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Avtoimunski endokrini bolezni sladkorna bolezen tipa 1 (T1D) in Hashimotov
tiroiditis (HT) se pogosto se pojavljata so¢asno pri istem posamezniku ali druZini,
zato obstaja moznost za skupno genetsko etiologijo, najverjetneje povezano z
avtoimunostjo. V nasi Studiji smo z metodama PCR-SSO in PCR-SSP tipizirali in
primerjali alele HLA 1. in 1l. razreda skupin bolnikov s T1D, T1D+HT in kontrolne
skupine. Ugotovili smo, da so s poviSanim tveganjem za razvoj T1D in TID+HT
povezani aleli, ki so del haplotipov DR4-DQ8 in DR3-DQ2-B8, z znizanim
tveganjem pa aleli, ki so del haplotipov DR1-DQ5, DR11-DQ7, DR13-DQ5/6,
DR15-DQ5/6 in DR14-DQ5 (slednja le pri T1D). Vecina alelov je pokazala
mocnej$o povezavo s T1D samo kot z obema boleznima. Skupne etiologije bolezni
nismo mogli z gotovostjo potrditi. Ugotavljamo tudi mozen vpliv aminokislinskih
ostankov na 86., 71. in 74. mestu verige DRp ter 57. in 45. mestu verige DQp

molekul HLA na dovzetnost za bolezni.
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Autoimmune endocrine diseases type 1 diabetes (T1D) and Hashimoto’s thyroiditis
(HT) often coexist in the same individual or family, therefore common genetic
etiology has been proposed, presumably connected to autoimmunity. We performed
genetic typings of HLA class I and class Il alleles using PCR-SSO and PCR-SSP
methods. We then compared the results of typing of patients with T1D, TID+HT
and control group. We conclude that patients with T1D and T1D+HT significantly
over-represent alleles present in DR4-DQ8 and DR3-DQ2-B8 haplotypes, and
significantly under-represent alleles present in DR1-DQ5, DR11-DQ7, DR13-
DQ5/6, DR15-DQ5/6 and DR14-DQ5 haplotypes (DR14 is under-represented only
in T1D patients). Most of the alleles expressed a stronger correlation with T1D
alone than with T1D+HT. Common etiology of the diseases could not be
confirmed. We propose possible effects of amino acids at positions 86, 71 and 74 of
HLA-DR B chain, and amino acids at positions 57 and 45 of HLA-DQ B chain to

disease susceptibility.
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SAPE R-fikoeritrin-konjugirani streptavidin (angl. R-phycoerythrin-conjugated
strepavidin)

Ser serin (S)

SSDNA enoverizna DNA (angl. single-stranded DNA)

T1D sladkorna bolezen tipa 1 (angl. type 1 diabetes)

T1D+HT hkratna prisotnost sladkorne bolezni tipa 1 in Hashimotovega tiroiditisa pri
istem bolniku

T3 trijodtironin (angl. triiodothyronine)

T4 tiroksin (angl. thyroxine)

TAP angl. transporter associated with antigen processing

TCR T-celi¢ni receptor (angl. T-cell receptor)

Tg tiroglobulin

TNF tumorje-nekrotizirajoci faktor (angl. tumor necrosis factor)

TPO S¢itni¢na peroksidaza (angl. thyroid peroxidase)

TSH hormon, ki stimulira $¢itnico (angl. thyroid stimulating hormone)

TSH-R tirotropinski receptor, receptor za hormon, ki stimulira $¢itnico (angl.

thyrotropin receptor, thyroid-stimulating hormone receptor)
Val valin (V)
VNTR spremenljivo Stevilo tandemskih ponovitev (angl. variable number tandem

repeats)
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SLOVARCEK

GENI HLA: Genski kompleks HLA (angl. human leukocyte antigen) se nahaja na 6.
kromosomu in predstavlja genetski zapis za molekule HLA I. razreda (HLA-A, -B, -C idr.)
in molekule HLA 1I. razreda (HLA-DR, -DQ, -DP, -DM), ki so udelezene v predstavljanju
mikrobnih antigenov celicam T in selekciji celic T v limfnih organih. Gre za zelo
polimorfno regijo, ki jo povezujejo s poviSsano dovzetnostjo za mnoge avtoimunske

bolezni.

POLIMORFIZEM: O polimorfizmu govorimo takrat, kadar sta v populaciji prisotna vsaj
dva fenotipa (ali vsaj dva genotipa), od katerih ima vsak pogostnost pojavljanja vsaj 1%.

Sistem HLA je eden najbolj polimorfnih genskih kompleksov v naravi.

VEZAVNO NERAVNOVESJE: Vezavno neravnovesje je pojav, pri katerem dva ali ve¢
genov na istem kromosomu najdemo skupaj pogosteje, kot bi pricakovali glede na njihove

posamicne pogostnosti pojavljanja v populaciji.

HAPLOTIP: Termin haplotip se nanaSa na kombinacijo genov, ki se zaradi fizi¢ne bliZine

na kromosomu v bloku prenese na potomca z enega starSevskega kromosoma.

AVTOIMUNOST: Avtoimunost je definirana kot imunski odziv proti lastnim
(avtolognim) antigenom in je posledica zatajitve mehanizmov imunske tolerance. Pojav
avtoimunost je posledica delovanja mnogih genov, med katerimi so najpomembnejsi geni

HLA, in okoljskih dejavnikov.

HASHIMOTOV TIROIDITIS: Hashimotov tiroiditis je avtoimunska bolezen, za katero
so znalilne kroni¢ne vnetne spremembe S$¢itnice z infiltracijo celic T in prisotnost
SCitni¢nih protiteles v serumu. Prevalenca je poviSana pri posameznikih in druzinah s
sladkorno boleznijo tipa 1, zato obstaja moznost skupne etiologije obeh bolezni. Kot enega
od dejavnikov tveganja omenjajo tudi alele HLA.
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1UVvOD

Avtoimunske endokrine bolezni so bolezni, pri katerih zaradi napak v delovanju
imunskega sistema pride do imunskega napada na lastne endokrine Zleze. Najpogostejse
avtoimunske endokrine bolezni so sladkorna bolezen tipa 1 (T1D, angl. type 1 diabetes) in
avtoimunske bolezni $¢itnice (AITD, angl. autoimmune thyroid diseases), kamor spada

tudi Hashimotov tiroiditis (HT, angl. Hashimoto's thyroiditis).

Tako T1D kot HT sta za organ specifi¢ni bolezni - prva deluje na trebusno slinavko, druga
na $¢itni¢no zlezo - in imata podobno patogenezo, ki vklju€uje infiltracijo celic T. Na obe
vpliva ve¢ genskih in okoljskih dejavnikov, pogosto pa se pojavita hkrati pri istem
posamezniku ali v isti druzini. V serumu 20% bolnikov s T1D je moc¢ najti $¢itnicna
protitelesa - od teh jih 50% razvije AITD. Protitelesa proti celicam trebusne slinavke so
prisotna pri 2,3% otrok z AITD in pri 0% zdravih otrok (Levin in Tomer, 2003).

Zaradi skupnih tock $tudije nakazujejo, da bi etiologija teh dveh bolezni lahko temeljila na
skupnih genetskih dejavnikih, najverjetneje povezanih z avtoimunostjo. Za vsaj dva
imunoregulatorna gena, poglavitni histokompatibilnostni kompleks (HLA, angl. human
leukocyte antigen) in citotoksi¢ni T-celi¢ni antigen 4 (CTLA-4, angl. cytotoxic T-
lymphocyte antigen 4), je bilo pokazano, da doprinaSata k dovzetnosti za T1D in HT.
Regija HLA je razen s tema dvema boleznima povezana Se z razvojem ve¢ kot 500 drugih
bolezni (Yang in sod., 2010), tipicno kroni¢nih, povezanih z dolgotrajnimi vnetji in
avtoimunostjo. Produkti genov HLA so molekule HLA, ki so kljuéno vpletene v
predstavitev imunogenega peptida celicam T in v sproZitev imunskega odgovora.
Posamezne alelne variante HLA lahko vplivajo na konformacijo molekule in tako vecjo ali

manjSo verjetnost za vezavo lastnih antigenov.

Cilj Studije je bil identificirati alele HLA, ki so rizi¢ni ali zasCitni za HT v slovenski
populaciji s T1D. Primerjali smo izsledke tipizacij bolnikov z obema boleznima
(T1D+HT), bolnikov s samo T1D ter kontrolne skupine, ki so jo sestavljali predstavniki
zdrave slovenske populacije. Na ta nacin smo skusali zbrati morebitne dokaze za skupno

etiologijo obeh bolezni in identificirati alele HLA, ki bi lahko bili specificno pomembni za
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razvoj HT samega. S primerjanjem aminokislinskega zaporedja alelov smo skusali poiskati
mozne razloge za poviSano tveganje za razvoj bolezni pri posameznikih z dolo¢enimi

alelnimi variantami genov HLA.

Nadaljnje raziskave skupne genetike T1D in AITD ter boljSe razumevanje mehanizma
nastanka teh in drugih podobnih avtoimunskih bolezni bi lahko doprinesli k razvoju boljsih
naéinov zdravljenja in preventivnih strategij, usmerjenih proti etioloskim dejavnikom, ki

vodijo v avtoimunost.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 KOMPLEKS HLA

Genski kompleks HLA zajema priblizno 4,1 Mb in ve¢ kot 200 genov na krajSem kraku 6.
kromosoma, na regiji 6p21.1-21.3. Gene HLA zdruZujemo v tri regije. Na centromernem
koncu leZijo geni Il. razreda, na telomernem geni I. razreda, v vmesni regiji pa geni Ill.
razreda (Mehra in Kaur, 2003; Forbes in Trowsdale, 1999), kot prikazuje Slika 1.

6. kromosom
telomema regija centromerna regija telomerna regija

il Il NI 1INl DD

Regija HLA
bp21.1-21.2

geni ll. razreda geni lll. razreda geni l. razreda

| Il Bf Il |

Dp DM DQ DR C4 C2Hsp70TMF B C E AGF

HH

Slika 1: Genomska lokacija lokusa HLA (prirejeno po Mehra in Kaur, 2003).

Znotraj regije HLA 1. razreda se nahajajo tri polimorfna obmocja z geni za tezko verigo
klasi¢nih molekul HLA-A, -B in -C, neklasi¢ni geni HLA-E, -F, -G, MICA, MICB in mnogi
psevdogeni. Psevdogeni so geni z mutacijami ali delecijami, ki onemogocajo njihovo
izraZzanje. Lahka veriga molekul HLA 1. razreda, B,-mikroglobulin, je kodirana na 15.
kromosomu (Rodey, 2000; Marsh in sod., 2000; Huges, 1995).

Na regiji HLA II. razreda se nahajajo zapisi za verigi o in f molekul HLA-DR, -DQ, -DP, -
DM, pa tudi geni, katerih produkti sodelujejo pri tvorbi peptidov (LMP2, LMP7) in
transportu peptidov v endoplazemski retikulum (TAP1, TAP2). Nekateri geni Il. razreda so
psevdogeni (Rodey, 2000).

Produkti regije HLA 1l1l. razreda so po strukturi in funkciji raznolike molekule. Med njimi

so sestavine komplementa C4 in C2, faktor B, 21-hidroksilaza, tumorje-nekrotizirajoci
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faktor (TNF, angl. tumor necrosis factor) in stresni protein HSP-70 (angl. heat shock
protein 70) (Rodey, 2000). Ta regija ne vsebuje genov HLA (Forbes in sod., 1999).

2.2 NOMENKLATURA SISTEMA HLA

Danes sta v uporabi dve obliki nomenklature sistema HLA, imunoloSka in molekularna.
Prva metoda, vzpostavljena leta 1975, temelji na specificnih lastnostih genskih produktov
HLA (epitopov), definiranih z imunoloSkimi (seroloskimi ali celi¢énimi) tehnikami. Druga,
v uporabi od leta 1987, temelji na alelih, odkritih z ugotavljanjem nukleotidnega zaporedja
DNA (Rodey, 2000).

2.2.1 Imunoloska nomenklatura

Preglednica 1 prikazuje nacela poimenovanja sistema HLA z imunolosko nomenklaturo.

Preglednica 1: ImunoloSka nomenklatura sistema HLA (prirejeno po HLA Antigens..., 2011)

Nomenklatura Pomen

HLA- regija HLA

HLA-A, HLA-C podregije HLA

HLA-A23 0Zja specificnost, antigen

HLA-A23(9) SirSa specifi¢nost A9 (v oklepaju) zajema ozji specifi¢nosti/antigena A23 in
A24

2.2.2 Molekularna nomenklatura

Preglednica 2 prikazuje nacela poimenovanja sistema HLA z molekularno nomenklaturo.

Preglednica 2: Molekularna nomenklatura sistema HLA (prirejeno po Nomenclature of Factors..., 2011)

Nomenklatura Pomen

HLA- regija HLA

HLA-DRB1 lokus HLA

HLA-DRB1*13 skupina alelov, ki kodirajo antigen DR13
HLA-DRB1*13:01 specifi¢ni alel

se nadaljuje
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nadaljevanje

Nomenklatura

Pomen

HLA-DRB1*13:01:02

alel, ki se od DRB1*13:01:01 razlikuje za sinonimno mutacijo

HLA-DRB1*13:01:01:02

alel, ki se od DRB1*13:01:01 razlikuje za mutacijo zunaj kodirajoce regije

HLA-A*24:09N

alel, ki ni izraZen, ne daje produkta (angl. null)

HLA-A*30:14L

alel, ki kodira protein z znizanim izrazanjem na celi¢ni povr$ini (angl. low)

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

alel, ki kodira protein z zniZanim izrazanjem na celi¢ni povrsini, kjer je

mutacija zunaj kodirajoce regije

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

alel, ki kodira protein, ki je izrazen le kot sekretorna molekula (angl. secreted)

HLA-A*32:11Q

alel z mutacijo, za katero je bilo pokazano, da vpliva na izrazanje na celi¢ni

povrsini, vendar to Se ni bilo potrjeno (angl. questionable)

2.3 DEDOVANJE GENOV HLA

Geni sistema HLA se dedujejo kodominantno — potomec podeduje en gen vsakega lokusa

od matere in drugega od oceta, na celicah se izrazajo produkti obeh (Vidan-Jeras, 2003).

Primer dedovanja je prikazan na Sliki 4.

Al
BE

DR17

potomec 1

Al A23
B8 B7
DRI17 DRIS
A C

DR17

mama

All
B55

DR7

potomec 2

Al A2

B8 B7

Slika 2: Dedovanje genov HLA.

DR15

DRI5

otomec 3
p

All A2
B55 B7
DR7 DR15

B

B7

DRI15

potomec 4

All A23

B35 B7

DR7 DRIS
B C

Termin haplotip se nanaSa na kombinacijo genov HLA, ki se zaradi fizi¢ne blizine na

kromosomu v bloku prenese na potomca z enega starSevskega kromosoma. Kljub

kompleksnosti sistema HLA potomec torej navadno deduje enega od Stirih moznih
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genotipov. Verjetnost, da imata potomca identiCen genotip, je 25%, ¢e ne pride do
rekombinacije (v priblizno 2% primerov). Rekombinantni haplotipi HLA so rezultat
preloma kromatid in izmenjave dednega materiala med kromatidama v mejotski delitvi
celice. Pogostnost rekombinacije med dvema lokusoma HLA je odvisna od razdalje med
obema lokusoma (Rodey, 2000).

2.4 VEZAVNO NERAVNOVESJE

Vezavno neravnovesje je pojav, pri katerem dva ali ve¢ genov na istem kromosomu
najdemo skupaj pogosteje, kot bi pricakovali glede na njihove posami¢ne pogostnosti v
populaciji. Med lokusi, ki se nahajajo zelo blizu skupaj, je rekombinacija redka. Znotraj
regije HLA pride do prekrizanja v priblizno 2% primerov. Geni, ki se nahajajo med
tockama zacetka rekombinacije, se prenesejo na potomstvo zdruzeni v skupine, kot
haplotipi. Tako lahko ostanejo v vezavnem neravnovesju skozi mnoge generacije.
Doloceni haplotipi so zaradi vezavnega neravnovesja v nekaterih populacijah pogostejsi

kot v drugih (Vidan-Jeras, 2003; Rodey, 2000).

2.5 POLIMORFIZEM REGIJE GENOV HLA

O polimorfizmu govorimo takrat, kadar najdemo v populaciji vsaj dva fenotipa (ali vsaj
dva genotipa), od katerih ima vsak pogostnost pojavljanja vsaj 1% (Klein, 1986). Sistem
HLA je eden najbolj polimorfnih genskih kompleksov v naravi. Z genetskim tipiziranjem je
bilo odkritih Ze preko 8000 alelov I. in Il. razreda (IMGT/HLA Database..., 2012). K
nastanku polimorfizma je prispevalo ve¢ mehanizmov, med njimi podvajanje, spremembe
enega samega nukleotida in izmenjave razlicno dolgih nukleotidnih predelov. Variacije
niso nakljuéno razporejene, ampak so nakopicene Vv hipervariabilnih regijah, ki kodirajo

domene za vezavo peptidnega antigena (Little in Parham, 1999).

