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1. UVOD

1.1. IgA vaskulitis

IgA vaskulitis (IgAV) ili Henoch-Schoénleinova purpura (HSP) najucestaliji je sistemski
vaskulitis djece i novorodencadi (1). U Republici Hrvatskoj incidencija je 6,79/100 000 djece
(2). Odrastanje je povezano sa smanjenjem incidencije; vise od 90 % pacijenata s IgAV mlade
je od 10 godina. Takoder, uo¢eno je da vise obolijevaju muska djeca (omjer muskog i zenskog
spola1,5:1) (3).

Dijagnosticki kriteriji za IgAV su prisutnost palpabilne purpure s jo$ najmanje jednom
od manifestacija: abdominalna bol, taloZzenje IgA kompleksa, artritis/artralgija ili bubrezni
simptomi (4). Kozna purpura ve¢inom je prvi simptom oboljelih od IgAV. Osip moze izazivati
svrbez, no rijetko je bolan. Njegova morfologija, distribucija i redoslijed izrazavanja mogu se
razlikovati izmedu pacijenata. Osip je uglavnom simetri¢ne raspodjele te je prisutan na cijelom
tijelu; posebice na udovima, straznjici, nogama i stopalima, a manje na licu i trupu. Zasad nije
utvrdena povezanost izmedu lokacije osipa 1 zahvaclenosti bubrega 1i/ili pojave
gastrointestinalnih simptoma. Tipi¢an osip uglavnom je hemoragican, varira u veli¢ini, blago
je povisen od povrsine koze i ne blijedi na pritisak. MoZze se manifestirati kao eritem, makula,
ekhimoza ili urtikarija. Postoje i atipi¢ne kozne manifestacije poput koznih lezija koje izgledom
podsjecaju na psorijazu. Takoder, u odraslih se moze javiti i nekroti¢na ili hemoragi¢na purpura.

Stoga, biopsija koze igra vaznu ulogu u dijagnostickoj obradi I[gAV-a.

Od gastrointestinalnih simptoma u IgAV-u javljaju se abdominalna bol, povracanje, krv
u stolici i dijareja. Ponekad u IgAV-u abdominalna bol kao simptom prethodi tipi¢nim koznim
simptomima, stoga treba razmotriti razvoj IgAV-a u bolesnika s abdominalnom boli koju je
teSko interpretirati te u sluCajevima kad uobiCajeno lijeCenje nije djelotvorno.
Gastrointestinalno krvarenje u IgAV-u uglavnom je okultno; manifestira se kao krvava ili
melanoti¢na stolica. Ipak, u teSkim gastrointestinalnim krvarenjima potrebna je transfuzija krvi.
Invaginacija crijeva takoder je jedan od simptoma IgAV-a. Rana dijagnostika invaginacije
provodi se ultrazvuéno, a istraZivanje njezinog polozaja kolonoskopijom. Perforacija, rijetka
komplikacija IgAV-a, obi¢no je udruzena s invaginacijom crijeva. Najc¢e$¢a je u tankom
crijevu, a posebno u ileumu. Ishemija sluznice zbog vaskulitisa jedan je od mogucih uzroka
perforacije. Manifestacije ishemije crijeva su nespecificne i ukljuc¢uju bolove u trbuhu i

distenziju crijeva. Odgodena dijagnoza moze rezultirati teSkim ishodima, ukljucujuci smrt.
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Budu¢i da zahvaca male krvne zile u cijelome tijelu, IgAV moze uzrokovati razne
simptome u razli¢itim organima. Klinicka slika vec¢ine pacijenata ukljucuje palpabilnu purpuru,
ali 1 artritis, gastrointestinalne simptome te oStecenje funkcije bubrega. Ostale, rjede klinicke
manifestacije su neuroloski i uroloski simptomi te kardiopulmonalna bolest. Djeca s IgAV
obi¢no ulaze u remisiju 4 — 6 tjedana od pocetka bolesti. S druge strane, u odraslih oboljelih od
IgAV-a moze do¢i do pojave ozbiljnije klinicke slike i visoko rizi¢nih komplikacija, zbog ¢ega
lijeCenje IgAV-a u odrasloj populaciji zahtjeva agresivniji pristup. Pri pojavi rijetkih
manifestacija ili neuobicajenih komplikacija moze do¢i do pogresnog dijagnosticiranja bolesti,
Sto posljedi¢no odgada pravilno lijecenje IgAV-a. lako je IgAV uglavnom samoogranic¢avajuc,
s prosjecnim trajanjem od 4 tjedana i bez potrebe za terapijom, pogresna dijagnoza moze
dovesti do lose prognoze. Poznavanje Sirokog spektra klinickih manifestacija IgAV-a nuzan je

preduvjet za njegovu tocnu i1 pravodobnu dijagnozu, kao i za adekvatno lijecenje (5).

Obic¢no prvi urinarni simptom slijedi nakon izrazavanja simptoma ostalih organskih
sustava, no ponekad inicijalni simptom IgAV-a bude upravo hematurija. Najcesce
abnormalnosti urinarnog trakta u IgAV-u su albuminurija i mikroskopska hematurija, dok
makroskopsku hematuriju ima manji broj pacijenata. No, najbitnija kroni¢na komplikacija
IgAV-a te ujedno i njegov glavni prognosticki ¢imbenik je nefritis (IgAVN). IgAVN se razvije
u 30 — 50 % bolesnika s IgAV-om i to uglavhom u blagom obliku, no mali postotak bolesnika
ipak razvije nefrotski sindrom ili zatajenje bubrega, stoga bi se u IgAV-u bubrezno stanje
trebalo pomno pratiti 1, u slu¢aju jake zahvacenosti, pravovremeno lijeciti odgovaraju¢om
terapijom. U oboljelih od IgAV-a bubrezni se simptomi mogu javiti i 6 mjeseci od pocetne
manifestacije bolesti, stoga se preporucuje ponoviti ispitivanje mokrace 6 mjeseci nakon
razvoja IgAV-a, ¢ak i u bolesnika bez drugih simptoma ove bolesti. Takoder, vremenski tijek
bubreznog ostecenja je nepredvidiv; aktivna bubrezna bolest moze se razviti i nakon pocetno
blagog nefritisa ili pak nakon mnogo godina mokraénih komplikacija koje su bile stabilne. Cini
se da rizik od razvoja klinicki ozbiljnog IgAV-a raste s godinama, a razvojem istog dolazi do
dugotrajnih bubreznih posljedica. Ostecenje bubrega uzrokuje talozenje imunih kompleksa s
IgA, zbog Cega dolazi do aktivacije sustava komplementa. U skladu s time, glavno obiljezje
bubrezne histologije u IgAV-u je nalaz taloZenja glomerularnog IgA u mezangiju te
subepitelnom i/ili subendotelnom prostoru. Pri odluéivanju o moguéem lijeenju u obzir se
uzimaju ozbiljnost pocetne klinicke slike i opseg promjena u biopsiji bubrega. Uz to, dugoro¢ni
ishod bubreznog stanja korelira s prethodno navedenim kriterijima. Biopsija bubrega posebno

