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Popis kratica

MHC = (eng. major histocompatibility complex) glavni sustav tkivne podudarnosti
HLA = (eng. human leukocyte antigen) ljudski leukocitni antigen

H-gen = (eng. histocompatibility gene) gen tkivne podudarnosti

DLA = (eng. dog leukocyte antigen) pseci leukocitni antigen

TCR = (eng. T-cell receptor) receptor T-limfocita

TNFa = (eng. tumor necrosis factor alpha) faktor tumorske nekroze alfa

CTL = (eng. cytotoxic T lymphocyte) citotoksi¢ni T-limfocit

TAP = (eng. transporter associated with antigen processing) transportna molekula povezana s

obradom antigena

IL-2 = interleukin-2

IL-4 = interleukin-4

IL-5 = interleukin-5

LD = (eng. linkage disequilibrium) neuravnotezeno vezanje alela

FISH = (eng. fluorescence in situ hybridization) fluorescentna in situ hibridizacija

HIV = (eng. human immunodeficiency virus) virus ljudske imunodeficijencije

AIDS = (eng. acquired immunodeficiency syndrome) ste¢eni sindrom imunodeficijencije
HCV = (eng. hepatitis C virus) virus hepatitisa C

PCR = (eng. polymerase chain reaction) lancana reakcija polimerazom



Popis slika:

Slika 1. Molekularna grada skupina HLA 11 HLA 1II
Slika 2. Geneticka struktura glavnog sustava tkivne podudarnosti kod ¢ovjeka

Slika 3. Komparativni prikaz geneticke strukture i genomske pozicije HLA i DLA sustava



SADRZAJ

LUUVOD ..t bbbk E R R R bRttt b b 1
2. PREGLED LITERATURE ......ooittititiii ettt 2
2.1. Glavni sustav tkivne podudarnosti Kroz POVIJESE ..........cccoveieiireiiniiisiseeee e 2
2.2. MHC SUSTAV ...t e 3
2.2.1. Struktura MHGC SUSEAVA .......ccoeviiiiiiieiiitieee e 4
2.2.2. Grada MHC molekula skupine L..........cccccoriiiiiiiiiiiiiicceee e 4
2.2.3. Grada MHC molekula skupine IL ..........cccooiiiiiiiiiiiiici e 5
2.2.4. Uloga MHC sustava u specificnom imunoloSkom odgovoru..........ccoceereeniieeiensneennne. 6
2.2.5. GENI IMHC SUSEAVA. ......c.veieieiieiiciiiteie st 7
2.2.6. Geneticka struktura HLA skupine I 1 HLA skupine IT ..., 8

2.3  DLA SUSIAV ..ot 9
2.3.1. Pocetna istraZivanja 1 T€ZUILAtI .........ccveiiiiiieiie e 10
2.3.2. Geneticka 1 molekularna grada DLA skupine L.........cccccooiiiiiiiiiiii 11
2.3.3. Geneticka 1 molekularna grada DLA skupine IL..........ccccooiiiiiiiiiiiiii 12
2.3.4. PolimOrfnost DLA SUSTAVA ........ccccuiiiieiiiieiiiisiii it 14

2.4. Klinicka vaznost HLA sustava u patogenezi bolesti..........ccovvviiiiiiiiiiiiiiiiciiiicic 16
2.4.1. ZArazne DOIESHI........ccoiviiiiiiiie e 18

2.4. 2. AULOIMUNE DOIESTI......ccuiiiiiiiiiicc s 21

2.5. Klini¢ka vaznost DLA sustava u patogenezi bolesti..........ccovviiviiiiiiiiiiiiiiiiiic e 21
2.5.1. AULOIMUNE DOIESHE......eiviiciecce e 21
2.5.2. ZArazne DOIESTI.......eeuviiiiieieiee e 22

3. ZAKLIUCCT oottt 25
A, LITERATURA ettt b bbbt bttt e b bbbt 27
5. SAZETAK .ottt 44
B. SUMMARY ..ottt bbbkt b e bbbt bttt e bbb bbbt are s 45
7. ZIVOTOPIS ..ot 46






1.UVvOD
Glavni sustav tkivne podudarnosti (engl. major histocompatibility complex, MHC) sustav je

transmembranskih glikoproteinskih receptora na povrSini stanica kraljeznjaka Kkoji se pojavio
prije otprilike 528 do 766 milijuna godina (KLEIN, 1986.; DANCHIN i sur., 2004.). Njegova
uloga prvotno je zamije¢ena u transplantacijskim istrazivanjima prilikom odbacivanja tkiva
(LITTLE i TYZER, 1916.), sto je kasnije bilo povezano s imunosnim odgovorom na strani
antigen (MEDAWAR, 1946.). S obzirom na razlike u gradi receptora, podrijetlu i obradi
antigenskih peptida te nacinu njihovog prezentiranja na povrsini stanice; MHC sustav podijeljen
je na MHC skupinu I i MHC skupinu Il. Geni koji kodiraju ove receptore ¢ine najvazniju
komponentu imunoloskog sustava kraljeznjaka (KLEIN i FIGUEROA, 1986.) i najpolimorfnija
su skupina gena u njihovom genomu (HEDRICK, 1994.). Vaznost ove raznolikosti u obrani od
patogena, ocituje se u postojanju ravnotezne selekcije koja kontinuirano odrzava geneti¢ku
varijabilnost MHC sustava kao odgovor na stalni pritisak od strane patogena (HEDRICK i sur.,
2000.). Utjecaj ove varijabilnosti na otpornost i sklonost bolestima (HILL, 1998.; GILBERT i
sur., 1998.; KLEIN i SATO, 2000.; LOPEZ i sur., 2010.), tezinu klini¢ke slike i tijek bolesti
(RAMSURAN i sur., 2018.), istrazen je u opseznim istrazivanjima zaraznih i drugih bolesti kod
ljudi. Kod pasa istrazivanja na ovom polju, iako predstavljaju vrijedne modele za autoimune
homologne bolesti kod ljudi (KENNEDY i sur., 2012.), ipak slabo uklju¢uju zarazne bolesti.
Potonje se posebice odnosi na bolesti virusne etiologije (HEDRICK i sur., 2003.; KENNEDY i
sur., 2011.). Do danas nisu pronadeni podatci o postojanju sli¢nih istrazivanja u veterinarskoj
medicini na podru¢ju nase zemlje, iako je potreba za njima o¢ita (KENNEDY i sur., 2012.). Ovaj
rad nudi komparativni prikaz molekularne i geneticke strukture MHC sustava ljudi i pasa,
opisuje njegovu ulogu u specificnom imunoloskom odgovoru, te klinicku vaznost u patogenezi
bolesti kod pasa i ljudi. Naposlijetku, ovim ¢e radom biti ukazana specifiéna podrucja u
veterinarskoj medicini koja su od klini¢kog znacaja, a koja zahtijevaju detaljnija istrazivanja;

kako u svijetu tako 1 u naSoj zemlji.



2. PREGLED LITERATURE

2.1. Glavni sustav tkivne podudarnosti kroz povijest
Glavni sustav tkivne podudarnosti (eng. major histocompatibility complex, MHC) pojavio se

prije otprilike 528 do 766 milijuna godina te se javlja isklju¢ivo kod celjustoustih kraljeznjaka
(DANCHIN i sur., 2004.). Njegova vaznost bila je prepoznata ve¢ u samim pocetcima razvoja
imunologije kao znastvene discipline zbog svoje uloge prilikom odbacivanja organa i tkiva
(BERGGREN BREMDAL, 2010.). LITTLE i TYZER izveli su 1916. pokusnu transplantaciju
tumorskog tkiva na miSevima i otkrili da je transplantacija uspjesna samo izmedu pojedinih
miseva, dok kod drugih vodi do odbacivanja tkiva. BAUER je 1927. otkrio da tkivni
transplantanti neée biti odbaceni ukoliko su davatelj i primatelj blizanci. To otkrice dovelo je
naposlijetku do spoznaje da je tkivna podudarnost kontrolirana na genskoj razini. Ovo je
potvrdio Gorer kada je opisao postojanje 4 krvnih antigena u misa i nazvao ih ,,antigen I, II, IIT i
IV (GORER, 1936.) te godinu dana iza toga dokazao da je odbijanje ili prihvacanje stranog
tkiva povezano s ekspresijom tih istih gena (GORER, 1937.). MEDAWAR je 1946. povezao
odbacivanje transplantacijskog tkiva s imunosnim odgovorom na strani antigen. Samo dvije
godine iza ovog otkri¢a uoceno je da je transplantacija koze izmedu miseva sli¢nog genetickog
profila bila uspje$na, dok je izmedu miseva razli¢itih rodova ona bila neuspjesna (SNELL,
1948.). Nekoliko godina kasnije uspjes$no su uzgojeni misevi identi¢nog genetickog profila koji
su se razlikovali jedino u regiji genoma koja kontrolira odbijanje stranog tkiva. Te su gene
nazvali genima tkivne podudarnosti ili H genima (eng. histocompatibility gene, H gen) (SNELL,
1951.). Daljnjim istrazivanjima utvrdeno je da postoji nekoliko gena za tkivnu podudarnost koji
se nalaze na istom kromosomu, stoga je ta regija genoma dobila naziv MHC, odnosno glavni
sustav tkivne podudarnosti (SNELL i HIGGINGS, 1951.). Vise od dvadeset godina kasnije
dokazana je po prvi put njegova uloga u prezentiranju antigena kada je otkriveno da aktivacija i
djelovanje T-limfocita ne ovisi samo o antigenu ve¢ i 0 MHC molekulama (DOHERTY i
ZINKERNAGEL, 1975.). Leukocitni antigen kod ljudi prvi je definirao Dausset utvrdivsi
leukoaglutinine u ljudskim serumima nakon veceg broja transfuzija krvi (DAUSSET, 1958.).
Kratica HLA (eng. human leukocyte antigen) prvi put se pojavljuje 1975. i uvedena je od strane
Svjetske zdrastvene organizacije i njenog Odbora za nomenklaturu faktora HLA sustava (eng.
Nomenclature Committee for Factors of the HLA System; Bull World Health Organ. 1975.).



Struktura MHC molekula otkrivena je 80-ih i 90-ih godina proSlog stoljeca metodama
rendgenske kristalografije (BJORKMAN i sur., 1987.; BROWN i sur., 1993.).

