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1. Uvod

1. UvOD
1.1. Definicija juvenilnog idiopatskog artritisa (JIA)

Juvenilni idiopatski artritis (JIA) najceS¢a je kroni¢na reumatska bolest u dje¢joj dobi
vjerojatno uzrokovana genetskim i okoliSnim ¢imbenicima. Drzi se jednim od glavnih uzroka
kratkotrajnog ili dugotrajnog invaliditeta te smanjene kvalitete zivota u djetinstvu (1). Kako bi
dijagnoza JIA bila potvrdena kod pacijenata moraju biti prisutni simptomi bolnih i otecenih
zglobova, ukocenost jednog ili viSe zglobova te sve to u trajanju duzem od Sest tjedana (1). JIA-om
se smatra pojava neke od navedenih manifestacija prije navrSene 16. godine zZivota, $to JIA ¢ini vrlo
slozenom boles¢éu. Utvrdeno je da djeca, kojima je u ranijoj dobi dijagnosticiran JIA, bolje
psihosocijalno funkcioniraju. Njihovi roditelji mogu dozivjeti slican pozitivan ishod i manji
psiholoski pritisak od roditelja djece kod kojih je JIA kasnije dijagnosticiran, stoga treba usmijeriti
viSe pozornosti na psihosocijalnu prilagodbu obitelji s djetetom kod kojeg je bolest dijagnosticirana
u kasnijoj dobi (2).

1.2. Epidemiologija

Prisutnost ove bolesti moZemo naéi na svim kontinentima i u svim rasama. JIA je ¢esta bolest,
prisutna najcesS¢e kod djece izmedu 1. i1 3. godine Zivota, 1 to s ve¢om incidencijom kod Zenskog
spola u odnosu na muski spol. Kako u Hrvatskoj nemamo jo$ uvijek to¢nih podataka o ucestalosti
ove bolesti, oslanjamo se na podatke iz literature. Poznato je da kod 2,7% do 5,2% svih bolesnika
oboljelih od reumatoidnog artritisa, bolest zapocinje u djecjoj dobi (3). Pojavnost JIA uvelike ovisi
i 0 geografskom plozaju i iznosi od 1,3 do 22,6 slu¢aja na 100 000 djece (3). Zatim, dokazano je
kako oboljeli od JIA imaju od 4 do 14 puta vecu smrtnost od zdrave djece (3).

1.3. Klasifikacija JIA

Prema klasifikaciji International League of Associations for Rheumatology (ILAR) JIA se
dijeli u sedam podskupina. Medusobno se te skupine razlikuju po broju zahvacenih zglobova,
izvanzglobnim manifestacijama, zahvacenosti enteza, seroloskim markerima (prisutnost ili
odsutnost reumatoidnog (RF) faktora) te obiteljskoj anamnezi (1).

Klasifikacija JIA (ILAR):

1. sistemski

2. poliartikularni tip RF-negativan
3. poliartikularni tip RF-pozitivan

4. oligoartikularni tip — perzistirajuéi i prosireni
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5. psorijati¢ni artritis
6. entezitisu pridruZeni artritis
7. nediferencirani artritis (ne uklapa se ni u jednu gornju kategoriju ili se uklapa u viSe gornjih

kategorija).

1.4. Etiologija i patogeneza JIA

Etiologija JIA nije u potpunosti poznata ni razjasnjena. UoCena je povezanost ove bolesti s
prozivljenom traumom, stresom ili preboljenom virusnom ili bakterijskom infekcijom (npr. nakon
preboljene Parvo B19 infekcije), te u sklopu imunodeficijencija. Vrlo sli¢no reumatoidnom artritisu
JIA je karakteriziran hiperplazijom sinoviocita, limfocitnim i makrofagnim upalnim infiltratima,
aktivacijom neutrofila, prekomjernom ekspresijom proupalnih citokina (IL-1p, TNF-a, IFN-y, IL-
18), smanjenom ekspresijom TREG limfocita (T-regulatorne stanice-CD4+CD25+Foxp3+),
odnosno protuupalnih citokina (IL-4, IL-10), poreme¢enom apoptozom upalnih i sinovijalnih
stanica, pojatanom angiogenezom te u kasnijim fazama bolesti progresivnim oste¢enjem zglobne

hrskavice i osteoporozom okolnih kostiju (3).

1.5. Dijagnoza JIA

Za postavljanje dijagnoze potrebna je detaljna laboratorijska i radioloska obrada, ukljucujuci
fizikalni pregled 1 obiteljsku anamnezu. Karakteristi¢na pitanja, prisutna u anamnezi, koja ukazuju
na pojavnost JIA su: bol, oteklina, toplina, poremecena funkcija zglobova, postojanje jutarnje
ukocCenosti, povisena tjelesna temperatura itd. Kod oligoartikularnog i poliartikularnog tipa potrebno
je uéiniti dodatnu imunolosku i radiolosku obradu jer laboratorijski parametri mogu biti manje ili
viSe poremeceni. RadioloSkom obradom mogu se pronaci erozivne promjene na zglobovima, a u
imunoloskim testovima pozitivni reuma faktor (RF) i antinuklearno antitijelo (ANA). Negativni
nalaz ANA i RF kod djece ipak su ¢esci iako se na kraju, prema ostalim nalazima i klini¢koj slici,

postavi dijagoza JIA (4).

1.6. Lijecenje JIA

Kako bi cilj suvremenog lijecenja bio uspjesan i ostvariv, vazno je teziti i usmjeriti lijeCenje,
ne samo na ublazavanje simptoma i smirivanje upalnog procesa, ve¢ i na postizanje potpune remisije
bolesti. Primjena bioloSkih lijekova dovela je do znafajnog napretka u lije¢enju bolesnika s

rezistentnim oblicima JIA. Bez pravovremenog i adekvatnog lijeCenja bolest napreduje i rezultira