je korisna u razlu¢ivanju IgAV-a od ostalih bolesti, kao i u procjeni prognoze i potrebe za
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terapijom kod pacijenata Cije je izluCivanje proteina mokracom vec¢e od 0,5 g po danu u
razdoblju 1 — 2 mjeseca od razvoja IgAV. Ipak, prediktivna vrijednost bubreznih biopsija u
IgAV-u moze biti upitna zbog potencijalno pogresnih uzorkovanja bioptata i odrazavanja samo
onih patoloskih procesa koji su se odigrali u vrijeme provodenja biopsije. Zbog rijetke
pojavnosti teskih glomerulonefritisa u IgAV-u otezano je provesti studije kontroliranog
lijecenja, stoga se i dalje u lijeCenju istog koriste razliciti terapijski rezimi. S obzirom da IgAVN
u IgAV-u moze dovesti do kroni¢ne bubrezne bolesti i zavrSne faze zatajenja bubrega,

opravdano je njegovo lijeCenje imunosupresivima (6,7).

Patofiziologija IgAV-a i dalje nije potpuno razjasnjena, no poznato je da IgA ima
znacajnu ulogu u njenom razvoju. Imuni kompleksi IgA-antitijela mogu biti uzrokovani
izloZeno$¢u antigenima u infekciji ili pak primjenom nekih lijekova. Infekcije gornjih disnih
putova su najéeS$ce; medutim, razvoju IgAV-a mogu prethoditi i gastrointestinalna ili
faringealna infekcija. Imuni se kompleksi potom taloze u malim zilama (uglavnom kapilarama)
u kozi, zglobovima, bubrezima i gastrointestinalnom traktu. Posljedi¢no dolazi do otpustanja
upalnih medijatora, kao Sto su npr. prostaglandini. Dolazi do aktivacije komplementa te se
limfociti mogu vezati s imunim kompleksima i taloziti u stjenkama zila, §to pridonosi stvaranju
pojacanog upalnog odgovora. Talozenje imunih kompleksa u kozi uzrokuje palpabilnu purpuru
1 petehije, dok taloZenje istih u gastrointestinalnom traktu moze uzrokovati krvarenje. Artritis
ili artralgija javljaju se u ¢ak 75 % slucajeva oboljelih od IgAV (8). Bol u zglobovima moze
biti sa ili bez otekline te uglavnom zahvaca gleZnjeve i koljena. Takoder, ostali zglobovi Saka 1
stopala mogu biti zahvaceni (7). Smatra se da bi etiopatogeneza IgAV-a mogla ukljucivati
brojne interakcije izmedu razli¢itih okolisnih i genetskih c¢imbenika. Geni povezani s
imunolo$kim i upalnim odgovorom, a pogotovo polimorfizmi jednog nukleotida (engl. single
nucleotide polymorphism — SNP), mogli bi biti uklju¢eni u etiopatogenezu IgAV-a. Osim §to
bi mogli dati odgovor o predispoziciji za razvoj IgAV-a, SNP-ovi bi mogli biti i indikatori
tezine oboljenja. Mnogo je truda uloZeno u otkrivanje uloge genetike u IgAV-u. Vecina
genetskih studija provedenih u ovom podrucju za cilj je imala otkrivanje polimorfizama ili
skupova genetskih varijanti unutar odredenih lokusa. Ti su polimorfizmi odabrani prema svojim
bioloskim funkcijama ili poloZaju u regiji za koju je ve¢ utvrdeno da je povezana s odredenom
boles¢u. Ipak, tijekom posljednjih godina prioritetno je postalo sekvencioniranje visoke
propusnosti (engl. high-throughput sequencing) s ciljem otkrivanja genskih komponenti IgAV-

a. Dosadasnji rezultati ukazuju na slozenost genetske komponente ukljucene u patogenezu
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IgAV-a. Smatra se da je njezina kompleksnost rezultat interakcije vise gena, za razliku od

postojanja jednog gena koji ima specifi¢énu ulogu u patogenezi neke bolesti (9,10).
1.2. Protein visoke pokretljivosti iz skupine 1 (HMGB1)

Protein visoke pokretljivosti iz skupine 1 (engl. High mobility group box 1 protein
—HMGBL) stani¢ni je protein koji se oslobada iz nekroti¢nih stanica ili aktivno izlucuje iz
monocita i makrofaga nakon traume ili jakog stani¢nog stresa. Osim monocita i makrofaga,
otpustiti ga mogu i neutrofili te endotelne stanice prilikom stimulacije u obliku upale. U jezgri,
HMGBL sudjeluje u organizaciji DNA i nukleosoma te regulira transkripciju. Uslijed ozljede
stanice, HMGBI iz jezgre moze prijeéi u citoplazmu, gdje je ukljucen u aktivaciju upale i
piroptozu, kao i u regulaciju ravnoteze izmedu autofagije i apoptoze. Kada se aktivno izlucuje
ili pasivno izlazi u izvanstanicni prostor, HMGBI1 posjeduje citokinu, kemokinu, neuroimunu i
metabolicku aktivnost. Izvanstanicni HMGB1 pokreée upalu i regrutira leukocite na mjesto
ostecenja tkiva. Utvrdeno je da se zbog stani¢nih ozljeda aktiviraju obrambeni mehanizmi koji
se ne razlikuju od reakcija koje su odgovor na patogene. Dakle, HMGB1 kao signalna molekula
ima presudnu ulogu u informiranju stanica da je doSlo do njenog ostecenja ili invazije. HMGB1
stoga ima viSestruku ulogu u patogenezi upalnih bolesti. On posreduje imunoloSke reakcije koje

se krecu od upale 1 obrane organizma od bakterija pa sve do obnavljanja tkiva (11,12).
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Slika 1. Prikaz mehanizama aktivne sekrecije i pasivnog otpustanja HMGB1 proteina.
Prilagodeno iz (13)

