SVEUCILISTE U SPLITU
MEDICINSKI FAKULTET

TATJANA CATIPOVIC ARDALIC

GENETSKA PODLOGA RIZIKA OBOLIJEVANJA OD ZARAZNIH BOLESTI:
ULOGA RIJETKIH GENETSKIH VARIJANTI

Doktorski rad

Split, 2025.



Rad je izraden na Katedri za javno zdravstvo i Katedri za pedijatriju Medicinskog fakulteta
Sveucilista u Splitu

Voditelj rada prof. dr. sc. Ozren Polasek



SADRZAJ

0 B 0 0 7 ) U 1
1.1. Zarazne Dolesti........cceiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e e e eeeee 2
1.2. Zarazne bolesti | ZAravlje.......cccovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii 3
1.3. Je li gen iskljucivi krivac — genetska teorija zaraznih bolesti.........cccceeeiiiiiiiiiiiiiiiinininnnnnn. 5
1.4. Jedan gen ili ViSe @ena?.......ccoooviiiiiiiiiiiiiiiii 6

1.4.1. Primarne imuno@efiCiJenCife .....................o..cooweeoeeeeeeeeeeeeseeseeeseseeeesesesseseeeeseeeseseeeses e sesseeseseeesesee 6
1.4.2. 1diopatske i MENACISKE ifEKCIe....................ooeeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeseeseeees e eseseeeses e sesseesesee s 8
1.4.3. MONOZENSKI-UVJELOVANE IMFEKCIe .............eeoooeeeeeeeeereeeee e eeeeeee e s ee e eees e eeseeeene 10
1.5. Genetska arhitektura — prirodna selekcija i genetske varijante .......ccceeeiiiiiiiiiiiiiiiiiinnnnn. 12
1.6. Geni kandidati i cjelogenomske Studije.......ccceeeeiiiiiiiinmnniiiiiiiiiinnniniiiieee. 14
L.6.1. Geni Kandidati .......................ccccooouiviriiiiiiiiiiiiiieiieieeeet ettt 15
1.6.2. Cjelogenomske studije povezanosti - GWAS .............o...ooveweeeeoeeeeeeeoeeeeeeeeeeeeeeesseeeeeeesseseesseseseeesseeee 16
1.7. Utjecaj okoli$a i medudjelovanje @ena .........cccccccuvuueunnnnnnnnnnnnnnnnnnnnennnenenenesesesesese. 18
1.8. Izolirane 0tofne POPUIACTIE ......eeeereriiiiiiiiiinniiiiiiiiiierrr e 20
1.9. Personalizirana medicina i zarazne bolesti ...........coovvvermeiiiiiiiiiiiniciniiiinnccene, 23

2. CILJEVII HIPOTEZE ISTRAZIVANJIA .....ccuvvevererrererireresessessssssssssessssssessssessnsane 25
28 T 5 | =) 26
8 R & 11 1 10] 1 /St 26

RAWAY 2 B2 VAY L6 B I < O N Y K o U 27
R 2 T £ 1)1 1 11 (1 PRt 28
3.2. Definicija ispitivanih 0S0bina........ccccciiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii 28
3.3. Genotipizacija i imputacija SNPOVA......cccccciiiiiiiiiiiiiiiiiiiiirerssssssssnrssssesssssennn 29
3.4. StatistiCka analiza........cccceveiiiiiiiiiniiiiiiii e 30

3.4.1. Cjelogenomska ANAZA POVEZANOST ........oveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeseeeeeeeeeeeseeeeeeeeseesesseeeseeeeeesseeseeesseesseeee 30
30420 MEA-ARALIZA ...ttt b et ae e bt et bt e she e b sbeeresanens 31
3.4.3. Analiza genetskih puteva (PAthWay QRALYSIS)..........ooeeeeeeooeeeeeeereseeeeeseeesseeseseeseeesseesseessesseeessssseeesseeee 31

R 95V A U B 1 V N 32

R L9 Y o 0 S 62

6. ZAKLIUCAK c...oeeeeeecerictresiresiessissssisssssssissssissssssssssssssssssssssssasssssssssssasssssssaen 69

7. SAZETAK NA HRVATSKOM JEZIKU........ccoooveveeereerirsrerssreressssesssssssssssesessssessssesensans 71

8. LAICKI SAZETAK NA HRVATSKOM JEZIKU .......o.covevvrveuririsisiscrsinsississssssssasenss 73

9. SAZETAK NA ENGLESKOM JEZIKU .......c.coevvsveveresreessssessssessssssessssssssssssssssssssssseses 75

10. LAICKI SAZETAK NA ENGLESKOM JEZIKU........e.ccovvureuririsrcrscrsirrississsssssasinss 77

1. LITERATURA ....uuuuuueneiirreveeeeiiiisiirnieeetsiisssiissssesssssississsssmssssssisissssmsssssssssssssssssssssssns 79

I2. ZIVOTOPIS ...oeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeraesesesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssessnsees 95



Popis oznaka i kratica

AD —
AIDS —

AR -
COVID 19 -
DNA -

EBV -

EV -

FAT4—
GWAS —
HIV -

HLA -

HBV —
HCV —

HPV —

LD -

LoF —
MACROD?2 —
MCC -
miRNK —
MSMD -
NGS -

NK -

NTM —
PAGE —
PheWAS —
PID —

PPI -
PREPARE —
RSFI —
SARS-CoV-2 —
SNP —

autosomno dominantno

sindrom ste¢ene imunodeficijencije (Acquired Immuno Deficiency
Syndrome)

autosomno recesivno

Corona Virus Infectious Disease 2019

deoksiribonukleinska kiselina

Epstein Barr virus

Epidermodysplasia verruciformis

FAT atipi¢ni kadherin 4 gen

cjelogenomske studije, od engl. Genome-Wide Association Studies

virus humane imunodeficijencije (Human Immunodeficiency Virus)
humani leukocitni antigen

hepatitis B virus

hepatitis C virus

humani papiloma virus

Linkage Disequilibrium

gubitak funkcije, od engl. Lost of Function

MACRO Domain containing 2 gen

mukokutana kandidijaza, od engl. MucoCutaneous Candidiasis

mikro ribonukleinska kiselina

mendelska sklonost mikobakterijskim bolestima

sekvencioniranje sljede¢e generacije (engl. Next-Generation Sequencing)
Natural Killers

neurotrimin

Population Architecture Using Genomics and Epidemiology Consortium
Phenome-Wide Association Studies

primarne imunodeficijencije (engl. Primary immunoDeficeincy)
medudjelovanje bjelancevina-bjelancevina (engl. Protein-Protein Interaction)
Platform foR European Preparedness Against (Re)emerging Epidemics
Human Remodeling and Spacing Factor I gen

Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2

polimorfizam nukleotida, od engl. Single-Nucleotide Polymorphism



TF —
TGIFI -
TLR —
WES —
WGS —
XLP -
XR -

¢imbenik transkripcije, od engl. Transcriptor Factor
TGFB-induciran ¢imbenik homebox 1 gen

Toll-Like Receptor

sekvencioniranje egzoma (Whole-Exome Sequencing)
cjelogenomsko sekvencioniranje (Whole-Genome Sequencing)
X-vezana recesivna limfoproliferativna bolest

X-vezano recesivno



1. UVOD



1.1. Zarazne bolesti

Covijek i zarazne bolesti su u meduodnosu od samih po&etaka postojanja. Opseg i dinamika
ovog meduodnosa postaje intenzivnija promjenom uloge iz lovca-skupljaca u stabilne zajednice
1 pojavom zivota u nastambama, poljoprivredom, uzgajanjem usjeva, kroenjem Zivotinja i
stocarstvom, $to je pogodovalo Sirenju patogenih mikroorganizama i njihovom sve veéom
pojavnoscu (1-3).

Henry Sigerist je davne 1931. napisao da smo otkrili ve¢inu tajni zaraznih bolesti, da su
mnoge bolesti istrijebljene, a ve¢ina drugih da je pod kontrolom (4). To je uistinu bilo
uvrijezeno misljenje tijekom dvadesetog stolje¢a, a posebno uvodenjem antibiotika i
imunizacije u terapiju i prevenciju izmedu 1940. i 1960. Tako da je 1969. general William H.
Steewart izjavio u ameri¢kom Kongresu kako je vrijeme da zatvorimo knjigu zvanu zarazne
bolesti (5). Medutim, unato¢ stolje¢u provodenja uspjeSne prevencije i kontrole, smrtnost 1
stopa obolijevanja od zaraznih bolesti je ostala visoka, s djecom kao najrizicnijom i
najranjivijom skupinom (6, 7). Ve¢ krajem dvadesetog stolje¢a pocinje uzlazni obrazac i pojava
novih zaraznih bolesti, otkri¢e novih mikroorganizama, otpornost na antibiotike te objasnjenje
kako zarazne bolesti mogu uzrokovati i kroni¢ne bolesti poput zaraze bakterijom Helicobacter
pylori (7). Ovo je dovelo do naznake promjene naSeg razumijevanja zaraznih bolesti, koja je
pocela 1992., kada je americki Institut za medicinu objavio izvjeS¢e naslova ,,Emerging
Infections: Microbial Threats to Health in the United States”. U tom izvjeS¢u jasno su
definirane te infekcije kao ,,nove, probojne ili otporne na lijeCenje, a ¢ija se incidencija povecala
posljednja dva desetljeca, ili za koje postoji opasnost povisenja incidencije*. Takoder su jasno
definirani ¢imbenici koji dovode do toga: demografske promjene i promjene ponasanja;
promjene okoliSa i upotreba zemljiSta; slom mjera javnog zdravstva; sposobnost prilagodbe i
promjene mikroorganizma; medunarodna trgovina i putovanja; promjene u tehnologiji i
industriji (8).

Moderni svijet obiljezen je velikom gusto¢om stanovnistva u nekim dijelovima, velikom
pokretljivosc¢u te rastu¢im opsegom klimatskih i1 ekoloskih promjena, koje znatno doprinose
riziku pojavi novih zaraznih bolesti kao rastuce prijetnje zdravstvenoj sigurnosti u svijetu (3).
Jos 2018. su procjene rizika u sluc¢aju pandemije uzrokovane visoko zaraznim i smrtonosnim
virusom koji bi se prenosio kapljicnim putem sa zna¢ajkama virusa gripe iz 1918., bile globalna
smrtnost od 33 milijuna ljudi u Sest mjeseci (9). Ve¢ slijedece godine, nazalost, navedena
tvrdnja je na sli¢an nacin testirana u stvarnosti. Godine 2019. bolest uzrokovana korona virusom

2019 (COVID-19) koja dovodi do razvoja teSkog akutnog respiratornog (distres) sindroma
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(SARS-CoV-2, od engl. severe acute respiratory syndrome coronavirus 2) izazvala je
pandemiju. U samo dvije godine (podaci do 6. rujna 2021.) zabiljezeno je 4,57 milijuna
potvrdenih smrtnih ishoda i 221 milijun potvrdenih slucajeva bolesti (10), iako su procjene da
je prava brojka ¢ak 18,2 milijuna smrti na razini cijelog svijeta (11). Povijest nam je nedvojbeno
ve¢ do sada pokazala da ¢e zarazne bolesti uvijek predstavljati izazov, ako ne i problem za
zdravlje koji zahtijeva svjesnost, fleksibilnost, opsezne izvore prihoda i predanost u njthovom

kontroliranju i savladavanju.