2
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trajnim promjenama na zglobovima. Izbor terapije ovisi 0 nekoliko ¢imbenika: tipu JIA, stupnju
aktivnosti bolesti, prognostickim ¢imbenicima te dokazanoj uc¢inkovitosti i moguéim nuspojavama
pojedinih lijekova (1). Standardna terapija JIA ukljucuje nesteroidne antireumatike (NSAID),
lijekove koji modificiraju bolest (DMARD - eng. Disease modifying antirheumatic drugs) kao sto
je metotreksat i kortikosteroidi koje bi sustavno trebalo davati vrlo restriktivno, a ¢eS¢e primjenjivati
intraartikularno, osobito u oligoartritisa. Kako je doslo do napretka u poznavanju patogeneze JIA,
dolazi i do napretka u samoj farmakoterapji bolesti. Danas se tezi ka tome da se sprije¢i kod djece
razvoj nepopravljivih posljedica. Stoga, nuzno je pristupiti lijeCenju oboljelih u pravo vrijeme sa Sto
ranijom detekcijom dijagnoze. Glavni cilj lijeCenja JIA, prije nekoliko desetljeca, bio je ublazavanje
boli i smirivanje upalnih simptoma. Bioloski lijekovi omogudili su bolju kontrolu bolesti te
postizanje potpune i trajne remisije. Prije ere bioloskih lijekova vise od 25% bolesnika s
poliartritisom i gotovo 50% sa sustavnim oblikom JIA nakon pet godina od pocetka bolesti imalo je
trajna funkcionalna ograni¢enja, a dvije tre¢ine evidentne radioloske promjene na zglobovima.
Biomarkeri koji nam ukazuju i pomazu u ranoj detekciji oste¢enja, koji nam ukazuju na progresiju
bolesti, koji nam omogucuju pracenje je li terapija uspjes$na te biomarkeri koji nam ukazuju na to
koji bolesnik ima loSu prognozu i ishod lijecenja su: specificne makromolekule ili fragmenti koji
odrazavaju metabolicku aktivnost kosti, hrskavice ili sinovijalne membrane. lako su istrazivanja
identificirala pojedine simptome povezane s nepovoljnim ishodom na biolosku terapiju, ni jedan
biomarker nije se pokazao kao pouzdan ¢imbenik koji bi mogao pomo¢i pri odabiru bolesnika za
odredene bioloske lijekove jer je poznavanje metabolizma i klirensa tih makromolekula jo$ uvijek
ograniceno (1). U danasnje vrijeme svrha lijeCenja reumatskih bolesti nije samo suzbijanje boli, nego
se nastoji zaustaviti 1 lijeiti autoimunosna upala, ocuvati normalan rasti 1 razvoj, sprijeciti nastanak
ireverzibilnih promijena i trajne invalidnosti. To sve ukljuCuje suradnju i involviranost cijelog

multidisciplinarnog tima (5).

1.7. HLA sustav

Glavni sustav tkivne podudarnosti (engl. Major Histocompatibility Complex - MHC)
predstavlja vaznu komponentu imunosnog odgovora u svih sisavaca. U ¢ovjeka je nazvan sustavom
HLA (engl. Human Leukocyte Antigen) jer su humani MHC antigeni prvo otkriveni na leukocitima.
Sustav HLA najintenzivnije je istraZivana regija u covjeka tijekom posljednjih dvaju desetljeca (6).
Geni sustava HLA nalaze se na 6. kromosomu, tj, na njegovom kratkom kraku i kodiraju sintezu
proteina koji predocavaju atigene imunoloski kompetentnim stanicama. Geni HLA eksprimiraju se
kodominantno, tj. aleli nasljedeni od obaju roditelja oCituju se jednako. S obzirom na razli¢ite genske

porodice, humana MCH regija podijeljena je u tri razreda:
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- geni HLA razreda I smjeSteni su telomeri¢no
- geni HLA razreda Il nalaze se centromeri¢no
- geni HLA razreda III smjeSteni su izmedu njih

Geni HLA razreda | i 11 odgovorni su za sintezu antigena HLA, dok su geni HLA razreda 11l
odgovorni za sintezu komponenti komplementa. U regiji se nalazi viSe od 200 gena. 28% ovih gena
ima neku funkciju u imunom sustavu. Nazo¢nost na stanicama organizma ovisi o ulozi molekula
HLA. Molekule HLA razreda | nalaze se na gotovo svim stanicama s jezgrom, s iznimkom endotela
roznice, egzokrinog dijela gusSterace i neurona sredi$njeg ziv€anog sustava. Molekule razreda II
nalaze se na povrsini antigen prezentirajucih stanica: makrofaga, monocita, limfocita B, dendriti¢nih
stanica (6).

Sustav HLA najpolimorfniji je genski sustav u covjeka. Odredivanje polimorfizama HLA -
tipizacija tkiva, provodi se na dvjema razinama, antigenskoj i genskoj. Antigeni HLA odreduju se
seroloSkom metodom, testom mikrolimfocitotoksi¢nosti, i daju uvid u polimorfizam na razini
ekspresije na povrsini stanice. Metodama molekularne biologije koje se temelje na lancanoj reakciji
polimerazom (PCR) utvrduju se polimorfizmi na razini gena (6). Nazivlje polimorfizama HLA
uskladeno je na nacin da se oznake antigena sastoje od oznake lokusa i identifikacijskog broja
antigena (npr. HLA-B7), a oznake gena HLA od oznake lokusa zvjezdicom odvojene od
identifikacijskog broja alela (HLA-B*07). Molekularnim metodama odredeni daljnji polimorfizmi
unutar gena oznacavaju se dodatnim znamenkama (npr. HLA-B*07:02:01).

Odredivanje polimorfizama HLA imaj veliki zna¢aj u klini¢koj praksi koji se ocituje kako u
transplataciji tkiva 1 organa tako 1 u tranfuzijskom lijeCenju, genetickim istraZivanjima,
istraZzivanjima migracija stanovniStva, forenzickoj medicini, dijagnostici mnogih autoimunih bolesti
1 dokazivanju ili osporavanju o€instva.

Osnovna uloga imunosnog sustava je prepoznavanje vlastitog i razlikovanje vlastitog od
stranog. Iz razlicitih razloga moze do¢i do zatajenja ove funkcije, a proces u kojem organizam na
vlastite antigene reagira kao na tude naziva se autoimunost. IstraZivanja ukazuju na povezanost gena
sustava HLA s razvojem brojnih autoimunih bolesti, npr. dijabetesa tipa 1, celijakije, ankilozantnog

spondilitisa, reumatoidnog artritisa, psorijaze, psorijati¢nog artritisa i dr. (7).

1. 8. Povezanost sustava HLA s JIA

Do danas je utvrden veéi broj alelnih varijanti HLA razreda I i II ¢ija je prisutnost
predisponirajuci faktor rizika za razvoj JIA. Sa sklono$¢u svim podtipovima JIA povezuje se HLA-
A*02 (6), dok su drugi HLA aleli pozitivno povezani samo sa specificnom podskupinom JIA. Na

primjer, alel HLA-DRB1*08 povezuje se sa pove¢anom sklono$¢u oboljevanja od oligoartritisa i
4



1. Uvod

RF- poliartritisa, alel HLA-DRB1*11 povezuje se s oligoartritisom i sistemskim JIA, dok se alel
DRB1*04 povezuje s RF+ poliartritisom i sistemskim JIA (7). Istrazivanje provedeno na norveskim
i poljskim pacijentima pokazalo je kako je na haplotipu DR8-DQ4 alel DRB1*08 primarno povezan
sa JIA. To istrazivanje je isto tako prva demonstracija kako JIA u poljskoj populaciji ima slicnu
povezanost HLA razreda II s onima pronadenim u populaciji Zapadne Europe i Sjevernoj Americi,
naoCito one sa DRBI1*08 alelom. Takoder, ova studija pacijenata oboljelih od JIA tih dviju
populacija pokazuje kako je prisustvo DRB1*08 alela primarno odgovorno za nastanak JIA (8).
Nadalje, povezanost HLA-DRBI alela sa pojavnos¢u JIA pokazana je i u studiji s madarskim

pacijentima (9).