Dosadasnja istraZivanja dokazala su postojanje korelacije izmedu ekspresije HMGBI1 1
razvoja raka. HMGB1 bi se mogao koristiti kao marker za prognozu raka, a mogao bi i biti
usmjeren na zaustavljanje ekspresije, sprecavajuci tako rak i dovodeci do njegovog izljecenja.
U tijeku su istrazivanja uporabe razli€itih lijekova i mikro RNA za kontrolu ekspresije HMGB1
(13). Brojne studije ukazuju na povisene razine HMGBI u serumu ili plazmi pacijenata s
autoimunim bolestima u usporedbi s kontrolnim uzorcima zdrave populacije, $to upucuje na to
da bi HMGB1 mogao imati bitnu ulogu u patogenezi autoimunih bolesti. Istrazivanja su takoder
pokazala da su razine HMGBI1 u serumu ili plazmi znatno poviSene kod pacijenata s aktivnom
bolesti u odnosu na pacijente s bolesti u inaktivnom stadiju. Dakle, razine HMGB1 u serumu
ili plazmi mogle bi biti biljeg aktivnosti autoimunih bolesti. Povisene razine HMGBI
zabiljezene su u bolesnika s vaskulitisom malih Zzila, sistemskim eritemskim lupusom,
reumatoidnim artritisom, ankiloziraju¢im spondilitisom i Sjogrenovim sindromom. Zbog
vaznosti u patogenezi navedenih bolesti, HMGBL1 bi se potencijalno mogao koristiti kao njihov
biomarker i meta u bioloskoj terapiji. Budu¢i da posjeduje sposobnosti poput migracije stanica,
moduliranja adhezivnosti te poticanja proliferacije i neoangiogeneze, HMGB1 mogao bi biti

uklju€en 1 u sam razvoj bolesti. Osim toga, izvanstanicni HMGB1 moZe inducirati oslobadanje

5
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proupalnih medijatora, Sto rezultira poviSenom razinom proupalnih citokina u serumu, a potom
uzrokuje aktivaciju imunoloskog sustava i invaziju upalnih stanica, produljuju¢i tako upalne
procese (14,15). Brojna su istrazivanja zabiljezila prekomjernu ekspresiju HMGB1 kod raznih
karcinoma. Stovise, postoje dokazi koji sugeriraju da je prekomjerna ekspresija HMGB1 usko
povezana i Sa samim razvojem tumora — upravo posredovanjem proliferacije, invazije i
migracije stanica raka. HMGBI1 je protein s mnostvom uloga, unutar stanice i izvan nje, a ocito
ima ulogu i u razvoju raka i metastaza. Medutim, puni opseg te uloge i dalje ostaje nedefiniran.
Razvoj novih terapija mozda otkrije opseg sudjelovanja HMGB1 u brojnim stani¢nim
procesima, ukljucujuci rak (16,17). Nadalje, razine HMGBL1 znacajno su poviSene i u sepsi (18).

Smatra se da HMGB1 ima klju¢nu ulogu u patogenezi sepse i multiorganskog zatajenja (19).

infektivne

bolesti

npr. sepsa

HMGB1

: upalne
autoimune -
bolesti e

npr. reumatoidni npr. rak

artritis

Slika 2. Klini¢ki zna¢aj HMGBL1 proteina. Prilagodeno iz (13)

1.3. Polimorfizam rs1045411 HMGBL1 gena
HMGBL je protein kodiraju¢i gen koji se nalazi na kromosomu 13 (13g12.3). Poznat je

I pod nazivima HMG1; HMG3; HMG-1 i SBP-1. Uloga ovog gena jest kodiranje HMGB1

proteina koji se nalazi u gotovo svim tipovima stanica u ljudskom organizmu. Opisano je
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nekoliko HMGBL1 polimorfizama i za neke od njih ve¢ je utvrdeno da imaju proupalno
djelovanje. Naime, neki SNP-ovi povezani su s teskim upalnim odgovorom ili ¢ak poveéanim
rizikom od smrtnosti u sepsi ili kod bolesnika sa sindromom sistemskog upalnog odgovora
(engl. systemic inflammatory response syndrome —SIRS). Utvrdeno je da su rs41369348,
rs2249825, rs1045411 i rs1060348 povezani s povec¢anim rizikom od smrtnosti u sepsi ili SIRS-
u, dok je rs2249825 povezan s razvojem kolorektalnog karcinoma i hipertenzije. Prema studiji
koja je po prvi put istrazila klini¢ku vaznost SNP rs1045411 kod pacijenata sa sepsom, teSkom
sepsom ili septicnim Sokom, navedeni polimorfizam vjerojatno ima znacajnu ulogu u
patofiziologiji navedenih stanja. No, broj ispitanika te studije bio je relativno malen, stoga
autori vjeruju da bi to mogao biti razlog zasto nije utvrdena povezanost izmedu SNP rs1045411
i klinickog ishoda poput duzine boravka pacijenta u jedinici intenzivne njege ili trajanja
mehanicke ventilacije. Provodenjem studija s viSe ispitanika i uklju¢ivanjem ispitanika razlicite
etni¢nosti dobili bismo priliku za bolje razumijevanje klinickog znacenja ovog polimorfizma

(19-22).

Nova istrazivanja pokazala su da je HMGBL1 rs1045411 polimorfizam povezan s
povecanim rizikom za razvoj odredenih karcinoma kao $to su karcinom Zeluca, karcinom dojke,
hepatocelularni karcinom i karcinom usne Supljine (23-25). Buduc¢i da se SNP rs1045411 nalazi
u 3’UTR regiji gena HMGBL1, moze utjecati na stabilnost mRNA i vezanje na mikroRNA, ¢ime
modulira ekspresiju gena (24,26). SNP rs1045411 ima znacajan utjecaj na ekspresiju HMGB1
mMRNA u tumorskim tkivima, stoga bi se mogao koristiti kao prognosticki marker u kombinaciji

s tradicionalnim markerima za uspostavljanje klinicke prognoze (24).

1.4. Genotipizacija metodom lancane reakcije polimeraze u stvarnom

vremenu

Genotipizacija obuhvaca odredivanje definiranih alelnih mutacija metodama
molekularne dijagnostike te prepoznavanju heterozigotnih i homozigotnih nositelja mutiranih
alela. Za provodenje genotipizacije potrebno je prikupiti malu koli¢inu uzorka (krvi ili tkiva) i
rezultati analize dostupni su u kratkom roku. Osim toga, na rezultate takve analize ne utjeCe
zdravstveni status bolesnika ili hrana i lijekovi kojima je izloZen, a dobiveni rezultat (genotip)

ostaje nepromijenjen cijeli zivot (27).

SNP-i nastaju kao posljedica supstitucije samo jedne baze. Znacajni su za procjenu

osjetljivosti za razvoj bolesti, patogenezu bolesti i u¢inkovitosti odredenih lijekova, stoga ih je
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u klini¢ke svrhe vazno prepoznavati. Metode otkrivanja i razlikovanja pojedinih SNP-a moraju
biti visoke specificnosti i to¢nosti te osigurati ponovljivost rezultata analize. Lancana reakcija
polimeraze (engl. polymerase chain reaction — PCR) pruza analiti¢ke performanse potrebne za

ovakav tip laboratorijske analize (28).