1.2. Zarazne bolesti i zdravlje

Brojni ¢imbenici utjecu na ljudsko zdravlje, a zarazne bolesti su jedan od najsnaznijih (12)
(13). Kao skupina bolesti, jasno se razlikuju od svih ostalih. Veé¢ina ih je uzrokovana jednim
jedinim uzro¢nikom za razliku od kroni¢nih bolesti 1 onih vezanih uz zivotni stil koje su
posljedica medudjelovanja brojnih rizi¢nih ¢imbenika. Niti jedna druga bolest nije imala toliki
odraz na povijest CovjeCanstva kao zarazne bolesti. Velike pandemije i lokalne epidemije
utjecale su na tijek ratova, razvoj civilizacija, a takoder su odredivale sudbinu brojnih naroda i
carstava. Na srecu, nacini na koje se prenose su nam s vremenom postajali sve jasniji, §to je
dovodilo do razvoja metoda intervencije. OtkrivSi uzro¢nika moZemo utjecati na kontrolu
bolesti bilo opéim (npr. provodenje javnozdravstvenih mjera, kemijska dezinfekcija, pranje
ruku, kontrola vektora), bilo specifiénim medicinskim mjerama (npr. cijepljenje ili
antimikrobno lije¢enje) (14). Upravo zahvaljujuci prevenciji, koja je tijekom vremena postala
sve ucinkovitija, pojedine zarazne bolesti mogu se iskorijeniti, osobito one bez neljudskog
domacina ili velikog rezervoara. Primjeri takvih bolesti su velike boginje, koje su potpuno
iskorijenjene, i poliomijelitis. Zahvaljujuéi izvanrednoj sposobnosti prilagodbe uzro¢nika (brzo
umnozavanje 1 mutacija), prezivljavale su tijekom evolucije (primjer Mycobacterium
tuberculosis). Utjecaji kojima su zarazne bolesti stalno izlozene ukljucuju ¢imbenike okolisa,
antimikrobne lijekove te imunoloski odgovor pojedinca. Upravo ta "borba" izmedu
imunoloSkog sustava i moguénost prilagodbe patogenog uzro¢nika predstavlja trajan izazov.
Zarazne bolesti su "nase ogledalo" jer su direktan odraz onoga §to jesmo, Sto radimo, kako
zivimo, naSih meduljudskih odnosa, interakcije sa zivotinjama i okoliSem. Posljedica su naseg
ponasanja i zivotnog stila, drustvenih okupljanja, putovanja i prijevoza, spolne aktivnosti,
izlaganja na poslu, u sportu i rekreacijskim aktivnostima, do onoga S§to jedemo i pijemo,
ljubimce koje imamo, ¢ak i nacin na koji njegujemo bolesne u bolnicama ili drugim
zdravstvenim ustanovama. Ovo jasno ocrtava da smo vezani sa zaraznim bolestima na intiman
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i jedinstven nacin. Na$§ imunoloski sustav, bio urodeni ili ste¢eni, evoluirao je od samog
postanka uz izazove patogena razvijajuéi napredne mehanizme obrane kako bi zastitio
organizam od mikroba (12).

Medutim, unato¢ Cinjenici da su zarazne bolesti u srediStu ovog istrazivanja ve¢ jako dugo
vremena, jo§ uvijek potpuno ne razumijemo njihovu patogenezu $to u pojedinim slucajevima
rezultira neuc¢inkovitim lije¢enjem 1 kontrolom nekih od njih. Razlog tomu su brojni ¢imbenici
ukljucujuéi sposobnost prilagodbe 1 promjenjivosti patogena, medudjelovanje domacina i
patogena, genetika domacina kao i razliciti u¢inci koji su posljedica medudjelovanja domacina
1 patogena (12, 14). Jedna od najvec¢ih zagonetki zaraznih bolesti upravo je njihova ogromna
raznolikost u klinickoj prezentaciji izmedu pojedinaca tijekom infekcije, u rasponu od
asimptomatske infekcije do smrtnog ishoda (15, 16). Taj kljucni, dijelom zanemareni problem
zaraznih bolesti dobio je na znacenje pocetkom dvadesetog stolje¢a otkricem latentne (ne
replicirajuce) i1 neprimjetne (replicirajuce) infekcije kod asimptomatskih pojedinaca (17).
Nakon ovog otkri¢a, uslijedilo je slijedece, a to je da vecina infekcija uzrokuje smrt u malog
broja zarazenih ljudi (18). Koji je onda to ¢imbenik koji zarazne bolesti pretvara u Zivotno
ugrozavajuce bolesti? Klinicka slika zaraznih bolesti do kraja devetnaestog stoljeca ovisila je
najvise o uzro¢niku i njihovoj raznolikosti, a manje o virulenciji patogena (15, 19). Epidemije
ili pandemije povremeno su mijenjale broj oboljelih 1 smrtnih slucajeva, ali rijetko koja od
zaraznih bolesti bi dovela do smrti viSe od jedne tre¢ine zarazene populacije (17). Zakljucak
koji je uslijedio bio je da su mikrobi okidaci za nastanak zarazne bolesti te su potrebni, ali ne i
dovoljni za razvoj bolesti, tj. klini¢ke slike. Takoder je kao ¢imbenik rizika za razvoj teSskog
oblika zarazne bolesti definirana steCena imunodeficijencija uzrokovana bilo
imunosupresivnim lijekovima (npr. u terapiji autoimunih bolesti ili nakon transplantacije),
nekim zaraznim bolestima (npr. nakon infekcije s virusom humane imunodeficijencije ili
virusom ospica), ili nekim drugim bolestima, tj. stanjima (npr. neoplazme, pothranjenost) (20).
Imunodeficijencija u inace zdrava pojedinca koji je naizgled imunokompetentan, mogla bi biti
posljedica kvalitativne ili kvantitativne raznolikosti patogena (mikrobioloska teorija), razlike u
uvjetima prilikom obolijevanja od zarazne bolesti (ekoloska teorija), ili promjenjivosti ste€enog
imunoloskog odgovora na odredeni infektivni antigen u proslosti i sadasSnjosti (imunoloska
teorija) (21-24). lako postoje razne teorije kojima smo pokusali razumjeti 1 objasniti ovu
raznolikost, jedna teorija je dovoljno Siroka i sveobuhvatna — genetska teorija zaraznih bolesti
(19). Ova teorija definira teSke oblike zaraznih bolesti djece 1 odraslih kao posljedicu urodenih

greSaka imuniteta jednog gena tj. monogenske bolesti (25, 26). ProSirenje ove teorije na



razumijevanje medudjelovanja genoma covjeka i patogena je sljede¢i korak u razumijevanju

patogeneze zaraznih bolesti (15).

1.3. Je li gen iskljucdivi krivac — genetska teorija zaraznih bolesti

Pocetkom pedesetih godina proslog stolje¢a smatralo se da su rijetke monogenske
imunodeficijencije, tzv. primarne imunodeficijencije (PID, engl. primary immunodeficeincy),
odgovorne za osjetljivost pojedinca za brojne zarazne bolesti u skladu s hipotezom jedan gen,
brojne infekcije, a tezina klinicke slike ovisi o zahva¢enom genu (27). S druge pak strane, za
uobicajene infekcije se smatralo da su posljedica poligenskog nasljedivanja brojnih gena koji
povecavaju osjetljivost pojedinca, vec¢ina kojih, ako ne i svi, samo skromno doprinose fenotipu
u skladu s hipotezom jedna infekcija, brojni geni (28). Sraz ove dvije hipoteze zapocinje Ogden
Bruton 1952., koji je opisao prvu PID X-vezanu recesivnu agamaglobulinemiju u nekoliko
americke djece s brojnim infekcijama. Otprilike u isto vrijeme, 1954. godine, Anthony Allison
je otkrio zaStitnu ulogu srpastih stanica protiv teSkih oblika malarije uzrokovanih Plasmodium
falciparum u Africkoj populaciji, sugeriraju¢i ukljucenost brojnih gena u razvoj zaraznih
bolesti. Teorija jedan gen, brojne infekcije s jedne strane i jedna infekcija, brojni geni s druge
strane u biti su isti fenomen gledan s dva razlicita kraka: bolesnik i populacija. Medutim,
nedavna otkric¢a pokazala su da uistinu geni pridonose osjetljivosti ili otpornosti na zarazne
bolesti, ali na razini pojedinca ili populacije (teorija jedan gen, jedna infekcija), premoscujuci
na taj nacin dva polja 1 predlazuéi ujedinjenu teoriju humane genetike zaraznih bolesti (16).
Jean-Laurent Casanova i Laurent Abel su u svom radu pokusali prikazati objedinjene teorije
utemeljene na Mendelovoj genetici i na genetici slozenih bolesti. Rezultati njihovog
istrazivanja pokazali su da ideja o genu koji je specifi¢an za patogen vrijedi za neke, ali ne 1 za
sve pojedince 1 populacije, obzirom da isti gen moze biti povezan s drugim infekcijama kod
nekog drugog pojedinca ili populacije. Uistinu, malo je vjerojatno da je ta specifi¢nost za
patogena strogo specificna. Uz to postoje dva jako bitna ¢imbenika koja moramo uzeti u obzir:
virulencija patogena i dob kad je nastala infekcija. Mendelski naslijedena sklonost vidi se kod
zaraznih bolesti od kojih obolijeva samo mali dio zaraZenih pojedinaca. Za razliku od
obi¢ne/uobicajene/Ceste poligenski nasljedne sklonosti koja je vjerojatno ukljucena u nastanak
bolesti uzrokovane dosta virulentnijim mikrobima. Sto se ti¢e dobi, mendelske osobine se
ocituju prije nastupa puberteta, kada se i dogada najveci broj primarnih infekcija te kada se

o¢ekuje da smrt ima veéi ucinak na populacijsku genetiku. (29).



1.4. Jedan gen ili viSe gena?

Opce poznato je da naslijede, tj. genetska struktura u medudjelovanju s okoliSem kao
moguéim okida¢em dovodi do razvoja mnogih bolesti poput Se¢erne bolesti, ishemijske bolest
srca, ukljucujuéi tako i osjetljivost za zarazne bolesti. Isto tako je ve¢ poznata Cinjenica da je
doprinos pojedinog gena jako skroman. Medutim, znamo 1 da postoje nasljedne monogenske
(Mendelske) bolesti koje zahvacaju imunoloski sustav na na¢in da uzrokuju imunodeficijencije
— PID. Dakle, rezultati klasi¢nih genetskih istrazivanja polako su vodila jednom zakljucku, a to
je da su teski oblici zaraznih bolesti definitivno posljedica genetske sklonosti. Ovakvo misljenje
posebno je dobilo na snazi razvojem molekularne genetike kroz tri uzastopna, povremeno
preklapajuca koraka. Prvo, od 1985. nadalje otkrivene su mnoge urodene bolesti imuniteta, koje
su rijetke, podlijezu brojnim, ponavljajué¢im infekcijama te slijede mendelski obrazac
nasljedivanja. Drugo, od 1996. otkriven je mali broj infekcija koje su rijetke po ucestalosti i
vezane su za odredene obitelji, takoder se ponasaju kao mendelske bolesti, ali taj isti pojedinac
je otporan na druge infekcije. Trece, od 2007. nadalje, sve je vise sporadi¢nih slucajeva zaraznih
bolesti koje su rijetke ili pak ucestale, a koje su posljedica monogenskih, ali ne i monogenski
urodenih greSaka imuniteta (17).

Prvobitna izvje$¢a o urodenim greskama imuniteta u razdoblju od 1946. do 1952. postupno
su vodila prema danasnjem shvacanju da teSki oblici zaraznih bolesti kod ljudi mogu biti
posljedica urodenih greSaka imuniteta uzrokovanih jednim genom s nepotpunom

penetrantnos$cu (17).