1.9. Podrska medicinske sestre kod reumatskih bolesti
Svrha je ovog odlomka odrediti sve vazne kompetencije medicinskih sestara koje su usko
povezane s podru¢jem reumatskih bolesti. Raznolikost razvoja reumatoloskih bolesti i rad sestre u
timu zahtjeva pokretanje cijelog multidisciplinarnog tima u kojem sestra ima vaznu ulogu (10).
Napretkom tehnologije i medicine od medicinske sestre ocekuju se odredena znanja i vjestine da bi
mogla $to kvalitetnije provoditi zdravstvenu njegu oboljelih pacijenata, njihovih obitelji i zajednice.
Zadace medicinske sestre obuhvacaju:
® zastupanje pacijentove zelje za uklju¢ivanjem u grupe podrske
e ukljucivanje tehnologije i informatike u proces rada
® procijeniti reumatoloske probleme bolesnika u/izvan bolnickom lije€enju 1 pruzati pomo¢
tamo gdje je potrebna
e zastupanje pacijentovih prava, autonomnosti i informiranosti
® pruzanje podrske kod suocCavanja sa stresnim situacijama kroz razne oblike edukacije
® koriStenje standardiziranih simbola i terminologije u prikupljanju obiteljske povijesti i
informacija
e prikupljanje osobnih podataka pacijenata, podataka o zdravlju, o okolisnim ¢initeljima,
genetskom utjecaju i rizicima
e provodenje opsezne zdravstvene i tjelesne procjene koja zahtijeva znanje o reumatskim
bolestima, okoli$nim i genetickim utjecajima i rizi¢nim faktorima
e razvijanje plana zdravstvene njege
® potpora medicinske sestre drugim ¢lanovima tima

® olakSavanje i objasnjavanje dobivenih i propisanih preporuka prema potrebama pacijenta
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e promidzbu zdravlja/prevenciju bolesti

e interveniranje prema informacijama utemeljenim na znanju

e prilagodavanje tretmana/intervencija u skladu s pacijentovom dijagnozom

® cvaluaciju ishoda uzimaju¢i u obzir uspjeSnost primjenjene tehnologije, intervencija i

tretmana.

Reumatske bolesti su viSesustavne bolesti obiljezene razdobljima pogorSanja i remisije,
odnosno stagnacije simptoma. Nepredvidljivog su tijeka i vrlo vazan uzrok invalidnosti u djece.
Najcesca reumatoloska bolest u djece je juvenilni idiopatski artritis koji je ujedno 1 jedna od
najcesc¢ih kroni¢nih djecjih bolesti. Rijetko dovodi do smrti, ali vrlo Cesto ostavlja trajne posljedice
u djece. Neke od ostalih reumatskih bolesti su akutna reumatska vruéica, sistemski

lupuseritematodes, dermatomiozitis, progresivna sistemna skleroza te oblici vaskulitisa.

Na temelju prikupljenih podataka, promatranja i fizikalnog pregleda oboljelih od juvenilnog

idiopatskog artritisa, mogu se pojaviti neke od sljede¢ih sestrinskih dijagnoza:

e bol povezan s juvenilnim idiopatskim artritisom

e nesanica uzrokovana boli

e zabrinutost zbog neizvjesnog ishoda bolesti

e smanjena mogucnost brige o sebi zbog osnovne bolesti (odnosi se na djecu koja su
samostalna u obavljanju aktivnosti hranjenja, odrzavanja higijene, odijevanja i eliminacije)

e socijalna izolacija.

Proces sestrinske skrbi logi¢an je i sustavan pristup sveobuhvatnoj skrbi za pacijente.
Tradicionalno se sestrinska skrb pruzala rutinski i temeljila se pretezito na pretpostavkama o
pacijentovim potrebama za zdravstvenom njegom. No proces sestrinske skrbi podrazumijeva
uzimanje sestrinske anamneze i statusa na temelju kojeg se diagnosticiraju pacijentove stvarne
potrebe. Sestrinske dijagnoze polaziSte su za planiranje i provodenje sestrinske skrbi, a sve je to

praceno trajnom sustavnom evaluacijom uspjesnosti (11).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

1. Odrediti uestalost alelne varijante HLA-DRB1*08 u oboljelih od juvenilnog idiopatskog
artritisa u populaciji isto¢ne Hrvatske.

2. Usporediti alelnu frekvenciju HLA-DRB1*08 u skupini ispitanika s ranije objavljenim
podatcima alelne frekvencije u kontrolnoj skupini kako bi se utvrdilo je li HLA-DRB1*08
predisponirajuéi faktor rizika za razvoj JIA u populaciji isto¢ne Hrvatske

3. U skupini oboljelih od JIA usporediti ucestalost alela HLA-DRB1*08 sa pojavnos¢u
pridruzenih autoimunih bolesti te s pojavom JIA ili drugih autoimunih bolesti u obiteljskoj

anamnezi
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3. ISPITANICI | METODE

3.1. Ustroj istrazivanja

Rad je osmisljen kao retrospektivno istrazivanje.

3.2. Ispitanici

Rad obuhvaca skupinu ispitanika od 66 bolesnika (46 Zenskog spola, 20 muskog spola) u
dobi od 2 do 17 godina s postavljenom dijagnozom juvenilnog idiopatskog artritisa kojima je
molekularna tipizacija HLA uc¢injena u rutinskoj dijagnostici u Odjelu za molekularnu dijagnostiku
I tipizaciju tkiva KBC-a Osijek u razdoblju od 2009. do 2015. godine. Uzorci Kkrvi ispitanika bili su
popraceni lije¢ni¢kom uputnicom i pri dolasku u laboratorij dobili su jedinstvenu oznaku.

Skupina pacijenata oboljelih od JIA podijeljena je s obzirom na broj zahvacenih zglobova,
oblik i vrijeme nastupa simptoma, pridruzene znakove i trajanje simptoma bolesti, u dvije skupine:
oligoartikularni tip (31 Z, 17 M) i poliartikularni tip (14 Z, 4 M). Nadalje, ucinjena je dodatna
raspodjela oligoartikularne skupine u dvije podskupine: monoartritis (22 Z, 11 M) i oligoartritis (9
7,6 M).