Lancana reakcija polimeraze metoda je kojom se u in vitro uvjetima kratki dio DNA
sekvence umnozava u veliki broj identi¢nih kopija. Za PCR reakcije ne postoji jedinstveni
protokol, ve¢ je potrebno optimizirati uvjete za svaku reakciju. Naime, mora se poznavati slijed
nukleotida DNA odsjecka koji ¢e se u analizi umnoziti kako bi se mogao odabrati odgovarajuci
par pocetnica. Pocetnice su kratke oligonukleotidne sekvence koje predstavljaju granice
odsjecka DNA koji se umnaza; komplementarne su krajevima sekvence ciljne DNA. Jedna je
pocetnica komplemenatarna 3' kraju odsjecka jednog DNA lanca koji se umnaza, a druga
pocetnica 3' kraju drugog DNA lanca. Lancana reakcija polimeraze temelji se na djelovanju
DNA (Taq) polimeraze koja na kalupu jednog lanca DNA sintetizira novi komplementarni
lanac. Osnovni koraci svih PCR protokola su: denaturacija dvolan¢ane DNA u dva
jednolanc¢ana lanca, specifi¢no vezanje pocetnica na komplementarne odjeljke DNA 1 sinteza
komplementarnog lanca, odnosno produljivanje DNA lanca. Uspjesnost PCR reakcije

provjerava se elektroforezom produkata reakcije u agaroznom gelu.

Lanc¢ana reakcija polimeraze u stvarnom vremenu (engl. real-time polymerase chain
reaction — real time PCR) inacica je prethodno opisanog klasi¢nog PCR-a. Budu¢i da se radi o
analizi u stvarnom vremenu, real-time PCR podrazumijeva pra¢enje PCR umnozavanja tijekom
cijele reakcije. Takoder, velika prednost lanc¢ane reakcije polimeraze u stvarnom vremenu U
odnosu na tradicionalni PCR jest izostanak potrebe za detekcijom produkata reakcije na
agaroznim gelovima. Metoda je visoko osjetljiva, §to se postize uporabom fluorescentnih
pocetnica (29). Inovativni pristupi, kao i tehnicka poboljSanja, zasluzni su za napredak metoda

za analizu SNP-a.
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2. HIPOTEZA

Incidencija i pojavnost polimorfizma jednog nukleotida rs1045411 gena za HMGBI1 moze se
povezati s pojavom IgA vaskulitisa, posebice za pojavu bubreznih manifestacija u sklopu

klinicke slike.
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3. CILJEVI

Istrazivanjem ¢e se utvrditi postoji li povezanost polimorfizma jednog nukleotida rs1045411
gena za HMGBL i pojave IgA vaskulitisa metodom lancane reakcije polimeraze u stvarnom

vremenu.

10



4. ISPITANICI | METODE

4. ISPITANICI | METODE

4.1. Ustroj studije
Istrazivanje je provedeno u obliku studije slu¢ajeva i kontrola (engl. case-control study).
4.2. Ispitanici

U istrazivanje je ukljuceno 176 ispitanika; 76 uzoraka krvi djece (36 djevojcica i 40
djecaka) s uputnom dijagnozom IgA vaskulitisa te 100 kontrolnih uzoraka zdrave muske i
zenske djece (60 djevojcica i 40 djecaka) koja nemaju medicinsku dokumentaciju koja bi
potvrdivala IgAV ili bilo koju drugu autoimunu bolest. Ispitanici s IgAV upuéeni su iz Klinike
za pedijatriju Klinickog bolnickog centra Zagreb 1 Klinickog bolnickog centra
Osijek. Pribavljen je informirani pristanak roditelja/skrbnika za sve ispitanike te je pohranjen u
arhiv Laboratorija za medicinsku genetiku Medicinskog fakulteta u Osijeku. Krv ispitanika
uzorkovana je radi genotipizacije lan¢anom reakcijom polimeraze u stvarnom vremenu S Ciljem
odredivanja prisutnosti polimorfizma jednog nukleotida gena za HMGB1 (rs1045411). Krv je
uzorkovana minimalno invazivno; jednokratnom venepunkcijom periferne krvi u epruvete s
antikoagulansom EDTA. Jedinstvenim laboratorijskim brojem oznacen je svaki uzorak. Uzorci
su pohranjeni na -20 °C u Laboratoriju do analize. Svim ispitanicima napravljena je
genotipizacija real-time PCR metodom na uredaju 7500 Real-Time PCR System (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) koriste¢i TagMan SNP genotyping assays. Provodenje

istrazivanja odobrilo je Eticko povjerenstvo Medicinskog fakulteta u Osijeku.
4.3. Metode

4.3.1. lzolacija genomske DNA

Genomska DNA izolira se iz 2 ml periferne venske krvi upotrebom komercijalnog kita
prema protokolu proizvodaca (QIAamp DNA Blood Midi Kit, Qiagen, Hilden, Germany).
Uzorci krvi se do analize pohranjuju se na -20 °C, a neposredno prije izolacije odmrzavaju na
sobnoj temperaturi. Prije izolacije genomske DNA, potrebno je pripremiti reagense prema uputi
proizvodaca (Qiagen, Hilden, Germany), kao 1 potreban materijal. U tubice za centrifugiranje
od 15 ml pipetira se 200 pl proteinaze K, enzima koji sluzi za neselektivnu razgradnju proteina.
Dodaje se 2 ml uzorka pune krvi i 2,4 ml AL pufera koji sluzi za liziranje stanica. Smjesa

promijesa i zatim inkubira na 70 °C kroz 10 minuta. Nakon inkubacije dodaje se 2 ml etanola
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(96 — 100 %) radi precipitacije DNA. Nakon mijesanja pola se sadrzaja otopine prebacuje u
QIAamp Midi kolone smjestene u tubice za centrifugiranje od 15 ml. Kolona se zatvori i
centrifugira na 1850 x g kroz 3 minute. Supernatant se odlije, kolona se premjesti u novu tubicu
za centrifugiranje od 15 ml te se dodaje druga polovica pocéetne otopine. Ponavlja se postupak
centrifugiranja (1850 x g u trajanju od 3 min). Opet se odbacuje supernatant, a kolona se stavlja
u novu tubicu za centrifugiranje u koju se dodaje 2 ml pufera AWL1. Slijedi centrifugiranje na
4500 x g kroz 1 minutu. Postupak se ponavlja s dodavanjem pufera AW?2, ali centrifugiranje se
provodi u trajanju od 15 minuta. Tijekom postupka koriste se razli¢iti puferi radi promjena
ionske jakosti. Naime, visoka ionska jakost omogucuje vezanje DNA za kolonu te se necistoce
potom mogu isprati. Na kraju se dodaje 200 ul AE pufera niske ionske jakosti koji potice
otpustanje DNA. Slijedi inkubacija u trajanju od 5 minuta na sobnoj temperaturi prije

centrifugiranja na 4500 x g kroz 2 minute. DNA se ¢uva u AE puferu na -20 °C do analize.
4.3.2. Kvantifikacija DNA

Kvantifikacija DNA postupak je odredivanja koli¢ine izolirane DNA iz uzorka. Provodi
se kako bi se provjerilo odgovara li koncentracija izolirane DNA koncentraciji koja je potrebna
za provedbu genotipizacije. Koncentracija izolirane DNA odreduje se fluorometrijski (Qubit
dsDNA BR Assay Kit, Thermo Fisher Scientific). Qubit uredaj kalibrira se pomocu 2 standarda,

a potom se redom ocitaju koncentracije uzoraka.