Geni HLA I. razreda zajemajo osem eksonov, pri ¢emer prvi kodira vodilno sekvenco,
drugi domeno al, tretji domeno 02, Cetrti domeno a3, preostali eksoni pa vsebujejo zapis
za citoplazemski rep molekule (Slika 3, a). Ker se pri molekulah I. razreda peptid veze v

rezo, ki jo tvorita domeni ol in o2, ravno drugi in tretji ekson kazeta najvecji
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polimorfizem. Podobno je sestavljen tudi genski zapis za molekulo HLA 11. razreda (Slika
3, b). Geni kazejo najvecji polimorfizem v drugem eksonu, ki kodira domeni al in BI,

kamor se veze peptidni antigen. Tretji ekson kodira konstantni regiji 02 in B2 in ni

polimorfen (Goldsby in sod., 2001).

il

o3 ™ C(‘ 3"NR B2 ™ C 3'NR
|M —HJJ L s

o veriga molekula riga
{ HLAIL. j
razreda
N 3—§ L cooH
H,N . 00 COOH
04 (Vo
molekula
HLA L. 7
Rzreda o . T™ T ,sI\ -,
razre: Bo-mikroglobulin veriga |
Vo oa a2 TMIC 3'NR

Slika 3: Prikaz molekul I. (a) in 1I. razreda (b) in genskih zapisov zanju (prirejeno po Vidan-Jeras, 2003;
Marsh in sod., 2000). V — vodilno zaporedje; al, 02, a3, B1, p2 — eksoni, ki kodirajo verige o in f molekule
HLA; TM - ekson, ki kodira transmembranski del molekule HLA; C — ekson, ki kodira citoplazemski rep
molekule HLA,; 3' NR - 3' neprevedena regija.

26 SELEKCNA V PRID POLIMORFIZMU IN HETEROZIGOTNOSTI TER
RAZLAGA RAZNOLIKOSTI MOLEKUL HLA MED RAZLICNIMI POPULACIJAMI

Dejstvo, da je raznolikost lokusov HLA najvecja v eksonih, Ki vsebujejo zapis za rezo za
vezavo peptida, kaze na to, da je polimofizem sistema HLA nastal kot posledica naravne
selekcije. Klju¢no vlogo so najverjetneje odigrali patogeni mikroorganizmi. Molekule
HLA, zmozZne predstavljanja imunogenih peptidov, ki izvirajo iz teh mikroorganizmov, so

pomenile evolucijsko prednost (Rodey, 2000).

Ker razli¢ne molekule HLA lahko vezejo razli¢ne peptide, se s heterozigotnostjo dodatno

poveca zmoznost predstavljanja vecjega spektra imunogenih peptidov, kar vpliva na mo¢
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in obseg imunskega odgovora ter predstavlja evolucijsko prednost. Znizano raven
homozigotnosti dokazujejo tudi populacijske Studije (Vidan-Jeras, 2003; Rodey, 2000).

Populacije oz. etni¢ne skupine so se razvijale v zelo razlicnih geografskih podrocjih s
specificnimi mikroorganizmi, kar se odseva tudi v izrazanju molekul HLA. Selekcija je v
razli¢nih okoljih dala prednost razli¢énim alelnim variantam in haplotipom genov HLA.

Razlike so vidne na treh ravneh:

e aleli HLA se pojavljajo pri vseh populacijah, a z razli¢nimi pogostnostmi,
e doloceni aleli HLA so omejeni le na specificno populacijo,

e doloceni haplotipi so omejeni na specifi¢no populacijo (Rodey, 2000).

V populacijah evropskega izvora je 75% haplotipov sestavljenih iz ne ve¢ kot 35
predniskih haplotipov. Geni teh konzerviranih haplotipov se drzijo skupaj, ker specifi¢ne
kombinacije genov pomenijo evolucijsko prednost v populacijah, kjer so jih nasli (Rodey,
2000).

2.7 ZGRADBA MOLEKUL HLA

Molekule HLA 1. in 1l. razreda so glikoproteinski heterodimeri, sestavljeni iz dveh
proteinskih verig. Ceprav je tridimenzionalna zgradba obeh molekul podobna, se

razporeditev peptidnih verig pri obeh razlikuje (Rodey, 2000).

2.7.1 Molekule HLA I. razreda

Molekule HLA 1. razreda so sestavljene iz transmembranske tezke verige o in nanjo
nekovalentno vezanega proteina P-mikroglobulina. Veriga o je sestavljena iz treh
strukturnih podenot, al, 02 in a3. N-konéni domeni al in a2 tvorita reZo, ki omogoca
vezavo 8 do 11 AK dolgega peptida. Ti dve domeni sta tudi najbolj polimorfni. Domena o3
ni polimorfna in vsebuje vezavno mesto za T-celi¢ni koreceptor CDS. Zato lahko le celice

T CD8+ (citotoksi¢ni limfociti) reagirajo na peptid, predstavljen znotraj molekule HLA 1.
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razreda. Shema zgradbe molekule je prikazana na Sliki 4. Molekule HLA 1. razreda se
izraZajo na vseh celicah z jedrom in celicam T predstavljajo citoplazemske peptide (Abbas
in Lichtman, 2009).

[ reza za vezavo peptida \

B2-

mikroglobulin

C

transmembranska
regija

disulfidna vez S---8

Ig domena

Slika 4: Zgradba molekul HLA 1. razreda (prirejeno po Abbas in Lichtman, 2009: 52).
2.7.2 Molekule HLA 11. razreda

Molekule HLA II. razreda so sestavljene iz dveh razlinih transmembranskih
glikoproteinskih verig, o in B. Polimorfni N-kon¢ni domeni al in B1 tvorita reZo za vezavo
10 do 30 aminokislinskih ostankov (AK) dolgega peptida. Nepolimorfna regija 2 nosi
vezavno mesto za T-celi¢ni koreceptor CD4, zaradi Cesar na peptide, vezane znotraj HLA
Il. razreda, lahko reagirajo le celice T CD4+ (celice pomagalke). Zgradba molekule je
prikazana na Sliki 5. Molekule HLA 1I. razreda se izrazajo na specializiranih antigen
predstavitvenih celicah (APC, angl. antigen-presenting cells) kot so dendriti¢ne celice,
makrofagi in limfociti B. Celicam T predstavljajo izvenceli¢ne proteine, ki se znotraj APC

nahajajo v veziklih (Abbas in Lichtman, 2009).
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transmembranska
regija

c
Slika 5: Zgradba molekul HLA Il.razreda (prirejeno po Abbas in Lichtman, 2009: 53).

2.8 FUNKCIE MOLEKUL HLA

Molekule HLA imunskemu sistemu pomagajo razlikovati med lastnimi in tujimi antigeni,
sodelujejo pri naboru T-celi¢nih receptorjev (TCR, angl. T-cell receptor), predstavljanju
peptidov celicam T ter regulaciji citotoksi¢ne aktivnosti naravnih celic ubijalk (Rodey,
2000).

2.8.1 Vloga molekul HLA pri naboru TCR

Selekcija TCR je pozitivna in negativna. Tekom tega procesa se prvotna populacija naivnih
celic T zniZza na 2%. V procesu pozitivne selekcije se v korteksu timusa sproZi apoptoza
celic T brez afinitete, v procesu negativne selekcije v meduli pa Se apoptoza celic z visoko
afiniteto do lastnih peptidov, s ¢imer se zmanj$a moznost za avtoimunske reakcije (Abbas
in Lichtman, 2009). Kon¢ni nabor celic T so torej celice s TCR, ki prepoznajo spremembe
lastnih molekul HLA zaradi vezave tujega peptida, nimajo pa receptorjev, Ki Dbi

prepoznavali lastne peptide, vezane na molekulo HLA (Rodey, 2000).
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2.8.2 Vloga molekul HLA pri celicnem imunskem odzivu

2.8.2.1 Molekule HLA I. razreda

Ce se mikrobni peptidi nahajajo v citoplazmi katerekoli celice z jedrom, se razgradijo v
proteasomu in nato s pomocjo prenasalca TAP (angl. transporter associated with antigen
processing) aktivno prenesejo v endoplazemski retikulum. Tam jih lahko prestreZzejo
ustrezne molekule HLA 1. razreda, kompleks se stabilizira in prenese na celicno povrsje

(Abbas in Lichtman, 2009; Logar, 2001). Proces je prikazan na Sliki 6, a.

T-celi¢ni receptor (TCR) za antigen specifiéne celice T prepozna mikrobne antigene,
predstavljene v molekuli HLA |. razreda, T-celi¢ni koreceptor CD8 pa nepolimorfne dele
na domeni a3 molekule HLA, kar vodi v aktivacijo celic T in zorenje v citotoksi¢ne
limfocite T. Te z izloCenimi proteini povzrocijo permeabilizacijo membrane, fragmentacijo
DNA in apoptozo okuzenih celic. Frakcija aktiviranih celic T se razvije v spominske
celice, ki se nahajajo v telesu Se mesece in leta in so zmozne hitrega odziva ob ponovni

izpostavitvi istemu mikrobu (Abbas in Lichtman, 2009).

2.8.2.2 Molekule HLA II. razreda

Antigen predstavitvene celice (APC) so celice, specializirane za zajetje mikrobnih
antigenov in njihovo predstavitev na celicnem povrsju, kjer jih prepoznajo celice T (Abbas
in Lichtman, 2009). APC v endoplazemskem retikulumu neprestano sintetizirajo molekule
HLA II. razreda in jih z vezikli poSiljajo proti celicnemu povr§ju. Mikrobni proteini v APC
vstopijo z endocitozo. Po zdruzitvi endosomov z lizosomi se proteini razgradijo na krajse
mikrobne peptide. Na poti lahko pride do zlitja veziklov z molekulami HLA in endosomov
z mikrobnimi antigeni. Ce je molekula HLA zmoZna vezave katerega od peptidov, se
kompleks stabilizira in prenese na celicno povrSino (Abbas in Lichtman, 2009; Logar,

2001). Proces je prikazan na Sliki 6, b.

Medtem APC migrirajo v limfne vozle, kjer se srecajo z naivnimi celicami T. Tam za

antigen specificne celice T preko TCR prepoznajo mikrobne peptide, predstavljene znotraj
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molekule HLA 1I. razreda. Hkrati T-celi¢ni koreceptor CD4 zazna nepolimorfne dele na
domeni B2 molekule HLA. To je prvi signal za aktivacijo celic T CD4+, celic pomagalk.
Za popolno aktivacijo je potrebno Se izrazanje kostimulatorjev na APC, od Katerih je

najpomembnejsi protein B7, ki se veze z receptorjem CD28 na celici T.

V odziv zacnejo celice T pospeseno izlocati vnetne dejavnike citokine. Po enem do dveh
dneh se zaCne proliferacija in klonalna ekspanzija za antigen specificnih celic T. Sledi
diferenciacija v efektorske celice, ki proizvajajo razne povrsinske molekule in citokine, s
katerimi spodbujajo fagocite, limfocite B in druge APC k razgradnji endocitiranih
mikrobnih proteinov (Abbas in Lichtman, 2009).

a mikrob v
~ citosolu =~
A mikrobni g —
" eptidi =
./  mikrobni her & ¥ 3 ‘
- . protein D-’ St ﬁ% | 8 A
LA ‘\‘ \
'\?‘\ /;’ // ,-" H_: ¥ W\ =
m razviti protein ER s
S L\_/ molekula HLA |. razreda
b I ; N :: |
AN > (N |
o=y _/ \ ‘_S & i
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| B O i | \| celicaT |
|| endocitoza invariantna ,a/ /f & W cDa+
|| izvenceliénega veriga \
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molekula HLA Il. razreda
// ER @/
i

Slika 6: Vloga molekul HLA 1. razreda (a) in Il. razreda (b) pri imunskem odzivu (prirejeno po Abbas in
Lichtman, 2009: 58).

2.9 IMUNOLOSKA TOLERANCA IN POJAV AVTOIMUNOSTI

Ena klju¢nih lastnosti imunskega sistema je, da je zmozen razlikovanja med lastnimi in

tujimi (najveckrat mikrobnimi) antigeni. Neodzivnosti na lastne antigene pravimo
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imunoloska toleranca in je rezultat izpostavljenosti celic T tem antigenom v centralnih
limfnih organih (t.i. centralna toleranca) in perifernih tkivih (t.i. periferna toleranca). Ce
mehanizem imunoloSke tolerance zataji, se razvijejo reakcije avtoimunosti in avtoimunske

bolezni.

Avtoimunost je definirana kot imunski odziv proti lastnim (avtolognim) antigenom in je
posledica zatajitve mehanizmov imunske tolerance. Avtoimunost povzro¢i kombinacija
genetskih in okoljskih dejavnikov. Studije, opravljene pri dvoj¢kih, so pokazale prisotnost
genetskega dejavnika pri kar 80% primerov (Tomer in Davies, 2003). Veéina
avtoimunskih bolezni je poligenih in povezanih z ve¢ lokusi, med Kkaterimi so
najpomembnejsi lokusi HLA. Okoljski sprozilec najveckrat predstavljajo infekcije ali druge
oblike vnetij, torej razmere, pri katerih je povecano izrazanje kostimulatorjev na APC, ki

so nujni za aktivacijo imunskih celic (Abbas in Lichtman, 2009).

2.10 POVEZANOST GENOV HLA Z AVTOIMUNSKIMI BOLEZNIMI

Prvo moc¢no povezavo bolezni z antigeni HLA so odkrili leta 1973, ko sta Schlosstein s
sod. in Brewerton s sod. neodvisno odkrila mo¢no povisano izrazanje antigena HLA-B27
pri bolnikih z vnetno boleznijo hrbteni¢nih sklepov ankilozirajo¢im spondilitisom (Marsh
in sod., 2000). HLA-B27 je prisoten pri 92% bolnikov in le 8% zdravih predstavnikov
evropske populacije (Khan, 2010). Od takrat so ugotovili povezanost genov HLA z
razvojem ve¢ kot 500 bolezni (Yang in sod., 2010). Od velikega Stevila identificiranih
alelov HLA jih je 30 pokazalo povezanost z boleznimi, od tega manj kot 15 moc¢no
povezanost (Rodey, 2000). Studije antigenov HLA v povezavi z boleznimi so se zacele $e
v Casu, ko so bili poznani le antigeni I. razreda, zato so vse zgodnje raziskave kazale
povezanost z antigeni tega razreda. Pri mnogih se je naknadno izkazalo, da je povezava
mocnejs$a z antigeni II. razreda, ki so v vezavnem neravnovesju z antigeni |. razreda, za
katere je bila povezava sprva pokazana. Danes za veCino bolezni velja, da so mocneje

povezane z antigeni 1. razreda.

VpraSanje, ki se pri teh Studijah vedno pojavi, je, ali je vzrok za bolezen res povezan s

polimorfizmom genov HLA ali pa je HLA le znamenje za Se neodkriti polimorfizem gena v
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blizini regije HLA. Dokler mehanizem bolezni ni odkrit, na to vprasanje ne moremo z
gotovostjo odgovoriti. Primera bolezni, kjer so bili geni HLA le v vezavnem neravnovesju
z geni, ki povzroc¢ajo bolezni, sta hemokromatoza in kongenitalna adrenalna hiperplazija
(Marsh in sod., 2000).

Bolezni, pri katerih so aleli HLA direktno vpleteni v mehanizem nastanka bolezni, so
tipicno kroni¢ne bolezni, povezane z dolgotrajnimi vnetji in avtoimunostjo (nekatere so
podane v Preglednici 3). Poudariti je potrebno, da posamezni aleli HLA prispevajo le k
vedji verjetnosti za pojav bolzeni, nikakor nujno ne vodijo vanjo. Na primer, samo 2%
ljudi z antigenom HLA-B27 razvije ankilozirajo¢i spondilitis. Incidenca je sicer viSja pri
ljudeh z druzinsko anamnezo. To kaze na vpletenost ve¢ genetskih dejavnikov, kar je prav
tako ena od znacilnosti s HLA povezanih bolezni. Za sprozitev bolezenskega stanja je
potreben okoljski dejavnik, na primer infekcija z mikroorganizmom (Rodey, 2000; Marsh
in sod., 2000). Zaradi molekularne mimikrije med antigeni mikroorganizmov in
avtoantigeni, ki se oboji predstavljajo z molekulami HLA, pride do navzkrizne
reaktivnosti, katere tarée so lastna peptidna zaporedja, podobna tistim iz patogenega

mikroorganizma (Vidan-Jeras, 2003).

Statisticno znacilnost povezave med izrazanjem dolo¢enega alela HLA in prisotnostjo
avtoimunske bolezni navadno ponazorimo z verjetnostjo p, ki jo izraCunavamo s
Fischerjevim ekzaktnim testom. Izracun relativnega tveganja (RR, angl. relative risk) nam
pove, kolikokrat bolj pogosto se bolezen pojavi pri osebah, ki doloCen alel imajo, kot pri

tistih, ki tega alela nimajo.

Preglednica 3: Specifi¢nosti HLA, ki so povezani s poviSanim tveganjem za razli¢ne avtoimunske bolezni
(prirejeno po Vozelj, 2000; Rodey, 2000)

Bolezen HLA Relativno tveganje - RR
Ankilozirajo¢i spondilitis B27 90
Diabetes tipa 1 DR4/DR3 20
DR3/DQ8 100
Reiterjev sindrom B27 37
Revmatoidni artritis DR4 10

se nadaljuje
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nadaljevanje

Miastenija gravis DR3 10
Multipla skleroza DR2 5
Sistemski lupus eritematozus DR3 5
Gravesova bolezen B8/DR3 3-4

2.11 SLADKORNA BOLEZEN TIPA 1

T1D povzro¢a avtoimunski napad na celice B v Langerhansovih otoc¢kih v trebuSni
slinavki, katerih funkcija je izloCanje insulina. Zaradi uni¢enja celic B je izdelovanje
insulina zmanjSano, posledica tega pa je poviSana koncentracija glukoze v krvi. Razkroj
celic je predvsem posledica infiltracije velikega Stevila celic T CD4+ in makrofagov, ki
izloCajo vnetne citokine in liti€ne encime, k uni¢enju pa prispevajo tudi protitelesa. T1D

prizadene 0,2% populacije (Vozelj, 2000).