Kontrolnu skupinu u radu predstavljali su ranije objavljeni rezultati molekularne tipizacije
HLA 210 zdravih nesrodnih ispitanika iz opc¢e populacije Hrvatske (12).

Istrazivanje je provedeno u periodu od veljace do lipnja 2016. godine.

3.3. Metode
3.3.1. I1zolacija DNA iz pune periferne krvi

Genomska DNA izolirana je iz 200 pl pune periferne krvi s antikoagulansom EDTA
primjenom komercijalnog seta High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche Diagnostics,
Mannheim, Njemacka) prema uputama proizvodaca. Metoda se temelji na svojstvu enzima
proteinaze K koji, uz pomo¢ pufera za razgradnju, razgraduje proteine stani¢ne i jezgrine membrane

omogucavajuci tako da se slobodna DNA veZe na sloj staklene mreZice u plasti¢noj tubici.

Materijal: 200 pl pune periferne krvi s antikoagulansom EDTA, High Pure PCR Template
Preparation Kit, izopropanol, apsolutni etanol, destilirana H2O.

Pribor: mikropipete (2 — 20 pL, 20 — 200 pL, 200 — 1000 pL), nastavci (sterilni, nekoristeni),
plasti¢ne tubice volumena 1,5 mL i 2,0 mL (sterilne, nekoristene), mikrocentrifuga (2000 — 14200
o/min) s regulacijom temperature (od -20 do +40 °C), grija¢/shaker Thermo Shaker TS-100 sa
zamjenjivim blokom za 20x2 mL tubice, zamrziva¢ (-20 °C), hladnjak (+4 °C).

Postupak: u sterilnoj tubici volumena 1,5 mL pomijesa se 200 uL uzorka krvi, 200 pL pufera za
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razgradnju proteina (6 M gvanidin-HCI, 10 mM urea, 10 mM Tris-HCI, 20% triton X-100 (v/v), pH
4,4 (25 °C)) 1 40 pL vodene otopine proteinaze K. Nakon 10 min inkubacije na 72 °C doda se 100
uL izopropanola, dobro se promijesa te se smjesa prebaci u tubicu sa staklenom mrezicom koja se
nalazi smjeStena u kolektor tubici. Nakon centrifugiranja u trajanju od jedne minute pri brzini 8000
X g tubica sa staklenom mrezicom prebaci se u novu kolektor tubicu, doda se 500 pL pufera za
uklanjanje inhibitora (5M gvanidin-HCI, 20 mM Tris-HCI, pH 6,6 (25 °C)) i ponovi se
centrifugiranje pri brzini 8000 x g tijekom jedne minute. Tada se ponovno zamijeni kolektor tubica
novom te se doda 500 pL pufera za ispiranje (20 mM NaCl, 2 mM Tris-HCI, pH 7,5 (25 °C)) i ponovi
centrifugiranje (8000 x g, jedna minuta). Postupak ispiranja ponovi se jo§ jednom. Ostatak pufera s
mrezice uklanja se dodatno kratkim centrifugiranjem (10 sekundi, 13000 x g). DNA se eluira
dodatkom 200 pL prethodno zagrijanog (70 °C) eluacijskog pufera (10 mM Tris-HCI, pH 8,5 (25
°C)) u tubu sa staklenom mrezicom i potom centrifugiranjem na 8000 x g tijekom jedne minute.
DNA se prenese u obiljeZenu plasi¢nu sterilnu tubicu za ¢uvanje uzoraka volumena 2,0 mL. Svakom

uzorku DNA pridruzena je jedinstvena oznaka. Uzorci DNA ¢uvaju se na -20 °C do analize.

3.3.2. Tipizacija lokusa HLA-DRB1 metodom PCR-SSP

Uzorci su tipizirani komercijalnim setovima niske rezolucije DQ-DR SSP Combi Tray
(Olerup, Stockholm, Svedska) prema uputama proizvoda¢a. Metodom PCR-SSP (eng. sequence-
specific primers) odreduje se polimorfizam ciljanih regija gena. Za tipizaciju odredenog lokusa
svake osobe istovremeno se radi viSe razli¢itih PCR-SSP reakcija (tubica) koje se prenose u
identi¢nim uvjetima. Svaka reakcija sadrzi pocetnice za umnoZzavanje housekeeping gena (pozitivna
kontrola) te pocetnice koje se podudaraju s ciljnim slijedom odredenog polimorfizma ispitivanog
gena. Pocetnice se nalaze prealikvotirane u tubicama komercijalnog seta. Za tipizaciju lokusa DRB1
i DQBL1 za jednu osobu upotrebljava se jedan Combi Tray set koji se sastoji od 32 PCR tubice. U
svakoj tubici ispituje se prisutnost jednog ili skupine alela. Sastojci reakcijske smjese u tubicama su
sljedeci:

- parovi pocetnica (15-25 pb) komplementarni specifi¢nom slijedu baza u DNA

- kontrolni par pocetnica za provjeru u¢inkovitosti reakcije (pozitivna kontrola)

- PCR reakcijski pufer s deoksiribonukleotidima (dATP, dTTP, dGTP, dCTP) i MgCl;
- H20 (redestilirana, sterilna)

- Tag DNA polimeraza

- uzorak DNA.
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Materijal: Olerup SSP® DQ-DR SSP Combi Tray kit (Olerup), Taqg DNA polimeraza, 5 units/uL

(Euroclone), H2O redestilirana (Aqua pro injectione, sterilna), DNA uzoraka.

Pribor: PCR uredaj (VERITI Thermal Cycler, Applied Biosystems), kabinet za sterilni rad (LKB
DNA/RNA UV-CLEANER UVC/T-AR), mikropipete (2.5 pL, 10 puL, 100 pL, 200 pL, 1000 pL),
filter nastavci (sterilni, nekoriteni), plastiéne tubice 1,5 mL, Centrifuga (HERAEUS Multifuge®
3S/3S-R), zamrzivac (-20 °C).

Postupak: nakon §to se u obrazac/radni list upiSe datum testiranja te identifikacijski broj, prezime i
ime pacijenta, upisuje se Lot koriStenog komercijalnog seta i izraCun za mastermiks reakcijske
smjese. Testirani mastermiks reakcijske smjese za svaki uzorak mora sadrzavati to¢no odredene
volumene sljedec¢ih kemikalija: 177,1 pL H20, 108 pL reakcijskog pufera s deoksiribonukleotidima,
2,9 uL Taq DNA polimeraze i 72 pLL DNA uzorka. Mastermiks reakcijske smjese se vorteksira 5
sekundi te se pomocu pulse-spin centrifuge spusti na dno tubice. Tada se u svaku reakcijsku tubicu
prenese po 8 uL mastermiksa, osim u posljednju tubicu br. 32 (negativna kontrola) gdje se stavlja
mastermiks bez Tag DNA polimeraze. Tubice se zatvore samoljepivom folijom, centrifugiraju

(jednu minuntu na 1000 o/min) te se postave u PCR uredaj.