Karakterizacija genske strukture MHC sustava kod pasa zapocela je ranih 1960-ih godina kada
se seroloSkim metodama putem alogenih antiseruma dokazalo prisustvo stani¢nih antigena na
pse¢im leukocitima (PUZA i sur., 1964.; RUBINSTEIN i FERREBEE, 1964.). Otkrivena je
znacajna uloga ovih antigena u odredivanju pozitivnog ili negativnog ishoda prilikom koristenja
alogenih presadaka (EPSTEIN i sur., 1968.). Geneticka kontrola ovih antigena tkivne
podudarnosti i njihov utjecaj na prezivljavanje tkivnih presadaka, vrlo su brzo bili povezani sa
zajednickom kromosomnom regijom (VRIESENDORP i sur., 1971.). Utvrdeno je da ova regija
kromosoma ima ulogu i u regulaciji stani¢nog prepoznavanja i proliferacije limfocita dvaju
razlicitih pasa prilikom njihovog zajedni¢kog uzgoja na mjeSanoj limfocitnoj stani¢noj kulturi
(TEMPLETON i THOMAS, 1971.). Tada su po uzoru na HLA i ovi leukocitni antigeni dobili
svoju kraticu, DLA (eng. dog leukocyte antigen). Detaljnija karakterizacija DLA sustava putem
seroloSkih metoda i stani¢nih kultura provedena je ve¢inom kroz tri medunarodne radionice iz
podrugja tkivne podudarnosti (DEEG i sur., 1986.; BULL i sur., 1987.; VRIESENDORRP i sur.,
1976. 1 1973.). Tamo je i utvrdena njegova sli¢nost s drugim vrstama jer DLA takoder Cine tri
skupine gena kao $to je slucaj i kod drugih vrsta. Molekularne metode koristene za identifikaciju
alela uvedene su 1990.-ih kada je i prepoznat poveci potencijal za koriStenje pseéih bolesti kao
homolognih modela za brojne bolesti kod ljudi (KENNEDY i sur, 2012.).

2.2. MHC sustav
Ovaj sustav je sustav transmembranskih glikoproteinskih receptora koji su izlozeni na stanicama

kraljeznjaka. Njihova je uloga vrlo vaZzna u pokretanju imunoloskog odgovora odnosno u
prikazivanju proteinskih antigena T-limfocitima. Geni ovog sustava, koji kodiraju ve¢ spomenute
receptore ¢ine najvazniju komponentu imunoloskog sustava kraljeznjaka (KLEIN, 1986.; KLEIN
1 FIGUEROA, 1986.). Oni su najpolimorfnija skupina gena u kraljeznjaka (HEDRICK, 1994.;
HUGHES i HUGHES, 1995.). Utvrdeno je da vezna mjesta antigena na ovim receptorima (eng.
peptid-binding region, PBR) pokazuju visok stupanj razliitosti kako u broju alela koji ih
kodiraju tako i u aminokiselinskim sljedovima koji ih grade (HUGHES i YEAGER, 1998.). Na
temelju razlika u gradi i nad¢inu djelovanja receptora, geni koji ih kodiraju su podijeljeni u dvije
skupine, MHC geni skupine I i MHC geni skupine Il ( KLEIN i FIGUEROA, 1986.).



Uz polimorfnost, jos jedno vrlo bitno obiljezje ovog sustava je poligenost. Ono omogucava da
se kod pojedinca nalazi vise razlicitih tipova MHC molekula jer svaku molekulu odreduje vise
gena. Svaki taj tip molekule u moguénosti je vezati razliCiti set peptida, odnosno proizvod
proteinskih antigena. Zbog toga prisutnost nekoliko genskih mjesta za jednu MHC skupinu
omogucuje svakoj jedinci predoCavanje puno Sireg raspona razlicitih peptida nego Sto bi to bilo
moguce uz samo jedno gensko mjesto. Taj je raspon ipak puno Siri od ocekivanog s obzirom na
poznat broj gena za svaku skupinu, a razlog tome je ve¢ spomenuti polimorfizam svakog gena te
kodominantna ekspresija istih (KNAPP, 2005.; ABBAS i LICHTMAN, 2007.). Potonje
omogucava da oba roditeljska alela za isti gen u jednakoj mjeri sudjeluju u nastajanju
glikoproteinskih receptora na povrSini stanice.

Upravo zbog prethodno navedenog, razumno je zakljuciti da ova raznovrsnost, tj. polimorfizam
gena ima vrlo vaznu ulogu u odredivanju sposobnosti pojedinca za odgovor na veci ili manji broj
antigena. Priroda je ovo prepoznala jo§ od pamtivijeka te je razvila razliite evolucijske

mehanizme pomocu kojih ¢e ta raznovrsnost biti odrZana.

2.2.1. Struktura MHC sustava
Kod sisavaca se osim MHC skupine | i Il pojavljuje i skupina Il koja, za razliku od prethodne

dvije, nema ulogu u prezentiranju antigena. Geni ove skupine kodiraju za neke druge sastavnice
nespecifiénog imunoloskog odgovora kao $to su komponente sustava komplementa (npr. C2, C4
i B faktor) i citokini (npr. faktor tumorske nekroze alfa, eng. tumor necrosis factor alpha, TNFa)
(AGUADO i sur., 1996.). Kako ovaj rad razmatra geneti¢ku strukturu i ulogu MHC sustava u
specificnom imunoloSkom odgovoru, daljnja poglavlja bit ¢e posvecena isklju¢ivo MHC skupini

I i MHC skupini II.

2.2.2. Grada MHC molekula skupine |
Odredivanje nukleotidnog slijeda sekvenci i analize grade MHC | molekula upucuju na njihovu

heterodimernu gradu koju ¢ine teski a lanac i laki lanac, 2 mikroglobulin. Teski o lanac sastoji
se od transmembranske, citoplazmatske i izvanstani¢ne regije koju €ine tri podjedinice (al, 02 i
a3). Prva i druga podjedinica izrazito su polimorfne i ta je polimorfnost ve¢inom prisutna u
podru¢ju veznog mjesta antigena . Treca podjedinica je visoko ofuvana i usko vezana uz (32
mikroglobulin (MEHRA, 2005.). Vezno mjesto antigena, PBR, ima oblik zlijeba i taj se dio
molekule sastoji od 180 aminokiselina (ANDREIS, 2004.). U zlijeb se moze vezati osam do

deset aminokiselina (CHICZ i sur., 1992.) te je on na svojem kraju zatvoren zbog ¢ega ima oblik
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depa u kojem se usidruju peptidi (CRESSWELL, 1994.). Vrlo je zanimljivo S$to, iako je ovo
mjesto izrazito polimorfno, ipak na oba svoja kraja sadrzi iskljuivo visoko ocuvane,

nevarijabilne bo¢ne lance (MADDEN, 1995.).

Raspored aminokiselinskih ostataka unutar PBR-a odreden je razli¢itim alelima MHC gena.
Zbog toga svi peptidi koji ¢e se vezati za odredeni oblik MHC molekule, kodiran odredenim
alelom MHC gena, pokazuju zajednicke strukturne karakteristike (motive) koje nisu iste kao kod
peptida koji se vezu za neki drugi oblik MHC molekule kodiran drugim alelom MHC gena.
Receptori T-limfocita (eng. T-cell receptor, TCR) prepoznaju ovaj kompleks MHC molekule i
vezanog peptida tako Sto se vezu za povrsinu sadinjenu od izlozenih aminokiselinskih ostataka
vezanog peptida i dostupnih elemenata dviju o uzvojnica MHC molekule (PAMER i
CRESSWELL, 1998.).

Za razliku od podjedinica teSkog lanca koje imaju ulogu u vezanju antigena, laki lanac (2
mikroglobulin) ima ulogu u stabilizaciji i ekspresiji molekule. Ovo je potvrdeno istrazivanjem
provedenom na geneticki modificiranim misevima s neaktivnim genom za 3 lanac. Kod takvih
miseva izostala je ekspresija MHC molekula skupine | na povrsini stanica (WILLIAMSON i
sur., 1989.).

2.2.3. Grada MHC molekula skupine 11
Molekule ove skupine su heterodimeri sacinjeni od a i f podjedinice te svaku od njih kodira

jedan MHC 1II gen. Obje su transmembranski glikoproteini te se sastoje od izvanstani¢ne,
transmembranske i citoplazmatske regije. Dvije izvanstani¢ne regije proksimalno u odnosu na
membranu (a2 i B2) strukturno nalikuju na konstantnu regiju imunoglobulina (KAPPES i
STROMINGER, 1988.). Dvije izvanstani¢ne regije distalno od membrane (ol i B1) zajedno
tvore PBR. Uvidom u njihovu strukturu potvrdena je njihova sli¢nost s al i a2 regijama MHC I
molekula (BROWN i sur., 1993.).

Za razliku od veznog zlijeba MHC molekule skupine I koji je na svom kraju zatvoren, krajevi
zlijeba MHC molekule skupine II su otvoreni. Zbog toga peptidni antigen viri izvan ovih
molekula te su one na ovaj na¢in u mogucnosti vezati veée peptide, sastavljene od 13 do 24 (25)
aminokiselina (RUDENSKY i sur., 1991.; HUNT i sur., 1992.; NEWCOMB i CRESSWELL,
1993.; CHICZ i sur., 1993.; CRESSWELL, 1994.).



Za razliku od B lanca MHC molekule skupine I, B lanci MHC molekule skupine Il izrazito su
polimorfni. U populaciji moze biti prisutno i do nekoliko stotina razli¢itih alela. Zbog toga
heterozigotna jedinka na povrSini svojih stanica moze imati izlozeno i vise od deset MHC
molekula skupine 11 (ANDREIS i sur., 2004.).

HLAI

molekula HLA II molekula

Vezno mjesto

antigena-zatvoren Zlijeb Y etz_no mje:o i
antigena-otvoreni
Flijeb

Membranska o S e a 3
distalna domena 2 | 1 1 S, 63}

i S
Membranska (e 5} % % (¢5] % § ljZ
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Transmembranska
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Citoplazmatska
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)

Slika 1. Molekularna grada skupina HLA | i HLA 1l. Preuzeto i prilagodeno iz
TANKESHWAR, 2017.

2.2.4. Uloga MHC sustava u specificnom imunolo§kom odgovoru
Kao §to je ve¢ spomenuto, antigen prezentirajucu ulogu imaju samo MHC molekule skupine I 1
skupine I1. Uloga ovih dviju skupina razlikuje se kako u nacinu obrade i podrijetlu proteinskog

antigena tako i u na¢inu njegovog prezentiranja.