2.11.1 Genetski dejavniki za T1D

Genetska predispozicija za T1D je ena najbolj raziskanih. Studije predlagajo okrog 20
genomskih regij, ki bi lahko bile vkljuCene v nastanek bolezni. Kot kandidatne gene
najveckrat omenjajo CTLA4 (2033), spremenljivo Stevilo tandemskih ponovitev (VNTR,
angl. variable number tandem repeats) insulinskega gena (11p5) in gene HLA (6p21)
(Levin in Tomer, 2003).

2.11.2 T1D in HLA

Kompleks HLA predstavlja priblizno 45% celotne genetske nagnjenosti k T1D. Haplotipa,
najbolj povezana s T1D, sta DR4-DQA1*03:01-DQB1*03:02 in DR3-DQA1*05:01-
DQB1*02:01. Vsaj 95% otrok evropskega porekla s T1D ima ali HLA-DR4 ali HLA-DR3,
medtem ko je pogostnost teh haplotipov pri kontrolni skupini 50%. Stirideset odstotkov
otrok s T1D ima tako HLA-DR3 kot HLA-DR4, medtem ko enako vidimo le pri 3% splosne
populacije. Otroci, ki ne nosijo haplotipov HLA-DR3 ali HLA-DR4, zbolevajo pri vi§jih
starostih (nad 15 let). Bratani¢ in sod. (2010) so tudi pri slovenskih bolnikih s T1D potrdili
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mo¢no vlogo alelov DRB1*04:01 (P=1,36x107), DQB1*03:02 (P=1,00x10") in
DQA1*03:01 (P=3,74x10™™), ki sestavljajo haplotip HLA-DR4, ter v manjsi meri haplotipa
HLA-DR3. Za haplotip DR2-DQA1*01:02-DQB1*06:02 so ugotovili mo¢no za$¢itno
vlogo. Manj kot 1% otrok s T1D nosi haplotip HLA-DR2, medtem ko je pogostnost pri
kontrolni populaciji belcev v ZDA 20%.

V studijah so opazili tudi mocan vpliv aminokislinskega ostanka (AK) na 57. mestu verige
B HLA-DQ. Ce je na tem mestu na obeh verigah asparaginska kislina (Asp), je verjetnost
za pojav T1D zelo nizka. Ravno nasprotno pa je pri posameznikih, ki na nobeni od verig
HLA-DQ nimajo Asp, RR za T1D kar 107. Prav tako je viSje tveganje za razvoj bolezni pri
ljudeh z argininom (Arg) na 52. mestu verige o« HLA-DQ. Oblika rezZe, v katero se veze
imunogeni peptid, je pogojena tako s konformacijo verige DQa kot DQP. Kombinacija
taksnih dveh verig naj bi dovoljevala avtoantigenu, da se lazje veze v molekulo HLA
(Levin in Tomer, 2003; Tait in Harrison, 1991; Thorsby in sod., 1991).

2.12 HASHIMOTOV TIROIDITIS

Avtoimunske bolezni §¢itnice (AITD) zajemajo razli¢na stanja motene funkcije SCitnice, ki
so posledica imunskega odziva proti lastnim $¢itni¢nim antigenom. V serumu bolnikov se
pojavljajo protitelesa proti $¢itni¢ni peroksidazi (TPO), tiroglobulinu (Tg) in receptorju za
hormon, ki stimulira $¢itnico (TSH, angl. thyroid stimulating hormone) (TSH-R, angl.
thyrotropin receptor). AITD se lahko izrazajo kot hipertiroze (pove¢ano delovanje $¢itnice
in nastajanje S$Citni¢énih hormonov) ali hipotiroze (zmanjSano delovanje S$¢itnice in
nastajanje S$¢itni¢nih hormonov) (Bicek, 2010; Zaletel, 2002; Zaletel, 2007). Glavni obliki
AITD sta bazedovka in Hashimotov tiroiditis (HT).

Hashimotov tiroiditis (HT) je avtoimunska bolezen, za katero so znacilne kroni¢ne vnetne
spremembe $¢itnice z moc¢no infiltracijo limfocitov, plazmatk in makrofagov. Pri ve¢ kot
90% primerov je v serumu bolnikov povisana koncentracija protiteles anti-TPO, v 40-70%
pa tudi anti-Tg. V zacetnih stadijih bolezni ScCitnica kljub povisani koncentraciji
avtoprotiteles deluje normalno. Sledijo lahko krajSa obdobja hipertiroze, kasneje pa se

zaradi uniCenja S$C¢itniCnega tkiva delovanje S$Citnice postopoma zmanjSa, kar vodi v
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hipotirozo (Vozelj, 2000; Zaletel in sod., 2002). Prevalenca bolezni je priblizno 10%, po
petdesetem letu 30%. Pri Zenskah se pojavi 15- do 20-krat pogosteje kot pri moskih
(Zaletel, 2002; Zaletel, 2007). Pri sumu na HT se navadno najprej preveri raven hormonov
trijodtironina (T3) in tiroksina (T,4), da se potrdi hipotiroidizem. Sledi testiranje prisotnosti
protiteles anti-Tg in anti-TPO, znacilnih za HT. Za zdravljenje, ¢e je le-to potrebno, se
uporablja sinteti¢na oblika T, (Zeitlin, 2010).

2.12.1 Genetski dejavniki za HT

Pri AITD genetski dejavniki k celotni nagnjenosti k bolezni prispevajo priblizno 30%
(Zaletel in sod., 2002). Regije, ki so jih povezali tako z bazedovko kot s HT, so 6p (AITD-
1) (Tomer in sod., 1999), 7q (D7S502), 8q (D8S284) in 10q (D10S537) (Tomer in Davies,
2003), samo z bazedovko regije 14931 (GD-1), 20g11.2 (GD-2), Xq21.33-22 (GD-3),
samo s HT pa 13932 (HT-1) in 12922 (HT-2) (Tomer in sod., 1999). Taylor in sod. (2006)
so v povezavi z AITD prepoznali samo tri kromosomska obmocja, in sicer 18p11, 2q36 in
11p15. Kot vzroéne dejavnike za povisano nagnjenost k HT so identificirali Stiri gene oz.
genska obmocja: regijo HLA (6p), CTLA4 (2933), Tg (8g24) in PTPN22 (angl. protein
tyrosine phosphatase, non-receptor type 22) (1p13) (Zeitlin, 2010).

2.12.2 HT in HLA

Prvo vecjo analizo povezave regije HLA s HT so izvedli v Kanadi. Obsegala je 127
bolnikov in 135 oseb kontrolne skupine. Povezanost z boleznijo so odkrili za specifi¢nost
HLA-DR3 (RR=3,5) (Moens in sod., 1978). Leto kasneje je analiza 199 Awvstrijcev (39
bolnikov in 160 predstavnikov kontrolne skupine) pokazala povezavo HT s specifi¢nostjo
HLA-DR5 (RR=3,2) (Weissel in sod., 1980). Farid in sod. (1981) so pri kanadskih
obolelih nasli poviSano pojavnost tako DR3 kot DR5. Tipizacije madzZarskih bolnikov so
zopet pokazale na vlogo DR3 (Stenszky in sod., 1987), prav tako tipizacije 186 Britancev
(Tandon in sod., 1991). Leta 2001 je Studija, ki je vkljucevala 334 Britancev, pokazala, da
je zarazvoj HT pomemben DRB1*03 (P=0,02, OR=1,9) (Hunt in sod., 2001).
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Poleg specifi¢nosti DR3 in DR5 je bilo v nekaterih raziskavah pri bolnikih s HT statisti¢no
pomembno visja pojavnost haplotipa HLA-DR4 (DRB1*04-DQA1*03-DQB1*03) (Farid in
Thompson, 1986; Petrone in sod., 2001). Badenhoop in sod. so leta 1990 pri bolnikih
ugotovili povisano pojavnost DQA1*02:01/03:01 in DQA1*03:01/03:01 (R=4,7). Zeitlin
je leta 2010 objavil rezultate raziskave, ki je zajemala 625 bolnikov s HT in 619 oseb
kontrolne skupine, v kateri je pri bolnikih ugotovil statisticno znacilno pogostejSe
pojavljanje DRB1*04 (p=0,002, OR=1,37), DQB1*03:01/4 (p=3,47x10™, OR=1,43),
DQA1*03:011/12 (p=1,53x10", OR=1,44), DRB1*03, DRB1*08, DQB1*04 in
DQA1*04:01, oz. haplotipov HLA-DR4 (DRB1*04-DQB1*03:01/4-DQA1*03:011/12)
(p=6,79x10%, OR=1,98), HLA-DR8 (DRB1*08-DQB1*04-DQA1*04) (p=0,038, OR=1,8)
in HLA-DR3 (DRB1*03-DQB1*02-DQA1*05) (p=0,05). Za zas¢itne so se izkazali aleli
DRB1*07, DRB1*13, DQB1*06, DQA1*01:012/3 in DQA1*02:01 in haplotipa HLA-DR7
in HLA-DR13 (DRB1*13-DQB1*06-DQA1*01) (p=0,001, OR=0,61) (Zeitlin, 2010). Kljub
zgoraj navedenim rezultatom je bila ve€ina $tudij, ki so iskale morebitno povezavo regije
genov HLA z AITD, negativnih, ali pa so ugotovile le blago povezanost (Levin in Tomer,
2003).

2.12.3 Skupna genetska predispozicija za T1D in AITD

Okrog 10% otrok s T1D ima hkrati tudi HT (Kontiainen in sod., 1990; Rodan in sod.,
1999). Mocnejso povezavo so odkrili pri Studijah pri pacientkah z druzinsko anamnezo
T1D, Kkjer je imelo HT kar 54-75% (razlike glede na starost) zensk s sladkorno boleznijo
(McCanlies in sod., 1998). V populaciji otrok s T1D v Nemciji so odkrili, da so AITD
pogostejSe pri skupini s HLA-DR3/DR4 (Holl in sod., 1999). V Tajvanski Studiji se je
haplotip DRB1*04:05-DQA1*03:01-DQB1*04:01 izkazal za pogostejSega pri skupini
pacientov s tako T1D kot AITD (Chuang in sod., 1996). V sklopu Studije, kjer so tipizirali
Clane 25 druzin z druzinsko anamnezo T1D, so opazili Stirikratno poviSanje haplotipa
DQA1*05:01-DQB1*02:01 pri posameznikih, ki so poleg T1D imeli tudi AITD, v
primerjavi z bolniki, ki so imeli le T1D (Dorman in sod., 1996).
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2.13 METODE TIPIZACIJE GENOV HLA

Tipizacija genov HLA z analizo DNA se je zacela sredi 80-ih let 20. stoletja z metodo
polimorfizma dolzin restrikcijskih fragmentov (RFLP, angl. restriction frangment length
polymorphism). V zgodnjih 90-ih letih so se zacele pojavljati metode tipizacije, ki temeljijo
na verizni reakciji s polimerazo (PCR, angl. polymerase chain reaction), ki zdaj v mnogih
laboratorijih v veliki meri nadomes¢ajo serolosko tipizacijo. Glavna pomanjkljivost
tipiziranja z analizo DNA je pojavljanje alelnih kombinacij, ki se jih ne da razloditi
(Rodey, 2000).

2.13.1 Metoda, ki uporablja PCR in hibridizacijo s sekven¢no specificnimi
oligonukleotidi (PCR-SSO, angl. polymerase chain reaction based sequence-specific

oligonucleotide hybridisation) ter tehnologijo Luminex

Metoda PCR-SSO identificira alele v vzorcu DNA z uporabo sekven¢no specificnih
oligonukleotidnih sond (SSO), vezanih na fluorescentno oznac¢ene mikrokroglice. Tar¢no
DNA najprej pomnozimo s PCR z lokusno specificnimi biotiniliranimi zacetnimi
oligonukleotidi, ki omogocajo pomnozevanje polimorfnih delov lokusa HLA, ki ga
analiziramo (drugega eksona pri genih HLA 1l. razreda ter drugega in tretjega eksona pri
genih HLA 1. razreda) (Slika 7, a). Rezultat so z biotinom oznaceni pomnozki (Slika 7, b).
Sledi denaturacija pomnozenih zaporedij na enoverizne odseke DNA (ssDNA, angl. single-
stranded DNA) (Slika 7, c) ter inkubacija s sondami, konjugiranimi na mikrokroglice.
Sonde so specificne za alel ali skupino alelov. V posameznem kompletu za tipiziranje
alelov HLA je tudi po ve¢ sto razli¢nih sond. V procesu hibridizacije se enoverizni odseki
vzoréne DNA vezejo na sonde s komplementarnimi zaporedji (Slika 7, d). Po spiranju
nevezanih pomnozkov mesanici dodamo R-fikoeritrin-konjugirani streptavidin (SAPE,
angl. R-phycoerythrin-conjugated strepavidin) (Slika 7, e). Fikoeritrin, vezan znotraj
SAPE, ima izredno visoko afiniteto do biotina, zato se veze na biotinilirane pomnozke
DNA, ki so se hibridizirali na sonde (Slika 7, f), s ¢imer je omogoceno fluorescentno
zaznavanje teh sond v procesu analize. Analizator Luminex presevetli vsako posamezno
mikrokroglico z vezanimi sondami z dvema laserjema (Slika 7, g). Rdeci laser vzbudi

barvilo znotraj mikrokroglice s specificnimi sondami in jo tako razpozna. Zeleni laser
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vzbudi fikoeritrin znotraj SAPE, torej zazna le tiste sonde, na katere se je vezala z
biotinom oznafena vzoréna DNA. Podatki o intenzitetah fluorescence so pretvorjeni v
elektronsko obliko, alel oz. skupina alelov pa nato dolo¢ena z uporabo racunalniSkega
programa (Dalva in Beksac, 2007; Testi in sod., 2012; LABType SSO..., 2010; Saiki in
sod., 1986; Heinemann, 2009; Little, 2007).

a _-_ taréna DNA

+
.9 e biotinilirani zacetni

oligonukleotidi

b biotinilirani pomnozki
taréne DNA fluorescentno
oznacena
i denaturacija mikrokroglica
: |
WV

/\/\ biotiniianassdNA — F Qs @ vV

|

¢ sekvenéno specifitna

ON OJOOK O\/\/ sonda

hibridizacija na sonde

@@ oznatevanje s SAPE

vezava biotin - SAPE

detekcija s tehnologijo Luminex -
presvetljevanje vsake mikrokroglice
Zz dvema laserjema

Slika 7: Princip delovanja metode PCR-SSO (prirejeno po LABType SSO Class I..., 2011; Brescia, 2008).
SAPE - R-fikoeritrin-konjugirani streptavidin; ssDNA — enoverizna DNA.
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2.13.2 Metoda, ki uporablja PCR s sekvenc¢no specificnimi zacetnimi oligonukleotidi

(PCR-SSP, angl. polymerase chain reaction based sequence-specific priming)

Metoda PCR-SSP za tipizacijo uporablja sekvencno specifi¢ne zacetne oligonukleotide.
Zacetni oligonukleotidi z zaporedji, komplementarnimi vzoréni DNA, v procesu PCR
pomnoZzijo odseke taréne DNA. Konéni izbor parov zacetnih oligonukleotidov mora pokriti
vse znane alele preiskovanega lokusa. Specificnost pomnozene sekvence je dolocena z
njeno molekulsko tezo, ki se kaZze v mobilnosti na agarozni gelski elektroforezi. Pomnozki
z nizjo molekulsko maso potujejo hitreje od pomnozkov z visjo molekulsko maso. Dolzina
fragmenta oz. molekulska masa pomnozene sekvence je vsota dolzin obeh zacetnih
oligonukleotidov in dolZine DNA, ki se je pomnoZzila (Olerup in Zetterquist, 1991; 1992).
Princip delovanja metode PCR-SSP je prikazan na Sliki 8.

2 3 4 5 B
vdolbinice v ploscéi komercialnega
kompleta s sekvencno specificnimi
zacetnimi oligonukleotidi in dodano
taréno DNA

zacetni oligonukleotidi — zatetni oligonukleotidi
iz prve vdolbinice - se taréna DNA iz ostalih vdolbinic - se
prilegajo taréni DNA —_— o e prilegajo taréni DNA
odsek DNA se odsek DNA se ne
pomnozi s PCR pomnozi s PCR

/

M 12 3 4 56

.

— i . i
pe specifiéni pomnozki
= .. .. - - e pozitivna kontrola

!/

Slika 8: Princip delovanja metode PCR-SSP. M — oznacevalec velikosti.
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 PREISKOVANCI

Tipizacijo genov HLA smo izvedli pri 131 otroskih bolnikih s T1D, 52 otroSkih bolnikih s
T1D+HT ter pri kontrolni skupini, Ki jo je sestavljalo 131 predstavnikov zdrave slovenske
populacije. Vzorcenje bolnikov je potekalo na Pediatricni kliniki Univerzitetnega
klini¢énega centra v Ljubljani, v okviru raziskovalnega programa P-0343 »Etiologija,
zgodnje odkrivanje in zdravljenje bolezni pri otrocih in mladostnikih«, ki ga vodi prof. dr.
Tadej Batellino. Uporabljen material v poskusih je bila DNA, ki so jo iz krvi bolnikov

izolirali na Pediatriéni kliniki.