Tablica 1. Uvjeti PCR reakcije

stupanj | broj ciklusa | temperatura (°C) | trajanje (min)
1 1 94 2:00 denaturacija
2 10 94 0:10 denaturacija
komplementarno vezanje
pocetnica na kalup DNA

65 1:00 (eng. annealing) i sinteza
komplementarnog lanca
DNA (eng. extension)
3 20 94 0:10 denaturacija
komplementarno vezanje
61 0:50 pocetnica na kalup DNA

(eng. annealing)
sinteza ~ komplementarnog

72 0:30 lanca DNA (eng. extension)
; ) RT HOLD (< 8h)
4 HOLD (> 8h)

3.3.3. Predocavanje rezultata PCR-a pomoc¢u agarozne gel elektroforeze

Specifi¢ni odsje¢ci DNA umnozeni metodom PCR-SSP mogu se, ovisno o njihovoj velicini,
razdvojiti metodom agarozne gel elektroforeze. Agarozna gel elektroforeza temelji se na svojstvu

stvaranja kompleksne umrezene strukture gela u kojoj negativno nabijeni fragmenti DNA pod
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djelovanjem istosmjerne struje putuju prema elektrodi suprotnog naboja — anodi. Manji fragmenti
DNA putuju brze i dalje od vecih fragmenata DNA. Molekule DNA razdvojene na temelju razlike

u veli¢ini uocavaju se pomocu boje za bojanje nukleinskih kiselina.

Materijal: Agaroza (Roche), DNA marker 50-1000 pb (Olerup), GelRed boja za bojanje
nukleinskih kiselina u agaroznom gelu (Olerup), pufer 1XTAE, loading pufer.

Pribor: sustav za elektroforezu VG-SYS wide Vari-Gel System (SCIE-PLAS), transformator za
elektroforezu PowerPac Basic (BIORAD), UV transiluminator ImageQuant100 (Life Sciences),
mikropipeta (10 pL), filter nastavci (sterilni, nekoristeni), analiticka vaga (Metler Toledo),

mikrovalna peénica, staklena okrugla tikvica (250 mL), staklena ¢aSica (10 mL), menzura (250 mL),

zamrzivac (-20 °C), hladnjak (+4 °C).

Postupak: za pripremu 2% agaroznog gela u tikvici se otopi 2,64 g agaroze u 132 mL pufera 1IXTAE.
Otopina agaroze zagrije se u mikrovalnoj pecnici do vrenja. Tikvica sa zagrijanom agarozom potom
se ohladi pod mlazom vode do priblizno 60 °C. U ohladenu jos tekuéu agarozu doda se 80 uL GelRed
boje. Tako pripremljena otopina agaroze izlije se u ranije pripremljeni kalup s postavljenim
¢esljevima za oblikovanje jazica. Nakon polimerizacije agaroznog gela u trajanju od 20 do 30 minuta
izvade se ¢eSljevi i gel se uroni u jedinicu za elektroforezu napunjenu 1XTAE puferom. U jaZice gela
redom se pipetira ukupna koli¢ina (10 puL) svake reakcijske smjese PCR tubica komercijalnog seta.
U prvu jazicu svakog reda na gelu stavlja se DNA marker. DNA marker smjesa je to¢no odredenog
broja fragmenata DNA poznatih veli¢ina na temelju kojih se odreduje veli¢ina umnoZenih
fragmenata DNA u reakcijskim smjesama. Agarozna gel elektroforeza voZena je 25 minuta uz
parametre jakosti struje 150 mA i napona 160 V. Pozitivne PCR reakcije koje se na gelu uc¢avaju u
obliku vrpci predoc¢ene su pomoc¢u UV transiluminatora. Uocavanje se temelji na svojstvu boje
GelRed da pobudena UV svjetlom fluorescira kada se veze na molekule DNA. Svaki je gel

fotografiran, a svaka je fotografija oznacena i arhivirana.

9 10 1N 12 U M 15 1YV N Y 0N BN NN BN WD NN

s Eguss BB

Slika 1: Gel agarozne elektroforeze molekularne tipizacije alela HLA-DQB1 i HLA-
DRB1pomoc¢u Olerup SSP kita
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3.3.4. Analiza rezultata tipizacije metodom PCR-SSP i agarozne gel elektroforeze

Rezultati molekularne tipizacije HLA analizirani su pomocu specijaliziranog racunalnog

programa Helmberg SCORE.

3.3.5. Statisti¢cke metode

Ucestalost alela HLA-DRB1*08 u skupini ispitanika odredena je direktnim brojanjem. U
slu¢aju da je osoba imala samo jedan alel na testiranom lokusu HLA pretpostavljeno je da je osoba
moguci homozigot za taj alel.

Usporedba ucestalosti alela HLA-DRB1*08 izmedu skupine ispitanika i kontrolne skupine uc¢injena
je pomocu tablice 2x2 i Fischerovog egzaktnog testa te izrazena omjerom izgleda (engl. odds ratio,
OR). Odredena je razina statistiCke znacajnosti p < 0,05. Podaci su statisti¢ki obradeni pomoc¢u

programa STATISTICA 12 i Microsoft Excel 2007.

3.3.6. Analiza medicinske dokumentacije ispitanika

U Klinici za pedijatriju KBC-a Osijek retrospektivno je analizirana dokumentacija ispitanika,
uz suglasnost predstojnika Klinike, te uz odobrenje Etickog povjerenstva za istrazivanje
Medicinskog fakulteta Osijek. 1z medicinske su dokumentacije izdvojeni podaci o dobi pacijenata
kod postavljanja dijagnoze, o pridruZzenim autoimunim bolestima i dodatnim dijagnozama, te o

pojavi JIA ili drugih autoimunih bolesti u obiteljskoj anamnezi.
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4. REZULTATI

4.1. Osobine ispitivane skupine oboljelih od JIA

Provedenim ispitivanjem obuhvaceno je ukupno 66 pacijenata oboljelih od juvenilnog

idiopatskog artritisa kojima je ucinjena molekularna tipizacija HLA u Odjelu za molekularnu

dijagnostiku i tipizaciju tkiva u periodu od 2009. do 2015. godine. Istrazivana skupina sastojala se

od 45 zenske djece (68,2 %) i 21 muskog djeteta (31,8 %). Ucestalost pojedinih podtipova JIA u

ispitivanom uzorku oboljelih, odnos broja djevojcica i djecaka u svakom od podtipova, te dob djeteta

pri postavljanju dijagnoze prikazani su u Tablici 2. Moze se uociti da je u ispitivanoj skupini

juvenilni idiopatski arthritis opéenito uéestaliji u djevojéica te da je razlika u odnosu broja Z:M

izrazenija u skupini poliartikularnog tipa u odnosu na oligoartikularni tip JIA.