Molekule MHC | nalaze se na svim stanicama s jezgrom i prezentiraju peptide podrijetlom od
proteina koje je sintetizirala sama stanica. Kod zdravih stanica ovo su autologni proteini te
citotoksi¢ni T-limfociti (CD8+ T-limfociti, eng. cytotoxic T lymphocyte, CTL) na njih nece
reagirati, odnosno nece ih prepoznati kao strani antigen. Medutim, ukoliko se na povrsini stanice
nalaze peptidi koji u sebi sadrze mutirane sekvence (npr. kod tumora), podrijetlom mikrobnog
antigena (npr. kod virusnih infekcija) ili stranih polimorfnih gena (npr. transplantanti), CD8+ T-
limfociti ¢e ovakve stanice prepoznati kao strane i zapoceti kaskadu imunoloskih reakcija s
ciljem njihovog unistenja (KENNETH i sur., 2016.). Vlastiti i strani proteini su u proteosomu
razloZeni na peptidne fragmente (MICHALEK 1 sur., 1993.; ROCK 1 sur., 1994.). Ove peptide u
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vecoj mjeri uniStavaju ili dalje skrac¢uju enzimi peptidaze koji se nalaze u citosolu (REITS i sur.,
2003.), no neki uspijevaju prezivjeti ovo 1 pobjeci u endoplazmatski retikulum (ER) pomocu
transportne molekule povezane s obradom antigena (eng. transporter associated with antigen
processing, TAP) koja je ugnijezdena u ER-u (NEEFJES i sur., 2011.). Tu je i mjesto sinteze
kompleksa MHC-peptid (CRESSWELL i sur., 1999.). Ovo su obi¢no peptidi to¢no odredene
veli¢ine od osam do deset aminokiselina. Ovi kompleksi bivaju zatim transportirani do povrSine
stanice gdje ¢e biti prezentirani CD8+ T-limfocitima (SCHUMACHER i sur., 1990.; KELLY i
sur., 1992.).

Molekule MHC 1l nalaze se na antigen prezentirajuim stanicama kao §to su B limfociti,
monociti, makrofagi, dendriticke stanice i takoder na epitelnim stanicama uslijed reakcije na
upalne signale. One prezentiraju antigen pomoc¢nickim T-limfocitima (CD4+ T-limfociti) i
aktiviraju ih (UNANUE i sur., 2016.). Proupalni citokini koje otpustaju aktivirani CD4+ T-
limfociti [npr. interleukin-2 (IL-2), IL-4, IL-5 ili y-interferon] pojacavaju ukupni imunoloski
odgovor tako §to poticu proliferaciju T i B-limfocita, aktivaciju makrofaga ili diferencijaciju B-
limfocita. Aktivacija CD4+ T-limfocita moze, iako rijede, dovesti do citolize kao §to je slucaj
prilikom aktivacije CD8+ T-limfocita putem MHC | molekula (CRESSWELL, 1994.). Molekule
ove skupine na sebe vezu veéinom peptide podrijetlom proteina koji su uneseni izvana. Ovo
mogu biti stani¢ni povrSinski proteini, topljivi proteini te razli¢iti mikroorganizmi kao $to su
virusi, bakterije ili protozoe koji prodiru u stanicu ili su fagocitirani (CRESSWELL, 1994.). Ovi
su peptidi ve¢i od onih koje prezentiraju MHC I molekule, uslijed toga $to je PBR otvorenih
krajeva §to omogucuje peptidima da se protezu i izvan zlijeba (STEM 1 sur., 1994). Za razliku od
peptida vezanih na MHC I molekule koji se preraduju u proteosomu, peptidi vezani na MHC I

molekule preraduju se u endolizosomu nakon endocitoze ili fagocitoze (SURI i sur., 2006.).

2.2.5. Geni MHC sustava

Podru¢je MHC sustava zauzima veliki dio ljudskog genoma i veli¢ine je otprilike Cetiri milijuna
baznih parova (Mb) (KULSKI i INOKO, 2005.). Smjesten je na ,,p kraku“ kromosoma 6,
odnosno 6p21.31 (ELLIS i sur., 2006.; KULSKI i INOKO, 2005.; THE MHC SEQUENCING
CONSORTIUM, 1999.). Kod mnogih vrsta postoji nekoliko kopija svakog gena i iako je vecina
njih u svom aktivnom obliku, neke kopije predstavljaju pseudogene (BECK i sur., 1999.). Neki
smatraju da je ova duplikacija gena evolucijska strategija koja omogucuje da uvijek postoji jedan

gen s ve¢ postojecom aktivnom ulogom, dok je kopija tog gena slobodna preuzeti novu ili
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promijenjenu ulogu (OHNO, 1970.). Geni MHC skupine | i MHC skupine Il koji kodiraju
antigen prezentiraju¢e MHC molekule nazivaju se klasi¢nim MHC genima (BECK i sur., 1999.).
Unato¢ tome $to su MHC geni najvarijabilniji geni unutar ¢itavog genoma pojedinca (MEYER i
THOMSON, 2001.; PIERTNEY i OLIVER, 2006.), aleli unutar jedne populacije imaju
poprili¢éno ravnomjernu distribuciju (HEDRICK i THOMSON, 1983.). Posljedica ovoga je da
pojedini MHC aleli unutar jedne vrste pokazuju veéu povezanost s alelima drugih vrsta, nego $to
to pokazuju s ve¢inom alela unutar svoje vrste. Ova pojava naziva se meduvrsni polimorfizam
(KLEIN,1980.; PARHAM i sur., 1989.). Tako se doslo do zakljuc¢ka da mora postojati neki oblik
ravnotezne selekcije koji odrzava ovaj oblik genetickih varijacija (HEDRICK i THOMSON,
1983.; MARKOW i sur., 1993.).

Pojedini MHC aleli razli€itih gena ¢eS¢e se nasljeduju zajedno (kao MHC haplotipovi) nego §to
bi to bilo za oCekivati s obzirom na slucajni odabir. Ova Se pojava naziva neuravnotezeno
vezanje alela (eng. linkage disequilibrium, LD) (RAYMOND i sur., 2005.). Ovako usko
povezani razli¢iti geni na istom kromosomu imaju vrlo niski postotak rekombinacija (MEHRA,
2005.). Time je onemogucen ucinak negativne selekcije koja bi u protivnom ovim putem
uklanjala recesivne nepozeljne mutacije na inace pozeljnim haplotipovima. Moguée je da je
upravo ovo objaS$njenje za pojavu heterozigotne prednosti jer na taj nacin ove recesivne
nepozeljne mutacije nece biti ispoljene, a pozeljni haplotipovi ¢e i dalje biti prisutni (VAN

OOSTERHOUT, 2009.).

2.2.6. Geneticka struktura HLA skupine I i HLA skupine Il
Geni HLA skupine | zauzimaju podrucje ljudskog genoma veli¢ine od oko dva Mb. Ovo

podrucje genoma sastoji se od tri regije koje kod ljudi ¢ine HLA-A, HLA-B i HLA-C geni. Oni
su visoko polimorfni i nazivaju se ,.klasi¢ni“ geni. Jedna druga regija HLA skupine | sastoji se
od ,,ne-klasi¢nih* gena koji imaju znatno smanjeni polimorfizam i varijabilnu tkivnu ekspresiju
te nemaju ulogu u prezentiranju antigena. Geni MHC skupine | visoko su konzervirani i unutar
vrste i medu vrstama (GUILLEMOT i sur., 1986.). Citava genska regija nalazi se na $estom
kromosomu, osim gena koji kodira B2 mikroblobulin. Kod ljudi on se nalazi na 15-om
kromosomu. Taj gen, kao i njegov proteinski proizvod, nije varijabilan i jednak je unutar svake
vrste (GOLUB i GREEN, 1991.).



Druga HLA skupina obuhvaca podrucje ljudskog genoma veli¢ine preko jedan Mb i podijeljena
je u Sest podregija unutar jedne HLA-D regije: HLA-DR, -DQ, -DP, -DO, -DN i -DM (MEHRA,
2005.). Unutar svakog gena nalazi se pet do Sest razlicitih eksona, isprekidanih regijama introna.
Podregija HLA-DR sadrzi veéi broj visoko polimorfnih beta gena (DRB) i samo jedan
monomorfan ili neznatno polimorfan alfa gen (DRA) (MEHRA, 2005.). Pokazalo se da je HLA-
DRBI1 najpolimorfniji gen u odnosu na preostalih osam koliko ih je otkriveno u Covjeka
(DOXIADIS i sur., 2012.). Zbog visokog stupnja polimorfizma on je opsezno proucavan i kod
razli¢itih vrsta Zivotinja; npr. kod porodice Bovidae, te kod pasa i ma¢aka (AMMER i sur., 1992;
YUHKI i O'BRIEN, 1997; WAGNER i sur., 1999.). Polimorfnost poprima najvece razmjere kod
gena skupine 1 i skupine Il na podrué¢ju eksona koji kodiraju a i p domene, a koje vezu obradene
peptide. Unutar skupine I to su drugi i treci ekson koji kodiraju a1 i a2 domene, a unutar skupine
Il to je drugi ekson koji kodira al i B1 domene (HUGHES i NEI, 1988.; HUGHES i NEI, 1989.;
HEDRICK i sur., 1991.; LITTLE i PARHAM, 1999.). Ova mjesta takoder pokazuju i veéi
stupanj heterozigotnosti nego Sto to pokazuju susjedni nukleotidi (HEDRICK 1 sur., 1991.). Za
razliku od ljudi kod kojih postoji nekoliko kopija istog gena, kod pasa postoje pojedinacni
funkcionalni geni za DRB, DQA i DQB genska mjesta (WAGNER, 2003.). Postoje istrazivanja
kod pasa u kojima je zabiljezeno prisustvo nepotpune kopije DRB (WAGNER, 2003.) i DQB
gena (WAGNER i sur., 1998.).

DM LMP/TAP DQ DR B € A
o B B a B1 B3 Baps o

HLA I HLA Il HLAI
Slika 2. Geneticka struktura glavnog sustava tkivne podudarnosti kod ¢ovjeka.

2.3. DLA sustav
Pas predstavlja idealnu vrstu za rasvijetljavanje odnosa izmedu gena MHC sustava i njihovog

utjecaja na niz imuno-bioloskih funkcija. Preko 400 zasebnih pasmina proizaslo je iz selektivnog
uzgoja pasa, koji je zasluzan za pojavu ove iznimne fenotipske raznolikosti te za njeno

odrzavanje. Ovako ustaljene pasmine pasa predstavljaju geneticke paralele s populacijama ljudi
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kod kojih postoji visok stupanj razmnoZavanja u srodstvu (KENNEDY i sur., 2012.). Selektivni
uzgoj pasa razlog je pojave parenja u srodstvu kojim se postize ujednacenost fenotipskih
obiljezja i karakternih osobina. S druge strane, ovo znacajno smanjuje geneticku raznolikost
MHC sustava za koju se smatra da proizlazi iz prilagodbe na selekcijski pritisak od strane
nanovo prilagodenih patogena te potrebe za raznim nacinima izbjegavanja parenja u srodstvu
(APANIUS i sur., 1997.; PATERSON, 1998.; BERNATCHEZ i LANDRY, 2003.). Ova
prilagodba ¢e za posljedicu imati manju pojavu homozigota u prirodno nastalim populacijama
gdje je prisutno razmnozavanje van srodstva (BLACK i SALZANO, 1981.; RITTE i sur., 1991.;
NEVO i BEILES, 1992.), sto kod danas$njih pasa nije slucaj. S obzirom na sve navedeno, trebali

bismo mo¢i uvidjeti vaznost i ulogu DLA sustava u patogenezi zaraznih i ostalih bolesti pasa.