3.2. IZVEDBA TIPIZACIJE GENOV HLA

V okviru diplomske naloge smo tipizirali skupino bolnikov s TID+HT in del bolnikov s
T1D. Del bolnikov s T1D in zdrave predstavnike slovenske populacije, ki so predstavljali

kontrolno skupino, so predhodno tipizirali na Centru za tipizacijo tkiv.

Tipizacijo genov HLA smo najprej za vse preiskovance izvedli po metodi PCR-SSO, in
sicer na nizki stopnji lo¢ljivosti za HLA-A in HLA-B ter na visoki stopnji lo¢ljivosti za
HLA-DRB1, HLA-DQAL in HLA-DQB1. Metodo PCR-SSO za HLA-DQA1/DQB1 na
visoki stopnji locljivosti smo v Centru za tipizacijo tkiv v okviru diplomske naloge
uporabili prvi¢. Prednost metode PCR-SSO je, da lahko analiziramo veliko Stevilo vzorcev
hkrati. Njena slabost je pogosto pojavljanje alelnih kombinacij, ki se jih ne da razlociti. V
takSnih primerih smo za subtipizacijo uporabili metodo PCR-SSP. Pri tipizaciji lokusa
HLA-DQAL je bilo nerazlo¢ljivih kombinacij prevec, zato smo podatke za ta lokus izlo¢ili

iz Studije.
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3.3 PRIPRAVA AGAROZNEGA GELA ZA ELEKTROFOREZO

3.3.1 Material

= agaroza (Sigma, #A6877-1kQ)

= 10x pufer TBE (108 g Tris baze, 55 g H3BO3 in 40 ml EDTA; pH 8)

= deionizirana voda (dH,0)

» mikrovalovna pecica

= etidijev bromid (Olerup SSP, #103.301-10; koncentracija: 0,625 mg/ml)
» nosilec za elektroforezo

» kadicka za elektroforezo

= 0,5x pufer TBE

3.3.2 Postopek dela

Za 2% agarozni gel smo meSanico pripravili tako, da smo ¢asSo s 6,4 g agaroze, 16 ml 10X
pufra TBE in 304 ml dH,0 za 7 minut postavili v mikrovalovno pecico pri moc¢i 600 W.
Ko se je zmes nekoliko ohladila, smo dodali kapljico etidijevega bromida, premesali in
zmes Vlili v nosilec. Ko se je gel strdil, smo ga prestavili v kadicko za elektroforezo z 0,5x

pufrom TBE. 0,5x pufer TBE smo pripravili z redéenjem 10x pufra TBE.

3.4. TIPIZACIUA HLA-A, HLA-B, HLA-DQB1 in HLA-DRB1 Z METODO, KiI
UPORABLJA PCR IN HIBRIDIZACIJO S SEKVENCNO SPECIFICNIMI
OLIGONUKLEOTIDI (PCR -SSO) TER TEHNOLOGIJO LUMINEX

3.4.1 Material

= komercialni komplet za PCR-SSO HLA-A Low resolution (One Lambda LABType
SSO)

= komercialni komplet za PCR-SSO HLA-B Low resolution (One Lambda LABType
SSO)
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= komercialni komplet za PCR-SSO HLA-DRB1 High resolution (One Lambda
LABType SSO)

= komercialni komplet za PCR-SSO HLA-DQA1/DQB1 High resolution (One
Lambda LABType SSO)

= reagent za PCR (D-mix) (del komercialnega kompleta)

= meSanica za lokus specifiénih zacetnih oligonukleotidov (del komercialnega
kompleta)

= Taq polimeraza (Fermentas, #EP0402; koncentracija: 5 U/pul)

= denaturacijski pufer (del komercialnega kompleta)

= nevtralizacijski pufer (del komercialnega kompleta)

= hibridizacijski pufer (del komercialnega kompleta)

= pufer za spiranje (del komercialnega kompleta)

= pufer SAPE (del komercialnega kompleta)

=  SAPE (del komercialnega kompleta)

= meSanica mikrokroglic (del komercialnega kompleta)

= mikrotitrska plos¢a s 96 vdolbinicami

= stojalo za mikrotitrsko plosco

= hladilno stojalo

= mikroplosca s 96 vdolbinicami po 250 pl iz polistirena

= 2% agarozni gel

= oznacevalec velikosti (Fermentas, Fastruler Low Range DNA Ladder, #SM113)

= naprava za PCR (GeneAmp PCR system 9700, Applied Biosystems)

= gparatura za elektroforezo (BIO-RAD, Power Pack Basic)

= transiluminator z UV svetilko in kamero (GeneFlash, Syngene Bio Imaging)

= analizator LABScan 100 »flow« (Luminex, y MAP Technology)

» Podlaga Luminex XY

= centrifuga (Centrifuge 5804, Eppendorf)

= stresalnik
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3.4.2 Postopek dela

3.4.2.1 Priprava meSanice za PCR in pomnoZevanje

Pred uporabo smo komplet ze pripravljenih reagentov, ki se sicer hranijo zamrznjeni na
temperaturi od -20°C do -80°C v originalni embalazi, lo¢ili na reagente, ki jih rabimo pred
(pre) in tiste, ki jih rabimo po (post) PCR. Preostanek pre-PCR reagentov smo po uporabi
ponovno zamrznili, post-PCR reagente pa prenesli v hladilnik, zas¢itili pred svetlobo in

nikoli ponovno zamrzovali. Reagent za spiranje smo hranili pri sobni temperaturi.

PomnoZevanje DNA s PCR je potekalo v mikrotitrskih plos¢ah s 96 vdolbinicami. V prvo
vdolbinico smo vedno odpipetirali 1 pul dH,O, v ostale pa po 1 ul DNA koncentracije 20
ng/ul. Nato smo v vsako vdolbinico dodali 10 pl mesanice za PCR, ki smo jo predhodno
pripravili v 1,5 ml epruveti v razmerju, kot je za razli¢no stevilo vzorcev predstavljeno v

Preglednici 4.

Preglednica 4: Sestava meSanice za PCR

Stevilo vzorcev Zacetni oligonukleotid (ul) D-mix (ul) Taq polimeraza, 5 Ulul (ul)
1 2 6,9 0,1

10 26,6 91,8 1,32

20 53,13 183,5 2,64

40 96,6 333,6 48

50 100 345 5

60 1449 500,4 7,2

80 193,2 667,2 9,6

96 226 780 11,3

Po dodatku mesanice za PCR smo vdolbinice prelepili z zaScitno folijo, ki preprecuje
izhlapevanje vzorcev, premeSali na stresalniku, na kratko zavrteli v centrifugi (na 500-600
vrt/min) in mikrotitrsko plos¢o prenesli v napravo za PCR, kjer smo uporabili program,

prikazan v Preglednici 5.
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Preglednica 5: Program, uporabljen za pomnoZevanje DNA z metodo PCR

Korak Temperatura (°C) Cas inkubacije (min) Stevilo ciklov
1 96 03:00 1
2 96 00:20 5
60 00:20
72 00:20
3 96 00:10 30
60 00:15
72 00:20
4 72 10:00 1
5 4 1

3.4.2.2 Kontrola produktov pomnozevanja

Na mikrotitrski plos¢i smo iz vsake vdolbinice v vrsti, ki vsebuje negativno kontrolo,
odvzeli 3 pl produktov in jih nanesli na agarozni gel. V enega od zepkov na gelu smo
nanesli 5 pl oznacevalca velikosti. Elektroforezo smo pustili te¢i 20 minut pri 180 V. Po
koncani elektroforezi mora biti pod UV svetlobo viden en produkt pri HLA II. razreda, Kjer
se pomnoZuje le drugi ekson, oziroma dva produkta pri HLA |I. razreda, kjer se
pomnozujeta drugi in tretji ekson. Pricakovane dolzine pri HLA-DRB1 so okrog 450 bp, pri
HLA-DQBL1 okrog 280 bp, pri HLA-A in HLA-B pa 350 bp in 500 bp.

3.4.2.3 Denaturacija in nevtralizacija

Po 2,5 pl produktov smo prenesli iz vsake vdolbinice v novo mikrotitrsko plosco in dodali
1,25 wl denaturacijskega pufra. Plos¢o smo prekrili s folijo, premeSali na stresalniku,
zavrteli na centrifugi in nato 10 minut inkubirali na sobni temperaturi. V tem Casu se je
barva spremenila iz svetlo roznate v temnejSo. Po konc¢ani inkubaciji smo dodali 2,5 pl
nevtralizacijskega pufra, spet premeSali in zavrteli v centrifugi ter opazovali spremembo
barve v rumeno. Mikrotitrsko plos¢o smo na tem mestu prestavili v hladilno stojalo, da

smo preprecili onesnazenje produktov PCR z vodo.
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3.4.2.4 Hibridizacija
V epruveto smo napipetirali hibridizacijski pufer in meSanico kroglic (SSO Bead mix — A,
B, DR ali DQ), kot je predstavljeno v Preglednici 6. MeSanico kroglic smo pred uporabo

dobro premesali na stresalniku.

Preglednica 6: Priprava hibridizacijske meSanice

Stevilo vzorcev Hibridizacijski pufer (ul) Mesanica kroglic (ul)
1 17 2

10 198,7 234

20 397,4 46,8

40 722,6 85

50 850 100

60 1083,9 127,5

80 1445,2 170

96 1735 204

V mikrotitrsko plosc€o z denaturiranimi produkti PCR smo dodali v vsako vdolbinico 19 ul
pripravljene meSanice, prekrili s folijo, premeSali in zavrteli v centrifugi, nato pa 15 minut
inkubirali v napravi za PCR pri 60°C. Po 15 minutah smo dodali 50 ul pufra za spiranje,
prekrili s folijo, premeSali in centrifugirali 5 minut pri 2800 vrt/min. Pufer smo nato
odstranili in postopek spiranja ponovili trikrat. Med tretjim centrifugiranjem smo s

pomocjo Preglednice 7 pripravili raztopino 1x SAPE.

Preglednica 7: Priprava raztopine 1x SAPE

Stevilo vzorcev Koncentrat SAPE - SS (ul) Pufer SAPE — SB (ul)
1 0,25 24,8

10 2,97 292,5

20 5,94 584,9

40 10,8 1062,6

50 12,5 1238

60 16,2 1593,9

80 21,6 2125,2

96 25,8 2550
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Ker koncentrat SAPE vsebuje fluorescentno barvilo, mora biti zas¢iten pred svetlobo.

3.4.2.5 Oznacevanje

Vzorcem smo dodali 25 pl raztopine 1x SAPE, prekrili s folijo, premeSali, zavrteli v
centrifugi in 5 minut inkubirali pri 60°C. Nato smo hitro dodali 50 pl pufra za spiranje,
znova prekrili s folijo, premeSali in centrifugirali 5 minut na pri 2800 vrt/min. Po vrtenju
smo odstranili pufer, dodali 35 pl svezega pufra za spiranje, premesali in zavrteli v

centrifugi, nato pa po 40 pl iz vsake vdolbinice prenesli v ploSco za merjenje.

3.3.2.6 lzvajanje meritev z aparaturo LABScan 100 in analiza podatkov

Srednja fluorescenc¢na intenziteta (MFI, angl. median fluorescence intensity) upoSteva
fluorescen¢no intenziteto vsake mikrokroglice oz. sonde v vzorcu. Vrednost MFI je
normalizirana z vrednostjo za pozitivno kontrolo in izrazena kot odstotek MFI pozitivne
kontrole. V vsaki me$anici sond jih je namre¢ tudi nekaj, ki reagirajo z vsemi aleli znotraj
lokusa zanimanja. Te vrednosti predstavljajo pozitivne kontrole. MFI negativne kontrole

mora biti med 1200 in 7000 in je v izraCunu odsteta.

Odstotek pozitivne vrednosti je izracunan po naslednjem principu:

MFI (sonda w) — MFI (sonde negativna kontrola)

Odstotek pozitivne vrednosti = 100 x — -
poz MFI (sonda pozitivna kontrola) — MFI (sonda negativng kontrola)

Reakcija je pozitivna, ¢e je odstotek pozitivnih vrednosti za sondo visji od vnaprej
dolo¢ene mejne vrednosti za sondo, in negativna, ¢e je odstotek pozitivnih vrednosti za
sondo nizji od vnaprej doloCene mejne vrednosti za sondo. Alel HLA, prisoten v
preiskovani DNA, je dolocen na podlagi vzorca pozitivnih in negativnih reakcij za sonde

(LABType SSO..., 2010). Za analizo rezultatov smo uporabili program HLA Fusion.
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3.5 TIPIZACIJA IN SUBTIPIZACIJA HLA Z METODO, KI UPORABLJA PCR S
SEKVENCNO SPECIFICNIMI ZACETNIMI OLIGONUKLEOTIDI (PCR-SSP)

3.5.1 Material

= komercialni komplet za PCR-SSP HLA-A (Olerup SSP)

= komercialni komplet za PCR-SSP HLA-DRBL1 (Olerup SSP)

= komercialni komplet za PCR-SSP HLA-DQB1 (Olerup SSP)

= reagent za PCR (del komercialnega kompleta)

= Tag polimeraza (Fermentas, #£P0402; koncentracija: 5 U/pul)

= tar¢na DNA

= naprava za PCR (GeneAmp PCR system, Applied Biosystems)

= aparatura za elektroforezo (BIO-RAD, Power Pack Basic)

= 2% agarozni gel

= oznacevalec velikosti (Fastruler Low Range DNA Ladder, Fermentas, #SM1103)

= transiluminator z UV svetilko in kamero (GeneFlash, Syngene Bio Imaging)

3.5.2 Postopek dela

3.5.2.1 Priprava meSanice za PCR in pomnoZevanje

V 2 ml epruveto smo zmesali glede na koncentracijo DNA predpisane koli¢ine reagenta za

PCR, dH,0, tar¢ne DNA in Taq polimeraze, kot je to prikazano v Preglednici 8.

Preglednica 8: Priprava meSanice za pomnoZevanje z metodo PCR

Stevilo vdolbin | Reagent za PCR (i) | Tarcna DNA (ul) | dH,0 (ul) | Taq polimeraza, 5 U/ul (ul)

96 312 208 511,7 8,3

Mesanico smo premesali na stresalniku, nato pa po 10 ul napipetirali v vsako od vdolbinic
na plosci s sekvenéno specificnimi zacetnimi oligonukleotidi. Vdolbinice smo pokrili s
prozorno folijo, da smo preprecili izhlapevanje med pomnozevanjem, plos¢o namestili v

napravo za PCR in vkljucili primeren temperaturni program, prikazan v Preglednici 9.
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Preglednica 9: Temperaturni program za pomnoZevanje z metodo PCR

Korak Temperatura (°C) Cas inkubacije (min) Stevilo ciklov
1 94 02:00 1
2 94 00:10 10
65 01:00
3 94 00:10 20
61 00:50
72 00:30
4 4

3.5.2.2 Zaznavanje produktov na elektroforeznem gelu

V Zepke na agaroznem gelu smo nanesli po 10 pl produktov PCR iz vsake vdolbinice na
plos¢i. V enega od zepkov smo odpipetirali 10 pl oznacevalca velikosti. Elektroforezo smo
pustili te¢i 20 minut pri 180 V, nato pa smo gel izpostavili UV svetlobi ter rezultat
fotografirali. V vsaki vdolbinici je poleg specificnih zacetnih oligonukleotidov Se par
zacetnih oligonukleotidov za pomnozevanje dela genoma zunaj regije HLA. Ta pomnozek
predstavlja pozitivno kontrolo (interno kontrolo) in je pokazatelj uspeSnega pomnoZzevanja
s PCR.

3.5.2.3 Analiza rezultatov

Dolzino specificnega produkta PCR smo ocenili s pomocjo oznacevalca velikosti.
Nekatere vdolbinice namre¢ vsebujejo ve¢ parov zacetnih oligonukleotidov, ki lahko
pomnozijo razli¢no dolge odseke, odvisno od alela HLA na vzoréni DNA. Vzorec prog na
gelu smo vnesli v rac¢unalniski program Olerup SSP AB SCORE, ki je na podlagi
preglednic, ki prikazujejo mozne alele HLA, ki jih je set zacetnih oligonukleotidov iz
posamezne vdolbinice na komercialnem kompletu zmozen pomnoziti s PCR, prikazal

specificen alel HLA, prisoten v naSem vzorcu (Olerup SSP HLA..., 2011).
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3.6 STATISTICNE METODE

Pri asociacijskih Studijah gre za primerjanje pogostnosti pojavljanja alelov HLA pri
bolnikih in predstavnikih kontrolne skupine, ki bolezni nimajo. Statisticno analizo smo
opravili s pomo¢jo racunalniskega programa, ki so ga v Centru za tipizacijo tkiv razvili za
takSne analize. Rezultate tipizacij smo vnesli v program, ki deluje na osnovi 2x2
kontingen¢nih tabel, kot je prikazano v Preglednici 10. Vrednosti a, b, ¢ in d predstavljajo
Stevilo dogodkov, oziroma v naSem primeru Stevilo oseb kontrolne skupine z alelom
zanimanja (a), Stevilo bolnikov z alelom zanimanja (b), Stevilo oseb kontrolne skupine brez

alela zanimanja (c) in Stevilo bolnikov brez alela zanimanja (d).