Prvo je potrebno pripremiti dvije Qubit Assay tubice za DNA standarde i po jednu tubicu
za svaki od uzoraka. Pripremi se 200 pl Mix-a za svaki standard i uzorak otapajuc¢i Qubit
dsDNA BR reagens u Qubit dsSDNA BR puferu u omjeru 1 : 200 (1 ul Qubit dsSDNA BR
reagensai 199 ul Qubit dSDNA BR pufera ¢ine 200 pl radne otopine). Reagens sadrzi specificnu
fluorescentnu probu koja intenzivno fluorescira nakon interkalacije u molekuli DNA.
Pripremljeni Mix se ne vorteksira, ve¢ se lagano promijeSa. Ovaj komercijalni kit sadrzi dva
DNA standarda, Qubit dsDNA BR standard 1 i Qubit dsSDNA BR standard 2. Koncentracija
DNA u standardu 1 iznosi 0 ng/ul, a u standardu 2 iznosi 100 ng/ul. Priprema standarda odvija
se na nacin da se na ukupan volumen od 200 pul doda 190 pl Mix-ai 10 pl svakog od standarda,
a zatim slijedi vorteksiranje u trajanju od 2 do 3 sekunde. Uzorci se pripremaju tako da se na
ukupan volumen od 200 ul doda 195 ul Mix-a i 5 pl svakog od uzoraka te vorteksira 2 — 3
sekunde. Slijedi inkubacija na sobnoj temperaturi u trajanju od 2 minute. Volumen uzorka za

pripremu moze biti od 1 do 20 pl, no ukupan volumen mora iznositi 200 pl. Prvo se ocitaju
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standardi 1 i 2 radi Kkalibracije uredaja, a zatim se ocitaju uzorci. Volumen uzorka kojem

odredujemo koncentraciju DNA obavezno je navesti.

Ukoliko su dobivene vrijednosti pri 260/230 nm niske, moguca je kontaminacija
ostatcima soli ili organskim otapalima. Niske vrijednosti dobivene pri 260/280 ukazuju na
prisutnost ostataka proteina. U navedenim slucajevima, potrebno je ponovno procistiti DNA
prema uputama proizvodaca (Qiagen, Hilden, Germany) i kalibrirati spektrofotometar koristeci
odgovarajuc¢i pufer. Ukoliko je prisutna kontaminacija s RNA, do¢i ¢e do lazno poveéanih
vrijednosti DNA pri mjerenju jer DNA i RNA imaju apsorbanciju pri istim valnim duljinama.

Takav se uzorak smatra nekvalitetnim i za nastavak rada potrebno je ponovno procistiti DNA.

® Choose an assay

dsDNA High sensitivity

&
!4:

dsDNA Broad range

Slika 3. Uredaj Invitrogen Qubit 3 Fluorometer (Thermo Fisher Scientific,
Wilmington, Delaware, SAD)

(Fotografija snimljena u Laboratoriju za medicinsku genetiku Medicinskog fakulteta u
Osijeku, travanj 2021.)
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4.3.3. Genotipizacija lanéanom reakcijom polimeraze u stvarnom vremenu

Nakon izolacije i kvantifikacije DNA, ucinjena je genotipizacija polimorfizma jednog
nukleotida rs1045411 za gen HMGB1, odnosno umnazanje DNA lan¢anom reakcijom
polimeraze u stvarnom vremenu (engl. real-time PCR). Za provodenje genotipizacije lancanom
reakcijom polimeraze u stvarnom vremenu koristen je uredaj 7500 Real-Time PCR System
(Applied Biosystems, Foster City, CA, SAD) podesen na program za genotipizaciju uz uporabu
TagMan sondi (TagMan SNP Genotyping Assays, Life Technologies, Carlsbad, CA, SAD).

TagMan komplet za genotipizaciju (TagMan SNP Genotyping Assays, Life
Technologies, Carlsbad, CA, SAD) sastoji se od para neobiljezenih pocetnica i dviju TagMan
sondi na 5' kraju, nefluorescencijskog prigusivaca (engl. nonfluorescent quencher — NFQ) i
molekule TagMan MGB (engl. minor groove binder — MGB) koja se veZe na mali utor DNA
na 3' kraju. Jedna je TagMan sonda obiljezena fluorescencijskom bojom FAM, a druga

fluorescencijskom bojom VIC.

U lanc¢anoj reakciji polimeraze u stvarnom vremenu koli¢ina DNA mjeri se automatski
nakon svakog ciklusa umnazanja. DNA molekule detektiraju se fluorescentim bojama na nacin
da uredaj mjeri promjene u fluorescenciji tijekom reakcije u stvarnom vremenu, odnosno
kontinuirano mjeri povecanje fluorescencijskog signala koje je izravno povezano s povecanjem
broja molekula DNA. Lanc¢anom reakcijom polimeraze specifi¢no se umnazaju i detektiraju
odredeni aleli genomske DNA. Reakcijska smjesa sastoji se od genomske DNA, uzvodne i
nizvodne pocCetnice, dvije oligonukleotidne TagMan sonde i TagMan Genotyping MasterMix-
a. Svaka sonda se specifi¢no veze za komplementarni slijed DNA, ako je takav slijed prisutan.
Dok je TagMan sonda u potpunosti vezana na DNA, prigusiva¢ (NFQ) osigurava da ne dolazi
do fluoresciranja reporterske boje (VIC ili FAM) zbog rezonantnog prijenosa energije
fluorescencije (engl. fluorescence resonance energy transfer — FRET). DNA polimeraza
svojom egzonukleaznom aktivnoSc¢u razgraduje TagMan sondu vezanu na DNA i dolazi do
odvajanja reporterske boje od prigusivaca, stoga reporterska boja (VIC ili FAM) fluorescira.
Do toga dolazi ukoliko je umnozeni ciljani slijed DNA komplementaran TagMan sondi. Ovisno
o fluorescencijskom signalu koji je prisutan nakon umnozavanja DNA, raspoznaje se koji su
aleli prisutni. Rezultati reakcija prate raunalno koriste¢i softverski program SDS 7500
Software Version 2.3 (Applied Biosystems, Foster City, CA, SAD). PCR reakcijska smjesa
ukupnog volumena od 25 pl za svaku jazicu sastoji se od 2 pl genomske DNA, 12,5 ul TagMan
Genotyping PCR Master Mix-a (2X), 0,625 ul SNP Assay Mix-a (40X) i 9,875 ul H20. TagMan

14



4. ISPITANICI | METODE

Genotyping Master Mix sastoji se od AmpliTag Gold DNA polimeraze — Ultra Pure (UP),
deoksiribonukleotidnih trifosfata (dNTPs), ROX boje (pasivna referentna boja) i puferskih
komponenti. Koristena je MicroAmp PCR ploca (engl. plate) s 96 jazica (Applied Biosystems,
Foster City, CA, SAD).