Tablica 2. Osobine skupine bolesnika s juvenilnim idiopatskim artritisom ovisno o tipu bolesti

— akutni pijelonefritis (1)

— alergijski i dijetetski gastroenteritis i kolitis
1)

— juvenilni reumatoidni arthritis (5)

— trigger finger“(1)

— digitus detendens (1)

— sinovitis, tenosinovitis (1)

— mladalacka osteohondroza lisne i
goljeni¢ne kosti (1)

— hondromalacija patele (3)

— ostale reaktivne artropatije (1)

oligoartikularni tip (monoartritis / oligoartritis) poliartritis
raspodjela
podtipova u 72,7 % (50,0 % / 22,7 %) 27,3 %
JIA skupini
spol (Z : M) 1,8:1 (2:1/15:1) 35:1
dob pri
postavljanju izmedu 2. i 17. godine (2.-17. / 2.-16.) izmedu 2. i 17. godine
dijagnoze 10,6+4,9 (10,7+5,2 / 10,5+4,7) 13,2+4,2
(mean+SD)
pridruzene | u podskupini monoartritis: Raynaudov sindrom (4)
autoimune | — anemija (1) funkcionalni poremecaj
bolestii | — sinovitis (1) crijeva nespecificiran
dodatne | — metatarzalgija (1) 1)
dijagnoze | _ Raynaudov sindrom (4) hipotireoza (1)

hondromalacija patele
1

juvenilni
dermatomiozitis (1)
mezenhimopatija in
obs. (1)

miozitis (1)
hemiplegija
nespecificirana (1)
alergijski
gastroenteritis i kolitis

1)

13



4. Rezultati

u podskupini oligoartritis:

— astma (1)

— sistemska bolest vezivnog tkiva u
promatranju (1)

— akutni bronhitis nespecificirani (1)

— pectus infundibuliforme (1)

ostale postinfektivne
artropatije (1)
sistemska bolest
vezivnog tkiva (1)

pojava JIA | u podskupini monoartritis: dijabetes (djed po
ili druge — kolitis i ankilozantni spondilitis (majka) (1) majci), dijabetes i
autoimune | — yrigki arthritis (1) astma (baka po majci)
bolestiu | — giht (otac), alergijski bronhitis (braca) (1) @
obiteljskoj | _ reumatoidni artritis (baka po majci) (1) — JIA (sestra) (1)
anamnezl | _ otok i bolovi u $akama (otac) (1) — reumatoidni artritis
(baka i djed po majci)
u podskupini oligoartritis: )

— sakroileitis, endoproteza desnog kuka
(majka), reumatoidni artritis (prabaka s
majcéine strane), astma (brat), retinopatija
(drugi brat) (1)

— psorijaza (sestra) (1)

— reumatoidni artritis (sestra) (1)

u zagradi naznacen broj pacijenata

Analizom medicinske dokumentacije ispitanika u Klinici za pedijatriju KBC-a Osijek uo¢eno
je prisustvo vise bolesti pridruzenih juvenilnom idiopatskom artritisu (Tablica 2.) medu kojima je
najzastupljeniji Raynaudov sindrom, prisutan u 4 pacijenta (12,1 %) u podskupini monoartikularnog
tipa i kod 4 pacijenta (22,2 %) podskupine poliartikularnog tipa.

U ukupnoj skupini oboljelih od JIA kod 11 pacijenata (16,7 %) uocena je pojava JIA ili druge
autoimmune bolesti u obitelji (u podskupini monoartritisal5,2 %, u podskupini oligoartritis 20,0%,
u podskupini poliartritis 16,7 %).

Nadalje, uoceno je da 63,6 % oboljelih od JIA koji u obiteljskoj anamnezi imaju neku

autoimunu bolest takoder boluju 1 od neke pridruZzene autoimmune bolesti.

4.2. Raspodjela alela HLA-DRB1*08

Analizom ucestalosti alelne varijante HLA-DRB1*08 u skupini JIA i podskupinama, u
podskupini oligoartritisa uo¢eno je znacajnije povecanje ucestalosti alela HLA-DRB1*08 u odnosu
na kontrolnu skupinu (Tablica 3.). Ni u jednoj od ispitivanih skupina oboljelih odstupanje ucestalosti

alela DRB1*08 u odnosu na kontrolnu skupinu nije bilo statisti¢ki znacajno.
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Tablica 3: Ucestalost alela HLA-DRB1*08 u skupini oboljelih od JIA, podskupinama oboljelih, i u
kontrolnoj skupini

DRB1*08 JIA monoartritis | oligoartritis | poliartritis k:;{};?rl]ga
N=66 N=33 N=15 N=18 N=210
n 7 2 3 2 16
AF 53 % 3,0% 10,0 % 5,6 % 3,9 %
p 0,457 1,000 0,125 0,645

N = broj pacijenata/kontrola, n = broj alela, AF = ucestalost alela (engl. allele
frequency)

Prikaze li se odnos ucestalosti HLA-DRB1*08 u ispitivanim skupinama u odnosu na

kontrolnu skupinu kao omjer izgleda (OR) (Slika 2.) moZemo uociti znacajnije povisen OR u

podskupini oligoartritisa. OR je nesto nizi no jos uvijek veci od 1 u ukupnoj skupini JIA, te

podskupini poliartritisa. Kod monoartritisa OR je manji od 1.

OR i 95% interval pouzdanosti

[
o

O P N W b U1 O N 0 L

HLA-DRB1*08

‘ povecani
‘ rizik
| L 2
— smanjeni
x\?’ 6{& &{& \0 rizik
o‘b& o‘b \\‘b&
& oS S
& S <

Slika 2. Omjer izgleda (OR) i 95% interval pouzdanosti
alela HLA-DRB1*08 u skupini JIA i podskupinama u
odnosu na kontrolnu skupinu
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4.3. Raspodjela haplotipova HLA-DRB1*-DQB1*

U analiziranim uzorcima pacijenata koji boluju od JIA tipizirani su lokusi HLA-DRBL1 i
HLA-DQBI. Uoceno je 16 razli¢itih haplotipova (Tablica 4.). U svim podskupinama najucestaliji je
haplotip DRB1*11-DQB1*03(DQ7). Alel HLA-DRB1*08 u analiziranim se uzorcima nalazi u
sastavu dvaju haplotipova. Haplotip DRB1*08-DQB1*03(DQ8) zastupljen je u skupini
monoartritisa (3,0%) i oligoartritisa (3,3%). Haplotip DRB1*08-DQB1*04 prisutan je u skupini
ologoartritisa (6,7%) i poliartritisa (5,5%). Udio od 57,1 % alela HLA-DRB1*08 prisutnih u ukupnoj
skupini JIA pacijenata u populaciji istoéne Hrvatske nalazi se u sastavu haplotipa HLA-DRB1*08-
DQB1*04.