Preglednica 10: 2x2 kontingenéna tabela, ki jo ra¢unalniski program uporablja za izracun rezultatov

Kontrolna skupina Bolniki s T1D ali TID+HT
Prisotnost alela a b
Odsotnost alela c d

Statisticno znacilnost povezanosti alela HLA z boleznijo smo ocenili s Fisherjevim

ekzaktnim testom (vrednost p). Vrednost p se izracuna po formuli:

__ (etbliictd)iatc)!(b+d)!
albleldi{atbictd)

Kot mejo statisti¢ne znacilnosti Smo upostevli p=0,05, kar pomeni, da je verjetnost, da je
opazena povezanost naklju¢na, manj kot 5%. Manjsa kot je vrednost p, vecja je verjetnost,

da obstaja statisti¢no zna¢ilnost povezave (Skerget, 2004; Zeitlin, 2010).

Relativno tveganje (RR), ki ga predstavlja prisotnost dolocenega alela za nastanek bolezni,

se izracuna po formuli:

((b/d)(B+d))

RR = aioaren

Vrednost 1 pomeni, da je dolo¢en alel HLA z enako pogostnostjo izrazen tako pri bolnikih

kot pri kontrolni skupini, vrednosti nad 1 kaZejo na poviSano tveganje za nastanek bolezni
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(pozitivno asociacijo alela z avtoimunsko boleznijo), vrednosti pod 1 pa na to, da bi bil

dol¢en gen lahko zasc¢iten (negativno asociacijo alela) za avtoimunsko bolezen.
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4 REZULTATI

4.1 VREDNOTENJE REZULTATOV

4.1.1 Vrednotenje rezultatov, pridobljenih z metodo PCR-SSO

Za analizo in vrednotenje rezultatov, pridobljenih z metodo PCR-SSO, smo uporabili
program HLA Fusion. Primer prikaza rezultata je viden na Sliki 9. Levo spodaj vsak
stolpec prikazuje odstotek pozitivnih vrednosti za eno sondo. Rdece so oznacene sonde, za
katere je vrednost presegla vnaprej doloceno mejno vrednost (sivi kvadratek), modro pa
sonde, za katere ta vrednost ni bila dosezena. Skrajno levo (vijoli¢no) so vrednosti za
pozitivni in negativho kontrolo. Desno zgoraj so vrednosti za posamezne sonde
razporejene po velikosti, z vodoravno Crto je prikazana mejna vrednost. Vzorec pozitivnih
in negativnih reakcij na sondah program nato primerja z referen¢nimi vrednostmi (modri
stolpci na levi), ki so za vsak komplet reagentov v program vnesene vnaprej (Slika 10). Na
ta nacin program dolo¢i alela oz. skupino alelov, prisotno na preiskovanem lokusu HLA v
naSem vzorcu.

s e A &5 % 4 ) ey 0 dTIDISE *ldb M

| e (Seicomin)
H

— Ot Latmibca 0 10 5041, Proe ID 5 AZC W St

T3 I e E :

g

zuuseea=easg|fi

EEEEEEEEE]

il Pt |Foce

| -
B E e T R R A R R SR I e R T e I AR CEC R EEERE R NAE

L

¥ || E|E =€ |E 3 [ f

Slika 9: Analiza rezultatov s programom HLA Fusion.
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Bead

D Alleles Specificity

B*07:02:01~02:21/02:23~28/30~64/66~697 3~85/87~113/
115~1421144; B*13:14; 5*14:01:01~01:02/07TN~08/10/12/
14/19/26; B*15:68; B*18:43; B*27:37, B*38:01:01-04/06~
32/34N~37; B*39:01:01:01~03/05:01~11/13:01~30/32~-40N/
42-62/64~68; B*40:40; B*42:01:01~01:02/04~08/10~16;
B*44:130; B*48:01:01~21/23~27; B*51:57; B*63:21;
B*55:10; B*57:10; B*67:01:01~03; B*81:01~05

001

002 B*57:01:01~19/21~-52; B*56:01:01-02/05~28/30~31N/33~-36

B*27:01~05:08/05:10~11/13~15/17/19~21/24~25/27~28/
003 |30/32~38/40~58/60~TE/T8~84/86, B*44:97, B*73.01~-02

B*08:02; B*12:01:01~-08Q/10~27/29~38/40~52; B*15:36/85/
115; B*18:09; B*27:01; B*37:10; B*38:02:01~04/08/15/18/
23/28/35; B*40:47/96/110157; B*44:02:01:01~02:18/

004 |02:20~05:02/07~08/10~17/19N~24/26~45/4T~49/51~T4/T6~
89/91~94/96~126/128/130/132~139; B*47:04; B*49:02;
B*51:54/78; B'62:20; B*53:09/11~13; B*56:07 (Bwd)

B*07:03/16; B*15:11:01~11:06/ 143/ 148~ 149N/ 1527209N/
005 |215; B*39:10:01/16~17/20/63; B*40:61; B*42:07

B*07:13; B"35:186; 5*456:01:01~01:04/01:06~15N/17~
006 |21:02/23~30; B*56:14; B*67:02

B*08:62; B713:23; B*15:204/210/212/225; B*18:68;
B*35:63; B*40:01:01~01:12/01:14~01:23/07/14:01~16/
22N~23/25/30~34/36/38/42~4 3/45~48(51~55/59~63/65~6T/
69/72:01~7376~77/7T9~81/84/87-01~88/92/100~102/106/
108/M12~114/ 16~ 118N 21123~126/128/130132/134~
136/138~141/146~147/150~156/158/160/163/166/168/170~
1T2175/178~179; B*41:01~13; B*44:15/18/55; B*45:01~13;
B*46:14; B°48:22; B*49:01:01-09/11~20; B*50:01:01~12/
14~15; B*65:16; B*67:39/51

007

Slika 10: Odsek iz preglednice, kakr3na je vneSena v program HLA Fusion (prirejeno po Bead probe
information..., 2012). V levem stolpcu je podana zaporedna Stevilka mikrokroglice oziroma sonde, v desnem
stolpcu pa so podani aleli HLA-B, ki se na to sondo lahko veZejo. Sond je lahko znotraj posameznega

komercialnega kompleta ve¢ sto.

4.1.2 Vrednotenje rezultatov, pridobljenih z metodo PCR-SSP

Vzorec prog, viden pri obsvetlitvi agaroznega gela z UV svetlobo (Slika 11), smo vnesli v
program Olerup SSP AB SCORE (Slika 12). Program deluje na podlagi preglednic z
moznimi aleli HLA, ki jih je set zacCetnih oligonukleotidov iz posamezne vdolbinice na
komercialnem kompletu zmozen pomnoziti s PCR (Slika 13). V teh preglednicah,
prilozenih vsakemu komercialnemu kompletu Olerup SSP, se nahajajo tudi podatki o
pricakovanih dolZinah pozitivnih kontrol in specificnih pomnozkov vsakega seta zacetnih
oligonukleotidov. Dolzine pomnozkov PCR smo na agaroznem gelu ocenili s pomocjo
oznacevalca velikosti (Olerup SSP HLA...., 2011).
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R K |
& -100 bp
specifitni pomnozki = . = - 200 bp
pozitivne kontrole = sy ™Y M g TR SR A AR o~ SR g mn T SR S a8 - 400 bp

- =500b
SRS RIS TR RS SRR SR IO,

FEIEEFSEE PLELLIPSP

o
1 2 3 4 &5 6 7 8 M 9% 10 11 12 13 14 15 16

Slika 11: Agarozni gel, slikan pod UV svetlobo, za subtipizacijo skupine alelov HLA-DRB1*07 s
komercialnim kompletom PCR-SSP HLA-DQB1 (Olerup SSP). Oznaéene so dolzine pozitivnih kontrol,
dolzine specificnih pomnozkov in smer poteka elektroforezne locbe. 1-16 — produkti PCR z uporabo zaéetnih
oligonukleotidov iz vdolbinic 1-16 komercialnega kompleta PCR-SSP HLA-DRB1 (Olerup SSP); M —

oznacevalec velikosti (dolzine so oznacene na desni strani slike).

A 1 A 2
4 2 3 4 5 6 T 8 8 10 11 12 13 14 16 16

Slika 12: Vnos rezultata, pridobljenega z elektroforezno lo¢bo na agaroznem gelu, v program Olerup SSP AB

SCORE.



Lampi¢ M. Vpliv ... HLA na ... Hashimotov tiroiditis pri otrocih s sladkorno boleznijo tipa 1.

Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2012

36

INTERPRETATION TABLE
DRB1*07 PCR-SSP subtyping
__Amplification patterns of the DRE1°07:01 to *07:21 allales

'INTERPRETATION TABLE
DRB1*07 PCR-SSP subtyping
Amplification patterns of the DRB1°07:01 to *07:21 alleles

well* well®
1 g Sy L Vi i SO | r SRR 1okt | 10 11 12 13 14 15 16

Length of spec. 236 185 185 90 | 190 170 165 165 105 165 105 210 | 210 215 150 220 Length of spec.
PCR product 230 230 220 260 PCR product
Length of int. 515 | 430 430 430 430 430 430 || 430 [ 515 | 515 | 430 | 430 430 430 430 Length of int.
pos. control’ _pos. control’
5-primer(s)’ 14(127) 20(174) 26(174) 14(127)|14(127) 14(127) 14(127) 37(196)| |57(256) 14{127) 14(127) 20(145) |20(145) 14(127) 14(127) 14{127) S'primens)’

FATAY '-IQA’ "-!ﬂ'lr FAATAT | FLATAT FATAY FLATAT TApg”T FLTAT TATAY FATAT FACCT | FACCY F.ATAY FATAT T ATAr

14(127) 30(175) 21(149)| 23(154)

TATAT T GAT” FgAAT | Foagg?
3-primer(s)’ 78(319) 78(319) 78(319) 29(174)|64(278) 57(257) 55(250) 78(319)||78(319) 55(251) 35(181) T8(319)|78(315) T2(301) 50(235) 73(304) 3-primer(s)’

TLACT TLACT TLACT r..Ir recT '-Clg' TLCAT TQACT TCACT TGCAT "LOCT TLCAGT | YCACTY TLOCAT T.LCAAT Ty

78(319) THET|TIET) 73(304) 86(344)

¥ gTAY FAAT Y | Tagg” e 1k ¥ AT
Well No. BE 2 3 4 5 3 7 g || 9 [T Z | 13 1 14 16 Well No.
DRB1 aliele* ] DRE1 aliele’
*07:01:01:01-07:01:03 l 1 2 *07:01:01:01-07:01:03
07:03 11 3 07:03
07:04 1 4 07:04|
“07:05 | 1 2 BTN - 07:05/
“07:06 1 2 6 — *07:06|
“07:07 | 1 2 7 07:07|
+07:08 | 1 2 8 07:08
07:09 | 1 2 3 i | 07:09)|
“07:10N [BE 2 4 | 07:10N|
“07:11 | 1 5 *07:11
07:12 | B 2 3 07:12
07:13 | 4 2 1 B | ¥ 10 *07:13
07:14 1 2 1 07:14
07:15 1 2 12 07:15
*07:16 1 2 13 07:16
07:17 1 2 14 07:17
“07:18 1 2 10 16 07:18
“07:19 1 2 15 *07:19
‘O__?:i‘.ﬂ 1 2 16 *07:20
*07:21 N B 2 - 12 13 _ wm2d
*04:90, 09:08 T T I 9 “04:90, 09:08|
|DRB1 allele* DRE1 allele®
| well No. - 1 2 3 4 5 6 7 8 [ 0 11 12 13 14 15 16 Woll No.

Slika 13: Preglednica, na podlagi katere deluje program Olerup SSP AB SCORE™ (prirejeno po

Interpretation table..., 2012). V prikazanem primeru so bili vzorec DNA s PCR zmozni pomnoziti zacetni

oligonukleotidi iz prve in druge vdolbinice komercialnega kompleta, iz Cesar sledi, da ima na$ preiskovanec

prisoten alel HLA-DRB1*07:01 (oznadeno rdeée). Modro so oznaCene dolzine specifi¢nih produktov, ki jih s

PCR ustvarijo zacetni oligonukleotidi v posameznih vdolbinicah, rumeno pa dolZine pozitivnih kontrol.

4.2 VSI

V RAZISKAVI
POMEMBNIH ALELOV HLA

ZAZNANI

ALELI

HLA IN

DELEZI

STATISTICNO

V celotnem vzorcu (314 oseb) je bilo zaznanih 32 razli¢nih alelov HLA-DRB1 (od teh 10
(31%) statisti¢no znacilnih za T1D in/ali TID+HT), 16 alelov HLA-DQB1 (od teh 8 (50%)
statistiéno znacilnih za T1D in/ali TID+HT), 24 skupin alelov HLA-B (od teh 6 (25%)
statistino znacilnih za T1D in/ali TID+HT) in 18 skupin alelov HLA-A (od teh nobeden

(0% statisticno znacilen za T1D in/ali TID+HT). Pogostnosti, vrednosti p in RR za vse

zaznane alele so prikazane v Prilogi A.
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4.3 ALELI IN HAPLOTIPI HLA, POVEZANI S POVISANIM TVEGANIJEM ZA
RAZVOJ T1D IN T1D+HT

V Preglednici 11 so prikazani aleli HLA, povezani s povisanim tveganjem za razvoj T1D in
T1D+HT.

Preglednica 11: Aleli HLA, povezani s poviSanim tveganjem za razvoj T1D in TID+HT

alel K T1D TID+HT | T1ID: K TID+HT : K T1D+HT : T1D

f (%) f (%) f (%)

N=131 | N=131 | N=52 p RR p RR p RR
DRB1*03:01 | 23,66 45,04 50,00 4,14x10% | 2,62 7,58x10% | 3,19 NS NS
DRB1*04:01 | 9,92 46,56 42,31 3,14x10™ | 7,66 1,99x10° | 6,48 NS NS
DRB1*04:02 | 3,05 19,85 15,38 2,17x10° | 7,12 5,06x10° | 541 NS NS
DRB1*04:04 | 3,05 5,34 11,54 NS NS 3,26x107 | 3,96 NS NS
DQB1*02:01 | 29,77 46,56 50,00 7,43x10° | 2,04 1,59x107 | 2,34 NS NS
DQB1*03:02 | 12,98 71,76 65,38 6,53x10% | 16,49 | 6,19x10™® | 12,20 | NS NS
B*08 13,74 31,30 40,38 1,03x10° | 2,81 2,13x10% | 4,19 NS NS
B*15 7,63 23,66 13,46 5,44x10% | 3,63 NS NS NS NS
B*50 3,05 11,45 3,85 1,52x10% | 3,77 NS NS NS NS

K - kontrolna skupina; T1D - bolniki s sladkorno boleznijo tipa 1; TLD+HT - bolniki s sladkorno boleznijo
tipa 1 in Hashimotovim tiroiditisom; f% - pogostnost pojavljanja v odstotkih; N — velikost vzorca, Stevilo

oseb; p — vrednost p; RR — relativno tveganje; NS — razlika ni statisti¢no znag¢ilna.
4.3.1 T1D v primerjavi s kontrolno skupino

K predispoziciji za T1D najbolj prispevata alela DQB1*03:02 (p=6,53x102%, RR=16,49) in
DRB1*04:01 (p=3,14x10™, RR=7,66). Ostali aleli, katerih vplivi so se tudi pokazali za
statisticno znacilne, so S$e DRB1*04:02 (p=2,17X10'5, RR=7,12), DRB1*03:01
(p=4,14x10*, RR=2,62), B*15 (p=544x10" RR=3,63), B*08 (p=1,03x107, RR=2,81),
DQB1*02:01 (p=7,43x107%, RR=2,04) in B*50 (p=1,52x10%, RR=3,77).

4.3.2 TID+HT v primerjavi s kontrolno skupino

Pri bolnikih s TID+HT so se v primerjavi s kontrolno skupino pogosteje pojavljali aleli
DQB1*03:02 (p=6,19x10"2, RR=12,20), DRB1*04:01 (p=1,99x10°, RR=6,48), B*08
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(p=2,13x10", RR=4,19), DRB1*03:01 (p=7,58x10”, ~RR=3,19), DRB1*04:02
(p=5,06x10", RR=5,41) in DQB1*02:01 (p=1,59x10% RR=2,34). Vetina alelov, ki so
pogostejsi pri bolnikih s TID+HT kot pri kontrolni skupini, je hkrati pogostejSih tudi pri
bolnikih s samo T1D. Edini alel, ki je pogostejSi pri skupini s TID+HT, in ne hkrati pri
skupini s samo T1D, je DRB1*04:04 (p=3,26x10%, RR=3,96). V primerjavi s kontrolno
skupino nista statisti¢éno znacilno razli¢na alela B*15 in B*50, kot se je to pokazalo pri
bolnikih s T1D.

4.3.3T1D v primerjavi s TID+HT

Med skupinama s T1D in T1D+HT ni statisti¢éno znaCilnih razlik v alelih, ki povecujejo

tveganje za razvoj bolezni.