2.3.1. Pocetna istrazivanja i rezultati
Pocetna istrazivanja DLA sustava ukljuéivala su stani¢ne, seroloske i imunokemijske analize.

Tako je ovaj genski sustav bio razdijeljen na Cetiri podrucja: DLA-A, DLA-B, DLA-C (BULL i
sur., 1987.) i DLA-D (DEEG i sur., 1986.). Molekule podrijetlom DLA-A gena okarakterizirane
su kao molekule skupine I prema njihovoj povezanosti s B2 mikroglobulinom (KRUMBACHER
i sur., 1986.). Molekule DLA-B gena pokazale su tipi¢ne karakteristike molekula skupine II te se
doslo do zakljuka da su prisutne na gotovo svim limfocitima, Sto nije slucaj kod ljudi
(DOXIADIS i sur., 1989.). Molekularne analize zapocele su krajem 1980.-ih koriste¢i gene HLA
sustava kao model. U DLA skupinu I svrstalo se otprilike osam genskih mjesta (SARMIENTO i
STORB, 1989.), dok su se tri genska mjesta u skupini Il pokazala izuzetno polimorfnima. To su
DRB, DQA i DQB (SARMIENTO i sur., 1990., 1992., 1993.). Gensko mjesto DRA pokazalo se
monomorfnim (WAGNER i sur., 1995.). Ubrzo se precizno odredilo i toéno mjesto DLA sustava
unutar genoma pomocu fluorescencijske ,,in situ“ hibridizacije (eng. fluorescence in situ
hybridization, FISH). Tako je DLA sustav smjesten na kromosom 12 (DUTRA i sur., 1996.).
Jedan od gena (DLA-79) skupine I pokazao je ograni¢eni polimorfizam i relativno slabu
ekspresiju u raznim tkivima, zbog ¢ega je svrstan u skupinu ne-klasi¢nih ( skupina Ib) gena
(BURNETT i GERAGHTY, 1995.). Klasi¢ni (Ia) geni u usporedbi s Ib genima imaju veci
stupanj ekspresije u vise razli¢itih tkiva te su polimorfniji (WAGNER i sur., 1999.). Unutar
skupine I ovo su DLA-88, DLA-12 i DLA-64. Analizom sekvenci pokazalo se da su ovo potpuni
geni koji su prisutni u pseé¢im leukocitima (BURNETT i sur., 1997.). Cini se da je DLA-88
polimorfniji od DLA-12, DLA-79 ili DLA-64 (GRAUMANN i sur., 1998.). Preostali geni
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pokazali su se kao pseudogeni (BURNETT i sur., 1997.). Svi ovi polimorfizmi bili su utvrdivani
na psima krizanih pasmina te su pokazali, osim DLA-64, prisustvo nesinonimnih substitucija
nukleotida koje su vodile ka promijeni aminokiselinskog slijeda u sekvenci. Veéinom su ove
substitucije bile prisutne unutar veznog mjesta antigena. Broj aminokiselina koje su se
razlikovale izmedu alela varirao je od jedan do pet (BURNETT i GERAGHTY, 1995
WAGNER i sur., 1995., 1996.a, ¢, 1998.; BURNETT i sur., 1997.; GRAUMANN i sur., 1998.;).
Unutar DRB genskog mjesta otkriven je jedan izrazito polimorfan gen (DLA-DRBL1) te jedan
pseudogen (DLA-DRB2) (WAGNER i sur., 1996.b, c). Takoder, unutar DQ genskog mjesta
utvrden je jedan DQA gen ograni¢enog polimorfizma (WAGNER i sur.,, 1996.a), jedan
polimorfni DQB gen te jedan DQB pseudogen (WAGNER i sur., 1998.). Mnogi geni DLA
skupine Il pokazali su se ortolognima s ljudskim HLA 1l genima (DEBENHAM i sur., 2005.).
Jedna studija utvrdila je slicnost od 87% izmedu nukleotida DLA-DRB1 i HLA-DRB1
(SARMIENTO i STORB, 1990.).

2.3.2. Geneticka i molekularna grada DLA skupine I
Ovu skupinu ¢ini sedam genskih mjesta od kojih je Sest smjesteno na kromosomu 12, a jedan gen

(DLA-79) smjesten je na kromosomu 18 (BURNETT i GERAGHTY, 1995.; DUTRA i sur.,
1996.). Otprilike 0,5Mb ove skupine nalazi se na kromosomu 35 te se smatra da je ova podjela u
genomu nastupila prije podjele mesojeda na Canidae i Felidae (YUHKI i sur., 2007.). Tako je
DLA skupina | za razliku od HLA skupine I rasporedena na ¢ak tri kromosoma. Samo ¢etiri od
ovih sedam gena kodiraju fukcionalne MHC komplekse, a to su DLA-12, DLA-64, DLA-79 i
DLA-88 (BURNETT i sur., 1997.). U skupinu klasi¢nih gena pripada samo izrazito polimorfan
DLA-88 (GRAUMANN i sur., 1998.; WAGNER i sur., 2000.), dok ostali ne pokazuju tipi¢ne
karakteristike te skupine (BURNETT i GERAGHTY, 1995.; BURNETT i sur., 1997.;
GRAUMANN i sur., 1998.). Svi aleli gena DLA-88 pokazuju visok stupanj polimorfizma na
podrucju drugog i treCeg eksona, Koji se sastoje od ustaljenih i hipervarijabilnih regija i kodiraju
al i a2 domene veznog mjesta antigena (GRAUMANN i sur., 1998.; KENNEDY i sur., 2001.).
Nedavno se pokazalo kako je polimorfnost DLA- 64 i DLA-12 ipak veca nego Sto se to prije
smatralo (MIYAMAE i sur., 2017.). Tako pitanje kojoj od ove dvije skupine gena unutar DLA
skupine | oni pripadaju, ostaje pod upitnikom do daljnjega. Gen DLA-79 smatrao se ne-
klasi¢nim genom (BURNETT i GERAGHTY, 1995.; BURNETT i sur., 1997.; GRAUMANN i

sur., 1998.), iako se kasnije pokazalo da ima umjeren stupanj polimorfizma zbog Cega bi se
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mogao svrstati medu klasi¢ne gene (YUHKI i sur., 2007.). Za razliku od ostalih gena, ovaj gen
pokazuje posebno visoku ekspresiju u miSi¢nom tkivu. Takoder, njegova proteinska struktura
razlikuje se u dodatku jedne aminokiseline unutar ol domene veznog mjesta antigena.
Posljedicno, peptidi koji ¢e se vezati takoder ¢e imati drugaciju strukturu od peptida koji se vezu
na ostale molekule ove skupine (BURNETT i GERAGHTY, 1995.). Ostali geni su pseudogeni
koji ne pokazuju potpunu homolognost s drugim genima skupine 1 (BURNETT i sur., 1997.).
Analizom kompletnog genoma pasmine bokser pokazalo se da je jedan od njih smjeSten na

sedmom kromosomu (YUHKI i sur., 2007.).

Spomenuto je kako je pojava duplikacije MHC gena kod pasa izrazito rijetka i svedena na gene
DLA skupine I1. No, ovo se promijenilo kada je zamije¢ena moguéa duplikacija DLA-88 gena,
odnosno njegova dva alela (ROSS i sur., 2012.). Kasnije se pokazalo da se ovi aleli nalaze u
podru¢ju DLA-12 genskog mjesta te je moguce da pripadaju potencijalno novom genskom
mjestu (MIYAMAE i sur., 2017.).

Molekularna struktura ove skupine prikazana je, prema dosadas$njim podatcima, specificno kod
pasa tek nedavno (XIAO i sur., 2016.). Kako je bilo i za ocekivati, utvrdeno je da DLA 1
molekule pokazuju zajedni¢ka obiljezja s MHC I molekulama ostalih sisavaca $to se tice
topologije i organizacije domena (BJORKMAN i sur., 1987.; LIU i sur., 2011.). Teski a lanac
sastoji se od tri domene, te njegove dvije o uzvojnice Cine okvir koji omeduje B plocu i tako
zajedno formiraju Zlijeb veznog mjesta antigena. Treca domena vezana je uz 2 mikroglobulin.
U usporedbi sa strukturama MHC | molekula drugih kraljeznjaka, pseca se pokazala izrazito
sli¢cna ljudskoj MHC I molekuli (XIAO i sur., 2016.).

2.3.3. Geneticka i molekularna grada DLA skupine 11
U pocetnim studijima bilo je utvrdeno prisutstvo dva DRB genska mjesta, dva DQB genska

mjesta, jedno DOB gensko mjesto (SARMIENTO i STORB., 1988.a) te jedno DRA i DPA
gensko mjesto zajedno sa dva DQA mjesta (SARMIENTO i STORB, 1988.b). Daljnje analize
DQA genskog mjesta nisu utvrdile duplikaciju ovog gena (WAGNER i sur., 1996.a), a ovo se
potvrdilo i kasnije. Tada je i potvrdeno prisutstvo DLA-DRA, DLA-DQAL, DLA-DQB1, DLA-
DRB1 i DRB2 te pseudogena DLA-DQB2, DPA i dva DPB pseudogena (DEBENHAM i sur.,
2005.). Ova potonja DP regija pokazala se kao nefunkcionalna kod pasa (DEBENHAM i sur.,
2005.). Gen DLA-DRAL pokazao se kao monomorfan, dok su se DLA-DRB1, DQAL i DQB1
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geni pokazali polimorfnima (KENNEDY i sur., 1999.; 2000.) Struktura DLA 1l gena vrlo je
dobro oCuvana medu sisavcima, te izmedu ljudi i pasa postoji ortologna veza ovih gena
(WAGNER i sur., 1999.). To znaci da su ovi geni nastali tijekom razdvajanja vrsta i u jednom
trenutku imali zajednickog pretka (FITCH, 2000.). To nije sluc¢aj kod DLA | skupine. Tu je svaki

pojedini gen nastajao zasebno i specifi¢no za vrstu (YUHKI i sur., 2007.).