1.4.1. Primarne imunodeficijencije

Primarne imunodeficijencije posljedica su genetskih poremecaja razli¢itih sastavnica
urodenog i stecenog imuniteta (30). Medunarodno udruzenje imunoloskih drustava svrstalo je
430 do sada otkrivenih imunoloskih poremecaja u devet skupina (31, 32). Zadnja, deveta
skupina kao 1 30 novih poremecaja gena dodani su 2014., a 2019. napravljena je posljednja
klasifikacija (27, 32, 33). lako je rije¢ o iznimno rijetkim bolestima, one predstavljaju temelj
istrazivanja kako poremecaj jednog jedinog gena utjee na imunoloski odgovor i zastitu od
odredenog mikroorganizma (34, 35). Ve¢ je prije spomenuta Brutonova X-vezana recesivna
agamaglobulinemija ¢iji opis predstavlja knjiski primjer urodene bolesti imuniteta. Imunoloski
fenotip ovih bolesnika je potpuni nedostatak serumskih gamaglobulina, a infektoloSki fenotip
karakteriziraju u€estale i ponavljajuce invazivne pneumokokne ili infekcije uzrokovane drugim
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piogenim bakterijama (36). lako je teSka kongenitalna neutropenija opisana dvije godine ranije,
1950., kod djece s teskim oblicima stafilokoknih i1 drugih bakterijskih infekcija te
kongenitalnom neutropenijom, fenotip koji se nasljedivao autosomno recesivno, tek je 1999.
uvrstena u PID jer su je proucavali hematolozi, a ne imunolozi (37). U biti, prva ikad opisana u
ljudi urodena greska imuniteta je veruciformna epidermodisplazija (epidermodysplasia
verruciformis) davne 1946. Klini¢ki ju obiljezavaju brojne, po cijelom tijelu rasporedene
bradavice uzrokovane nepoznatim virusom, a osobina se prenosi autosomno recesivnim putem.
Nedostatak jasnog imunoloskog ili hematoloSkog fenotipa razlog je zbog cega ona nije bila
uvrstena u PID do 2004. godine (37, 38). Povijesno gledajuci, upravo je jasan imunoloski
poremecaj bio klju¢ otkrivanja, imenovanja i klasifikacije PID (17). Uslijedili su opisi drugih
imunoloskih fenotipova poput nedostatka slezene iz 1956. (39), nedostatak limfocita iz 1958.
(40), a potom 1 Stitne zlijezde 1965. godine (41). Ovo je omogudilo otkrivanje poremecaja
razvoja odredenih podskupina limfocita poput T 1 B limfocita, CD4+ i1 CD8+ limfocita, potom
1 poremecaj funkcije limfocita u bolesnika s normalnim razvojem limfnog tkiva (32). Nakon
otkri¢a neutropenije, kroni¢ne granulomatozne bolesti, uslijedila su otkri¢a kvalitativnih i
kvantitativnih poremecaja mijeloidnih stanica kao posljedice urodene greSke imuniteta. Od
1965. nadalje brojni mendelski poremecaji komplementa, iako se vec¢ina proteina komplementa
sintetizira u jetrenim stanicama, uvrsteni su u PID (17).

Sto se pak ti¢e klinickog fenotipa PID, on odgovara tipiénom fenotipu zaraznih bolesti:
brojne i ponavljajuée infekcije uzrokovane virusima, bakterijama, gljivama i parazitima s ¢esto
teSkom klini€¢kom slikom ili infekcijama rijetkim mikrobima (42). Prije ere antibiotika, ove su
infekcije bile gotovo neizbjezno smrtonosne. Stoga je uvrijezeno misljenje kako se teski oblik
zarazne bolesti kod pojedinca uzro¢nicima koji su rijetki (oportunisticki), ponavljajuce ili
brojne infekcije, odmah trebaju pobuditi sumnju kod klini¢ara na postojanje PID, zapoceti
dijagnosticku obradu u potrazi za imunoloskim poremecajem te istraziti obiteljsku povijest
bolesti kako bi se uocio eventualno mendelski nacin nasljedivanja (42).

Autoimune bolesti predstavljaju heterogenu skupinu poremecaja imunoloskog sustava koje
su posljedica gubitka tolerancije na sistemske ili organ specificne auto-antigene (30). Prethodno
su se PID i autoimune bolesti smatrale kao dva potpuno razli¢ita poremecaja, cak potpune
suprotnosti. Medutim, napretkom genetike 1 boljim razumijevanjem patofizioloskih procesa
ukljucujuéi T stani¢ni razvoj, razvoj imunoloske tolerancije, T stani¢nu signalizaciju, sustav
komplementa i upale uvidjelo se da se te bolesti medusobno ispreplecu, ¢ak dijele neke

zajednicke mehanizme (30). Najc¢e$¢a PID u djece i odraslih je izolirani nedostatak IgA



imunoglobulina, a upravo ona je naviSe povezana s razvojem autoimunih bolesti (43). lako se
javljaju kod djece i odraslih, ipak su znacajno ¢esce u djecjoj dobi (44).

Medutim, osim autoimunih bolesti jo§ su tri klini¢ka fenotipa dodana skupini urodenih
greSaka imuniteta: autoinflamatorne bolesti, alergije i novotvorine/karcinomi (17). Prvi je
opisani autoinflamatorni fenotip bio vjerojatno angioneurotski edem, jo§ 1965. (45), a prvi
autoimuni fenotip je vjerojatno nedostatak komplementa opisan 1972. (46). Nakon toga opisan
je alergijski fenotip hiperimunoglobulinemija IgE iz 1974. (47) te prva neoplazma - ataksija
teleangiektazija opisana 1964. godine (48). Mnogi tumori uzrokovani su virusima, u najmanju
ruku oni kojima ide u prilog sam poremecaj imuniteta, dok je vecéina drugih posljedica
poremecaja popravka molekule DNK (deoksiribonukleinska kiselina), §to podrazumijeva i
imunost 1 rast stanice (17).

Analiza imunoloskih poremecaja s genetskog stajaliSta dovela je do zakljucka da je
genetska arhitektura kliniCkih fenotipova slicna genetskoj arhitekturi zaraznih bolesti: teski
oblici klini¢kih fenotipova uzrokovanih infekcijom, (virusom uzrokovanog) karcinomom,
alergijom, autoimunom ili autoinflamatornom bolesti mogli bi biti uzrokovani rijetkim
varijjantama snaznog ucinka na populacijskoj razini, gdje pojedinci imaju monogenske
poremecaje s rijetko potpunom penetracijom. Drugim rijeCima, postoji genetska heterogenost,
ali fizioloska homogenost (49).

Zakljucak o PID bi bio da su teski oblici zaraznih bolesti uistinu posljedica postojanja
genetske sklonosti, a tijek svake infekcije ovisi o genetskom nedostatku ¢esto povezanom s
imunosti. Takoder su nam dokazale da teSki oblici zaraznih bolesti mogu biti posljedica
urodenih poremecaja imuniteta ne samo kod djece s brojnim, ponavljaju¢im i rijetkim

infekcijama, ve¢ i kod djece koja preminu prilikom zaraze s nekom uc¢estalom zaraznom bolesti

(17).

1.4.2. Idiopatske i mendelske infekcije

Rije¢ je o maloj skupini zaraznih bolesti koje predstavljaju ,,most* izmedu dvije velike
skupine bolesti: PID i monogenskih infekcija. Njihova osobina je da izazivaju infekcije koje su
navodno idiopatske, ali s mendelskim osobinama prenoSenja, u inace zdravih pojedinaca s
potpuno normalnom otpornosti na bilo koje druge uzro¢nike zaraznih bolesti (17). Do sada je
opisano pet takvih bolesti, ukljucujuci:

a) Veruciformna epidermodisplazija (EV) — opisana jo$ davne 1946. kao kozna bolest koju

uzrokuju virusi, a prenosi se autosomno recesivno (AR). Godine 1978. otkriven je
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b)

d)

uzro¢nik, dermatotropni virus B-humani papiloma virus (HPV) (38, 50). U svom
najuobicajenom obliku ocituje se kao izolirane, samo kozne lezije s pocetkom u drugom
desetljecu Zivota, a traje ili se ponavlja tijekom cijelog Zivota. Ova bolest je mozda prvi
dokaz da nisu samo hematopoetske stanice ukljucene u imunoloSku obranu, ve¢ i
nehematopoetska stani¢na imunost. Takoder je pruzila prvi dokaz o onkogenom
potencijalu HPV, prije nego Sto se uopée povezivao karcinom vrata maternice s
virusnom infekcijom (50).

Mendelska sklonost mikobakterijskim bolestima (MSMD, engl. Menedlian
Susceptibility to Mycobacterium Disease) —poznata jo§ od 1951. kada je opisana u inace
zdrave djece nakon BCG cjepiva, a karakteriziraju je povecana sklonost razvoju bolesti
uzrokovane slabo virulentnim sojem mikobakterije (Bacillus Calmette-Guerin; BCG)
iz cjepiva ili Mycobacterium tuberculosis iz okolisa, Candida spp. 1 Salmonella spp.
Prenosi se autosomno dominantno (AD) ili AR, ili X-vezano recesivno (XR) (51). Ovo
je najdetaljnije opisana mendelska zarazna bolest. Od 1996. poznata je mutacija za ovu
bolest u razli¢itim genima koji kodiraju proteine ukljuene u kontrolu imunosti
posredovane INFy (interferon y) (52). Neki od ovih genetskih poremec¢aja smanjuju
proizvodnju INFy, a drugi smanjuju odgovor na navedeni citokin Sto rezultira
poremecajem fagocitoze mononukleocita (52). Upravo ovo otkri¢e ima znacajnu ulogu
u klinickoj primjeni: postavljanje genetske dijagnoze 1 savjetovanja, prevencija i
lijecenje bolesti (52).

Invazivna dermatofitna bolest - poznata od 1957. Uzrokuje teSke oblike bolesti
uzrokovane dermatofitnim gljivama, a prenosi se AR (53). lako su dermatofiti gljive
koje ve¢inom uzrokuju benigne koZne infekcije, vrlo rijetko uzrokuju invazivne oblike
bolesti zahvacaju¢i dublje organe poput kosti, jetre ili mozga (53). Takvi oblici bolesti
nisu videni u bolesnika s PID 1 brojnim infekcijama. Takoder ove gljive se ne vode kao
oportunisticke gljive (17). Svi ovi bolesnici nose mutaciju CARDY na oba alela tako da
je ova bolest jedini primjer genetske homogenosti izmedu pet navedenih primjera
mendelskih infekcija (53).

X-vezana recesivna limfoproliferativna bolest i bolesti povezane s infekcijom Epstein
Barr virusom (EBV) — opisane 1974. (54). X-vezana limfoproliferativna bolest (XLP)
jos je jedan primjer virusne infekcije koja pogada inace zdrave pojedince te se razvija
ve¢ nakon primoinfekcije. Klinicki, dovodi do nastanka hemofagocitoze ili
hipogamaglobulinemije tijekom EBV infekcije, ili do nastanka B stani¢nog limfoma

kasnije u zivotu (54). EBV koji uzrokuje XLP sli¢ne je virulencije kao i EBV koji
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uzrokuje infekciju u opéoj populaciji. Anamneza ovih bolesnika prije infekcije je bez
osobitosti. Kod muskih bolesnika nikakav imunoloski poremecaj nije ustanovljen prije
postavljanje dijagnoze i otkrivanja gena uzro¢nika — SAP (55).

e) Kroni¢na mukokutana kandidijaza (MCC, od engl. MucoCutaneous Candidiasis) —
opisana je 1967. Ocituje se brojnim lezijama koZe i sluznica uzrokovanih gljivom
Candida albicans, a prenosi se AR ili AD (56). Bolest je definirana trajnom ili
ponavljaju¢om infekcijom koze, noktiju, sluznice usne Supljine, jednjaka, spolnih
organa gljivom roda Candida kod bolesnika sa steCenim ili nasljednim nedostatkom
CD4+ stanica (56).