Tablica 4. Ucestalost haplotipova HLA-DRB1*-DQB1* u skupini JIA i podskupinama

haplotip HF (%)
monoartritis oligoartritis poliartritis
DRBI - DQBI (N=33, n=66) (N=15, n=30) (N=18, n=36)

*01 - *05 12,1 6,7 8,3

*03 - *02 12,1 6,7 13,9

*04 - *03(DQ7) 4,5 0,0 2,8

*04 -*03(DQ8) 9,1 6,7 2,8

*04 - *04 1,5 0,0 0,0

*07 - *02 7,6 0,0 2,8

*07 - *03(DQ9) 3,0 0,0 0,0

*08 - *03(DQ8) 3,0 3,3 0,0

*08 - *04 0,0 6,7 55

*11 - *03(DQ7) 19,7 13,3 19,4

*12 - *03(DQ7) 3,0 0,0 0,0

*13 - *06 7,6 13,3 16,7

*14 - *05 3,0 0,0 55

*14 - *06 0,0 0,0 2,8

*15 - *06 10,6 30,0 55

*16 - *05 3,0 13,3 13,9

HF = ucestalost haplotipa (engl. haplotype frequency), N = broj pacijenata, n = broj
haplotipova

Analiziraju¢i dobivene rezultate molekularne tipizacije HLA oboljelih od JIA i rezultate
analize medicinske dokumentacije pacijenata nije uocena korelacija izmedu ucestalosti HLA-
DRB1*08 i pridruzenih autoimunih bolesti, te pojave drugih autoimunih bolesti u obiteljskoj

anamnezi.
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5. Rasprava

5. RASPRAVA

Sve od otkri¢a povezanosti sustava HLA s juvenilnim idiopatskim artritisom, kompleks gena
HLA vazna je tema brojnim istraziva¢ima u otkrivanju uloge HLA gena u patogenezi JIA. Opcenito
su istrazivanja u podru¢ju molekularne biologije omogucila napredak u razumijevanju patogeneze
reumatskih bolesti, a time omogudila i razvoj novih terapeutskih preparata (bioloskih lijekova)

kojima je cilj djelovanja autoimuni upalni proces.

U ovom istrazivanju analizirani su rezultati molekularne tipizacije HLA oboljelih od JIA na

podrucju isto¢ne Hrvatske, te je analizirana medicinska dokumentacija ispitanika.

Pojavnost JIA s obzirom na spol u ispitivanoj ukupnoj skupini JIA priblizno je dva puta cesc¢a

u djevojcica Sto je u skladu s literaturnim podacima (4).

Brojna istrazivanja ukazuju na povecanu prevalenciju pridruzenih autoimunih bolesti u
oboljelih od JIA. Nadalje, navodi se i da su u obiteljima s djecom koja boluju od JIA ¢esc¢e i druge
autoimmune bolesti (13). U skladu s time je rezultat analize ovog istrazivanja koji upuéuje na

povezanost JIA, pridruzenih autoimunih bolesti i pozitivne obiteljske anamneze autoimunih bolesti.

Kontrolna skupina ovoga rada ukljucuje 210 nesrodnih zdravih pojedinaca iz razli¢itih
podru¢ja Hrvatske (12). Alelna frekvencija HLA-DRB1*08 kontrolne skupine u iznosu od 3,9%
manja je u odnosu na alelnu frekvenciju ispitivane skupine oboljelih od JIA (5,03%), te u odnosu na
AF=10,0% u podskupini ologoartritisa. [ako razlika AF izmedu kontrolne 1 ispitivanih skupina nije
statisti¢ki znacajna ona ukazuje na moguci doprinos alela HLA-DRB1*08 riziku od razvoja JIA, a

osobito riziku od razvoja oligoartikularnog tipa JIA u populaciji istocne Hrvatske.

Istrazivanje provedeno na norveskim i poljskim pacijentima dovelo je do istog zakljucka.

Uoceno je da DRB1*08 doprinosi ve¢em riziku za razvoj JIA (8).

Istrazivanje Pazar B. i sur. prikazuje HLA- DRB1*08, ujedno i DRB1*01, kao znatno ¢esce
zastupljeni alel kod JIA (9). Nadalje, u istom istraZzivanju uoceno je da u podskupinama po ILAR

kriteriju alel HLA-DRB1*08 pokazuje snaznu povezanost s podskupinom oligoartritisa (9).

Herlin M. 1 sur. u svom istrazivanju prikazuju rezultate dviju velikih studija koje su
istrazivale povezanost izmedu HLA alela/haplotipova i JIA u Velikoj Britaniji i SAD-u koji
potvrduju povezanost JIA s HLA-DRB1*08 kao rizi¢nim alelom. I u tim se istrazivanjima pokazala
veca ucestalost tog alela i kod oligoartritisa sto je u skladu s rezultatima dobivenim u ovom

istrazivanju (14). U istom radu navodi se snazna pozitivna povezanost haplotipa HLA-DRB1*08-
17



5. Rasprava

DQB1*04 s oligoartikularnim oblikom JIA §to je potpuno u skladu s rezultatima u ovog istrazivanja
u kojem je uoceno da se 57,1% alela DRB1*08 prisutnog u pacijenata oligoartikularne podskupine

nalazi u sastavu navedenog haplotipa.

Istrazivanja pokazuju da je u obiteljima pacijenata koji boluju od JIA povecana prevalencija
autoimunih bolesti, osobito upalnih artropatija i dijabetesa tipa 1 (15). U ovom istrazivanju uoc¢ena
prisutnost reumatoidnog artritisa, psorijaze, JIA, retinopatije, sakroileitisa, dijabetesa tipa 1, kolitisa

i ankilozantnog spondilitisa u obiteljima oboljelih od JIA potvrduju navedene studije.

Nadalje, primijeceno je da je kod pacijenata koji boluju od JIA povecana prevalencija
autoimunog tiroiditisa, hipotireoze, celijakije i dijabetesa tipa 1 (16). U istrazivanoj skupini oboljelih
od JIA nije primije¢ena pojava dijabetesa tipa 1, no uocene su hipotireoza, miozitis, dermatomiozitis,

mezenhimopatija, poremecaji crijeva, sistemska bolest vezivnog tkiva, Raynaudov sindrom i dr.