Za razliku od opisane molekularne grade DLA I molekula, za ovu skupinu nisu pronadeni
podatci osim onih ve¢ navedenih za istu skupinu kod ljudi. Sudeéi prema veé spomenutoj znatnoj
slicnosti izmedu grade DLA 11 HLA I molekula, analogno bi se dalo zakljuciti da ¢e ovo biti
sluc¢aj i kod molekula DLA 1l skupine. Uz navedenu ortologiju HLA 11 i DLA Il gena, u prilog
ovome govori 1 ¢injenica da se za dokazivanje ekspresije DLA II molekula koriste monoklonalna
ljudska protutijela koja pokazuju postojanje krizne reakcije s ovim molekulama (DOVEREN i
sur., 1985.; RIMMELZWAAN i sur., 1990.). Nadalje, zamijeCena je nevjerojatna sli¢nost
veznog mjesta antigena izmedu jednog od alela DLA skupine I i alela HLA skupine I na temelju
homolognosti sekvenci u podruéju al i a2 domene i aminokiselinskih ostataka unutar ovog
podruc¢ja (BARTH i sur., 2016.).
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Slika 3. Komparativni prikaz geneti¢ke strukture i genomske pozicije HLA i DLA sustava.
Prilagodeno iz MIYAMAE i sur., 2017.

2.3.4. Polimorfnost DLA sustava
Polimorfnost DLA sustava znacajno se razlikuje kada se promatra na razini pojedine pasmine i

usporeduje s njenom pojavom kroz razli€ite pasmine unutar populacije. Naime, DLA sustav
unutar jedne pasmine pokazuje puno manji stupanj polimorfnosti od polimorfnosti koja je
prisutna medu razli¢itim pasminama. Ovo je potvrdeno jednim opseznim istrazivanjem na preko
80 razli¢itih pasmina zajedno s grupom krizanih pasmina. Raznolikost se temeljila na broju alela
pojedinog genskog mijesta i broju njihovih kombinacija (haplotipova), kao i na frekvenciji tj.
ucestalosti njithovog pojavljivanja unutar pojedine grupe pasa. Naravno, zbog vece geneticke
raznolikosti, broj alela i haplotipova pokazali su se ve¢ima kod krizanih pasmina. S druge strane,
kod vecine Ccistokrvnih pasmina ova raznolikost bila je ograni¢ena te je stupanj DLA
homozigotnosti bio ve¢i. Ovo potvrduje visoki stupanj uzgoja u srodstvu kod velikog broja
pasmina. Sklonost pojavi homozigota pokazale su rijede pasmine kao $to su bichon frise, lhasa
apso, leonberger, samojed i druge. Za razliku od njih, ¢e$¢e prisutne pasmine zastupljene u
veéim populacijama pokazale su sklonost pojavi heterozigota (njemacki ovcar, labrador retriver,

zlatni retriver i border colli).
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Neki od alela i haplotipova pokazali su se gotovo karakteristi¢cnima samo za pojedinu pasminu,
dok su drugi pokazali vecu proSirenost medu razli¢itim pasminama. Za nekoliko DRB1 alela
pokazalo se da su prisutni kod velikog broja pasmina, iako je njihova zastupljenost primjetno
varirala unutar pojedinacne pasmine. Tako je frekvencija za DRB1*001 bila 3.8% kod
vajmarskih pticara, dok je kod zapadnoskotskih bijelih terijera ona bila ¢ak 73.1% (KENNEDY i
sur., 2002.a). Medupasminske varijacije toliko su znatne da se u nekim slu¢ajevima pokazalo
kako nema nikakvog poklapanja u alelima i haplotipovima izmedu pojedinih pasmina, npr.
dobermana i zapadnoskotskih bijelih terijera. Neke pasmine pokazale su veéi raspon u broju alela
i haplotipova, kao npr. ve¢ spomenute zastupljenije pasmine (KENNEDY i sur., 2002.a).
Nasuprot tome, neke pasmine kao $to su doberman i rottweiler pokazale su prisutnost svega dva

DRB1 alela unutar ¢ak 20 testiranih Zivotinja (KENNEDY i sur., 2002.a).

Geni DQAl i DQB1 imaju puno manji stupanj polimorfnosti od DRBI1, ali njihove
medupasminske varijacije pokazuju istu, ve¢ spomenutu dinamiku. Zanimljivo je $to neki aleli
dolaze u tocno odredenim kombinacijama s drugim alelima, dok neki mogu postojati u vise
razli¢itih kombinacija (KENNEDY i sur., 2002.a). Jedan od mogucéih razloga je, na primjeru kod
ljudi, da pojedini alel upotpunjuje ulogu nekog alela na drugom genskom mijestu te je pozeljno
da se onda i pojavljuje s njim u kombinaciji (HIRAYAMA i sur., 1987.). Drugi moguéi razlog je
da postoji odredena funkcionalna prednost pojedinih kombinacija alela nad ostalima
(FESTENSTEIN i sur., 1986.; KWOK i sur., 1993.).

Pokretacke sile iza ovih medupasminskih varijacija postaju o€ite kada se osvrne na danasnju
uzgojnu praksu koja se razlikuje od nekadasnje. U pocetku se malo kada moglo sprijeéiti parenje
pripitomljenih zenki s divljim psima tako da su starije populacije pasa bile izlozene vecem
genetiCkom materijalu i veCem broju alela. Veéina danasnjih pasmina nastala je unazad 150
godina iz vrlo malog broja Zivotinja koje su bile temelj za osnivanje pasmine, a Cesta praksa
uzgajivaca je da koriste jednog kvalitetnog muZjaka za oplodnju veceg broja Zenki kako bi se
njegov pozeljni geneticki materijal proSirio kroz pasminu. Zato se moze ocekivati da Ce starije
pasmine pasa imati veci raspon alela na pojedinim lokusima, za razliku od novijih pasmina kod
kojih ¢e ovo biti ograniceno (KENNEDY 1 sur., 1999.). Ovo je slu¢aj kod njemackih ovcara i
labradora za koje je poznato da postoje kao pasmina ve¢ preko 1000 godina (WAYNE, 1993.), te

posjeduju veéi broj alela od ostalih pasmina. Nadalje, ovo su vrlo popularne i zastupljene
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pasmine Sto je razlog zasto broj zivotinja unutar ovih populacija nikada nije drasticno pao i
ugrozio geneticku raznolikost. Suprotno je slucaj kod rijetkih pasmina koje nikada nisu imale
veliku populaciju na raspolaganju te je njihov broj znatno pao onog trena kada su prestale biti
popularne. Ovo je rezultiralo gubitkom geneticke raznolikosti (KENNEDY i sur., 1999.) sto se
vidi iz ve¢ spomenute Cinjenice da je njihov stupanj homozigotnosti puno ve¢i od onog kod

zastupljenijih i popularnijih pasmina.

Kada promatramo polimorfnost DLA sustava u populaciji pasa potrebno je uzeti u obzir i
geografsko podrugje pojedinih populacija. Cini se da ¢e raspon varijacija DLA gena biti to veéi
Sto ¢e viSe pasa biti obuhvaéeno s razliitih geografskih podrucja. Tako se pokazalo za neke alele
i haplotipove koji su bili specifi¢ni za pojedine pasmine (papillon i shih tzu), da su prisutni i kod
krizanih pasmina s podrué¢ja Brazila (KENNEDY i sur., 2002.b). Ovo je pokazalo i istrazivanje
na vukovima gdje se utvrdilo da vukovi s podru¢ja Kanade pokazuju veéi stupanj varijacija DLA

alela i haplotipova od vukova s podrucja Aljaske (KENNEDY i sur., 2007.a).

Sto se ti¢e polimorfnosti DLA I gena, ona nije toliko opseZno proucena kao kod DLA 1II gena.
Dosadasnja istrazivanja ipak mogu uputiti na slicnost s dinamikom polimorfnosti DLA 1l gena.
U DLA I skupini takoder postoji jedan gen (DLA-88) koji je polimorfniji od ostalih (MIYAMAE
i sur., 2017.), te se medupasminska varijabilnost ovog gena pokazala ve¢om od one unutar jedne
pasmine. Nadalje, neki aleli pokazali su se dominantnima unutar jedne pasmine dok su kod druge
bili zastupljeni u vrlo malom stupnju ili nisu bili uopée prisutni (ROSS 1 sur., 2012.). Stupan;j
homozigotnosti takoder je pratio ve¢ potvrdeni stupanj od 33-44% za DLA 1l gene (KENNEDY i
sur., 2002.a; KENNEDY i sur., 2007.b; ROSS i sur., 2012.). U odnosu na DLA 1l haplotipove,
pokazalo se da odredeni haplotip dolazi u kombinaciji s razli¢itim DLA-88 alelima 1 da ¢e u
pravilu unutar jedne pasmine biti moguc¢a samo jedna od tih kombinacija (KENNEDY i sur.,

2012.).

2.4. Klini¢ka vaznost HLA sustava u patogenezi bolesti
Populacijska istrazivanja koja su provodena zadnjih par desetlje¢a navela su niz bolesti kod ljudi

koje su prepoznatljivo ¢eSc¢e kod pojedinaca koji su nosioci odredenih alela. Tako je spondilitis
povezivan s HLA-B alelima, jedan HLA-DQBL alel povezan je s narkolepsijom te su neki HLA-
DRB1 aleli povezivani sa seropozitivnim reumatoidnim artritisom (HOLOSHITZ, 2013.).