Cetiri od gore navedenih pet skupina mikroba zaraze skoro sve ljude, najéesée bez ikakvih
klini€¢kih posljedica, a viSe od 90% pojedinaca u cijelom svijetu zarazi se s petim, EBV koji
uzrokuje infektivnu mononukleozu, najée$ée samoizljeivu bolest (57). Cetiri od ovih pet
navedenih bolesti takoder se opisuju kao oportunisticke infekcije kod bolesnika koji su osjetljivi
na druge infekcije, dok se invazivna dermatofitna bolesti javlja iskljucivo izolirano i idopatski
(17).

Ove bolesti definitivno su nam dokazale da pojedinac moZze biti genetski osjetljiv na samo
jedan mikrob tijekom cijeloga Zivota, a da se istodobno uspjeSno obrani od brojnih drugih
uzro¢nika infekcije. DoduSe, do sada je definirano samo pet takvih fenotipova i iznimno su
rijetki, ali su nas vodili prema slijedecem otkri¢u, infekcijama koje su monogene, ali ne 1

mendelske (17).

1.4.3. Monogenski-uvjetovane infekcije

Kada bi se vecina teSkih oblika zaraznih bolesti pojavljivala slijede¢i mendelske nacine
nasljedivanja, odavno bi ve¢ poznavali njihovo genetsko podrijetlo. Kada bi se ceSce
pojavljivale unutar obitelji, a ne sporadi¢no, barem bi posumnjali na njihovo postojanje i na
Sirenje zaraze unutar istog kucanstva (26, 49). Poznato je da su pridonijele selekciji alela vaznih
za razvoj otpornosti, rezistencije $to nam najbolje pokazuje primjer srpastih stanica ¢iji je oblik
hemoglobina jako zastupljen u endemskim podru¢jima Plasmodium falciparum (18). Smrt je
njihov ekstremni fenotip koji ima snazno evolucijsko znacenje, osobito ako nastupi prije ili
tijekom reproduktivne dobi (58). Svi ovi dokazi doveli su do razmisljanja da bi teSki oblici
zaraznih bolesti u biti mogle biti monogenski uvjetovani (26). Jo$ uvijek mali, ali rastuéi broj
bolesti koje su Zivotno ugroZavajuce tijekom primoinfekcije, poput primjera invazivne piogene
bakterijske bolesti, Herpes simplex encefalitisa ili teSkog oblika influenza pneumonitisa
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uzrokovane su razli¢itim virusima, bakterijama, gljivama 1 parazitima, u inafe zdrave djece,

adolescenata i odraslih, uzrokovane su monogenskim urodenim greskama imuniteta s ve¢inom

nepotpunom penetracijom (19, 49).

Tablica 1. Usporedba primarnih imunodeficijencija, mendelskih i monogenskih infekcija (17)

Osobine Primarne Mendelske Monogenske
imunodeficijencije  infekcije infekcije

Broj bolesnika Poznat Poznat (mali) Nepoznat (velik?)
(intermedijalan)

Slucajevi unutar Ucestali Ucestali Rijetki

obitelji (sporadni¢no)

Penetrantnost Visoka ili potpuna Visoka ili potpuna Niska

Dob obolijevanja
Broj zaraznih
¢imbenika

Broj epizoda
zaraznih bolesti
Zarazna bolest

Imunoloski
poremecaj

Tip stanica koji je
ukljucen

Ostali klinicki
fenotipovi

Primjeri

Djeca > odrasli
Velik

Brojne (akutne ili
kroni¢ne)

Cesto rijetka,
oportunisticka
Prije otkri¢a gena

Leukociti

Ucestali (autoimuni,
alergije,
autoinflamatorne,
karcinomi, dr...)
AR SCID i varijacije
u RAGI1

XR
agamaglobulinemija
i BTK

AD kongenitalna
leukopenija

Djeca > odrasli
Jedan (ili samo
nekoliko)

Mali ili veliki broj

Rijetke, idiopatske
Nakon otkri¢a gena
Leukociti ili drugi
tipovi stanica (npr.
keratinociti i CIB1)
Rijetki
(sindromati¢ni

oblici)

AR EV i varijacije u
CIB1

XR EBV bolest 1
SAP

AD MSMD i
IFNGRI1

Djeca ili odrasli
Jedan

Malen
Ceste
Nakon otkri¢a gena

Leukociti ili drugi
tipovi stanica (npr.
kortikalni neuroni i
TLR3)

Vrlo rijetki

AR oblik teskog
influenca
pneumonitisa i
varijacije u IRF7

XR invazivna
pneumokokna bolest
1 NEMO

AD HSEiTLR3

AD, autosomno dominantno; AR, autosomno recesivno; EBV, Epstein—Barr virus; EV,
epidermodysplasia verruciformis; HSE, herpes simplex encefalitis; MSMD, Mendelian
susceptibility to mycobacterial disease; SCID, severe combined immunodeficiency; XR, X-

vezano recesivno.
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1.5. Genetska arhitektura — prirodna selekcija i genetske varijante

Unato¢ jasnom napretku u naSem razumijevanju zaraznih bolesti, jo§ uvijek je nedostajala
dosljedna teorija ili objasnjenje genetske arhitekture zaraznih bolesti. Hipoteza da su samo
urodene greske imuniteta odgovorne za nastanak zaraznih bolesti, tj. za nasljedivanje sklonosti
ili otpornosti spram uzro¢nika, znacajno se razlikovala izmedu bolesti 1 provedenih istrazivanja.
Alcai 1 suradnici (19) u svom istrazivanju navode Cetiri razloga zbog ¢ega smatraju takvu tezu
neutemeljenom. Prvo, zarazne bolesti se ne mogu jednostavno podijeliti na rijetke i ucestale
infekcije buduci da postoje znacajne razlike u njihovoj godiSnjoj pojavnosti. Takoder, za svaku
od bolesti treba uzeti u obzir i razlike u zemljopisnom podrucju, ali i vremenskom, ¢ak
povijesnom razdoblju koje razmatramo. Drugo, isto tako ni bolesnike ne mozemo lako svrstati
kao one sklone za jednu ili viSe mikroba, obzirom da postoje znacajne razlike u obrascu
sklonosti izmedu ta dva ekstrema. Trece, rijetke infekcije nisu bas uvijek povezane sa Sirokom
osjetljivosti, isto kao Sto ni u€estale infekcije nisu nuzno povezane s uskom ranjivosti. Potvrda
tome su rijetka djeca s jednom, zivotno ugrozavaju¢om infekcijom u razvijenim zemljama, a
veliki broj djece s brojnim infekcijama u zemljama u razvoju. I konacno peto, unatoc
spektakularnom napretku u proucavanju PID, vecina slozenih genetskih studija nije uspjela
pokazati uzroénu vezu izmedu predloZzenog genetickog ¢imbenika rizika s bioloSkom
funkcijom ili klini¢kom primjenom (19). Izgleda da je klju¢ni ¢imbenik u svemu tome dob
nastanka bolesti koja onda pokazuje je li genetska sklonost monogena ili slozena, bez obzira na
incidenciju nastale infekcije i ukupnu otpornost bolesnika za druge zarazne bolesti (26). Drugim
rije¢ima, pocetak bolesti ovisi o monogenskim ili oligenskim ucincima, dok kasniji stadij
bolesti 1 prognoza vjerojatno ovise o poligenskim ucincima.

Zarazne bolesti, tj. mikrobi pokrecu jednu od najsnaznijih prirodnih selekcija koja djeluje
na na$ genom (59-63). Dapace, dosadasnja istrazivanja daju naslutiti da je genetska arhitektura
podloznosti zaraznim bolestima znacéajno razli¢ita od one za ne zarazne bolesti te predlaze
prirodnu selekciju kao najznacajniju silu koja odreduje ovu razliku (64). Geni koji sudjeluju u
prednosti raznolikog imunoloskog odgovora na Sirok raspon infektivnih patogena (66). Dapace,
sam ishod koji slijedi nakon izlaganja potencijalno zivotno ugrozavaju¢em patogenu i razli¢ita
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osjetljivost djelomi¢no pokazuje funkcionalnu genetsku raznolikost odgovora imunoloskog
sustava (67). Pri prvom kontaktu s infektivnim uzro¢nikom ne-hematopoetske stanice (npr.
epitelne stanice koZze, sluznica unutras$njih organa) odgovorne su za obranu i pokretanje
imunoloskog odgovora. Aktivira se odredena skupina gena od kojih samo mali broj njih
sudjeluje u imunoloskom sustavu, tzv. urodeni imunitet. U urodenom imunitetu mijeloidne
stanice imaju klju¢nu ulogu jer poticu stvaranje za antigen specifi¢ne limfoidne stanice kod
kojih se aktivira jako velik broj gena. Sve to vazno je za kontrolu invazije mikroba, kontrolu
latentne infekcije 1 vodi stvaranju stecene imunosti. Iz toga zakljucujemo kako se manji broj
gena aktivira tijekom primarne infekcije u djetinjstvu pa postojanje defekta jednog gena Ce se
laks$e 1 prije manifestirati u ranoj zivotnoj dobi. Kod djece zivotno ugrozavajuée zarazne bolesti
posljedica su nakupljanja brojnih varijanti jednog gena koji je odgovoran za imunoloski
odgovor tijekom primarne infekcije. Ve¢inom je ovdje rije¢ o rijetkim varijantama s
nepotpunom klinickom penetracijom. Za razliku od odraslih za koje se smatra da ta zametna
linija genetskih varijacija i nema neku znacajnu ulogu u razvoju zivotno ugrozavajucih
infekcija. Poligenske i monogenske varijacije pridonose mnogo slozenijoj sklonosti razvoja
sekundarnih pa i latentnih infekcija kod odraslih, osobito starijih (19). Sve navedeno dovelo
nas je do novog pojma, genetske varijante — varijante jednog gena koja je odgovorna za razvoj
teSkog oblika zarane bolesti. Ono §to do sada znamo o njima je da se ne nasljeduju mendelskim
nacinom nasljedivanja, iznimno su rijetke s ucestalosti u populaciji manje od jedan posto, tako
da je pravilnije govoriti o rizicnom genotipu. Istrazuju¢i njih svakako moramo razumjeti i
dinamiku njihove prirode. U razvijenim zemljama zahvaljujuc¢i napretku medicine (higijena,
cijepljenje, antimikrobni lijekovi, mjere simptomatskog lijeCenja) samo mali broj tih rijetkih
genetskih varijanti ¢e izraziti svoj fenotip. Za razliku od prije dva stoljeca kada je prodornost
ovih varijanti bila veca jer nisu bile zamaskirane medicinom (19). Prava incidencija zaraznih
bolesti, medutim, samo djelomi¢no ovisi o dostupnim metodama prevencije. Za vecinu zaraznih
bolesti daleko najvecu sklonosti ipak pokazuju djeca, i to Sto je dob mlada, sklonost je veca.
Adolescenti i mladi odrasli pokazuju najmanju sklonost koja ostaje niska i kod starijih odraslih
da bi potom ponovno progresivno rasla s visokom zivotnom dobi. To nas vodi do zakljucka da
postoji skroz drugaciji mehanizam razvoja sklonosti teskih oblika zaraznih bolesti kod djece i

odraslih u reproduktivnoj dobi.
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Nedavna pandemija COVID-19 podsjetila nas je na punu snagu i evolucijski pritisak
zaraznih bolesti. Zarazne bolesti su, do ne bas tako davno, odnosile tisu¢e, milijune Zivota
najcesce zahvacajuci djecu. Napredak medicine 1 poboljSanje preventivnih mjera rezultirali su
sastavljanjem cjepiva i u¢inkovitim antimikrobnim lijeCenjem koji omogucavaju sprjecavanje,
lijeCenje, a samim time i vece prezivljenje doprinosec¢i na taj nacin produzenju ocekivanog
zivotnog vijeka ljudi. Kao posljedica, smanjen je njihov evolucijski pritisak, ali su zadrzane sve
te Stetne genetske varijante koje bi smréu pojedince bile izbrisane iz populacije. One su za sada
"uspavane 1 maskirane" mjerama kontrole zaraznih bolesti 1 samo je pitanje vremena kad ¢e u
novoj epidemiji pokazati svoje pravo lice. Jedan od ciljeva humane genetike jest definirati te
genetske varijante odgovorne za promjenjivost tijeka infekcije kod pojedinaca. Ovakav pogled
na zarazne bolesti za klini¢ara znaci nove dijagnosticke metode, bolju moguénost prognoze
bolesti i ishoda lijeCenja, te nove, inovativne mjere prevencije i lijeCenja. Upravo je to i jedan
od ciljeva ovog istrazivanja, vidjeti koje su to rijetke genetske varijante koje pojedinca stavljaju
u povecan rizik za razvoj teskog oblika bolesti i moguc¢nost sastavljanja panela za procjenu

cjelozivotnog rizika.