Protokol za PCR amplifikaciju bio je sljedeci: inicijalna denaturacija na 95 °C kroz 10
min; 40 ciklusa denaturacije na 92 °C kroz 15 sekundi i 40 ciklusa vezanja sondi i sinteze DNA

1 na 60 °C tijekom 60 sekundi; zavrsni korak sinteze od 1 minute na 60 °C.

K

|

Slika 4. Uredaj 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA, SAD)

(Fotografija snimljena u Laboratoriju za medicinsku genetiku Medicinskog fakulteta u Osijeku,
travanj 2021.)

4.3.4. Statisticke metode

Kategorijski podatci su predstavljeni apsolutnim i relativnim frekvencijama. Razlike u
kategorijskim varijablama testirane su y? testom, po potrebi Fisherovim egzaktnim testom. Sve

P vrijednosti su dvostrane. Razina znacajnosti je postavljena na Alpha = 0,05. Za statisticku
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analizu koristen je statistiCki program MedCalc® Statistical Software version 19.6 (MedCalc

Software Ltd, Ostend, Belgium; https://www.medcalc.org; 2020).
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Uspjesno su odredeni genotipovi svih 176 uzoraka: 100 uzoraka kontrolne skupine i 76

uzoraka skupine ispitanika s dijagnozom IgAV-a .

Na Slici 5. nalazi se primjer grafickog prikaza raspodjele genotipova (engl. Allelic
Discrimination Plot) za proucavan polimorfizam, a na slikama 6. — 8. prikazani su primjeri
semilogaritamskih prikaza krivulja amplifikacije (engl. Amplification Plot) za svaki od
dobivenih genotipova. Krivulje amplifikacije lan¢ane reakcije polimeraze u stvarnom vremenu
prikazuju ovisnost fluorescencije o broju ciklusa. Na amplifikacijskim krivuljama oznacena je
grani¢na vrijednost intenziteta fluorescencije i Ct; ARn — fluorescencija umnazanja

normalizirana u odnosu na pasivnu fluorescencijsku boju.

1.4 ..
®
e
1.4 —
@
8 a @
-
L]
| ® | L1l
e @
e ®
11 | & |
? e
op®
0.1 0.3 0.5 0.7 0.4 1 1.3 15 1.7
LEGENDA
8/ C homozizot 8T !T homozigot
8T heterozisot X nij= odradan

B yTC {n=gativna kontrola)

Slika 5. Primjer grafickog prikaza raspodjele genotipova za proucavan polimorfizam
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Graniéna  '©
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Slika 6. Primjer amplifikacijske krivulje za TT genotip za prouc¢avan polimorfizam
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Slika 7. Primjer amplifikacijske krivulje za CT genotip za prou¢avan polimorfizam
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Slika 8. Primjer amplifikacijske krivulje za CC genotip za proucavan polimorfizam

Od 100 uzoraka kontrolne skupine, 40 (40 %) djece je muskog spola, a 60 (60 %)
zenskog spola, dok je od 76 uzoraka skupine ispitanika 40 (53 %) djece muskog spola, a 36 (47

%) Zenskog spola. Nije utvrdena statistiCki znacajna razlika u obolijevanju od IgAV-a u
ovisnosti o spolu (p = 0,10) (Tablica 1).

Tablica 1. Prikaz ispitanika prema spolu i pripadajucoj skupini (kontrola/ispitanici)

Broj (%) p*
Kontrola Ispitanici Ukupno
(n =100) (n =76) (n=176)
Spol
Muski 40 (40) 40 (53) 80 (46) 0,10
Zenski 60 (60) 36 (47) 96 (55)
*y? test

I u kontrolnoj 1 u ispitivanoj skupini istrazena su tri genotipa; homozigot divljeg tipa
(CC), heterozigot (CT) i homozigot mutant (TT). Homozigot divljeg tipa (CC) bio je najcesci
genotip u obje skupine ispitanika. Normalni CC genotip naden je kod 58 (58 %) zdravih
kontrola i 41 (54 %) bolesnih, heterozigotni CT genotip naden je kod 33 (33 %) zdrave i 29
(38 %) oboljele djece, a homozigotni mutantski TT genotip naden je kod 9 (9 %) zdravih i 6 (8
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%) oboljelih. Kad je frekvencija genotipova HMGB1 genskog polimorfizma u IgAV pacijenata
usporedena s frekvencijom genotipova u kontrolnoj skupini, nije pronadena statisti¢ki znacajna

razlika (p > 0,05) (Tablica 2).

Tablica 2. Prikaz ucestalosti genotipova u kontrolnoj i ispitivanoj skupini

Broj (%) p*
Kontrola Bolesnici Ukupno
(n =100) (n=76) (n=176)
Genotip
CcC 58 (58) 41 (54) 99 (56) 0,77
CT 33 (33) 29 (38) 62 (35)
TT 9(9) 6 (8) 15 (9)
*y? test

Kategorizacijom pacijenata u skupinu onih sa CC genotipom i u skupinu sa CT/TT
genotipom, nije utvrdena statisticki znacajna razlika u obolijevanju od IgAV. Takoder, nije
uocCena statisti¢ki znacajna razlika u obolijevanju od IgAV analizom frekvencije alela (Tablica
3).

Tablica 3. Prikaz raspodjele genotipova i u¢estalosti alela unutar kontrolne i ispitivane
skupine

Broj (%) OR* (95 % CI" Pi
Kontrola Bolesnici Ukupno
(n=100) (n=76) (n=176)

Genotip
CcC 58 (58) 41 (54) 99 (56) 1,18 (0,65 — 2,15) 0,59
CTITT 42 (42) 35 (46) 77 (44)
Alel
C 146 (74) 111 (73) 260 (74) 0,95 (0,59 — 1,53) 0,82
T 51 (26) 41 (27) 92 (26)

*Omijer izgleda
Interval pouzdanosti
Iy test

Od 76 pacijenata s IgAV-om, njih 21 (28 %) razvilo je IgAVN, od toga 8 (38 %) djecaka
1 13 (62 %) djevojcica, pri cemu ne postoji povezanost izmedu spola djeteta i razvoja [gAVN
IgAV-a koji su razvili nefritis, ali i kod bolesnika koji ga nisu razvili. Od 21 ispitanika koji su
razvili nefritis, 13 (62 %) ih je CC genotipa, 6 (29 %) je CT genotipa, a 2 (9 %) ispitanika je
TT genotipa, pri ¢emu nije uoCena povezanost izmedu genotipa i razvoja IgAVN (p = 0,57)