Mehanizam u pozadini ove povezanosti HLA sustava i bolesti nije u potpunosti razjasnjen te bi
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se vec¢ina pretpostavki mogla svrstati u dvije kategorije. Prva govori o tzv. ,,zamijenjenom
identitetu gdje se bolest naizgled povezuje s odredenim alelom, a zapravo je glavni krivac drugo
gensko mijesto ili alel s kojim prvi dolazi u kombinaciji unutar haplotipa. Druga podrazumijeva
prezentiranje antigena i upucuje na imunoreaktivnost na vlastite antigene zbog poremecaja
prilikom selekcije repertoara T limfocita, krizna imunoreaktivnost sa stranim antigenima ili
imunoreaktivnost na promijenjene vlastite antigene (OLDSTONE, 1998.; NEPOM i KWOK,
1998.; HOLOSHITZ, 2013.; YIN i sur.,, 2013.). Primjer za prvu kategoriju je nasljedna
hemokromatoza za koju se mislilo da je povezana s HLA-A alelima te se kasnije utvrdilo da je
zapravo povezana s mutacijom jednog ne-klasicnog HLA 1 gena koji je vezan za te alele
(CARDOSO i sur., 2002.). Drugu kategoriju pretpostavki tesko je potvrditi jer postoje brojne
zapreke koje onemogucuju direktnu povezanost bolesti s prezentiranjem specifi¢nih antigena od
strane HLA-sustava. Neki aleli nisu vezani isklju¢ivo uz jednu bolest i mogu biti povezani i s
bolestima koje ne dijele patogenezu, ciljna tkiva niti antigene. Nadalje, neki aleli nisu niti vrsno
specifi¢ni 1 povezivani su sa slicnim bolestima kod razli¢itih vrsta (TANEJA i sur., 2007.).
Zadnje, ova povezanost alela zamijeéena je i kod stanja koja uopée ne ukljucuju prepoznavanje
antigena niti bilo kakvu imunolosku patogenezu (NISHINO i sur.,2010.). Svi ovi navedeni
ograni¢avajuci ¢imbenici vodili su do novih teorija koje bi mogle objasniti vezu HLA sustava i
bolesti. Jedna od aktualnijih je teorija koja u centar stavlja jednu polimorfnu regiju HLA
molekula koja je u obliku S$iljka te je o¢uvana kroz cijelu MHC porodicu. Ova regija kodira za
ligande specifi¢ne za svaki alel, koji aktiviraju razliCite signalizacijske puteve veZuci se s
receptorima izvan HLA sustava. Promjene u ovim putevima mogle bi biti uzrok bolestima koje
su vezane uz HLA sustav (DE ALMEIDA i HOLOSHITZ, 2011.). Ovaj Siljasti dio HLA 1
molekule nalazi se unutar 02 domene i ekvivalentan je f1 domeni HLA II molekula. Ovakve
strukture oCuvane su kroz cijelu porodicu MHC gena bez obzira imaju li oni ili nemaju ulogu u
prezentiranju antigena (RUDOLPH i sur., 2006.). Pokazale su se kao ligandi za NK receptore
kod klasic¢nih i1 ne-klasi¢nih HLA I molekula, Sto znac¢i da njihova uloga ne ovisi o prezentiranju
antigena (BOYINGTON i sur., 2000.). Kod HLA Ii HLA II molekula ta §iljasta regija obuhvaca
hipervarijabilne regije alela. Tako se prema ovoj teoriji smatra da HLA molekule mogu dovesti
do bolesti zbog svojih bioloskih ucinaka koji su specificno vezani uz same alele, neovisno o

tome prezentiraju li antigen ili ne (HOLOSHITZ, 2013.).
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Povezanost HLA sustava i pojedinih bolesti znatno se razlikuje unutar razli¢itih istrazivanja i
opsezne analize pokazale su da se, u najboljem slucaju, u daljnjim istrazivanjima moze ponoviti
ne viSe od pola dobivenih rezultata. Kao razlozi navode se greske u genotipizaciji, lo§ izbor
kontrolnih skupina, neuzimanje u obzir povezanost gena unutar haplotipova, razliite frekvencije
alela unutar populacija i drugi (DORAK, 2009.). Ovo je posebno problem kod zaraznih bolesti
gdje postoji vrlo malen broj onih za koje bi se ta uzro¢no-posljedi¢na veza HLA sustava i
obiljezja bolesti mogla potvrditi. Ovdje ¢e biti opisane neke od bolje istrazenih zaraznih bolesti
te navedene neke bolesti drugih etiologija, a koje pokazuju povezanost s HLA sustavom u

patogenezi.

2.4.1. Zarazne bolesti
Za dostatan imunoloski odgovor na neki patogen, HLA molekula mora vezati peptide patogena

proteinskog podrijetla te repertoar T limfocita mora ukljucivati to€no one klonove stanica koje
mogu biti aktivirane od strane ovih peptida vezanih na HLA molekulu. Ukoliko bilo koji od ovih
uvjeta nije ispunjen, pojedinac koji nosi odredenu kombinaciju alela moze postati podlozniji
odredenoj bolesti od onoga koji ima drugaciju kombinaciju alela (KLEIN 1 SATO, 2000.;
HILL,1998.).

Jedan od boljih primjera ove otpornosti je povezanost HLA 11 HLA II alela sa zaStitom od teSkih
oblika malarije u Africi. Tamo su infekcije ovim parazitom razmjerno Ceste, iako je stopa
smrtnosti djece pogodene kompliciranim oblikom bolesti (malarijskom ili cerebralnom
anemijom) niska. Tipiziranje tamo$nje populacije pokazalo je frekvenciju HLA-B*53 alela od
25% medu zdravim ljudima i djecom s blagim oblikom bolesti. Ovaj alel je rijedak medu ne-
africkim populacijama. Nasuprot ovome, frekvencija ovog alela je 15% medu pacijentima s
teSkim oblikom malarije. Moze se pretpostaviti da ovaj alel vrlo ucinkovito veZze peptide
podrijetlom parazitskog proteina i predocuje ih to¢no odredenim CD8+T-limfocitima. Potonje
potvrduje nalaz ovih citotoksi¢nih stanica kod pacijenata te izolacija peptida sporozoita iz HLA-
B*53 molekula. Posjedovanje odredenog DRB1/DQB haplotipa takoder je povezano sa zastitom
od malarijske anemije. Neki drugi HLA 1 i HLA Il aleli povezivani su s otpornosti prema
malariji kod ostalih africkih populacija (HILL, 1998.; GILBERT i sur., 1998.;KLEIN i SATO,
2000.; LOPEZ i sur., 2010.). Kod malarije nedostatak jake i jasne povezanosti HLA sustava i

bolesti posljedica je njene specificne biologije koja umanjuje vaznost HLA sustava. Naime,
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parazit se ve¢inom ne nalazi slobodno u krvi nego opstaje u unutarstani¢nim oblicima u
eritrocitima. Eritrocit je kao ciljna stanica primamljiv zbog svojeg hranjivog sadrzaja u obliku
zeljeza 1 proteina, ali takoder zbog nedostatka HLA ekspresije nakon enukleacije (VILLARTAY
i sur., 1985.). Tako je on u nemogucnosti obraditi i prikazati antigenske peptide i zapoceti steceni
imunoloski odgovor (CSERTI-GAZDEWICH i sur., 2011. ).

Jedna od zaraznih bolesti koja pokazuje ustaljenu povezanost s HLA sustavom je infekcija
virusom humane imunodeficijencije (eng. human immunodeficiency virus, HIV) i steCeni
sindrom imunodeficijencije (eng. acquired immunodeficiency syndrome, AIDS). Opsezne
genomske studije poduprle su prethodno zabiljezena geneticko-epidemioloska istrazivanja koja
su navela ulogu HLA alela kod razli¢itih obiljezja HIV infekcije. Tako svi dostupni dokazi
upucuju na HLA kao najznacajnije genomsko mjesto u kontroli ove bolesti unutar ljudske
populacije. Uzevsi u obzir teoriju heterozigotne prednosti, bilo bi za ocekivati da ¢e HLA
homozigotni pojedinci puno brze napredovati do AIDS-a od heterozigotnih pojedinaca. Ova
pretpostavka potvrdena je u jednom od istrazivanja gdje se pokazalo da je HLA | homozigotnost
u visokom stupnju povezana s brzim napretkom bolesti do AIDS-a. Ovome doprinose sva tri
genska mjesta pojedinacno te je ucinak najviSe bio naglasen kod pojedinaca koji su bili
homozigoti za dva ili sva tri genska mjesta. Sve u svemu, ovi podatci ukazuju nam na puno
ucinkovitiji 1 specificniji CTL odgovor na patogen od strane HLA heterozigota, budu¢i da su oni
u stanju prepoznati Siri spektar virusnih peptida. Takoder, moguce je i da virusu treba dulje
vrijeme kako bi nagomilao mutacije potrebne da izbjegne imunoloski odgovor kod heterozigota.
Jo§ jedna od mogucih teorija vezana je uz prednost rijetkih alela, koja tvrdi da se HIV
prilagodava na alele koji su ucestali u populaciji. Ti aleli imaju veliku vjerojatnost pojavljivanja
kod homozigota. S druge strane, za heterozigote je vjerojatnije da ¢e nositi rijetke alele u
kombinaciji s ucestalima, te su ovi pojedinci sposobniji obuzdati virus koji se na rijetke alele nije
dobro prilagodio (MARTIN i CARRINGTON, 2013.). U novijim istrazivanjima pokazalo se da
je ekspresija nekih alela HLA-A i HLA-B lokusa povezana s ve¢om koncentracijom virusa u
organizmu, smanjenim brojem CD4+T-limfocita i brzom progresijom do sindroma stecene
imunodeficijencije (RAMSURAN i sur., 2018.). Neki od HLA-B alela (*B27 i *B57) snazno su
pak vezani uz sporo napredovanje prema AIDS-u (KASLOW i sur., 1996.). Pojacana ekspresija
HLA-C lokusa povezuje se sa smanjenom koncentracijom HIV-a u organizmu (APPS i sur.,

2013.). Zamijeéen je i utjecaj medudjelovanja odredenih genskih mjesta HLA skupine | i
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receptora NK stanica na kontrolu HIV infekcije (RAMSURAN i sur., 2018.). Neke studije
potvrduju da bi i HLA skupina II mogla imati utjecaj na kontrolu HIV infekcije (JULG i sur.,
2011.; RANASINGHE i sur., 2013.). Tako se pokazala povezanost nekih DRB1 alela s ve¢om ili
manjom koncentracijom virusa (ORIOL-TORDERA i sur., 2017.). Neke od novijih spoznaja
povezale su i ulogu regulatornih T-limfocita u kroni¢nim virusnim infekcijama zajedno s ovim
zaStitnim HLA-B alelima. Pokazalo se da su CTL, koji su specifi¢ni i ograni¢eni na zaStitne
alele, puno otporniji prema potiskivanju aktivacije od strane regulatornih T-limfocita nego CTL
ogranic¢eni na alele koji nemaju zastitnu ulogu kod infekcije. Izostanak CTL potiskivanja kod
pojedinaca koji su nosioci zastitnih alela, omogucava ovim stanicama neprekidnu proliferaciju i
uklanjanje inficiranih stanica tijekom kronic¢ne infekcije. Ovime bi se moglo objasniti odgodeno

napredovanje bolesti kod ovakvih pacijenata (ELAHI i HORTON, 2012.).