1.6. Geni kandidati i cjelogenomske studije

Moguénost prepoznavanja pojedinaca s visokim rizikom za razvoj zaraznih bolesti jedan je
od ciljeva rane preventivne intervencije (68). Sve je vedi interes u raslojavanju populacija
obzirom na rizik obolijevanja od zaraznih bolesti temeljem izrade genetskog profila. Do sada
je naglasak bio na prevenciji s ciljem sveobuhvatnog cijepljenja djece diljem svijeta. Medutim,
svjedoci smo pojave sve veceg broja novih, jo§ uvijek skupih cjepiva Sto je dovelo do
razmi$ljanja o njihovoj ciljanoj upotrebi. Genetskim profiliranjem dobio bi se odgovor na
pitanje tko ¢e imati korist od pojedinog cjepiva kao 1 predvidanje rizika za bolest (69). Skupni
genetski rizik kroz poligenske ocjene rizika 1 razmatranje rijetkih varijanti velikog ucinka
dobivaju na snazi kao korisni klinic¢ki alati, s izvjeS¢ima, na primjer, o primjeni za denga
groznicu (70).

Istrazivanja osjetljivosti na zarazne bolesti nisu novost. Ve¢ ranih 1950-ih godina povezala
se strukturna promjena hemoglobina (srpaste stanice) kao znacajni ¢imbenik otpornosti na
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infekciju uzro¢nikom malarije (71). Dvije najcesce vrste istrazivanja gena odgovornih za bolest
su studije gena kandidata 1 cjelogenomske studije povezanosti (GWAS, engl. genome-wide

association studies).

1.6.1. Geni kandidati

Prilikom provedbe studija kandidata gena, vazno je u metodoloSkom smislu razmotriti
slijedece: odgovarajucu gustocu markera u genu kandidatu kako bi se osigurala dovoljna
osjetljivost studije da isklju¢i genetsku regiju; uske 1 dosljedne fenotipske definicije;
podudaranje slu€ajeva i1 kontrola te veli€ina 1 statisticka snaga uzorka (67). Vjeruje se da su
vecina genetskih varijanti odgovornih za povecanu sklonost razvoja teskih oblika zaraznih
bolesti rijetke monogenske varijante (64). Veliki broj dosadasnjih studija istrazivale su gene
kandidate koji su prepoznati kao sudionici u urodenom ili steCenom imunitetu. Ti geni su potom
povezivani s ishodima razli€itih zaraznih bolesti. NajviSe su istrazivane bolesti: infekcija
virusom HIV-a, infekcije mikobakterijama (tuberkuloza i guba), malarija i lischmanioza (67).
Takve studije dale su brojne pozitivne rezultate. Zanimljivo je zapaZanje pojedinih studija o
genima kandidatima koje su se usredotoCile na proteine ukljucene u urodeni imunitet
(prepoznavanje mikroba) i prve obrambene puteve urodenog imuniteta, naglasavajuci
vjerojatne selektivne pritiske koje su izvrSile zarazne bolesti. Kljuéni geni koji reguliraju
steCene imunoloske odgovore (steceni imunitet) takoder su se pojavili kao geni kandidati u
visestrukim zaraznim bolestima (67). Medutim, rezultati velikih sistematskih pregleda 1 meta-
analiza nedavno su smanjila broj svih tih gena na njih troje: /L4, TLR2 1 CCLS5, kod kojih je
istrazivana njihova oc¢ekivana uloga u imunoloskom odgovoru za upale diSnog sustava (72).
Ukratko, IL-4 vazan je za usmjeravanje imunoloskog odgovora prema Th1 ili Th2 limfocitima;
TLR2 je vazan u procesima stvaranja urodene imunosti; CCL2 je odgovoran za monocitnu
infiltraciju 1 stvaranje granuloma. Osovina [L4-TLR2-CCL2 mogla bi biti zanimljiva tema
istrazivanja za klinicku primjenu. Medutim, ovaj zaklju¢ak je donesen s niskom
vjerodostojnosti dokaza jer kod gotovo 95% svih studija ukljucenih u istrazivanje, postojao je
visoki rizik za postojanje pristranosti ili zbunjujuc¢ih ¢imbenika (72). Metodoloske prepreke u

svim studijama ukazuju na potrebu za poboljSanjem prije primjene rezultata u klinicke svrhe.
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1.6.2. Cjelogenomske studije povezanosti - GWAS

S druge strane istrazivackog kraka su cjelogenomske studije povezanosti koje su dovele do
spektakularnih otkri¢a u genetici slozenih bolesti. Prvi put pojavila se moguénost genotipizacije
milijuna SNP-ova (polimorfizam jednog nukleotida, od engl. single nucleotide polymorphism)
tisu¢e pojedinaca i1 otkrivanje genetskih markera za uzro¢ne varijante (73). Cjelogenomski
pristup koristi studije povezanosti viSestruko zahvac¢enih, u ovom slu¢aju zarazenih, rodovnika,
za identificiranje regija cijelog genoma koje se prenose s roditelja na potomstvo ¢esce nego Sto
bi se ocekivalo neovisnim nasljedivanjem (74). Ovakav pristup u istrazivanju pokazao se
izvrsnim za mnoge slozene bolesti, otkrivaju¢i brojne nove lokuse za npr. autoimune bolesti.
Ne samo §to pruza uvid u molekularnu patogenezu bolesti, ve¢ omogucuje razvoj novih
terapijskih opcija poput panela za odredivanje rizika zaraznih bolesti (69). Cilj jednog velikog,

medunarodnog projekta HapMap (http://www.hapmap.org) je definirati te SNPove koji su

medusobno povezani u alelnoj neravnotezi (engl. linkage disequilibrium). U fazi jedan
genotipizirano je milijun SNPova u uzorcima iz Nigerije, Europe, Kine i Japana. Faza dva
povecala je taj broj na 3,5 milijuna SNPova (67). Ve¢ nakon prve faze HapMap projekta
sastavljeni su testovi s haplotipnim markerima za populacije, dobili smo uvid u metode
optimalnog uzorkovanja, strategiju u dva koraka za provodenje cjelogenomskih studija te koji
su najbolji komercijalno dostupi SNP paneli (75, 76). Rezultati su takoder pokazali da je
potrebna veca gustoca SNPova na Cipu kako bi se pokrila haplotipna raznolikost africke
populacije u odnosu na europsku, kinesku ili japansku. Razlog tome je veca raznolikost i manje
LD regije u africkoj populaciji, ¢imbenik koji se pokazao iznimno vaznim u primjeni ove
tehnologije kod provodenja asocijacijskih studija zaraznih bolesti u Africi (77).

Medutim, upravo potreba za velikim uzorkom komplicira situaciju u ispitivanju zaraznih
bolesti. Unato€ visokoj prevalenciji zaraznih bolesti u zemljama u razvoju, zbog ogranic¢enih
prihoda, teze je prikupiti 2000 slucajeva tuberkuloze u Sjevernoj Africi, nego 20 000 slucajeva
Secerne bolesti u zapadnoj Europi (78). Ipak, provedeno je nekoliko GWAS studija zaraznih
bolesti s vrijednim rezultatima. Studija u Gani i Gambiji identificirala je gene na kromosomu
18 znacajne za oboljenje od tuberkuloze te gene na kromosomu 2 vazne za napredovanje bolesti
uzrokovane HIV-om (79). Takoder je pokazala vezu izmedu jednog od gena lambda interferona

s izluCivanjem virusa hepatitisa C i odgovorom na terapiju. GWAS studija za malariju
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provedena u Gambiji identificirala je AS varijantu hemoglobina kao statisticki znacajnu (80).
kojoj je sudjelovalo 4000 bolesnika i 7000 kontrolnih slucajeva Sto je rezultiralo otkrivanjem
petnovih gena (81). Dvije su velike prednosti cjelogenomskih studija povezanosti spram studija
gena kandidata. Prvo je moguénost provedbe istrazivanja bez hipoteze (engl. hypothesis-free
study), a drugo mogucénost otkrivanja gena koji nisu prethodno bili prepoznati u patogenezi
bolesti (67, 78, 79, 82).

Dosadasnja istrazivanja pokazala su da ucestale 1 rijetke genetske varijante utjeCu na
osjetljivost za zarazne bolesti (63). Medutim, kako i dalje nemamo to¢an odgovor na klju¢no
pitanje o genetskoj arhitekturi osjetljivosti za zarazne bolesti, sve se viSe nade polaze upravo u
GWAS studije. Postoje tri predlozena gledista (69). Prva teorija predlaze da su najvaznije
genetske varijacije u biti ucestale varijante koje onda zbrojno doprinose za ve¢inu genetskih
varijanti. To su varijante visoke frekvencije i lako se otkriju GWAS studijama (42). Potpuno
suprotno je tumacenje druge teorije koja kaze da su najvaznije genetske varijacije u biti vrlo
rijetke nove mutacije s gotovo potpunom penetracijom, kao kod PID. Ovo je teorija koja se
najc¢eS¢e predlaze za zarazne bolesti kod djece. Ideja je potekla iz polja PID gdje su jasno
dovedeni u vezu geni kandidati ili rijetke nove mutacije s povec¢anom obiteljskom sklonosti.
Ohrabreni ovim uspjehom za rijetke fenotipove, grupa znanstvenika je predloZila da bi upravo
monogenska arhitektura Cestih gena bila odgovorna za fenotipove ucestalih zaraznih bolesti
(19). Najnovija i najvjerojatnija je treca teorija koja predlaze da najvazniju ulogu imaju pojedine
rijetke varijante s nepotpunom penetracijom, koje opcenito gledajuci, nisu nove mutacije, ali
zbrojno doprinose genetskom udjelu u osjetljivost na zarazne bolesti (83).