Pozitivna korelacija izmedu ucestalosti HLA-DRB1*08 i pridruzenih autoimunih bolesti, te
pojave drugih autoimunih bolesti u obiteljskoj anamnezi u ovom istrazivanju nije uocena.
Istrazivanje koje ¢e ukljucivati vise JIA pacijenata, time i ve¢e podskupine JIA potrebno je za
preciznu procjenu povezanosti alela HLA-DRB1*08 s JIA u populaciji isto¢ne Hrvatske te za
procjenu povezanosti opCenito gena sustava HLA s autoimunim bolestima pridruzenima JIA 1 za

procjenu prevalencije drugih autoimunih bolesti u obiteljima oboljelih od JIA (17).

Razvojem i rastom dostupnosti razli¢itih biomarkera za potvrdivanje bolesti, razvojem
tehnologije 1 novih analitickih strategija stvara se mogu¢nost suodnosa molekularne biologije s
ishodima bolesti. Molekularni dijagnosticki “alat” dostupan je klinic¢aru kao pomo¢ u postavljanju
dijagnoze i odabiru odgovarajuce terapije. Time se osigurava bolji ishod bolesti za pacijenta

oboljelog od JIA (18).
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6. Zakljucak

6. ZAKLJUCAK

Temeljem provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata o ucestalosti alelene varijante HLA-

DRB1*08 u oboljelih od JIA u populaciji isto¢ne Hrvatske, mogu se izvesti sljedeci zakljuéci:

1. Alel HLA-DRBI1*08 ucestaliji je u oboljelih od juvenilnog idiopatskog artritisa u populaciji
isto¢ne Hrvatske u odnosu na kontrolnu skupinu

2. Ucestalost alela HLA-DRB1*08 veca je u podskupini oligoartikularnog tipa JIA u odnosu
na podskupinu poliartritisa i monoartritisa

3. U sastavu haplotipa HLA-DRB1*08-DQB1*04 nalazi se 57,1 % alela HLA-DRB1*08

prisutnih u ukupnoj skupini JIA pacijenata u populaciji isto¢ne Hrvatske

4. U ispitivanoj skupini JIA pacijenata i ispitivanim podskupinama nije uo¢ena povezanost
izmedu ucestalosti HLA-DRB1*08 1 pridruzenih autoimunih bolesti, te pojave drugih

autoimunih bolesti u obiteljskoj anamnezi.

Moze se zakljuciti da alel HLA-DRB1*08, koji je u izvje$¢ima razli¢itih provedenih
istrazivanja povezanosti s JIA, uocen kao rizi¢ni, s pove¢anom ucestalo§¢u prisutan i u populaciji

oboljelih od juvenilnog idiopatskog artritisa na podrucju isto¢ne Hrvatske.
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7. Sazetak

7. SAZETAK

Cilj istraZzivanja: Odrediti uCestalost alelne varijante HLA-DRB1*08 u oboljelih od juvenilnog
idiopatskog artritisa (JIA) u populaciji istocne Hrvatske; usporediti alelnu frekvenciju HLA-
DRB1*08 u skupini ispitanika s ranije objavljenim podatkom alelne frekvencije u kontrolnoj
skupini. U skupini oboljelih od JIA usporediti ucestalost alela HLA-DRB1*08 sa pojavnoscu
pridruzenih autoimunih bolesti te s pojavom JIA ili drugih autoimunih bolesti u obiteljskoj

anamnezi.

Ispitanici i metode: Rad obuhvaca skupinu ispitanika od 66 bolesnika (46 Zenskog spola, 20
muskog spola) s postavljenom dijagnozom JIA kojima je molekularna tipizacija HLA ucinjena u
rutinskoj dijagnostici KBC-a Osijek. Kontrolnu skupinu predstavljali su ranije objavljeni rezultati

molekularne tipizacije HLA 210 zdravih nesrodnih ispitanika iz op¢e populacije Hrvatske.

Rezultati: Alel HLA-DRB1*08 s povisenom je uéestaloséu (AF = 5,3%) bio zastupljen u oboljelih
od JIA u odnosu na kontrolnu skupinu (AF = 3,9%). U podskupini oboljelih od oligoartritisa takoder
je zabiljeZena povecana ucestalost alela HLA-DRB1*08 (AF = 10,0%) kako u odnosu na kontrolnu
skupinu tako i u odnosu na ostale JIA podskupine. Ni jedan od dobijenih rezultata nije dostigao

statisticki znacajnu razinu.

Zakljucak: Povecana ucestalost alela HLA-DRB1*08 u oboljelih od JIA u populaciji istocne
Hrvatske, te povecana ucestalost tog alela u podskupini oligoartritisa u skladu je s literaturnim
podacima o pozitivnoj povezanosti JIA, te oligoartikularnog oblika JIA, s alelom HLA-DRB1*08.
U ispitivanoj skupini JIA pacijenata i ispitivanim podskupinama nije uoéena povezanost izmedu
HLA-DRB1*08 i pridruzenih autoimunih bolesti, te pojave drugih autoimunih bolesti u obiteljskoj

anamnezi.

KLJUCNE RIJECI: HLA-DRB1*08, juvenilni idiopatski artritis
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8. Summary

8. SUMMARY

Frequency of the HLA-DRB1*08 in JIA population of Eastern Croatia

Objectives: Determine the HLA-DRB1*08 allele frequency in the population of Eastern Croatia
suffering from juvenile idiopathic arthritis (JIA). Afterwards, compare the HLA-DRB1*08 allele
frequency of the research subjects with the previously published allele frequency (AF) data in the
control group. Compare the frequency of HLA-DRB1*08 with presence of JIA associated

autoimmune diseases and with family history of autoimmunity.

Patients and methods: The research subject group consisted of 66 patients (46 female, 20 male)
diagnosed with JIA. Their molecular HLA typing was performed during routine diagnostics at the
University Hospital Osijek. Previously published results of molecular HLA typing of 210 healthy,
unrelated individuals from the general population of Croatia were the control group in this research.

Results: The final results show that the appearance of the DRB1*08 allele in patients suffering from
JIA was found. The increased frequency of HLA-DRB1*08 allele was found in JIA patients cohort
(AF = 5,3%) vs control group (AF = 3,9%). After stratification of JIA group into subgroups
(oligoarthritis, monoarthritis, polyarthritis), the largest AF of 10% was recorded in the oligoarthritis

subgroup. None of the results had a significant statistical impact.

Conclusion: The increased frequency of HLA-DRB1*08 allele in JIA cohort of Eastern Croatia
population and increased frequency in olygoarticular JIA subgroup are in accordance with research
results indicating HLA-DRB1*08 association to JIA susceptibility in other populations. In the
research subject group and the control group, a connection among HLA-DRB1*08 and associated
autoimmune diseases as well as the appereance of other autoimmune diseases in the family

anamnesis was not found.

KEY WORDS: allele HLA-DRB1*08, juvenile idiopathic arthritis
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