4.3.4 Haplotipi, povezani s poviSanim tveganjem za nastanek T1D in TID+HT

Oba alela z mo¢no povisano pojavnostjo pri bolnikih s T1D in T1D+HT, DRB1*04:01
(p=3,14x10™ za T1D, p=1,99x10° za T1ID+HT) in DQB1*03:02 (p=6,53x10% za T1D,
p=6,19x10™2 za T1D+HT), sta del haplotipa DR4-DQ8. Namesto alela DRB1*04:01 lahko
v haplotipu nastopata tudi DRB1*04:02 ali DRB1*04:04, ki sta se prav tako pokazala kot
rizi¢na alela (slednji le pri bolnikih s TID+HT). Aleli DRB1*03:01 (p=4,14x10"* za T1D,
p=7,58x10" za T1D+HT), DQB1*02:01 (p=7,43x10" za T1D, p=1,59x10" za T1D+HT)
in B*08 (p=1,03x10° za T1D, p=2,13x10™ za TID+HT) so del haplotipa DR3-DQ2-B8.
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4.4 ALELI IN HAPLOTIPI HLA, POVEZANI Z ZNIZANIM TVEGANJEM ZA
RAZVOJ T1D IN T1D+HT

V Preglednici 12 so prikazani aleli HLA, povezani z zniZzanim tveganjem za razvoj T1D in
T1D+HT.

Preglednica 12: Aleli HLA, povezani z zniZzanim tveganjem za razvoj T1D in TID+HT

alel K T1D TID+HT | TID: K TID+HT : K T1D+HT : T1D

f (%) f (%) f (%)

N=131 | N=131 | N=52 p RR p RR p RR
DRB1*01:01 | 27,48 15,27 7,69 2,32x107 | 0,48 2,80x10° | 0,24 NS NS
DRB1*11:01 | 15,27 458 1,92 6,26x10° | 0,28 9,090x10° | 0,16 NS NS
DRB1*11:04 | 10,69 1,53 9,62 3,18x10° | 0,16 NS NS 2,05x107 | 6,00
DRB1*13:01 | 11,45 1,53 0,00 1,70x10° | 0,15 6,71x10° | 0,07 NS NS
DRB1*14:01 | 7,63 0,00 0,00 1,63x10° | 0,04 NS NS NS NS
DRB1*15:01 | 21,37 0,00 3,85 1,50x10° | 0,01 3,34x10° [ 0,18 NS NS
DQB1*03:01 | 31,30 6,87 13,46 523x107 | 0,17 1,51x102 | 0,36 NS NS
DQB1*05:01 | 28,24 16,79 11,54 3,78x107 | 0,52 1,96x10% | 0,35 NS NS
DQB1*05:02 | 19,08 9,16 9,62 3,22x10% | 0,44 NS NS NS NS
DQB1*05:03 | 6,87 0,76 0,00 1,92x102 | 0,15 NS NS NS NS
DQB1*06:02 | 18,32 0,00 1,92 3,74x10° | 0,02 3,19x10° | 0,13 NS NS
DQB1*06:03 | 12,98 1,53 0,00 4,70x10* | 0,13 3,66x10° | 0,06 NS NS
B*07 24,43 11,45 19,23 6,45x10° | 0,41 NS NS NS NS
B*27 12,98 6,11 1,92 NS NS 2,59x107 | 0,19 NS NS
B*57 6,87 0,76 0,00 1,92x102 | 0,15 NS NS NS NS

K — kontrolna skupina; T1D — bolniki s sladkorno boleznijo tipa 1; TLD+HT - bolniki s sladkorno boleznijo
tipa 1 in Hashimotovim tiroiditisom; f% - pogostnost pojavljanja v odstotkih; N — velikost vzorca, Stevilo

oseb; p — vrednost p; RR — relativno tveganje; NS - razlika ni statisti¢no znacilna.
4.4.1 T1D v primerjavi s kontrolno skupino

Aleli HLA, ki kazejo zaSc¢itno vlogo proti razvoju T1D (so pri kontrolni skupini pogostejsi
kot pri bolnikih s T1D), so DRB1*15:01 (p=1,50x10°, RR=0,01), DQB1*06:02
(p=3,74x10®, RR=0,02), DQB1*03:01 (p=5,23x10", RR=0,17), v manj$i meri pa $e
DRB1*01:01, DRB1*11:01, DRB1*11:04, DRB1*14:01, DQB1*05:01, DQB1*05:02,
DQB1*05:03, DQB1*06:03, B*07 in B*57 (p=4,70x10™ - 3,78x10?, RR=0,04 — 0,52).
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4.4.2 TID+HT v primerjavi s kontrolno skupino

Aleli HLA z za§¢itno funkcijo proti TID+HT (so pri kontrolni skupini pogostejsi kot pri
bolnikin s T1D+HT) so DRB1*01:01, DRB1*11:01, DRB1*13:01, DRB1*15:01,
DQB1*03:01, DQB1*05:01, DQB1*06:02, DQB1*06:03 in B*27
(p=1,96x10 - 2,80x10° RR=0,06 — 0,36). Edina skupina alelov, ki je zasitna le proti
T1D+HT, ne pa tudi proti T1D sami, je B*27 (p=2,59x10%, RR=0,19).

443 T1D v primerjavi s TAID+HT

Alel DRB1*11:04 kaZe zas¢itno vlogo proti T1D (p=3,18x10°, RR=0,16), ne pa hkrati tudi
za T1D+HT. Razlika v pogostnosti alela DRB1*11:04 med bolniki s T1D in bolniki s
T1D+HT je statisti¢no zna¢ilna (p=2,05x10?, RR=6).

4.4.4 Haplotipi, povezani z znizanim tveganjem za T1D in TID+HT

Aleli DRB1*15:01 (p=1,50x10° za TiD, 3,34x10°% za T1D+HT), DQB1*06:02
(p=3,74x10® za T1D, 3,19x10° za T1D+HT) in B*07 (p=6,45x10° za T1D, NS za
T1D+HT) so del razsirjenega haplotipa DR15-DQ6-B7. DRB1*15:01 je v vezavnem
neravnovesju tudi z DQB1*05:02 (p=3,22x10 za T1D, NS za T1D+HT), DRB1*13 :01
(p=1,70x10" za T1D, 6,71x10° za T1D+HT) pa z DQB1*05:01 (p=3,78x10? za T1D,
1,96x102 za T1D+HT) ali DQB1*06:02. Alela DRB1*11:01 (p=6,26x10" za T1D,
9,09x10° za TID+HT) in DQB1*03 :01 (p=5,23x10" za T1D, 1,51x10% za TID+HT) sta
del razSirjenega haplotipa DR11-DQ7, DRB1*11:01 pa je v vezavnem neravnovesju tudi z
za T1D za§itnim DRB1*05:02 (p=3,22x107%). V vezavnem neravnovesju sta tudi zas¢itna
alela DRB1*01:01 (p=2,32x107 za T1D, 2,80x10° za TID+HT) in DQB1*05:01. Haplotip
DRB1*14 :01 (p=1,63x10"%)-DQB1*05 :03 (p=1,92x10?) je statisti¢no znailen le v

primeru bolnikov s T1D.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 DELEZ ALELOV HLA, ZAZNANIH V NASEM VZORCU SLOVENSKE
POPULACUE, V PRIMERJAVI Z VSEMI DO ZDAJ ZNANIMI ALELI HLA

Sistem HLA je eden najbolj polimorfnih genskih kompleksov v naravi. Septembra 2012 je
bilo Stevilo odkritih alelov HLA preko 8000, od tega dobri dve tretjini alelov HLA 1.
razreda in slaba tretjina alelov HLA I1l. razreda. ZabeleZenih alelov HLA-DRBL1 je bilo
1159, HLA-DQBL1 pa 176 (IMGT/HLA Database..., 2012). Pri nasi vzor¢ni skupini smo
opazili 32 alelov HLA-DRBL, kar predstavlja priblizno 3% vseh do zdaj znanih alelov tega
lokusa, ter 16 alelov HLA-DQBL1, kar predstavlja priblizno 9% do zdaj znanih alelov tega
lokusa. Pri tem je treba uposStevati, da je od vseh odkritih alelov le 27-30% pogostih alelov.
Kadar je govora o sistemu HLA, za pogoste veljajo tisti aleli, ki se pojavljajo s
pogostnostjo ve¢ kot 0,1% v katerikoli referen¢ni populaciji, oz. so jih opazili pri ve¢ kot
treh nesorodnih posameznikih (Cano in sod., 2007). Ker je naSa raziskava obravnavala le
predstavnike slovenske populacije, je zaznavanje le majhnega deleZza vseh obstojecih

alelov HLA razumljiva.

5.2 HAPLOTIPI, POVEZANI S POVISANIM TVEGANJEM ZA RAZVOJ TiD IN
T1D+HT

Analiza rezultatov Studije je pokazala, da je dovzetnost za T1D in T1D+HT najbolj
poviSana pri posameznikih, ki nosijo alel DQB1*03:02 in/ali DRB1*04:01. Alela
sestavljata haplotip DR4-DQ8. StatistiSno znacilno povisano je tudi pojavljanje dveh
drugih alelov iz skupine DRB1*04 — DRB1*04:02 in DRB1*04:04 (slednjega le pri
bolnikih z obema boleznima). 1zsledki naSe Studije so potrdili povezavo specificnosti DR4
s povisano dovzetnostjo za T1D in HT, pokazano Ze v predhodnih Studijah (Farid in
Thompson, 1986; Petrone in sod., 2001; Zeitlin, 2010), tudi pri slovenski populaciji, hkrati
pa pokazali na razli¢no vlogo posameznih alelov znotraj DR4. Pri bolnikih s T1D in
T1D+HT se pogosteje pojavlja tudi haplotip DR3-DQ2-B8. Pogostnosti pojavljanja alelov
DRB1 *03:01, DQB1*02:01 in B*08 pri bolnikih so v primerjavi s pogostnostmi pri

kontrolni slovenski populaciji povisane. Podobno so pokazali izsledki Studij v preteklosti
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(Moens in sod., 1978; Farid in sod., 1981; Stenszky in sod., 1987; Tandon in sod., 1991;
Hunt in sod., 2001; Zeitlin, 2010).

5.3 HAPLOTIPI, POVEZANI Z ZNIZANIM TVEGANJEM ZA RAZVOJ T1D IN
T1D+HT

Za moc¢no zascCitne proti T1D so se izkazali aleli DRB1*15:01 in dva alela skupine DQ6 -
DQB1*06:02 in DQB1*06:03. Ceprav tudi statisticno znaéilno razli¢ne v primerjavi s
kontrolno skupino, so razlike pri bolnikih z obema boleznima precej manjSe. DR15 in DQ6
skupaj z B7, ki se tudi pojavlja z znizano pogostnostjo pri bolnikih s T1D (ne pa pri
bolnikih z obema boleznima), sestavljajo haplotip DR15-DQ6-B7 0z. DR2-DQ6-B7 (DR15
je del serolosko dolocenega DR2), ki ga je v literaturi pogosto mo¢ zaslediti kot zaS¢itnega
proti T1D, tudi v S$tudiji na slovenski populaciji (Bratani¢ in sod., 2010). DR15 je v
vezavnem neravnovesju z aleli DQ5, DRB1*13:01 z aleli DQ5 in DQ6, DQB1*03:01 pa z
aleli DRB1*11 (haplotip DR11-DQ3). Haplotip tvorijo tudi zas¢itni aleli DRB1*01:01 in
aleli iz skupine DQ5, ter DRB1*14:01 ter DQB1*05:03.

5.4 VLOGA POSAMEZNIH ALELOV IN AMINOKISLINSKIH OSTANKOV

Aleli, ki so v primerjavi s kontrolno skupino pokazali statisti¢cno znaéilno razli¢no
pojavnost pri bolnikih s TID+HT, ne pa pri tistih s samo T1D, so alel DRB1*04:04 in
skupina alelov B*27. Aleli s statisti¢no znacilno razli¢no pogostnostjo pri bolnikih s T1D v
primerjavi s kontrolno skupino, ne pa pri bolnikih z obema boleznima v primerjavi s
kontrolno skupino, so: DRB1*11:04, DRB1*14:01, DQB1*05:02, DQB1*05:03, B*07,
B*15, B*50 in B*57. Aleli, ki so pokazali nekoliko mo¢nejSo povezavo s TID+HT kot s
T1D samo v primerjavi s kontrolno skupino, so DRB1*01:01, DRB1*04:04, DQB1*05:01,
B*08 in B*27, vendar pa je bila razlika med skupinama T1D in T1D+HT statisti¢éno
znacilna le pri DRB1*11:04 (2.05x102, RR=6).

Preglednici 13 in 14 predstavljata aminokislinske ostanke na nekaterih za vezavo
peptidnega antigena pomembnih mestih znotraj molekul HLA-DRB1 (Preglednica 13) in

HLA-DQBL1 (Preglednica 14), pri katerih je bila ugotovljena statisti¢no znacilno razli¢na
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pogostnost pojavljanja med obolelimi in kontrolno skupino. Podatke o nukleotidnih
zaporedjih alelov smo pridobili s poravnavanjem zaporedij alelov v programu IMGT/HLA
Sequence Alignment Tool (IMGT/HLA Sequence..., 2012).

Preglednica 13: Aminokislinski ostanki na nekaterih za vezavo peptidnega antigena pomembnih mestih na

verigi B molekul HLA-DR pri statisti¢no pomembnih alelih

Mesto na verigi f molekul HLA-DR skupina bolnikov
alel 71. mesto 74. mesto 86. mesto TiID  T1D+HT
DRB1*03:01 | Lys Arg Val rizi¢ni riziéni
DRB1*04:01 | Lys Ala Gly riziéni riziéni
DRB1*04:02 | Glu Ala Val riziéni riziéni
DRB1*04:04 | Arg Ala Val NS riziéni
DRB1*01:01 | Arg Ala Gly za§¢itni za§¢itni
DRB1*11:01 | Arg Ala Gly za§¢itni za§Citni
DRB1*11:04 | Arg Ala Val za§citni * NS *
DRB1*13:01 | Glu Ala Val za§¢itni za§¢itni
DRB1*14:01 | Arg Glu Val za§¢itni NS
DRB1*15:01 | Ala Ala Val za§Citni za§¢itni

R — za bolezen/bolezni rizi¢ni alel; Z — za bolezen/bolezni zas¢itni alel; NS — pogostnost pojavljanja alela ni
statisti¢no znadilno razli¢na od pogostnosti pri kontrolni skupini; * - statistiéno znacilna razlika v pogostnosti

alela med obema skupinama bolnikov.

Preglednica 14: Aminokislinski ostanki na 57. mestu verige § molekul HLA-DQ pri statistiéno pomembnih

alelih

mesto na verigi 8 molekul HLA-DQ skupina bolnikov
alel 57. mesto T1D T1ID+HT
DQB1*02:01 Ala riziéni riziéni
DQB1*03:02 Ala riziéni riziéni
DQB1*03:01 Asp zaSCitni zascitni
DQB1*05:01 Val za§Citni zaScitni
DQB1*05:02 Ser za§Citni NS
DQB1*05:03 Asp za$¢itni NS
DQB1*06:02 Asp za$Citni za§¢itni
DQB1*06:03 Asp za$¢itni za§citni

R — za bolezen/bolezni rizi¢ni alel; Z — za bolezen/bolezni za§¢itni alel; NS — pogostnost pojavljanja alela ni

statisti¢no znacilno razli¢na od pogostnosti pri kontrolni skupini.
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5.4.1 DRB1*11

Alel DRB1*11:04 se pri bolnikih s T1D pojavlja statisti¢no znac¢ilno manj pogosto kot pri
kontrolni skupini, torej deluje zascitno, medtem ko pri obolelih za obema boleznima ne
kaze znizane pogostnosti v primerjavi s kontrolno skupino. Hkrati ima alel DRB1*11:01
zaSc¢itno vlogo pri obeh skupinah obolelih. Molekuli DRB1*11:01 in DRB1*11:04 se med
seboj razlikujeta le na enem mestu, in sicer na 86. mestu verige . DRB1*11:01 ima na tem
mestu glicin (Gly), DRB1*11:04 pa valin (Val). Omenjeni dimorfizem je dokaj razsirjen,
pojavlja se pri DR1, DR2, DR3, DR4, DR5 in DR6 in so ga preucevali Ze v preteklosti
(Ong in sod., 1991). Sprememba AK na tem mestu vpliva na konformacijo reze za vezavo
peptida molekule HLA II. razreda, natan¢neje prvega hidrofobnega zepa PI1, ki je
pomemben za vezavo peptida v kompleks HLA (Wu in Gorski, 1997; Hirayama in sod.,
1998). Na ta nacin dimorfizem vpliva na specifiko vezave peptidnega antigena, na
repertoar peptidov, ki se na molekulo HLA vezejo, in na T-celi¢no prepoznavanje antigena
(Busch in sod., 1991). MozZen je tudi vpliv na stabilnost vezave peptida na molekulo HLA

(McKinney in sod., 1994) in zdruzevanje verig o in  (Ong in sod., 1991).

DRB1*11 je podskupina DR5. Zanimivo je, da so nekatere starejSe Studije odkrile
pozitivno povezavo med obolelostjo za HT in pogostnostjo pojavljanja DR5 (Weissel in
sod., 1980; Farid in sod., 1981). Rezultati naSe Studije torej nakazujejo, da k dovzetnosti za
HT ne prispevajo vsi, temve¢ samo doloceni aleli podskupine DR5 (DRB1*11:04).
DRB1*11:01 se je namrec¢ izkazal za zas¢itnega. V primeru, da bi bila ena od raziskovanih
skupin tudi bolniki s HT in brez T1D, bi morda alel DRB1*11:04 Se bolj izstopal kot

rizi¢en.