Upravo su GWAS otkrile jaku povezanost izmedu polimorfizma gena 1 osjetljivosti za
razvoj uobi¢ajenog fenotipa za zarazne bolesti poput HIV-1-a, hepatitisa B 1 C, denga groznice,
malarije, tuberkuloze, gube, meningokokne 1 prionske bolesti. Takoder su potvrdile vaznu ulogu
varijacija humanog leukocitnog antigena (HLA) za razvoj osjetljivosti spram mnogih, ali ne i
svih zaraznih bolesti (84, 85). Istrazivanja su takoder opisala rastu¢i broj rijetkih mutacija
jednog jedinog gena koje su povezane s osjetljivosti za uski raspon razli¢itih patogena u inace
zdravog pojedinca. Primjeri mutacija za takvu "selektivnu" imunodeficijenciju ukljucuju:

mutacije puta interleukin-12—interleukin-23—interferon-y (IFNy) i pojaanu sklonost
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mikobakterijskim bolestima; mutacije puta TLR—jezgrin c¢imbenik-kB s invazivhom
pneumokoknom bolesti; i mutacije puta TLR3-IFNo—IFNB s Herpes simplex virusnim
encefalitisom (63). Obje, ucestale i rijetke varijante mogle bi imati preklapanja za zarazne
bolesti u svom molekularnom putu. Ova ideja navela nas je na razmisljanje postoji li zajednicka
sklonost svim bakterijskim i svim virusnim bolestima ili su neki od tih gena specifi¢ni za bolest?
Zarazne bolesti su tako razliCiti entiteti, pa smo si postavili pitanje je li moguce da im se dio

imunoloskog odgovora preklapa?

1.7. Utjecaj okolisa i medudjelovanje gena

Kako bi bolje razumjeli patogenezu bolesti kroz funkciju gena, potrebno je ukljuciti dodatne
klase bioloskih molekula iz skupine 'omika', a sve u cilju shvaéanja razvoja, napredovanja i
ishoda bolesti (63, 72). Mreza sustavnih pregleda u kojima bi se usporedivali za bolest
specifini geni i putevi do gena specifi¢nih za bolest mogla bi biti jedan od rjesenja. To bi nas
moglo dovesti do otkri¢a skupina gena odgovornih za pojacanu osjetljivost pojedinca za
fenotipsku manifestaciju zarazne bolesti, bez obzira na uzroc¢nika (npr. pneumonija). Usporedba
takvih, komplementarnih rezultata i shvac¢anja, mogla bi nam omoguditi bolje shvacanje, a
samim time i primjenu u klinickoj praksi (72).

Vec¢ina genetskih varijanti otkriventh GWAS nalaze se u nekodirajuem dijelu genoma,
intronu. Povezivanje takvih varijanti s modulacijom pojedinacnih gena ili putova je kljucno za
razumijevanje funkcionalne osnove takvih povezanosti, a koji mogu predstavljati potencijalne
mete za lijekove. Poznavanje takve mreze znacajno bi povecalo vjerojatnost otkri¢a "kljucnog"
gena za postizanje najboljeg terapijskog odgovora (86). Ve¢ sad postoje brojna istrazivanja koja
su pokazala genetski doprinos u razvoju novih cjepiva i lijekova. Primjer za to je lijek u terapiji
infekcije virusom humane imunodeficijencije (HIV). Genetska istrazivanja pokazala su da
delecija gena za CCRS koreceptor znacajno smanjuje rizik infekcije HIV-om i stopu progresije
bolesti (87). Nedostatak Duffy receptora na eritrocitima pruza gotovo potpunu zastitu od
malarije uzrokovane mikroorganizmom Plasmodium vivax te je temelj u proizvodnji cjepiva za
ovu zaraznu bolest (88). Genetska istrazivanja takoder su ukazala na ulogu manoza-vezujuéeg
lecitina i njegovu ulogu u poveéanoj osjetljivosti na bakterijske infekcije (89).
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Kada govorimo o genetskim varijantama, ¢esto zaboravljamo da one ne djeluju same. Za
njihov izricaj jako je vazan okoli$ni kontekst isto kao i interakcija s drugim genima. Primjer,
pojedinac moze nositi genetsku varijantu koja poveéava razvoj teSkog oblika pti¢je gripe A
nekoliko stotina puta. Medutim, ako ta ista osoba nikad ne dode u kontakt s virusom gripe HSN 1
ili je ovisan o polimorfizmu nekog drugog gena kako bi isporucio svoj potpuni u¢inak, onda
ova prva '"rizi¢na" varijanta uop¢e nece imati klinicku manifestaciju, tj. vaznost (67). Drugi
primjer je siromastvo koje se vezuje uz zarazne bolesti prvenstveno radi okoliSa koje
podrazumijeva i ¢imbenika domacina koji nisu genetski (90). Primjer medudjelovanja dva gena
(epistasis) najbolje je opisan kod infekcije HIV-om. Brza progresija HIV infekcije u AIDS
bolesnika dokazana je samo kod pojedinaca koji uz alel HLA skupine I gena imaju jo§ odredeni
receptor NK stanica (KIR) (91). Iz toga zaklju¢ujemo kako vaznu ulogu u patogenezi zaraznih
bolesti imaju ¢imbenici okolisa uklju¢uju¢i mikrobioloski (patogen), ali i nemikrobioloski
(ekoloski) te ¢cimbenici domacina misleéi pritom na genetske (kodirani ve¢ u zametnoj liniji) i
negenetske ¢imbenike (somatske ili epigenetske, npr. steceni imunitet).

Ovo je jedan od mogucih razloga zaSto ve¢ina objavljenih geneti¢kih asocijacija nema
replikacije. Uz metodoloska ogranic¢enja prethodnih studija tu je 1 sklonosti promatranja gena u
izolaciji, a bez razmisljanja o njithovom genetickom 1 okoliSnim okruzenju (92).

Zarazne bolesti, isto kao 1 brojni drugi fenotipovi, pokazuju povecanu sklonost pojavnosti
unutar iste obitelji, tj. veca je frekvencija oboljelih unutar obitelji bolesnog pojedinca, nego kod
pojedinaca koji nisu obiteljski vezani (67). Upravo takve studije unutar obitelji mogu nam
pomoc¢i u istrazivanju koli¢ine utjecaja i okolisnih 1 genetskih ¢imbenika na razvoj osjetljivosti
bolesti. NajceSc¢e se gleda omjer prevalencije bolesti u rodbini bolesnika obzirom na
prevalenciju u opcoj populaciji (engl. recurrence risk ratio). Jako je vazno tocno definirati
istrazivani fenotip. Puno je lakSe ako je on izrazen kao binarna ili dihotomna osobina (npr.
prisustvo ili odsutnost meningokokne septikemije), nego u obliku kvalitativnog raspona
klinickog fenotipa (npr. mjera ozbiljnosti infekcije obzirom na oblike lijecenja). Upravo su se
studije blizanaca pokazale najbolje za potrebe ovakvih istrazivanja obzirom da blizanci dijele
gene te su izlozeni istim okoliSnim ¢imbenicima. Usporedujuéi rizik u genetski identi¢nih
monozigotnih blizanaca, s rizikom dizigotnih koji dijele prosje¢no polovicu genetskog

materijala, mozemo procijeniti relativni utjecaj gena i okoliSa na fenotip bolesti (67). Uistinu,
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postoje studije koje su pokazale pojac¢anu sklonost razvoju zaraznih bolesti kod monozigotnih
u odnosu na dizigotne blizance; primjeri ukljucuju tuberkulozu (93), sinusitis, titar protutijela
specifiCan za infekciju Helicobacter pylori, gubu, veliku genetsku sklonost razvoja akutne i
kroni¢ne upale srednjeg uha (67, 94). Takoder, postoje istrazivanja koja pokazuju povecanu
podudarnost kod monozigotnih blizanaca u ishodima bolesti: status nositelja hepatitis B virusa
(95), u odgovoru na cijepljenje, odgovor urodenog imunoloskog na infekcijski poticaj (96).
Utjecaj genetike utjeCe 1 na povecani rizik za infekciju bakterijom H. pylori kako je pokazala
blizanacka studija koja je usporedivala blizance odgajane zajedno i odvojeno (97). lako,
obzirom da se blizanci te braca i sestre ¢esto odgajaju zajedno, jako je tesko zakljuciti koliko

svemu tome doprinosi genetski utjecaj, a koliki je udio zajednickog okolisnog kojeg dijele.

1.8. Izolirane oto¢ne populacije

Vrlo zanimljiv model za istrazivanje djelovanja okoliSa i genetike na pojavnost bolesti su
otoc¢ne populacije. Jednaka izloZenost ekstremima okolisnih ¢imbenika, sli¢an na¢in ponaSanja,
smanjena genetska raznolikost, povecana stopa krvnog srodstva, rijetke migracije (odljev i
priljev gena), sve to rezultira niskom okoliSnom i genetskom raznolikosti zbog ¢ega su gotovo
savrSene za biomedicinska 1 geneticka istrazivanja. Zbog navedenih ¢imbenika puno je lakSe
otkriti povezanost izmedu okoli$nih 1 genetskih rizicnih ¢imbenika kao 1 bolesti ljudi koje nije
lako otkriti u velikoj populaciji (98). Drugim rijeCima, razlike nisu posljedica bioloskih
karakteristika zahvacene populacije ili uzroc¢nika infekcije, ve¢ su posljedica specifi¢nih uvjeta
pod kojima se epidemija dogada. Takoder, da bi statisticka snaga bila dovoljno jaka, treba
analizirati veliki uzorak DNK jer proucavamo gene s relativno malim ucinkom. Snaga
otkrivanja povezanosti je funkcija frekvencije alela, a otkrivanje rijetkih varijanti je slabije kada
je veli¢ina uzorka ograni¢ena. To je jo§S jedna prednost izoliranih oto¢nih populacija —
ograni¢enost populacije i genetske strukture poveéavaju vjerojatnost uspjeSnog mapiranja gena
(99-102).

Hrvatska biobanka 10.001 Dalmatinac primjer je biobanke izolirane otocne populacije.
Naglasak njenog istrazivanja je na ispitivanju genetskih temelja slozenih bolesti (103, 104). Do
sada je ukljuceno malo vise od 4500 ispitanika oto¢nih populacija (Vis, Korcula) i drugog po
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veli¢ini grada u Republici Hrvatskoj, Splita (103). Medu vrlo zanimljive rezultate ovog
istraZzivanja treba naglasiti rezultate istrazivanja metaboloma, glikoma, raznih
antropometrijskih pokazatelja, ali 1 istrazivanja populacijske genetike 1 strukture. Tako je jedno
od temeljnih istrazivanja pokazalo kako je u uvjetima dovoljne razine izolacije svaka od
analiziranih oto¢nih populacija bila dovoljno neovisna, da bi se cijeli resurs mogao smatrati
meta-populacijom (105). Ova spoznaja pokazala je kako je genetska struktura svake populacije
bila dovoljno posebna da ih je bilo moguce razlikovati samo na temelju genetskih podataka.
Druga vazna implikacije tog istrazivanja bila je da je ovo resurs pogodan za istraZivanje rijetkih
varijanti, jer je ocito u ovoj meta-populaciji bio snazan u¢inak osnovaca (engl. founder effect).
Ovaj uc¢inak temelji se na pocetnoj populaciji ljudi koji su naselili neki do tada nenaseljen otok.
Ukoliko su oni sa sobom donijeli neke rijetke varijante sa snaznim negativnim ucinkom,
tijekom vremena i generacija ljudi koji su zivjeli u relativnoj izolaciji, ucestalost rijetkih
varijanti mogla je porasti i na taj nacin povecati Sansu da ovakve varijante budu otkrivene (105).
Drugi zanimljiv rad vezan uz populacijsku genetiku temeljio se na analizi cijelog genoma (engl.
whole-genome sequencing) populacije otoka Visa, koja je bila usporedena s povezanim
istrazivanjem Generation Scotland. Analizirana su 193 ispitanika, medu kojima je pronadeno
290.577 rijetkih varijanti (106). Medu tim varijantama bilo je 65% rijetkih, a 25.430 (=9%) bilo
je novo 1 prethodno nekatalogizirano; vecina novootkrivenih varijanti bile su pojedinacne
varijante (engl. singletons). Po osobi je prosjecno nadeno oko 115 genotipova s varijantama
gubitka funkcije (LoF, engl. lost of function), od Cega ~23 u homozigotnom stanju. U usporedbi
s rezultatima Generation Scotland, zabiljezeno je viSe potencijalno Stetnih varijanti u
kategorijama niske i zajednic¢ke ucestalosti, §to je govorilo u prilog snaznom smanjenju veli¢ine
populacije u proslosti otoka Visa i izrazenoj genetskoj homogenosti te populacije. Najvise
takvih varijanti zabiljeZeno je u genima uklju¢enima u putove ksenobiotika (pretezito enzimi),
uz povecanu ucestalost regija homozigotnosti koje su zahvacale molekularne signalne puteve
(1006).