Druga bolest koja je opsezno proucavana kroz globalnu populaciju je virusni hepatitis B 1 C.
Istrazivana je povezanost HLA sustava sa sklonos$¢u i otpornos¢u prema bolesti, tezinom bolesti,
odgovorom na terapiju interferonom i cijepljenje (SINGH i sur., 2007.). Povezanost HLA | gena
s ishodom infekcije virusom hepatitisa C (eng. hepatitis C virus, HCV) podrobno je istrazena
kod razlic¢itih etnickih populacija te su zabiljezeni kontradiktorni rezultati zbog etnickih i
geografskih razlika (MOSAAD i sur., 2010.). Zanimljivo je S$to postoji zaprepascujuce
podudaranje nekih HLA alela povezivanih s eliminacijom virusa kod HIV i HCV infekcija. Ovo
se odnosi najvise na HLA-B*27, jer se za ostale nisu pokazali odrzivi rezultati §to bi se moglo
povezati s razlikama u virusnim sekvencama kod odredenih subpopulacija. Aleli HLA-B*27 i
B*57 identificirani su kao zastitni aleli kod HIV kao 1 kod HCV infekcija. Brojna su moguca
objaSnjenja za ovu zajednicku ucinkovitost. Moguce je da su oba alela vezana uz druge gene u
istom haplotipu, te da su ti geni odgovorni za ovaj uc¢inak. Druga moguénost je da obje HLA
molekule odabiru epitope koji imaju utjecaj na sposobnost opstanka virusa. Tre¢e, moguce je da
je povezanost ovih alela samo posljedica odredene prevalencije gena u populaciji. U svakoj
populaciji vjerojatnije je da ¢e jedinke biti manje izlozene rijetkim alelima i da ¢e posljedi¢no za
njih i selekcija biti umanjena, pogotovo u onim populacijama u kojima je prevalencija odredene
bolesti tek nedavno porasla (PETROVIC i sur., 2012.).
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2.4. 2. Autoimune bolesti
Snazna povezanost HLA sustava i autoimunoloskih bolesti utvrdivana je ve¢ preko 50 godina. Za

nekoliko ovih bolesti utvrdena je povezanost HLA-DRB1-DQA1-DQB1 haplotipova. To su
reumatoidni artritis, dijabetes tip 1i Gravesova bolest. Kako ovi geni HLA 1l skupine imaju
ulogu u prezentiranju izvanstanicnih antigena pomoc¢nickim T-limfocitima, tako mozemo
pretpostaviti vaznost ovih imunoloskih puteva u zapocinjanju i napredovanju autoimunoloskih
bolesti. Osim HLA II skupine, s nekim bolestima povezivan je i HLA 1. Ovo ukljucuje izrazitu
povezanost HLA-B genskog mjesta s dijabetesom tip 1 te HLA-C genskog mjesta s multiplom
sklerozom i Gravesovom bolesti. Za razliku od HLA 1I, HLA 1 ima ulogu u prezentiranju
unutarstani¢nih antigena i njegova uloga kod nekih od ovih bolesti moze uputiti na virusnu ili
bakterijsku ulogu te na CTL ulogu u nastupu autoimunoloskih bolesti (GOUGH i SIMMONDS,
2007.).

2.5. Klini¢ka vaznost DLA sustava u patogenezi bolesti
Domaci pas, zbog svoje izrazite genetske homogenosti i posljedicnog znac¢ajnog rizika za razvoj

odredenih bolesti, predstavlja idealnu vrstu za razjasnjavanje geneti¢kih i1 okolisSnih ¢imbenika
koji stoje u pozadini etio-patologije velikog broja bolesti. Odavno je zamijeéeno od strane
veterinara kao i uzgojnih organizacija da neke bolesti predstavljavaju bitan problem kod
odredenih pasmina. One ukljucuju autoimunoloske reakcije, preosjetljivost, podloznost raznim
infekcijama, tumore, neuspjesna cijepljenja te cijepne nezgode (KENNEDY i sur., 2012.).
Nadalje, mnoge psefe bolesti homologne su s velikim brojem Iljudskih poremecaja
(OSTRANDER i sur., 2000.). Zbog navedenog, uloga domaceg psa kao modela u istrazivanjima

ovih bolesti; u potpunosti je jedinstvena.

2.5.1. Autoimune bolesti
Najranija istraZzivanja DLA sustava kroz svijetlo pse¢ih autoimunoloskih bolesti zapocela su jo$

1990. na temelju primjeCene povezanosti jednog alela s pojavom sistemskog lupusa kod
njemackih ov¢ara (TEICHNER 1 sur., 1990.). Od tada su istraZzene i brojne druge bolesti od kojih
vec¢ina pokazuje izrazitu klinicku sli¢nost s odredenim bolestima kod ljudi (KENNEDY 1 sur.,
2012.). Jedan od mnogih primjera je povezanost DQ i DR lokusa sa sklono$¢u i otpornos¢u na
tip 1 dijabetes kod ljudi (ERLICH i sur., 2008.). Vec¢ina ovih bolesti pojavljuje se kod raznih
pasmina pasa, iako dosta njih pokazuje vecu prevalenciju kod to¢no odredenih pasmina dok su

kod drugih izrazito rijetke. Tako se pokazalo da samojedi nose puno ve¢i rizik za pojavu

21



dijabetesa melitusa, dok je on kod boksera izrazito rijedak; ako se uopce i pojavi (CATCHPOLE
i sur., 2008.). Neki od alela predstavljaju rizik za istu bolest kod puno razli¢itih pasmina, dok su
neki ograni¢eni na odredene pasmine. Ovo je slucaj kod limfocitnog tiroiditisa gdje je DLA-
DQA1*00101 rizi¢an alel medu mnogim pasminama, a odredeni DRB1/DQA1/DQB1 haplotip
povezan je s boles¢u kod dobermana i velikog Snaucera (KENNEDY i sur., 2006.a; WILBE i
sur., 2010.a). S druge strane, neki aleli i haplotipovi pokazuju povezanost s vise razli¢itih bolesti.
Jedan od DLA II haplotipova primjecen je kod dijabetesa (KENNEDY 1 sur., 2006.b) i
Addisonove bolesti (HUGHES i sur., 2010.), a dva od tri genska mjesta ovog haplotipa
primjecena su i kod imunoposredovane hemoliticke anemije (KENNEDY i sur., 2006.c). Jedan
od DQAL alela povezan je sa simetri¢cnom lupoidnom onihodistrofijom (WILBE i sur.,2010.b),
limfocitnim tiroiditisom (KENNEDY i sur., 2007.c) i analnom furunkulozom (KENNEDY i sur.,
2006.a; KENNEDY i sur., 2008.; BARNES i sur., 2009.; WILBE i sur., 2010.a.).

2.5.2. Zarazne bolesti
Za razliku od ljudi, kod kojih je uloga MHC sustava u patogenezi zaraznih bolesti uvelike

priznata, kod domacih pasa ovo jos§ nije ni u zacetku. Istrazivanja povezanosti DLA sustava 1
virusnih zaraznih bolesti (bjesnoca, parvovirusni enteritis i Stenecak) provedena su na vukovima,
iako se mogu smatrati samo kao preliminarne smjernice zbog malog broja uzorkovanih Zivotinja
(KENNEDY i sur., 2011.) i previsokog koeficijenta uzgoja u srodstvu koji ne daje pravu sliku
ove povezanosti (HEDRICK i sur., 2003.). Genotipizacija roditelja i njihova tri legla meksickih
vukova provedena je nakon $to su zamijecena uginuc¢a od parvovirusnog enteritisa i Stenecaka.
Broj uzorkovanih Zivotinja bio je vrlo mali i genotipizacija je provedena na samo dva alela, te se
nije uspjelo do¢i do nekih znacajnih poveznica DLA sustava i ovih bolesti (HEDRICK i sur.,
2003.). Spomenuta dva alela nadena su u prijasnjem istrazivanju (HEDRICK i sur., 2000.) kada
je prouodavana razina genetskih varijacija za DRB1 gen. Nadena su dva alela, Calu-1 i Calu-2.
Pokazala su se znatno razli¢itima, budu¢i da su se razlikovali u ¢ak deset aminokiselina od njih
69. Vecina ovih razlika bila je prisutna unutar PBR-a $to upucuje na snazan utjecaj ravnotezne
selekcije, koja je moguce bila vezana uz otpornost na patogene (HEDRICK i sur., 2000.). Zbog
geneticke strukture roditelja U Spomenutom istrazivanju koje je slijedilo, samo je u jednom leglu
jedno Stene bilo homozigot za ove alele. Ovo onemogucava proucavanje moguceg djelovanja
heterozigotne prednosti unutar populacija. Spomenuto leglo oboljelo je od Stenec¢aka. Od

testiranih Stenadi jedno je prezivjelo i bilo je heterozigot, dok su ostala dva uginula. Od uginulih
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Stenadi, jedan je bio heterozigot i drugi je bio homozigot. U ostala dva legla oboljela od
parvovirusnog enteritisa sva su Stenad bila heterozigoti. U prvom leglu troje Stenadi je uginulo i
dvoje ih je prezivjelo. U drugom leglu dvoje Stenadi je uginulo, a dvoje ih je prezivjelo.
Frekvencije za oba alela bile su podjednake kod roditelja i kod njihovih potomaka (HEDRICK i
sur., 2003.).

Jos jedno iznimno vazno klinicko podrucje koje je kod pasa podistrazeno je utjecaj DLA sustava
na cijepni odgovor. Do sada je ve¢ viSe puta naglasena vaznost i uloga MHC sustava u
imunoloskom odgovoru. Hiporeaktivni imunoloski odgovor na cijepni antigen moze voditi do
infekcija i proboja imunosti (EK-KOMMONEN i sur., 1997.), dok hiperreaktivni odgovor
(TIZARD, 1996.) utjeCe na ucestalost cijepljenja i pojavu popratnih reakcija (TJALVE, 1997.).
Kljuéna uloga u steCenom imunoloskom odgovoru je varijabilnost polimorfnih MHC gena,
pogotovo MHC |1 alela i haplotipova. Razumijevanje ovog genetickog sustava moze biti vazno
ukoliko zelimo upravljati mehanizmima ovih imunoloskih odgovora, potaknuti zastitnu imunost
na bolesti te poboljsati izradu cijepiva i strategiju cijepljenja (KENNEDY i sur., 2011.). Kod
nekih domacih Zivotinja ve¢ se potvrdila uloga MHC sustava kod cijepljenja. IstraZivanja na
govedima pokazala su da su cijepna zastita kao i njen izostanak, povezani s polimorfnosti DRB3
gena ovog sustava (GLASS, 2004.). Usporedivanje titra protutijela kod etiopijskih vukova
cijepljenih protiv bjesnoce s njihovim DLA 1l haplotipovima, pokazalo je jedan koji je bio vezan
uz nesto slabiji odgovor na cijepljenje (KENNEDY i sur., 2011.). Kod pasa se pokazalo da je
ovaj odgovor pod pasminskim utjecajem, (KENNEDY i sur., 2007.d), $to nije zacudujuce s
obzirom na ve¢ spomenuti izrazen medupasminski polimorfizam DLA sustava. U navedenom
istrazivanju zamijecen je slabiji cijepni odgovor kod dobermana i rottweilera. Zanimljivo je $to
se upravo ove pasmine navode kao one koje imaju nisku geneti¢ku varijabilnost i vrlo malen broj

razli¢itih DLA alela, $to je ve¢ napomenuto.