5.4.2 DRB1*04

Alel DRB1*04:04 se kaZe kot dejavnik tveganja le pri bolnikih s TID+HT, ne pa pri
bolnikih s samo T1D. Hkrati je pogostnost pojavljanja alela DRB1*04:01 poviSana pri
obeh skupinah obolelih. Molekuli, ki sta produkta teh genov, se med sabo razlikujeta le na
86. mestu verige . DRB1*04:04 ima na tem mestu Val, DRB1*04 :01 pa Gly. Val na 86.

mestu verige p molekule DR se je torej zopet izkazal kot rizi¢ni dejavnik.
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5.4.3 DRB1*03:01

Alel DRB1*03:01 je bil najpogosteje preucevan v povezavi z bazedovko, poleg HT najbolj
pogosti obliki AITD. Molekula DRB1*03:01 ima na 71. mestu verige DR ima lizin (Lys),
na 74. mestu verige DR pa Arg. AK na teh mestih odloc¢ilno vplivata na velikost in naboj
Cetrtega zepa P4, ki se nahaja na povrSini molekule HLA-DR, znotraj reZze za vezavo
peptida. Ker sta tako Lys kot Arg mo¢no pozitivno nabita, dajeta prednost vezavi epitopov,
Ki imajo znotraj vezavnega motiva negativno nabit AK (Inaba in sod., 2010; Ban in sod.,
2004). Inaba in sod. (2010) so preizkusali uéinkovitost vezave zunajcelicnega dela
S¢itni¢nega antigena TSH-R (TSH-R-ECD), ki ima na 4. mestu vezavnega motiva Glu ali
Asp (oba AK z negativno nabitima stranskima skupinama), z razlicnimi molekulami HLA-
DR. Epitop se je na molekule HLA-DR3 vezal z ve¢jo afiniteto kot na molekule HLA-DR
z druga¢nimi AK na 71. in 74. mestu verige DQB. Mo¢nejsi je bil tudi T-celi¢ni imunski
odziv. Hkrati ima molekula DRB1*03:01 Val na 86. mestu verige, torej pomembno

prispeva tudi k lastnostim vezavnega Zepa P1.

5.4.4 DQB1*03

Pogostnost pojavljanja alela DQB1*03:02 se je pokazala kot najbolj statisti¢no znacilno
poviSana tako pri bolnikih s T1D kot s TID+HT. Hkrati se je alel DQB1*03:01 pokazal za
zaSCitnega. Obe molekuli, ki sta produkta teh genov, se med sabo razlikujeta le v Sestih
AK, od tega so Stiri (na 13., 26., 45. in 57. mestu verige DQp) znotraj domen, pomembnih

za imunsko prepoznavanje.

Najvecjo pomembnost pripisujejo 57. mestu na verigi p DQ. AK na tem mestu ima
navadno negativno nabito stransko skupino, medtem ko aleli, pogostejsi pri obolelih,
veckrat kodirajo nevtralne AK. Molekula DQB1*03:01 ima na 57. mestu DQB Asp (AK z
negativno nabito stransko skupino), DQB1*03:02 pa nevtralni Ala. Aminokislinska
zamenjava naj bi onemogocala tvorbo solnega mosticka v rezi za vezavo peptida molekule
DQ (Kwok in sod., 1989; Kwok in sod., 1996), hkrati pa spremenila nabolj celotne

okoliske regije in tako poviSala afiniteto za vezavo dolo¢enih TCR (Yoshida in sod, 2010).
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Slika 14: Vpliv 57. mesta verige DQP na reZo za vezavo peptida (prirejeno po Jeneway in sod., 2001). a:
Umestitev 57. mesta verige DQB znotraj molekule DQ. b: Tvorba solnega mosti¢ka je povezana z zaséito

pred T1D. c: AK na tem mestu, ki onemogoca tvorbo solnega mosti¢ka, povzroé¢i povisano dovzetnost do
T1D.

Zamenjavi na 13. in 26. mestu sta konzervativni. Petinstirideseto mesto verige DQP se
sicer nahaja izven reZe za vezavo peptida, torej ni direktno vpleteno v vezavo epitopa,
lahko pa bi vplivalo na interakcije s TCR in T-celiéno prepoznavanje. Na molekuli
DQB1*03:01 je prisoten Glu z negativho nabito stransko skupino, na molekuli
DQB1*03:02 pa nevtralni Gly (Kwok in sod., 1989; Kwok in sod., 1996).

5.4.5 DQB1*05

Pogostnost alela DQB1*05:01 je v primerjavi s kontrolno skupino nizja tako pri skupini s
T1D kot s TID+HT. Hkrati alela DQB1*05:02 in DQB1*05:03 kaZeta niZjo pogostnost pri
bolnikih s T1D v primerjavi s kontrolno skupino, ne pa tudi pri bolnikih s TID+HT v
primerjavi s kontrolno skupino. Produkt alela DQB1*05:01 se od slednjih razlikuje na 57.
mestu verige B, kjer je Val namesto serina (Ser) oz. asparaginske kisline (Asp). Mnoge
Studije na bolnikih s T1D kaZejo mocno zaséitno vlogo Asp na tem mestu, medtem ko se v
primerih, ko je na 57. mestu verige alanin (Ala), Val ali Ser, zascitna vloga zmanjSa (Todd
in sod., 1987; Morel in sod., 1988). Pri bolnikih s TID+HT zas¢itno deluje le Val. Ser in
Asp na tem mestu ne delujeta za$¢itno, morda pa pomenita celo povisano tveganje za

razvoj HT.
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5.4.6 B*27

Skupina alelov B*27 je pokazala zas¢itno vlogo pri skupini s TID+HT, ne pa pri bolnikih s
samo T1D. Pojavljanje alelov B*27 je sicer mo¢no povisano pri bolnikih z ankilozirajo¢im
spondilitisom — prisotni so pri kar 92% obolelih (Khan, 2010). Ena od teorij, ki skuSa
razloZziti, zakaj aleli pomenijo toliksno tveganje, govori tudi o vlogi prostega cisteina (Cys)
na 67. mestu verige al. In vitro se preko Cys HLA-B*27 povezuje v homodimere, ki
nimajo B2-mikroglobulinske domene. Frakcija celic T bolnikov bi lahko izrazala ligande za
HLA homodimere (Bowness, 2002).

5.4.7 DQB1*06

Alela DQB1*06:02 in DQB1*06:02 oba kazeta nizjo pojavnost pri bolnikih kot pri
kontrolni skupini, torej delujeta zas¢itno. Produkta imata na 57. mestu verige DQP Asp,

katere zaS¢itna vloga proti T1D je znana iz literature.

5.4.8 DRB1*01:01

V primeru HLA-DR1 Wu in Gorski (1997) poro¢ata o kombiniranem delovanju AK na 85.
in 86. mestu B verige molekule DR. Produkt alela DRB1*01:01, ki ima povi$ano
pogostnost pojavnosti pri bolnikih s T1D in T1D+HT, ima na teh mestih Val in Gly,
medtem ko na primer DRB1*01:02 Ala in Val. Njihovi poskusi so pokazali, da se v
primeru DR1, drugace kot pri drugih DR, Val na 86. mestu vedno pojavi le v kombinaciji z
Ala na 85. mestu in da prav slednji polimorfizem poglavitno vpliva na vezavo peptidov v

molekulo DR.

5.4.9 DRB1*14:01

Alel DRB1*14:01 na 86. mestu molekule kodira Val, medtem ko DRB1*14:02 Gly, vendar
pa obstajajo med molekulama razlike Se na drugih mestih.
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5.5 PROBLEM VREDNOTENJA REZULTATOV ASOCIACIJSKIH STUDIJ

Glavni problem asociacijskih Studij, ki raziskujejo povezave genov z boleznimi, je, da ne
moremo z gotovostjo vedeti, ali je za razvoj bolezni res kriticen prav preucevani lokus ali
je najdeni asociacijski gen le v vezavnem neravnovesju oz. neposredni blizini gena, ki je
pravi krivec za bolezen. Odgovor na to nam lahko da le razkritje mehanizma bolezni, ki ga

je moc¢ povezati s polimorfizmom najdenega gena, kar pa je pogosto tezko.

Pri Studijah, ki is¢ejo rizicne alele HLA, se pojavljajo Se drugi dejavniki, ki otezujejo
vrednotenje rezultatov. Mnogi geni HLA so v vezavnem neravnovesju z geni HLA drugih
lokusov, torej se pogosto nahajajo in dedujejo skupaj. Tako je tezko ugotoviti, v katerem

od alelov, ki tvorijo haplotip, iskati glavnega krivca za razvoj bolezni.

Populacije iz razli¢nih geografskih okolij izrazajo razli¢ne nabore molekul HLA — takSne,
ki so v njihovem okolju pomenile selekcijsko prednost. Razlike se kazejo bodisi v
pogostnosti pojavljanja posameznih alelov ali haplotipov bodisi v prisotnosti za populacijo
specificnih alelov. Tako je rezultate Studij, narejene na razlicnih etni¢nih skupinah, med

seboj tezko primerjati.

Primerjave oteZujejo tudi pogoste spremembe nomenklature alelov HLA, ki so odsev
hitrega napredka v razvoju metod tipizacije. Z modernejSimi metodami posamezne alele
razlocujejo na vedno vecji resoluciji, ves Cas odkrivajo nove in nove polimorfizme.

NovejSe Studije tako pogosto razlozijo nasprotujoce si rezultate Studij iz preteklosti.

Manifestacija avtoimunskih bolezni, kakrsni sta T1D in HT, je razultat kombinacije
mnogih genetskih in okoljskih dejavnikov, od katerih so nekateri znani, mnogi Se ne. Ker v
podobnih Studijah zajemamo le enega ali nekaj genetskih faktorjev hkrati, so rezultati
lahko zavajajoci. Tudi dejstvo, da je heterozigotnost v alelih HLA veliko pogostejsa od
homozigotnosti, pogosto zakrije ucinke alelov, ki bi bili v homozigotni obliki morda bolj

ocitni.
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Ker je regija HLA ena najbolj polimorfnih regij, je treba statisticno primerjati zelo veliko
Stevilo skupin. Posledi¢no je v vsaki zelo omejeno Stevilo posameznikov. V tak$nih

pogojih se poveca moznost za lazno pozitivne rezultate.

Bowness (2002) povzema, da lahko ugotovljena statisti¢éno znacilno razli¢na pojavnost

nekega alela HLA pomeni, da:

e jealel HLA v vezavnem neravnovesju s pravim vzro¢nim genom za razvoj bolezni,

e molekula HLA, produkt tega alela, prednostno veze in predstavlja avtoantigene
celicam T,

e je molekula HLA vkljucena v selekcijo repertoarja celic T v timusu,

e prihaja do navzkrizne reaktivnosti med protitelesi, usmerjenemi proti bakterijskemu
proteinu in proti molekuli HLA,

e interakcija molekule HLA in bakterijskega superantigena povzroca nespecificno
stimulacijo clic T,

e se peptidne podenote doticne molekule HLA predstavljajo znotraj druge molekule

HLA, kar sprozi T-celi¢ni odziv.

NaSa Studija je zajemala tri skupine: bolnike s T1D, bolnike s TID+HT in predstavnike
zdrave, kontrolne populacije. Ker nismo imeli skupine z le HT, je tezko z gotovostjo
zakljuciti, ali nekateri aleli specifi¢no prispevajo prav k tej bolezni. Prav tako je tezko
potrditi skupno etiologijo T1D in HT. Ceprav je bilo mnogo alelov hkrati statistiéno
znacino bolj 0z. manj pogostih pri obeh skupinah, je bila povezava s T1D samo najveckrat
mocnejSa. To bi lahko pomenilo, da ima ta isti alel pri bolnikih s HT ravno obraten ucinek,
da ima enak, vendar manjsi uc¢inek, ali pa, da ucinka nima in se je statisticna znacilnost

pojavila lazno, le kot posledica dejstva, da ima bolnik hkrati tudi T1D.
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5.6 SKLEPI

e NajmocnejSo povezavo s T1D in TID+HT kaze alel DQB1*03:02, ki z DRB1*04
sestavlja haplotip DR4-DQ8. PogostejSe je tudi pojavljanje alelov, ki sestavljajo
haplotip DR3-DQ2-B8.

e Za za$Citne so se pokazali aleli, ki sestavljajo haplotipe DR1-DQ5, DR11-DQ7,
DR13-DQ5/6, DR14-DQ5 in DR15-DQ5/6. Vsi, razen DRB1*14 so statisti¢no
znacilno razli¢ni pri obeh skupinah obolelih v primerjavi s kontrolno skupino.

e Vecina alelov kaze mocnejSo asociacijo s TID samo kot s kombinacijo obeh
bolezni.

e Ker se molekuli DRB1*11:01 in DRB1*11:04 ter molekuli DRB1*04:01 in
DRB1*04:04 med seboj razlikujeta le v enem AK na 86. mestu verige DR, bi
valin na 86. mestu verige DR lahko bil povezan s poviSanim tveganjem za razvoj
HT.

e K dovzetnosti za HT ne prispevajo vsi, temve¢ samo doloceni aleli podskupine
DR5 (DRB1*11:04).

e Lizin in arginin (AK s pozitivno nabito stransko skupino) na 71. in 74. mestu verige
DR bi lahko bila povezana s poviSanim tveganjem za razvoj T1D in TID+HT.

e Valin ali alanin (nevtralna AK) na 57. mestu verige DQp bi lahko bila povezana s
povisanim tveganjem za razvoj T1D, verjetno pa ne pomenita povisanega tveganja
za razvoj HT ali delujeta celo zas¢itno.

e Glutaminska kislina (AK z negativno nabito stransko skupino) na 45. mestu verige
DQB bi lahko bila povezana z znizanim tveganjem za razvoj bolezni.

e Skupne etiologije T1D in HT ne moremo z gotovostjo potrditi.

5.7 NADALJNJE DELO

Vzorci skupine bolnikov s samo HT bi lahko dodatno osvetlili morebitno pomembnost
specificnih alelov HLA za razvoj bolezni in pokazali na skupno etiologijo T1D in HT.
Potrebno bi bilo tudi preveriti statisticno pomembnost haplotipov, za katere predvidevamo

povezanost z boleznimi.
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Z napredkom tehnologije in vedno hitrejSimi in cenejSimi nacini sekvenciranja DNA so
vedno bolj dostopne informacije o aminokislinskih zaporedjih alelov. Izvajajo se mnoge
Studije sekundarne in terciarne strukture molekul HLA ter raziskave, ki proucujejo vpliv
spremembe enega samega AK na ucinkovitost vezave peptidnega antigena ter obseg

imunskega odziva.

Ker je razvoj avtoimunskih bolezni kot sta T1D in HT rezultat mnogih genetskih in tudi
okoljskih dejavnikov, pri ¢emer geni HLA prispevajo le majhen del mozaika, asociacijske
Studije navadno ne vodijo v direktne klini¢ne aplikacije. Lahko pa, v kombinaciji z drugimi

raziskavami, pripeljejo korak blizje k razumevanju mehanizmov avtoimunskih bolezni.
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6 POVZETEK

Sladkorna bolezen tipa 1 (T1D) in Hashimotov tiroiditis (HT) sta avtoimunski endokrini
bolezni s podobno patogenezo, ki vkljucuje infiltracijo celic T. Pogosto se pojavljata
soCasno pri istem posamezniku ali druzini, zaradi Cesar Studije namigujejo, da bi njuna
etiologija lahko temeljila na skupnih genetskih dejavnikih, najverjetneje povezanih z
avtoimunostjo. Ena od genskih regij, ki je povezana s stopnjo dovzetnosti za T1D in HT, je
regija HLA. Genski kompleks HLA kodira zapis za molekule HLA 1. in Il. razreda, ki so
udelezene v predstavljanju mikrobnih antigenov celicam T in v selekciji celic T v limfnih
organih. Molekule HLA so torej kljuéni igralci v imunskemu odgovoru. Hkrati pa
nepravilnosti v njihovem delovanju - predstavljanje telesu lastnih molekul znotraj

kompleksa - vodi v avtoimunske bolezni.

V obsegu nasSe Studije smo z metodama PCR-SSO in PCR-SSP tipizirali in primerjali alele
HLA-A, -B, -DRB in -DQB pri skupini bolnikov s T1D, T1D+HT in kontrolni skupini
zdravih predstavnikov slovenske populacije. Pozitivno povezavo s T1D in T1D+HT smo
odkrili za alele, ki so del haplotipov DR4-DQ8 in DR3-DQ2-B8. Za zascitne za T1D in HT
so se izkazali aleli, ki so del haplotipov DR1-DQ5, DR11-DQ7, DR13-DQ5/6 in DR15-
DQ5/6, haplotip DR14-DQ5 pa kaze zasc¢itno vlogo le pri bolnikih s T1D. Vecina alelov je
pokazala moc¢nejSo asociacijo s T1D samo kot s kombinacijo obeh bolezni. Skupne
etiologije bolezni ne moremo z gotovostjo potrditi. S primerjanjem posameznih alelov
ugotavljamo moznost vpliva AK na 86., 71. in 74. mestu verige DR ter 57. in 45. mestu
verige DQP molekul HLA. Valin na 86. mestu verige DR bi lahko pomenil povisano
tveganje za razvoj HT. Lizin ali arginin (AK s pozitivno nabitima stranskima skupinama)
na 71. in 74. mestu verige DR bi lahko bila povezana s poviSanim tveganje za razvoj T1D
in TID+HT. Valin ali alanin (nevtralni AK) na 57. mestu verige DQp verige bi lahko bila
povezana s T1D, verjetno pa ne pomenita povisanega tveganja za razvoj HT ali delujeta
celo zaséitno. Glutaminska kislina (AK z negativno nabito stransko skupino) na 45. mestu

verige DQP bi lahko delovala zascitno.