(Tablica 5).
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Tablica 4. Prikaz ispitanika oboljelih od IgA vaskulitisa prema spolu i razvoju nefritisa

*

Broj (%) prema nefritisu P
Ne Da Ukupno
(n =55) (n=21) (n=76)
Spol
Muski 32 (58) 8 (38) 40 (53) 0,10
Zenski 23 (42) 13 (62) 36 (47)
*y2 test

Tablica 5. Prikaz ucestalosti genotipova s obzirom na razvoj nefritisa u IgA vaskulitisu

*

Broj (%) prema nefritisu P
Ne Da Ukupno
(n =55) (n=21) (n=76)
Genotip
CcC 28 (51) 13 (62) 41 (54) 0,57%
CT 23 (42) 6 (29) 29 (38)
TT 4 (7) 2(9) 6 (8)
*y2 test

tFisherov egzaktni test

Kategorizacijom pacijenata u skupinu onih sa CC genotipom i u skupinu sa CT/TT
genotipom, nije utvrdena statisti¢ki znacajna razlika u razvoju IgAVN. Takoder, nije uoc¢ena

statistiCki znaCajna razlika u razvoju IgAVN analizom frekvencije alela (Tablica 6).

Tablica 6. Prikaz raspodjele genotipova i ucestalosti alela s obzirom na razvoj nefritisa u IgA

vaskulitisu
Broj (%) prema nefritisu OR* pP:
Ne Da Ukupno (95 % CIf)
(n=55)  (n=21) (n=76)
Genotip

cC 28(51) 13(62) 41(54) 0,69 (0,25-1,94) 0,48

CT/TT 27(49)  8(38)  35(46)

Alel

C 79(72)  32(76) 111(73) 1,26(0,55-2,86) 0,59

T 31(28) 10(24)  41(27)

*Omijer izgleda
FInterval pouzdanosti
Iy test
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IgAV, najcesci sistemski vaskulitis djecje dobi, prepoznatljiv je po palpabilnoj purpuri
ili petehijama bez trombocitopenije pretezno na donjim ekstremitetima (30). lako je IgAV
uglavnom samoogranicavajuca bolest, moguce je pojavljivanje njegovih simptoma kao $to su
kozni osip, artralgija, gastrointestinalni simptomi i hematurija u razdobljima od nekoliko
mjeseci pa do nekoliko godina od samog pocetka bolesti (7). Patofiziologija i etiopatogeneza
ove bolesti i1 dalje nisu u potpunosti razjaSnjene, no poznato je da su u njen razvoj ukljuceni
IgA depoziti, kao i okolisni i genetski ¢imbenici. Cilj ovog rada bio je istraziti genetske
komponente ove bolesti. Genetski ¢imbenici igraju vaznu ulogu u razvoju autoimunih i upalnih
poremecaja, poput reumatoidnog artritisa, upalnih bolesti crijeva, dijabetesa tipa 1, astme 1
celijakije. Povecanje komorbiditeta i pojavnost razli¢itih autoimunih bolesti u obiteljima
ukazuje na postojanje preklapanja u genetskoj pozadini ovih bolesti. Prijasnje studije su vec¢
uspjele povezati ucestale genske komponente, odnosno SNP-ove, s razvojem imunoloskih
bolesti. Takoder, otkriveni su imunoloski mehanizmi koji su zajedni¢ki nekim poremecajima
povezanih s imunolo§kim sustavom. Identificiranje novih gena koji su povezani s vise od
jednim autoimunim ili kroni¢nim upalnim poremecajem moglo bi objasniti genetsku osnovu
zajedni¢ke patogeneze imunoloskih bolesti. Spoznaje poput ovih doprinose boljem
razumijevanju razvoja i posljedica ovakvih bolesti. Osim toga, razumijevanje zajednicke
patogeneze razli¢itih imunoloskih bolesti moZe pruZziti ciljeve za terapijsku intervenciju.
Ciljanje putova umjesto gena u terapijskom postupku, kao i korelacija genskog profila pacijenta
s ucinkovitos¢éu odredene terapije moze otvoriti nove putove u klinickim ispitivanjima (31).
Geneticke studije bolesti povezanih s imunoloskim sustavom svoj bi fokus trebale usmjeriti na

detekciju vise gena odgovornih za razvoj bolesti te utvrdivanjem pravih uzro¢nih varijanti.

U ovom radu, fokus je na genu HMGBI1 koji kao unutarstani¢ni protein stabilizira
strukturu nukleosoma, dok u izvanstani¢nom prostoru ima ulogu proupalnog medijatora. Osim
toga, poviSene razine HMGBI1 povezane su s upalnim stanjima i ozljedama tkiva, kao i ve¢
dobro istrazenim bolestima poput raka i sepse (32-35). Takoder, HMBG1 ima ulogu u
patogenezi brojnih upalnih i autoimunih bolesti poput sistemskog eritemskog lupusa,
reumatoidnog artritisa, ANCA-vaskulitisa (engl. antineutrophil cytoplasmic antibody
—antineutrofilna citoplazmatska protutijela) i Behcetove bolesti (14,36-39). Nekoliko je studija
dokazalo povisenu razinu HMGBI1 u serumu pacijenata oboljelih od IgAV, kao i poviSene

razine serumskog HMGBL1 u pacijenata koji su razvili IgAVN u usporedbi sa zdravim
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kontrolnim uzorcima (40-43). HMGBL1 rs1045411 polimorfizam ve¢ je u prethodnim studijama
povezan s razvojem odredenih karcinoma poput karcinoma zeluca, karcinom dojke,
hepatocelularnog karcinoma i karcinoma usne Supljine (23-25). Takoder, dokazano je da
HMGBI ima klju¢nu ulogu u patogenezi sepse i multiorganskog zatajenja (19). S obzirom na
sve navedeno, u ovom je radu provedena procjena potencijalne povezanosti izmedu
polimorfizma gena za HMGB-1 (SNP rs1045411) i pojave IgA vaskulitisa. No, usporedbom
frekvencije genotipa i alela polimorfizma gena HMGBL kod pacijenata s IJAV-om i ucestalosti
genotipa 1 alela u kontrolnoj skupini, nisu pronadene statisticki znacajne razlike. Takoder,
ispitano je moze li polimorfizam rs1045411 biti odgovoran za povecan rizik od bubreznih
komplikacija, odnosno je li povezan s razvojem IgAVN. Usporedbom frekvencije genotipa i
alela oboljelih od IgAV sa zdravim kontrolama, takoder nije pronadena statisticki znacajna

razlika.