Vrlo zanimljiv niz radova vezan je uz razumijevanje uloge N-glikana kao biomarkera
vezanih uz pojavu bolesti. Medu prvim istrazivanjima iz ovog podrucja svakako treba
spomenuti rad u kojem je pokazano kako su glikani vrlo zanimljiv biomarker, koji je pod

zajednickim djelovanjem okolisa i gena te kako je njihova regulacija slozena (107). Uslijedili
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su radovi u kojima je prikazano kako su glikani zanimljivi u prepoznavanju niza drugih bolesti
1 stanja, ukljucujuéi genetsku regulaciju glikana (108), cjelogenomsku analizu glikana (109),
sve do vrlo slozene analize mreZne topologije, koja je prikazala kako su glikani iznimno sloZeni
(110). Jedno vrlo zanimljivo istraZivanje pokazalo je kako su glikani jako dobar biomarker za
pracenje razvoja i dinamike sloZenih bolesti. U istraZivanju su analizirani bolesnici koji boluju
od makularne degeneracije (111). Za razliku od dotadasnjih radova, u tom radu je makularna
degeneracija bila analizirana kao rani oblik (nediferencirano nakupljanje proteina), jednostrano
te konacno dvostrano zahvacanje. Rezultati su pokazali kako su rani stadiji bolesti obiljezeni
porastom glikana koji se pojavljuju kao modulatori upalnog odgovora, i to najve¢im dijelom
kao supresori razine upale. Dvostrano pojavljivanje bolesti obiljezavali su glikani koji se nalaze
u vrlo izrazenim stadijima upale, poput postoperativnih stanja (111). Autori su ovo objasnili na
nacin da glikani odrazavaju trenutku situaciju u organizmu te da u ranim stadijima bolesti
djeluju u sastavu mehanizama koji pokusavaju regulirati imunoloski odgovor. U kasnijim
stadijima, kada se takvi protektivni mehanizmi iscrpe, bolest prelazi u nepovratan oblik,

obiljezen snaznim upalnim odgovorom i izrazenim gubitkom funkcije (111).

Vrlo zanimljivo istrazivanje napravljeno je na temelju metabolomike i metabolomickog
otiska pojedinca (112). U ovom radu, koji je u tom trenutku bio najveci takav pokusaj analize
na globalnoj razini, analizirana su 233 metabolita, uz koje je analiziran i njihova genetska
podloga tj. mehanizmi genetske regulacije koji su povezani uz te metabolite. Jedna od
zanimljivih spoznaja je bila kako je mjerenje metabolomskog uzorka nataste davalo drugaciji
rezultat od uzoraka koji nisu bili prikupljeni na taj nacin, posebice u domeni lipoproteina (112).
Dodatni rezultati pokazali su vrlo sloZene puteve regulacije metabolita uz izraZeni
individualizirani ucinak, sugerirajuci da je svaki ispitanik u izrazenom opsegu poseban, unatoc¢
nizu dijeljenih i1 zajednickih slicnih metabolickih puteva (112).

Unato¢ ovako Sirokom opsegu, ovaj resurs do sada nije koriSten za znatniji opseg
istrazivanja zaraznih bolesti, po uzoru na slicna istrazivanja koja su provedena drugdje (72,

113-117).
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1.9. Personalizirana medicina i zarazne bolesti

Razvoj medicine ide u smjeru personaliziranog pristupa. Povezati podatke svakog ispitanika
biobanke s njegovim "zdravstvenim kartonom" omoguc¢avajuci pristup vaznim informacijama
u odredenom vremenu mogao bi biti prvi korak u razvoju personalizirane medicine. Svjedoci
smo rastuce otpornosti na antibiotike 1 pomalo razocaravajucih podataka o ishodima lijecenja
septicnih bolesnika. Razvoj novih cjepiva 1 farmakogenetskih intervencija ostaju medu
najvaznijim ciljevima genetskih studija osjetljivosti na zarazne bolesti (67). Svjesnost da
varjjante male frekvencije, ali velikog/snaznog uc¢inka mogu znacajno doprinijeti genetskoj
raznolikosti za osjetljivost na brojne bolesti medu pojedincima, trebala bi povecati zanimanje
za definiranje, rano u Zivotu, Stetnih varijanti koje su dio naslijeda svakog pojedinca (118). Ovo
¢ini zarazne bolesti na ljestvici istrazivackog prioriteta, imaju¢i u vidu mobilnost moderne
ljudske populacije i stalno mijenjanje prirode patogena. U konacnici, krajnji rezultat bio bi
stvaranje baze znanja o zaraznim bolestima, njihovoj patogenezi, za patogen specificne, ali i
zajednicke puteve koje pojedinca stavljaju u predisponirajuc¢i polozaj za razvoj infekcije, razvoj
teskih oblika bolesti i eventualnog smrtnog ishoda.

Pandemija COVID-19 donijela je nevidenu priliku za bolje razumijevanje mehanizama
bolesti. Posebno su istrazivani mehanizmi TLR3-IRF7-IFNAR osi, koje ukljucuje niz
mehanizama koji diktiraju tezinu zaraze COVID-om (119). S druge strane, u COVIDu je
implicirana i poligenska podloga za rizik nastanka bolesti, koja se ogledala u nizu pronadenih
varjjanti (120). Inicijative COVID-19 Host Genetics Initiative predstavlja prvu, globalno
koordiniranu metaanalizu usmjerenu na razjasnjenje uloge genetike domacina u osjetljivosti na
SARS-CoV-2 i tezini bolesti COVID-19. Fokus tog istrazivanja bio je na tri svojstva — izrazito
teski oblik klini¢ke slike (definirana kao potreba za koriStenjem intenzivne skrbi ili respiratora),
hospitalizacija (koja oznacava srednji oblik tezine klinicke slike) te potvrdena infekcija, kao
najblazi i pocetni oblik tog fenotipa. Prednost ovakve analiza bila je moguénost razumijevanja
dinamike zaraze, koja je mogla stati na bilo kojem od prva dva koraka ili se komplicirati i
napredovati prema tre¢em, najtezem obliku. U konacnici je u istrazivanje bilo uklju¢eno gotovo
50,000 ispitanika, uz gotovo 2 milijuna kontrola. Analiza je pokazala 13 lokusa, koji su spadali

u Cetiri Siroka mehanizma (120). Prvi od njih bio je lokus 3p21.31, u genu LZTFL1. Ovo je bio
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najsnazniji signal za teSke oblike bolesti, a njegova uloga do sada je bila povezivana s funkcijom
epitelnih stanica diSnog sustava i odgovorom na teSke oblike oStec¢enje pluca, a time izgledno i
kao jedan od glavnih mehanizama nastanka ARDS-a u COVID-u. Drugi snazan signal dobiven
je iz ABO sustava, koji je potvrden kao vazna odrednica sklonosti zarazavanju. Treci signal bio
je iz interferonskih puteva, posebice OAS1/2/3 skupine, IFNAR2 i TYK2 (JAK/STAT).
Konacno, zabiljezen je znatan ucinak DPP9, koji je do sada bio poznat kao ¢imbenik rizika za
pojavu pneumonitisa i niza drugih intersticijskih poremecaja (120).

Ovaj rad je promijenio dinamiku istrazivanja genetike zaraznih bolesti na tri na¢ina. Prvo,
pokazao je kako je moguce provesti standardizirano istrazivanje 1 u uvjetima epidemije u
kojima je postojao niz logisti¢kih ograni¢enja. Drugo, stvorio je prvi set gena koji su bili
povezani s rizikom za obolijevanje te kona¢no omogucio prosirivanje fokusa i na druge bolesti
(120). Medutim, isto tako je pokazao i kako je niz metodoloskih ograni¢enja u ovakvom
pristupu, poput raznolikosti fenotipa koju nije lako uskladiti u raznim studijama i
istrazivanjima, poput problema definicije zarazavanja, ali i opsega klinickih simptoma zbog
kojih netko moze biti primljen na bolnicko lije¢enje. Uz to, u tom radu prikazano je znacenje
skrivene povezanosti, obrazaca u kojima su analizirani ispitanici ¢lanovi uzih porodica ili
genetski sli¢ni, §to moze dovesti do pojave lazno pozitivnih rezultata i na taj nac¢in umanjiti

vrijednost ovakvih istrazivanja ako se ne kontrolira taj u€inak (120).

Sve ove spoznaje jasno govore u prilog potrebi za razvojem resursa koji bi sagledavali

sklonost zaraznim bolestima, i to na razini zarazavanja, srednje teskih i teSkih oblika klinicke

slike.
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2. CILJEVI I HIPOTEZE ISTRAZIVANJA



2.1. Ciljevi

Glavni ciljevi istraZivanja:

1. Provesti cjelogenomsku meta-analizu tri izolirane populacije i procjenu njihovih rizika

za Ceste zarazne bolesti

2. Opisati rijetke genetske varijante 1 razumjeti kako one doprinose kona¢nom riziku

obolijevanja od zaraznih bolesti

Sporedni ciljevi istrazivanja:

Ispitivanje povezanosti gena s osobinama vezanim za infekciju s onima u prethodno

provedenim cjelogenomskim analizama

2.2. Hipoteze

1. Cjelogenomska analiza je u€inkovit na¢in razumijevanja osobnog rizika za teZe oblike

zaraznih bolesti

2. Rijetke genetske varijante imaju vaznu ulogu u nastanku zaraznih bolesti
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3. ISPITANICI I POSTUPCI



3.1. Ispitanici

Uzorak su u ovom istrazivanju sacinjavali ispitanici projekta 10.001 Dalmatinac —
Hrvatska biobanka. Ovo je najveca istrazivacka biobanka u Hrvatskoj, koja predstavlja
sveobuhvatni 1 cjeloviti izvor za istrazivanje genetickih, okoliSnih 1 druStvenih odrednica
zdravlja 1 bolesti.

Podaci koje su koriteni u ovom istrazivanju bili se vezani za pojavu bakterijskih 1
virusnih infekcija. Ispitanike smo podijelili u tri skupine (sub-kohorte): Korcula (N=2.833), Vis
(N=1.039) 1 Split (N=1.012). Prve dvije su izolirane oto¢ne populacije, a tre¢a su ispitanici
drugog najveceg grada u Hrvatskoj. Prikupljanje podataka i uzoraka provedeno je kroz nekoliko
faza pocevsi od 2003. do 2014., uz provedbu postanske ankete na pod-uzorku tijekom 2016.
godine.

Projekt je odobrilo Eticko povjerenstvo Medicinskog fakulteta Sveucilista u Splitu, a
provedeno je u skladu sa smjernicama HelsinSke deklaracije. Ispitanici su obavijeSteni o
pojedinostima 1 ciljevima istrazivanja, a prije samog uklju¢enja u studiju potpisali su
informirani pristanak. Obzirom da je dio istrazivanja proveden u izoliranim oto¢nim
populacijama pa je postojala opasnost lakSeg prepoznavanja pojedinaca nego u opcoj
populaciji, primijenjen je postrozen plan prikupljanja osobnih podataka. Glavni istrazivac je
jedini ukljucivao ispitanike u istrazivanje, jedini je imao pristup prikupljenim podacima i

njihovoj pohrani, a sve analize bile su provedene s anonimiziranim podacima.