Ker k razvoju avtoimunskih bolezni kot sta T1D in HT prispevajo mnogi genetski in

okoljski faktorji, je usmerjeno zdravljenje etioloskih dejavnikov tezko dosegljivo. Lahko
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pa, v kombinaciji s Studijami o strukturi molekul HLA, vezavi peptidnih antigenov na
razlicne molekule HLA, ovrednotenju imunskega odziva po vezavi na razlicne tipe
molekul HLA idr., prispevajo majhen kosc¢ek k razumevanju mehanizmov avtoimunskih

bolezni.
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PRILOGE

Priloga A

Vse skupine alelov/aleli, zaznani pri kontrolni skupini, bolnikih s T1D in bolnikih s
T1D+HT, njihova pogostnost pojavljanja ter vrednosti p in RR za kombinacije skupin T1D
in K, TAD+HT in K ter T1D in TID+HT

Priloga Al: Skupine alelov HLA-A, zaznane pri kontrolni skupini, bolnikih s T1D in
bolnikih s TID+HT, njihova pogostnost pojavljanja ter vrednosti p in RR za kombinacije
skupin T1D in K, TID+HT in K ter T1D in TID+HT

Skupina K T1D TID+HT | TID- K TID+HT -K T1D+HT - T1D
alelov f (%) f (%) f (%)
N=131 | N=131 | N=52 p RR p RR p RR

A*01 16,79 21,37 28,85 4,32x107 | 1,34 1,01 x10" | 2,01 3,34x107" | 1,50
A*02 48,09 51,15 48,08 7,11x10" | 1,13 1,00 1,00 7,45x10™" | 0,89
A*03 27,48 30,53 38,46 6,83x107 | 1,16 1,58x10T [ 1,65 | 3,83x107 | 1,43
A*04 0,00 0,76 0,00 1,00 3,02 1,00 250 | 1,00 0,83
A*08 0,76 0,00 0,00 1,00 0,33 1,00 0,83 | 1,00 2,50
A*11 12,98 5,34 7,69 5,20x107 | 0,39 4,42x10" | 0,61 5,10x107" | 1,54
A*23 5,34 3,05 0,00 5,40x107 | 0,59 1,94x10* | 0,16 5,79x107 | 0,27
A*24 18,32 27,48 30,77 1,05x107 | 1,68 7,61x107 [ 1,98 | 7.17x10T [ 1,18
A*25 3,05 6,87 7,69 2,55x10" | 2,20 2,26x10" | 2,63 1,00 1,20
A*26 9,92 7,63 3,85 6,63x10" | 0,76 2,39x10" | 0,43 5,14x107" | 0,57
A*29 458 2,29 9,62 5,00x107 | 0,53 2,98x107 [ 2,24 | 4,28x107 | 4,25
A*30 3,82 6,87 1,92 411x107 | 1,78 6,76x10" | 0,67 2,86x107" | 0,38
A*31 6,87 4,58 5,77 597x10" | 0,67 1,00 0,91 7,15x107" | 1,37
A*32 6,87 3,05 1,92 2,55x10" | 0,46 2,86x10" | 0,38 1,00 0,83
A*33 458 3,05 1,92 7,49x107 [ 0,68 6,75x107 [ 0,56 | 1,00 0,83
A*34 0,76 0,00 0,00 1,00 0,33 1,00 0,83 | 1,00 2,50
A*66 1,53 0,00 0,00 4,98x10T | 0,20 1,00 0,49 | 1,00 2,50
A*68 8,40 10,69 7,69 6,75x10" | 1,29 1,00 0,97 7,84x107" | 0,75

K — kontrolna skupina; T1D — bolniki s sladkorno boleznijo tipa 1; TLID+HT - bolniki s sladkorno boleznijo
tipa 1 in Hashimotovim tiroiditisom; f% - pogostnost pojavljanja v odstotkih; N — velikost vzorca, Stevilo
oseb; p — vrednost p; RR — relativno tveganje. Opomba: Skupni seStevek pogostnosti v vsakem stolpcu bi bil
200% (ker ima vsak posameznik po dva gena istega lokusa), ¢e med analiziranimi ne bi bilo nobenega

homozigota.




Priloga A2: Skupine alelov HLA-B, zaznane pri kontrolni skupini, bolnikih s T1D in
bolnikih s TLDD+HT, njihova pogostnost pojavljanja ter vrednosti p in RR za kombinacije
skupin T1D in K, TID+HT in K ter T1D in TID+HT

Skupina K T1D TID+HT [ TiD- K TID+HT -K T1D+HT - T1D
alelov f (%) f (%) f (%)
N=131 | N=131 | N=52 p RR p RR p RR

B*07 24,43 11,45 19,23 6,45x10° | 0,41 560x107 | 0,76 | 2,31x10T | 1,86
B*08 13,74 31,30 40,38 1,03x10° | 2,81 2,13x10% | 4,19 | 2,99x107 | 1,49
B*13 6,87 4,58 3,85 5,96x10" | 0,67 7,31x10" | 0,64 1,00 0,96
B*14 3,05 2,29 1,92 1,00 0,77 1,00 0,83 | 1,00 1,07
B*15 7,63 23,66 13,46 544x10% | 3,63 2,60x107 [ 1,91 | 1,58x10T | 0,53
B*18 16,03 14,50 13,46 8,64x10" | 0,89 8,21x10" | 0,85 1,00 0,95
B*27 12,98 6,11 1,92 6,23x107 | 0,45 2,59x102 | 0,19 4,49x107 | 0,42
B*35 23,6 25,19 19,23 8,86x10T | 1,09 562x10T [ 0,79 | 4,44x107T | 0,73
B*37 3,05 1,53 0,00 6,84x10T | 0,55 579x107 [ 027 | 1,00 0,49
B*38 8,40 6,11 1,92 6,35x10" | 0,72 1,84x10"7 | 0,31 4,49x107 | 0,42
B*39 3,05 5,34 9,62 540x107 | 1,71 1,21x10" | 3,28 3,26x107" | 1,92
B*40 9,92 9,92 3,85 1,00 1,00 2,39x10T [ 043 | 2,39x107 | 0,43
B*41 1,53 1,53 1,92 1,00 1,00 1,00 151 | 1,00 1,51
B*44 17,56 12,98 15,38 391x10T | 0,71 8,29x10T [ 0,88 | 6,41x107T | 1,25
B*47 0,00 2,29 0,00 2,47x10" | 7,16 1,00 2,50 5,59x107" | 0,35
B*49 4,58 1,53 5,77 2,81x10" | 0,37 7,15x10" | 1,37 1,40x10™ | 3,66
B*50 3,05 11,45 3,85 1,52x102 | 3,77 1,00 1,40 [ 1,58x10T [ 0,37
B*51 12,98 18,32 21,15 3,08x10T | 1,49 1,77x10T [ 1,81 | 6,80x107 | 1,22
B*52 2,29 0,76 0,00 6,22x10" | 0,42 5,59x10" | 0,35 1,00 0,83
B*53 3,05 0,00 0,00 1,22x10" | 0,11 5,79x10" | 0,27 1,00 2,50
B*55 4,58 1,53 1,92 2,81x10T | 0,37 6,75x10T [ 0,56 | 1,00 1,51
B*56 0,76 0,76 0,00 1,00 1,00 1,00 0,83 | 1,00 0,83
B*57 6,87 0,76 0,00 1,92x102 | 0,15 6,22x10% | 0,12 1,00 0,83
B*58 3,05 2,29 3,85 1,00 0,77 1,00 1,40 | 6,24x107 | 1,82

K - kontrolna skupina; T1D - bolniki s sladkorno boleznijo tipa 1; TLD+HT - bolniki s sladkorno boleznijo
tipa 1 in Hashimotovim tiroiditisom; f% - pogostnost pojavljanja v odstotkih; N — velikost vzorca, Stevilo
oseb; p — vrednost p; RR — relativno tveganje. Opomba: Skupni seStevek pogostnosti v vsakem stolpcu bi bil
200% (ker ima vsak posameznik po dva gena istega lokusa), ¢e med analiziranimi ne bi bilo nobenega

homozigota.




Priloga A3: Aleli HLA-DQB1, zaznani pri kontrolni skupini, bolnikih s T1D in bolnikih s

T1D+HT, njihova pogostnost pojavljanja ter vrednosti p in RR za kombinacije skupin T1D

in K, TAD+HT in K ter T1D in TID+HT

Alel K T1D TID+HT [ TiD- K TID+HT -K T1D+HT - T1D

f(%) | f(%) f (%)

N=13 | N=131 | N=52 p RR p RR p RR

1
DQB1*02:01 29,77 | 46,56 50,0 7,43x10° | 2,04 1,59x102 | 2,34 7,44x107 | 1,15
DQB1*02:02 | 6,87 | 9,16 7,69 6,50x107 | 1,35 1,00 1,20 | 1,00 0,89
DQB1*02:10 | 0,00 | 0,00 1,92 1,00 1,00 2,84x10T [ 7,66 | 2,84x107 | 7,66
DQB1*03:01 | 31,30 | 6,87 13,46 5,23x107 | 0,17 1,51x10° | 0,36 1,59x107 | 2,13
DQB1*03:02 12,98 | 71,76 65,38 6,53x10% | 16,49 | 6,19x10? | 12,20 | 4,75x107 | 0,74
DQB1*03:03 | 458 | 153 0,00 2,81x10T | 0,37 1,86x107 [ 0,18 | 1,00 0,49
DQB1*03:04 | 0,76 | 3,05 3,85 3,70x10T | 3,07 1,95x107 [ 431 | 1,00 1,40
DQB1*03:20 | 0,00 | 0,00 1,92 1,00 1,00 2,84x10T | 7,66 | 2,84x107 | 7,66
DQB1*04:02 1,53 6,87 7,69 5,99x107 | 4,02 5,55x107 | 4,81 1,00 1,20
DQB1*05:01 | 28,24 | 16,79 11,54 3,78x10% | 0,52 1,96x10° | 0,35 4,96x10" | 0,68
DQB1*05:02 | 19,08 | 9,16 9,62 3,22x107 | 0,44 1,83x10T [ 048 | 1,00 1,11
DQB1*05:03 | 6,87 | 0,76 0,00 1,92x102 | 0,15 6,23x10% | 0,12 | 1,00 0,83
DQB1*06:02 | 18,32 | 0,00 1,92 3,74x10% | 0,02 3,19x10° | 0,13 2,84x107" | 7,66
DQB1*06:03 | 1298 | 1,53 0,00 4,70x10* | 0,13 3,66x10° [ 0,06 | 1,00 0,49
DQB1*06:04 | 3,82 | 9,92 1,92 8,49x107 | 2,62 6,76x10T | 0,67 | 1,18x107 | 0,26
DQB1*06:09 | 3,82 | 0,00 3,85 6,01x10% | 0,09 1,00 1,14 | 7,96x107 | 13,02

K — kontrolna skupina; T1D — bolniki s sladkorno boleznijo tipa 1; TLD+HT - bolniki s sladkorno boleznijo

tipa 1 in Hashimotovim tiroiditisom; f% - pogostnost pojavljanja v odstotkih; N — velikost vzorca, Stevilo

oseb; p — vrednost p; RR — relativno tveganje. Opomba: Skupni seStevek pogostnosti v vsakem stolpcu bi bil

200% (ker ima vsak posameznik po dva gena istega lokusa), ¢e med analiziranimi ne bi bilo nobenega

homozigota.




Priloga A4: Aleli HLA-DRB1, zaznani pri kontrolni skupini, bolnikih s T1D in bolnikih s

T1D+HT, njihova pogostnost pojavljanja ter vrednosti p in RR za kombinacije skupin T1D

in K, TAD+HT in K ter T1D in TID+HT

Alel K T1D TID+HT [ TID- K TID+HT -K T1D+HT - T1D
f (%) f (%) f (%)
N=131 | N=131 | N=52 p RR p RR p RR

DRB1*01:01 | 27,48 15,27 7,69 2,32x10% | 0,48 2,80x10° | 0,24 2,27x107" | 0,50
DRB1*01:02 | 0,76 0,76 0,00 1,00 1,00 1,00 0,83 | 1,00 0,83
DRB1*01:03 | 0,00 0,00 1,92 1,00 1,00 2,84x10" | 7,66 2,84x107" | 7,66
DRB1*03:01 | 23,66 45,04 50,0 4,14x10* | 2,62 7,58x10™* | 3,19 6,23x107T | 1,22
DRB1*03:02 | 0,00 0,76 0,00 1,00 3,02 1,00 250 [ 1,00 0,83
DRB1*04:01 | 9,92 46,56 42,31 3,14x10™ | 7,66 1,99x10° | 6,48 6,25x10" | 0,85
DRB1*04:02 | 3,05 19,85 15,38 2,17x10° | 7,12 5,06x10° | 541 5,35x107" | 0,76
DRB1*04:03 | 0,00 1,53 1,92 4,98x10T | 5,08 2,84x107 [ 7,66 | 1,00 1,51
DRB1*04:04 | 3,05 5,34 11,54 540x10T | 1,71 326x107 [ 396 | 1,99x107T | 2,32
DRB1*04:05 | 0,00 1,53 3,85 4,98x10" | 5,08 7,96x107 | 13,02 | 3,20x107 | 2,56
DRB1*04:08 | 2,29 2,29 3,85 1,00 1,00 6,24x10" | 1,82 6,24x107" | 1,82
DRB1*07:01 | 18,32 10,69 7,69 1,13x107 | 0,54 1,090x107 [ 041 | 7,84x10T [ 0,75
DRB1*08:01 | 1,53 5,34 5,77 1,72x107 | 3,12 1,40x107 [ 3,66 | 1,00 1,17
DRB1*08:02 | 0,76 1,53 0,00 1,00 1,68 1,00 0,83 | 1,00 0,49
DRB1*08:03 | 0,76 0,00 0,00 1,00 0,33 1,00 0,83 | 1,00 2,50
DRB1*08:04 | 0,00 0,76 1,92 1,00 3,02 2,84x10" | 7,66 4,89x10" | 2,53
DRB1*09:01 | 0,00 0,76 0,00 1,00 3,02 1,00 250 [ 1,00 0,83
DRB1*10:01 | 0,76 0,76 1,92 1,00 1,00 4,89x10T | 253 | 4,89x107T | 2,53
DRB1*11:01 | 15,27 4,58 1,92 6,26x10° | 0,28 9,00x10° | 0,16 6,75x10™" | 0,56
DRB1*11:02 | 0,00 0,76 0,00 1,00 3,02 1,00 250 | 1,00 0,83
DRB1*11:03 | 1,53 1,53 0,00 1,00 1,00 1,00 0,49 [ 1,00 0,49
DRB1*11:04 | 10,69 1,53 9,62 3,18x10° | 0,16 1,00 0,94 | 2,05x107 | 6,00
DRB1*12:01 | 0,76 0,76 1,92 1,00 1,00 4,89x10" | 2,53 4,89x10" | 2,53
DRB1*13:01 | 11,45 1,53 0,00 1,70x10° | 0,15 6,71x10° | 0,07 1,00 0,49
DRB1*13:02 | 8,40 10,69 5,77 6,75x107 | 1,29 7,60x107 [ 0,74 | 4,03x10T | 0,57
DRB1*13:03 | 2,29 0,00 0,00 2,47x107 [ 0,14 559x107 0,35 | 1,00 2,50
DRB1*14:01 | 7,63 0,00 0,00 1,63x10° | 0,04 6,45x107 | 0,11 1,00 2,50
DRB1*14:54 | 0,76 0,00 0,00 1,00 0,33 1,00 0,83 | 1,00 2,50
DRB1*15:01 | 21,37 0,00 3,85 1,50x10° | 0,01 3,34x10° [ 0,18 | 7,96x107 | 13,02
DRB1*15:02 | 0,76 0,76 0,00 1,00 1,00 1,00 0,83 | 1,00 0,83
DRB1*16:01 | 13,74 8,40 9,62 2,37x107 | 0,59 6,22x107 [ 0,71 | 7,77x10T | 1,21
DRB1*16:02 | 2,29 0,00 0,00 2,47x10" | 0,14 5,59x10" | 0,35 1,00 2,50




K — kontrolna skupina; T1D — bolniki s sladkorno boleznijo tipa 1; TLD+HT - bolniki s sladkorno boleznijo
tipa 1 in Hashimotovim tiroiditisom; f% - pogostnost pojavljanja v odstotkih; N — velikost vzorca, Stevilo
oseb; p — vrednost p; RR — relativno tveganje. Opomba: Skupni seStevek pogostnosti v vsakem stolpcu bi bil
200% (ker ima vsak posameznik po dva gena istega lokusa), ¢e med analiziranimi ne bi bilo nobenega

homozigota.
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