Rezultati ovog istraZivanja ukazuju na to da polimorfizam gena HMGB1 rs1045411 nije
povezan s povecanim rizikom za razvoj IgAV-a, kao ni s pove¢anim rizikom za razvoj [gAVN-
a. Nedostatak povezanosti izmedu IgAV-a, IgAVN-a i polimorfizma rs1045411 u genu
HMGBI u ovoj je studiji bio neo€ekivan s obzirom na dokaze o ukljuenosti HMGBI 1
rs1045411 u patogenezi prethodno navedenih upalnih stanja i autoimunih bolesti. Odsutnost
meduovisnosti ne moze iskljuciti bilo kakvu povezanost s drugom populacijom. Povezanost
takoder moze ovisiti o funkcionalnosti SNP-a ili alternativnom mehanizmu za aktivaciju
HMGBL1 u IgAV-u. Takoder, moguce je da patogenu ulogu HMGBI1 u IgAV-u reguliraju neki
drugi nukleotidni polimorfizmi koje je potrebno otkriti i prouciti. lako je ovaj rad dio
istrazivanja koje je prvo do sada istrazivalo povezanost izmedu genetske varijacije u HMGBI1
i IgAV-u, kao i povezanosti s razvojem IgAVN-a, postoje odredena ograni¢enja ove studije. Na
primjer, u buducnosti bi trebalo prouciti vise SNP-ova gena HMGBL i, iako je broj sudionika
studije ispunio zahtjev za analizom, veli¢ina uzorka studije bila je relativno mala, stoga bi se u

buduénosti trebale provesti vece studije uzoraka kako bi se potvrdila ova povezanost.

Vazno je detaljnije prouciti utjecaj raznih mutacija na predispoziciju za razvoj IgA V-3,
kao 1 utjecaj na nac¢in na koji se bolest manifestira. Posebno je vazno prouciti opseg zahvacanja
bubrega jer IJAVN, kao komplikacija u IgAV-u, ostavlja najdugoroénije posljedice. Potrebno
je nastaviti potragu za genetskim biljezima za procjenu teZine bolesti u [gAV-u, s naglaskom
na genske varijante povezane s povecanim rizikom za razvoj IgAVN-a. S obzirom na
dosadasnja saznanja, postaje evidentno da genetika igra vaznu ulogu u odredivanju vjerojatnosti

za oboljenje i povezana je s tezinom fenotipa koji ¢e se razviti. No vecina podataka o IgAV-u
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prikupljena je iz studija koje su imale ispitanike dje¢je dobi. lako je ovaj vaskulitis tipi¢an za
djecu i rjede se javlja u odraslih, klinicka je slika teza kod odrasle populacije te bolest u
konac¢nici moze rezultirati komplikacijama opasnima po zivot, kao $to je zavr$na faza zatajenja
bubrega. Stoga u buducnosti je 0od velike vaznosti formirati studije koje ¢e ukljuéiti veci broj
odraslih pacijenata. Takoder, bilo bi korisno utvrditi postoje li odredeni polimorfizmi gena koji

utjecu na osjetljivost na IgAV u odraslih osoba (9,10).
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Temeljem provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata mogu se izvesti sljedeci zakljucci:

- U ovom istrazivanju nije uo¢ena povezanost izmedu polimorfizma jednog nukleotida
gena HMGBL (rs1045411) i pojave IgAV-a.

- U ovom istrazivanju nije uo¢ena povezanost rs1045411 s poveéanim rizikom od

razvoja IgAVN-a u IgAV-u.
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Ciljevi istrazivanja: Cilj ovog istrazivanja bio je utvrditi postoji li povezanost polimorfizma
gena za HMGB-1 (rs1045411) i pojave IgA vaskulitisa metodom lan¢ane reakcije polimeraze

u stvarnom vremenu.
Ustroj studije: Studija slucajeva i kontrola.

Ispitanici i metode: Ispitanici u ovom istrazivanju su djeca, njih 176; 100 zdravih kontrola i
76 oboljelih s dijagnozom IgAV. Ispitanici s IgAV upuceni su iz Klinike za pedijatriju
Klini¢kog bolni¢kog centra Zagreb i Klinickog bolni¢kog centra Osijek. Krv svih ispitanika
uzorkovana je minimalno invazivno, jednokratnom venepunkcijom, za potrebe genotipizacije.
Svim ispitanicima napravljena je genotipizacija real-time PCR metodom na uredaju 7500 Real-
Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) koriste¢i TagMan SNP
hibridizacijske probe.

Rezultati: Prilikom usporedbe frekvencije genotipa i alela HMGB genskog polimorfizma
rs1045411 kod pacijenata oboljelih od IgAV s frekvencijom genotipa i alela u kontrolnoj
skupini, nije pronadena statisticki znacajna razlika (p > 0,05). Takoder, nije uocena povezanost

izmedu proucavanih genotipa i razvoja IgAVN kao komplikacije IgAV (p > 0,05).

Zakljucak: Ovim istrazivanjem utvrdeno je da ne postoji povezanost polimorfizma gena za
HMGBL1 (rs1045411) i pojave IgAV, kao ni povezanost s povetanim rizikom od razvoja
IgAVN u IgAV.

Kljucéne rije¢i: Henoch-Schénleinova purpura; HMGBL1 gen; HMGBL1 protein; IgA vaskulitis;
SNP
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THE RELATIONSHIP OF rs1045411 HMGB1 GENE POLYMORPHISM AND
INCIDENCE OF IgA VASCULITIS IN CHILDREN

Objectives: The aim of this study was to investigate the possible role of single nucleotide
polymorphism rs1045411 of the HMGBL1 gene in occurrence of IgAV vasculitis using real-
time PCR genotyping.

Study design: Case-control study

Participants and methods: The subjects in this study were children, 176 of them; 100 healthy
controls and 76 patients diagnosed with IgAV. The subjects with IgAV were referred from the
Clinic for Pediatrics of the Clinical Hospital Centre Zagreb and the Clinical Hospital Centre
Osijek. The blood of all subjects was sampled minimally invasively, with a single venipuncture,
for the purposes of genotyping. All subjects were genotyped using real-time PCR on a 7500
Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) using TagMan SNP

genotyping assays.

Results: When comparing the frequency of genotypes and alleles of the HMGB rs1045411
gene polymorphism in IgAV patients with the frequency of genotypes and alleles in the control
group, no statistically significant difference was found (p > 0.05). Also, no association was
observed between the studied genotypes and the development of IgAVN as a complication of
IgAV (p > 0.05).

Conclusion: This study has shown that there was no association between the polymorphism of
the HMGB1 gene (SNP rs1045411) and the IgAV occurrence, nor an association with an
increased risk of developing IgAVN in IgAV.

Keywords: Henoch-Schonlein purpura; HMGB1 gene; HMGBL1 protein; IgA vasculitis; SNP
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