosi od 0,6% (Mongolija) do 10,4% (Ru-
sija - otok Sahalin). To je jedan od Cestih gena na loku-
su HLA-B medu populacijama bijele rase dok je s vr-
lo niskom ucestalos¢u prisutan na Mikroneziji ili pot-
puno odsutan medu pripadnicima populacija centralne
i juzne Amerike te populacijama ekvatorijalne i juzne
Afrike (2-4).

Kad govorimo o seroloski dobro definiranom anti-
genu HLA-B27, treba istaknuti da nije rijec o jedinstve-
noj specificnosti tj. da unutar tog gena postoji veliki broj
alela-podtipova (do danas je poznato 35 razlicitih alela)
koji se oznacavaju od HLA-B*2701 do HLA-B*2736
(prema bazi podataka IMGT/HLA) (5,6).

Na temelju dosadasnjih istrazivanja i podataka pre-
vladava misljenje da su svi ti aleli gena HLA-B*27 nastali
iz najrasprostranjenijeg alela, alela HLA-B*2705 (7-9).

Populacijska istrazivanja, kao i istrazivanja po-
vezanosti pojedinih alela B*27 i AS-a pokazala su da
su aleli HLA-B*2702, B*2704, B*2705, B¥2707, kao

Materijal i metode

i B¥2714 povezani s boles¢u, dok su HLA-B*2706 i
B*2709 zastitni (7,10-12). Jedna od pretpostavki kojom
se pokusava objasniti zasto pojedini aleli B*27 prido-
nose podloznosti za bolest jest da ti aleli vezu peptide
vazne u patogenezi same bolesti.

Ucestalost gena HLA-B*27 u Hrvatskoj je pri-
blizno 5,5%, a molekularna istrazivanja provedena pri-
je nekoliko godina pokazala su da su najceséi aleli iz-
medu 16 tada poznatih alela bili HLA-B*2705 i B¥2702
(13,14).

Unatoc¢ brojnim provedenim istrazivanjima o ra-
znovrsnosti alela HLA-B*27 kao i njihovoj rasprostra-
njenosti u svijetu, slika raspodjele podtipova ovog ge-
na jos$ uvijek nije potpuna. Razlog tome lezi u ¢injenici
da se neprekidno otkrivaju novi aleli gena HLA-B*27.
Rasprostranjenost pojedinih alela gena HLA-B*27 nije
vazna samo sa stajaliSta podloznosti/zastite za AS i dru-
ge spondiloartropatije, vec i s antropoloskog stajalista o
prisutnosti rijetkih alela u razli¢itim populacijama i ra-
sama. Spoznaja o rasprostranjenosti rijetkih alela HLA
pa tako i alela skupine HLA-B27 korisna je kao genet-
ski biljeg u prac¢enju migracija populacija kao i medu-
sobnih mijesanja populacija (15).

Cilj ovog rada bio je u prvom redu novelirati sli-
ku o rasprostranjenosti pojedinih alela gena HLA-B*27
u Hrvatskoj te analizirati haplotipske veze dva najcesca
podtipa gena HLA-B*27, alela B*2702 i B*2705.

Ispitanici

Skupina od 111 nesrodnih ispitanika pozitivnih
za gen HLA-B*27 u Hrvatskoj analizirana je u svrhu
istrazivanja raspodjele ucestalosti podtipova gena HLA-
B*27. Ni jedan od ispitanika nije pokazao nikakve zna-
kove ankilozantnog spondilitisa do pocetka ovog istra-
zivanja. Medu ispitanicima je jedna osoba bila homozi-
got za gen HLA-B*27 te je stoga ukupan broj analizi-
ranih alela bio 112.

Ispitanicima su prethodno odredeni geni lokusa
HLA-A1-DRBI1 jednom od dvije molekularne metode:
metodom PCR-SSP (engl. Polymerase Chain Reaction
- Sequence Specific Primers) ili PCR-SSO (engl. Sequ-
ence Specific Oligo).

Rezultati

Svim ispitanicima uzeto je 10 ml krvi s EDTA iz
koje je izolirana DNA pomoéu komercijalnog kita za
izolaciju (Macherey-Nagel, Duren, Njemacka).

Odredivanje alela gena HLA-B*27

Podtipovi gena HLA-B*27 analizirani su standar-
dnim protokolom (Olerup SSP-HLA-B*27, Genovision,
SAD) kojim se umnazaju egzon 2 i egzon 3 gena HLA-
B. Naime, u tim egzonima lezi najveci broj razlika iz-
medu pojedinih alela HLA razreda I.

Statisti¢cka obrada

Ucestalost alela gena HLA-B*27 izra¢unavana
je direktnim brojanjem dok je povezanost izmedu alela
dva lokusa HLA izracunavana pomocu tablice 2x2 i ¥
testa s Yatesovom korekcijom.

Na slici 1 prikazana je raspodjela podtipova gena
HLA-B*27 u skupini od 111 nesrodnih ispitanika. Uku-
pan broj alela bio je 112 jer je jedna osoba bila homozi-
got za alel B*2705. Podtip B*2705 (61,6%) i B*2702
(30,4%) bili su najzastupljeniji medu nasim ispitanicima
dok su se preostali podtipovi gena HLA-B*27 (B*2701,
B*2703, B*¥2704, B*2708 i B*2714) pojavili s ucesta-
lo§¢u manjom od 2,0%.

6

Sljededi cilj ovog rada bio je utvrditi koji se geni
lokusa HLA-A, odnosno geni lokusa HLA-DRBI jav-
ljaju s najvecom ucestalo§¢u u haplotipskim vezama s
dva najcesc¢a podtipa u hrvatskoj populaciji B*2702 i
B*2705.