Ostale bolesti koje se navode kao one koje su povezane s DLA sustavom, pripadaju parazitarnim
bolestima. Jedna studija povezala je DRB1*01502 alel sa znafajno veéom razinom
imunoglobulin G protutijela kod visceralne liSmanioze, te veCom vjerojatnosti za pozitivan PCR
(eng. polymerase chain reaction, PCR) nalaz. Aleli DQA1 i DQBI1 nisu pokazali znacajnu
povezanost. Zamijecena je veca genetiCka povezanost s imunoloskim i parazitarnim fenotipom,

nego s klinickim fenotipom. Razlog ovome mogli bi biti nespecifi¢ni simptomi kod ove bolesti,
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ali i moguénost postojanja vece geneti¢ke kontrole nad infektivnom dozom nego nad patoloskim
ucincima bolesti. Moguénost pojave ve¢ spomenutog ,,zamijenjenog identiteta” alela mogla bi se
iskljuciti, s obzirom na izostanak povezanosti pojedinacnih DQA1 i DQBI alela. Deset pasa koji
su postali inficirani nosili su ovaj DRB1alel i svi su bili heterozigoti. Zanimljivo je i §to se taj
alel ve¢inom pojavljivao u tocno odredenom haplotipu s ostalim alelima. U ovom istrazivanju jos
je jednom potvrdena razlika u frekvenciji alela s obzirom na geografsko podru¢je pojedinih
populacija. Ovo ne bi trebalo utjecati na rezultate, buduci da aleli koji su pokazivali znacajne
razlike u frekvenciji; nisu bili pojedinacno povezani s ovom bolesti (QUINELL i sur., 2003.).
Povezanost DLA sustava zamijecena je i kod juvenilne generalizirane demodikoze kod boksera,
argentinskog mastifa 1 krizanih pasmina. U ovom istraZivanju koriStena su tri mikrosatelitna
markera koja odgovaraju razli¢itim mjestima unutar ove kromosomne regije, 0dnosno prisutnim
alelima na tom podrucju. Cilj je bio prvenstveno odrediti podru¢je unutar DLA sustava koje je
usko vezano uz bolest, kako bi se u buduc¢nosti mogli izabrati specifi¢ni geni za genotipizaciju.
Dva markera imala su poziciju blizu podrucja DQB1 genskog mjesta, dok je tre¢i bio puno
udaljeniji. Sve tri grupe pokazale su visoki stupanj povezanosti odredenih alela s ovom bolesti.
Neki od alela bili su prisutni samo kod oboljelih pasa unutar svake grupe, dok su sasvim drugi
aleli bili prisutni kod njihovih kontrolnih skupina. Nadalje, neki od alela bili su znacajno ¢eSce
prisutni samo kod mastifa sto je potvrdilo ve¢ spomenutu izrazitu medupasminsku varijabilnost
DLA sustava. Pokazalo se da ovi aleli kod mastifa pripadaju podru¢ju genoma koje je puno

udaljenije od DQB1 mjesta, §to nije bio slu¢aj kod druge dvije grupe (IT i sur., 2010.).
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3. ZAKLJUCCI

1. Genomska pozicija HLA sustava, je na Sestom kromosomu, dok je DLA sustav razdijeljen na

¢ak tri razli¢ita kromosoma.

2. Najveci stupanj polimorfnosti zamijec¢en je u podrucju veznog mjesta antigena, kako kod ljudi

tako i kod pasa.

3. Molekularna grada DLA II skupine do danas nije istrazena, iako bi se na temelju prethodno

navedenog dalo pretpostaviti da je i ona vrlo sli¢na HLA II skupini.

5. Unutar DLA | skupine prisutan je znatno manji polimorfizam gena od polimorfizma gena

DLA II skupine, iako je 1 broj ovih istrazivanja puno manji nego kod DLA II skupine.

6. Kompleksnost geneticke strukture DLA skupine | je znatna s obzirom na postojanje
duplikacije DLA-88 gena ili moguéeg postojanja novog genskog mjesta, te njenu raspodjelu na
jo§ dva dodatna kromosoma. Vrlo vjerojatno ovo utje¢e na sliku polimorfnosti gena, te su

potrebna podrobnija istrazivanja kako bi ona postala jasnija.

7. Mnoge autoimune bolesti pasa koje se povezuju s DLA sustavom homologne su sa sli¢nim
poremecajima kod ljudi, zbog ¢ega on predstavlja vrijedan model u istrazivanjima. Uputno bi

bilo istraziti vrijedi li ovo 1 za zarazne bolesti.

8. Kod pasa je prisutan op$iran medupasminski polimorfizam i vrlo ograni¢en pasminski
polimorfizam. Ocituje se kroz postojanje haplotipova, alela 1 njihovih frekvencija specifi¢nih za
pojedinu pasminu, te dolazak pojedinih alela u to¢no odredenim kombinacijama s drugim
alelima u haplotipu. Ovo oteZava istrazivanja povezanosti pojedinac¢nih alela s utjecajem na

zarazne bolesti.

9. Buducéa istrazivanja na psima trebala bi se temeljiti na grupama pasa formiranih prema
pasminama ili na grupama krizanaca, te odredivanju utjecaja na bolesti kako pojedinac¢nih alela

tako i haplotipova u kojima oni dolaze.
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10. Slabiji cijepni odgovor kod dobermana i rotweilera moze biti posljedica njihove vrlo slabe
geneti¢ke raznolikosti DLA sustava. Istrazivanja na ovom podru¢ju mogla bi unaprijediti

imunoprofilaksu zaraznih bolesti pasa.
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5. SAZETAK
Glavni sustav tkivne podudarnosti (MHC) odreden je najpolimorfnijom skupinom gena u

kraljeznjaka, koji kodiraju za transmembranske stani¢ne receptore ovog sustava. Kod sisavaca
njega c¢ine tri skupine, od kojih MHC skupina I i II imaju ulogu u specificnom imunoloskom
odgovoru i prezentiranju antigena. Ovaj sustav kod ljudi (HLA) smjeSten je na Sestom
kromosomu, dok se kod pasa (DLA) on proteze na cak tri kromosoma. Najvec¢i stupanj
polimorfizma prisutan je u podru¢ju veznog mjesta antigena na receptorima obaju vrsta.
Molekularna grada DLA skupine I pokazuje znacajnu slicnost s HLA skupinom I, posebice u
podrucju veznog mjesta antigena. S druge strane, za DLA II skupinu ovo do sada nije istrazeno.
Ovaj rad ukazuje na potrebu za dodatnim istrazivanjima na ovom podruéju, te pretpostavlja da je
1 ovdje prisutna znatna slicnost s HLA sustavom. Geneticka struktura DLA skupine II pokazuje
ortolognu vezu s genima HLA II skupine, dok se geneticka struktura prve skupine razlikuje od
vrste do vrste. Polimorfizam je prisutan u puno vecem stupnju kod DLA skupine II, iako se
geneticka struktura DLA skupine I pokazala takoder dosta kompleksnom; a to mozZe mijenjati

pravu sliku polimorfizma njenih gena.

Pas predstavlja izvrstan model za istrazivanja povezanosti autoimunih bolesti s HLA sustavom,
no za zarazne bolesti ovo jo§ nije prepoznato. Zbog specificnosti DLA sustava u vidu visokog
stupnja medupasminske varijabilnosti gena, proucavanje ovih povezanosti dodatno je oteZano.
Neke smjernice za buduca istrazivanja bile bi formiranje grupa pasa prema pasminama, te
uzimanje u obzir utjecaja pojedinacnih alela i haplotipova na klini¢ku sliku i druge odrednice
bolesti. Utjecaj pojedinih alela zamijecen je kod koncentracije virusa u krvi, broja T-limfocita,
kontrole infekcije, tijeka bolesti i tezine klinicke slike kod HIV infekcija. U veterinarskoj
medicini do sada nije provedeno niti jedno uspjesno sli¢no istraZivanje na zaraznim bolestima
pasa, iako bi ono vrlo vjerojatno bilo od izrazitog klinickog znacaja; gledaju¢i po uzoru na
istrazivanja u humanoj medicini. Jo§ jedno vrlo bitno klinicko podrucje u veterinarskoj medicini
je odgovor na cijepni antigen. Slabiji cijepni odgovor povezivan je s pasminama rottweiler i
doberman, te je ovo moguca posljedica njihove izrazito slabe varijabilnosti DLA sustava. Slabiji
cijepni odgovor ve¢ je povezivan s odredenim DLA II haplotipom kod etiopijskih vukova.

Kljucéne rije¢i: glavni sustav tkivne podudarnosti, polimorfizam, ljudi, pas, bolesti
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6. SUMMARY

GENETIC DIVERSITY OF MHC AND ITS ROLE IN SPECIFIC IMMUNE RESPONSE IN
HUMANS AND DOGS

The mayor histocompatibility complex (MHC) is characterized by the most polymorphic group
of genes in the genome of vertebrates, which code for its transmembrane cell surface receptors.
In mammals it is comprised of three classes, two of which (MHC class | and MHC class Il) have
a role in specific immune response and antigen presentation. The human MHC (HLA) is located
at the sixth chromosome, while its canine counterpart (DLA) is widespread across even three
chromosomes. The greatest degree of polymorphism is present in the peptide-binding region of
both species. The molecular structure of DLA class | exhibits significant similarity with HLA
class |, particularly in this forementioned area. On the other hand, to this day, the latter is not
studied for the DLA class Il. This paper denotes the need for additional research in this area and
implies significant similarity with HLA as well. The genetic structure of DLA class Il highlights
an orthologues connection with HLA class Il genes, while the genetic structure of DLA class I is
species-specific. Genes of DLA class Il show a higher degree of polymorphism than genes of
DLA class I, although its genetic structure seems to be quite complex as well. This consecutively
may interfere with the real image of gene polymorphism.

The dog represents an excellent model for the research of connection between HLA and
autoimmune diseases, but this has not yet been recognized for infectious diseases. These
investigations are further hampered by extensive interbreed variability of the DLA system.
Guidelines in future research would consist of forming breed specific dog groups and
determining the influence of haplotypes as well as individual alleles on clinical phenotype and
other aspects of infectious disease. The influence of individual alleles was noted for viral load,
number of T cells, infection course and control, and severity of clinical symptoms in HIV
infections. It would be of outmost clinical importance to conduct similar reserach for canine viral
infections. Vaccine response is another important clinical aspect. Lower vaccine response in
Rottweilers and Dobermans may be due to their very low DLA gene diversity. The link between
one particular DLA 11 haplotype was already noted in Ethiopian wolves.

Key words: major histocompatibility complex, polymorphism, human, dog, disease
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