Analiza gena lokusa HLA-A izmedu dvije skupi-
ne haplotipskih veza nije pokazala razlike. Od 13 razli-
¢itih gena na lokusu HLA-A u obje se skupine haplotip-
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Slika 1. Raspodjela alela HLA-B*27 u skupini nesrodnih ispitanika
pozitivnih za HLA-B*27 u hrvatskoj populaciji (N=112)
Figure 1. The distribution of HLA-B*27 alleles among HLA-B*27
positive Croatian individuals (N=112)
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Slika 2. Raspodjela gena na lokusu HLA-A u haplotipskim
vezama gena HLA-B*27 u hrvatskoj populaciji
Figure 2. The distribution of HLA-A genes in HLA-B*27
haplotypic associations in the Croatian population

skih veza najcesée javljao gen HLA-A*02 (slika 2).

Provedena analiza na uzorku od 112 haplotipskih
veza pokazala je razlike izmedu dvije skupine haplotip-
skih veza s obzirom na raspodjelu gena na lokusu HLA-
DRBI (slika 3).

U sklopu 34 haplotipske veze podtipa B¥2702,
gen DRB1*16 bio je najzastupljeniji (44,18%). Uce-
stalost gena DRB1*16 medu haplotipskim vezama
podtipa B*2705 bila je izrazito mala (4,00%), Sto se
statisti¢ki znatno razlikuje (P<0,00001) u usporedbi s
haplotipskim vezama podtipa B*2702. Istovremeno je
unutar skupine od 69 haplotipskih veza alela B*2705
uocena povecana ucestalost HLA-DRB1*01 u uspo-
redbi s haplotipskim vezama alela B*2702 (28,0% na-
spram 1,5%; P<0,00001). Razlika u prisutnosti gena
DRB1*04 izmedu dvije haplotipske skupine nije bila
statisticki znatna.

Slika 3. Raspodjela gena lokusa HLA-DRB1 u haplotipskim
vezama gena HLA-B*27 u hrvatskoj populaciji
Figure 3. The distribution of HLA-DRB1 genes in HLA-B*27
haplotypic associations in the Croatian population
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Dobro je poznata ¢injenica da se aleli gena HLA-
B*27 medusobno razlikuju u jednoj ili vise aminokise-
lina i to uglavnom na pozicijama unutar egzona 2 i eg-
zona 3. Mnogobrojna istraZivanja provedena Sirom svi-
jetaustanovila su da se zastupljenost pojedinih alela ge-
na HLA-B*27 razlikuje od populacije do populacije, §to
je rezultat podrijetla tih populacija, odnosno nastanka
pojedinih podtipova (2,3). Rezultati ovog rada dali su
novu sliku o zastupljenosti podtipova gena HLA-B*27
u hrvatskoj populaciji i predstavljaju nastavak prethod-
nog istrazivanja o raznovrsnosti podtipova gena HLA-
B*27 u nasoj populaciji kojim je otkriveno da je podtip
B*2705 predominantan alel kao i medu pripadnicima
drugih populacija bijele rase (2,16).

Zastupljenost alela B*2702 takoder je u skladu s
prethodnim istrazivanjem. Taj je alel prisutan samo me-
du populacijama bijele rase i predominantan je na Sred-
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njem istoku (Zidovi) te medu Berberima na sjeveru Afrike
(2,17). Na temelju dosadasnjih rezultata pretpostavlja se
da je alel B*2702 nastao iz alela B*2705 mehanizmom
genske konverzije upravo unutar populacija Srednjeg
istoka iz kojih se proSirio u populacije sjeverne Afrike
te medu druge stanovnike Bliskog istoka (2). U ovom
istrazivanju takoder smo otkrili neke od slabo zastuplje-
nih alela gena HLA-B*27. Jedan od takvih alela je alel
B*2701 koji spada u skupinu rijetkih alela i do sada je
uocen u Turskoj i na Tajvanu (2,18). Analize redoslijeda
nukleotida ovog alela pokazale su da se on razlikuje od
alela B*2705 u domeni a1 i to na pozicijama 74, 77 i 81.
Zanimljivo je spomenuti da smo nasli i alel B¥2703 koji
je najcesci od svih podtipova gena HLA-B*27 u Zapad-
noj Africi (19,20). On se pak od alela B*2705 razlikuje
samo u jednoj aminokiselini i to na poziciji 59 u dome-
ni al. Nasuprot tomu, uocena ucestalost alela B¥2704

V



medu nasim ispitanicima sli¢na je onoj medu Zidovima,
a znatno je manja nego medu stanovnicima Kine, Indo-
nezije, Indije ili Polinezije (21,22). Pretpostavka je da je
ovaj alel, unatoc razlikama u sve tri domene teskog lan-
ca(al, a2 i03)uodnosu naalel B¥2705, takoder nastao
iz alela B*2705 (7). Posljednja dva alela, alel B¥2708 1
B*2714 otkrivena su samo kod po jednog naseg ispita-
nika i do sada nisu uoc¢ena u Hrvatskoj. Alel B*¥2708 za-
stupljen je medu drugim populacijama Evrope, ali isto
tako i medu stanovnicima Azora, Indije i Venezuele (ple-
me Zulian) s u¢estalosc¢u vrlo slicnom kao kod nas. Alel
B*2708 se razlikuje od alela B*2705 na 4 pozicije (77,
80, 82 1 83) u domeni al (21-25). Potrebno je istaknuti
da za alel B*2714 nema podataka o njegovoj prisutno-
sti medu pripadnicima evropskih populacija. Naime, alel
B*2714 je prvi put uocen u Sjevernoj Americi, a nesto
kasnije medu stanovnicima Sibira (slavenskog podrije-
tla) i Indije. O njegovom nastanku prevladava misljenje
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