3.2. Definicija ispitivanih osobina

Ukupno je bilo analizirano 14 fenotipskih svojstava. Glavni podatak u analizi bio je
podatak o preboljenoj zaraznoj bolesti, 1 to kao broja i razlog bolni¢kog lijecenja. Ovaj podatak
dobiven je iz anamnestickog zapisa ili zdravstvenih kartona ispitanika, a zatim je kodiran kao
binarne i numericke varijable.

Binarna grupa sadrzavala je podatke o preboljenju pojedinih zaraznih bolesti poput
tuberkuloze, upale plu¢a (pneumonije), hepatitisa ili meningitisa. Druga grupa sadrzavala je
skupine bolesti Sireg opsega poput razlicitih upala diSnog sustava (ukljucujuéi tuberkulozu i
upale pluca), upale probavnog sustava (ukljucujucéi hepatitis i druge gastrointestinalne bolesti),
sistemske upale, bakterijske infekcije (infekcije diSnog sustava i bakterijski meningitis) i
virusne infekcije (hepatitis 1 virusni meningitis). Ova grupa dobivena je kao zbroj pojedinih
bolesti, koje su bile grupirane prema organima ili organskim sustavima koje zahvacéaju. U ovu

skupinu uvrsten je 1 podatak o apendektomiji i tonzilektomiji (Tablica 1).
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Posljednja grupa predstavljala je procjenu opterecenja infekcijama, kao i1 jo§ dvije
osobine dodane naknadno — ucestalost godiSnjeg oboljenja od obi¢ne prehlade i gripe u
posljednjih deset godina. Opterec¢enje infekcijama definirano je kao ucestalost preboljenih
infekcija do trenutka ispunjavanja upitnika, i izracunato za svakog ispitanika kao

Opterecenje infekcijama = (tuberkuloza *1) + (pneumonija *1) + (hepatitis *1) +
(meningitis *1) + (upale diSnog sustava /iskljuene tuberkuloza i pneumonija/ *1) + (upale
probavnog sustava /iskljucen hepatitis/ *1) + (sistemske upale *1) + (apendektomija *0.5) +
(tonzilektomija *0.5)

S obzirom na heterogenu prirodu apendektomije i tonzilektomije, za izracun opterec¢enja
infekcijama njihov doprinos je bio manji od ostalih bolesti. Ispitanicima koji su preboljeli istu
zaraznu bolest dva ili viSe puta opterecenje infekcijama pomnozeno je s koeficijentom 2. Vec¢ina
ispitanika imala je jednu ili nijednu zaraznu bolest, dok je mali broj njih imao dvije ili vise
razli¢itih zaraznih bolesti u zivotu. Odgovori na pitanja vezano za preboljene obicne prehlade
ili gripe mogao je dobiti Cetiri moguéa odgovora, i to nekoliko puta godiSnje/svake godine
tijekom posljednjih deset godina; jednom godiSnje/nekoliko puta tijekom posljednjih deset
godina; manje od jednom godisnje/jednom u posljednjih deset godina; nikad ili gotovo

nikad/nikad; svrstali su ispitanike u tri skupine (0 do 3).

3.3. Genotipizacija i imputacija SNPova

DNA je izolirana iz leukocita venske krvi pomoc¢u Nucleon BACC3 kita (Tepnel,
Manchester, UK). Za postupak genotipizacije koristen je Illumina HumanHap300 v1 (Vis: 317
509 SNPova; SNPs, single nucleotide polymorphisms) i lllumina HumaHap370CNV-Quad
(Korcula faza 1: 346.034 SNPova, Korcula faza 2: 719.487 SNPova; Split faza 1: 320.406
SNPova, Split faza 2: 646.888 SNPova). Postupak odredivanja genotipa koji pojedinac nosi,
tzv. genotype calling odreden je koriste¢i GenomeStudio Software v3.0 (Vis, Korcula) ili v3.1
(Split). Svi ispitanici koji su imali stopu odredivanja genotipa manju od 95% (Vis) ili 97%
(Korcula, Split) bili su iskljuceni iz analize. Uzorci kod koji je u genomu otkriveno manje od
98% uspjesno genotipiziranih markera, kojima je frekvencija rijetke varijante (engl. minor alele
frequnecy, MAF) bila ispod 1% 1 0.01% za markere egzoma (Korcula, Split) te znacajnost
Fisherovog testa Hardy-Weinberg ravnoteze (HWE) ispod 10 su smatrani kao SNPovi lose
kvalitete 1 takoder su bili iskljuCeni iz daljnje analize. Dodatno, uzorci s prevelikom
autosomalnom heterozigotnosti ili nepodudaranjem spola (obzirom na genotip spolnog

kromosoma) bili su takoder iskljuc¢eni. Konac¢na veli¢ina uzorka za genotipske podatke iznosila
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je 960 ispitanika za Vis, 2.700 za Korc€ulu 1 966 za Split, Sto je znacilo ukupno 4.626 ispitanika
u istrazivanju.

Podatci o genotipu grupirani su u dvije faze pomocu SHAPEIT v2.1873 (121) i duohmm
funkcije (122), potom imputirani prema referentnom panelu HRC v1.1 (123) koriste¢i Sanger
Imputation Service. Posebno je provedeno rastavljanje u faze i imputacija za svaku genotipsku
platformu i sub-kohortu. Iskljuc¢ili smo SNPove koji su imali ocjenu kvalitete imputacije
(INFO) ispod 0,4 1 monomorfne varijante. Za daljnju analizu preostalo je 12,468.939 SNPova
za Vis, 12,383.856 SNPova za Korculu i 11,400.586 SNPova za Split.

3.4. Statisticka analiza

3.4.1. Cjelogenomska analiza povezanosti

Analiza je provedena uzevsi u obzir svako istrazivano svojstvo i povezanost za dob,
spol, godine Skolovanja (raspon od 0 do 26; osnovnu skolu bodovali smo od 0 do 8, srednju
Skolu od 9 do 12, visoko i vise obrazovanje viSe od 13 bodova), socioekonomski status (ukupni
zbroj dobara koje svaki ispitanik posjeduje poput vodovoda, grijanje, telefon, kompjuter, itd...
bodovano od 0 do 16), broj preboljenih razli¢itih infekeija (kako bi pojacali sklonost pojedinca
za infekcije). Godine Skolovanja 1 materijalni status su bili pretvoreni u kategoricke varijable
(tr1 kategorije za godine Skolovanja 1 Cetiri kategorije za materijalni status). Podatke koji su
nedostajali ubacili smo na temelju vrijednosti medijana ovisno o kohorti, dobi i spolu. Dob smo
takoder kategorizirali u tri skupine (18-39, 40-64, >65 godina). Kako bi dodatno uzeli u obzir
strukturu populacije 1 povezanost unutar iste, izracunat je i kinship matrix koriste¢i ibs funkciju
1z GenABEL R paketa (124).

Za binarne varijable koriStena je logisticka regresija, a za numericke linearna regresija.
U oba slucaja modeli su izradeni s pretpostavkom aditivnog ucinka, uz reziduale izracunate
polygenic funkcijom u programu GenABEL R (124). Sve analize povezanosti napravljene su
koriste¢i RegScan v2.0 program (125). Zbrojna statistika (veli¢ina u¢inka, standardna pogreska
1 P-vrijednosti) za svaku skupinu prilagodene su metodom genomske kontrole temeljem
GRAMMAR-gamma ¢imbenika (126) (genomski inflacijski ¢imbenik lambda i nepristrana
procjena koeficijenta regresije) pomocu polygenic funkcije paketa GenABEL R kako bi uzeli u

obzir povezanost 1 stratifikaciju unutra populacije.

30



3.4.2. Meta-analiza

Prije same meta-analize, zbrojna GWAS statistika je filtrirana pomocu protokola za
kontrolu kvalitete (engl. quality control, QC) programom EasyQC Software v9.2 (127).
Iskljuceni su SNPovi koji nisu imali uparene alele u sve tri skupine, uz fixed inverse-variance
meta-analizu koriste¢i METAL program verzija 2011-03-25 (128). Prag koji je oznacavao
cjelogenomsku znacajnost definiran je kao 3,57x10° (standardni GWAS prag je 5x1078
podijeljen s brojem analiziranih svojstava), ali tek nakon Sto smo napravili Bonferronijevu
korekciju budu¢i da su neke za infekciju vezane osobine bile visoko povezane (npr. respiratorne

infekcije 1 pneumonija).

Udio varijance za svaki otkriveni SNP izra¢unate je prema navedenoj formuli (gdje 3

predstavlja [ koeficijent, MAF je uCestalog minor alela, phvar je fenotipska varijanta) (129):

Fenotipska varijanca = B * ((2* MAF * (1-MAF))/phvar)

Fenotipska varijanca izraCunata je temeljem reziduala prilagodenih za kovarijante.
Individualna varijanta za svaki SNP je dodana kako bi dobili ukupni udio fenotipske varijante
objaSnjene za sve otkrivene SNPove za svaku osobinu povezanu sa infekcijom, i to u zoni od
500 kb oko vodeceg SNPa, koriStenjem HaploReg v4.1

(http://archive.broadinstitute.org/mammals/haploreg/haploreg.php) (130) 1 Bioconductor

biomaRt R paket v2.36.1. (131, 132). Prethodno povezani SNPovi odredeni su alatom

PhenoScanner v1. (http://www.phenoscanner.medschl.cam.ac.uk/) (133), i to na nacin da su

veze s pragom P-vrijednosti 0.05 ukljucivale i 12 od 0.8.

3.4.3. Analiza genetskih puteva (Pathway analysis)

Analizu samog genetskog puta/postupka proveli smo koriste¢i javno dostupan alat

STRING v10.5 (https://string-db.org/) (134). Kako bi stvorili mrezu, koriStene su ove postavke:

najmanja potrebna vrijednost interakcije za srednju povjerljivost od 0.4, uz pojacivace analize
(funkcionalne) za Gene Ontologies (GO) 1 Keggove puteve takoder koriste¢i STRING v10.5 s
mogucénosti Analysis 1 objavili smo najznacajniji put s FDR ispod 1% s minimumom od pet
gena iz mreze. Mreze smo predocili upotrijebivsi Cytoscape v3.7.2 (135) ukljucivsi se s

GeneMANIA v3.5.1. (136, 137).
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4. REZULTATI



U istrazivanje je bilo ukljuc¢eno 4.624 ispitanika (Tablica 1). U svim ispitanim

skupinama bilo je viSe Zzena (ukupno 61,79%), ali statisti¢ki znacajna razdioba po spolu

pokazala se jedino za Korc¢ulu i Vis (P=0,010). Najvec¢i broj ispitanika po dobi pripadao je

srednjoj zivotnoj dobi (od 40 do 64 godine), s medijanom oko 55 godina (Tablica 1). Srednju

Skolu zavrsila je polovica ispitanika (50.76%), a najmanje ih je imalo visoko ili viSe

obrazovanje (24,09%), uz znacajne razlike po kohortama (P<0,001; Tablica 1).

Tablica 1. Demografske i fenotipske osobine ispitivane populacije

Vis Kor¢ula Split Ukupno P
(n=960) (n=2.698) (n=966) (n=4.624)
Spol, Zenski; n (%) 558 1712 587 2857 0,010V
(58,12) (63,45) (60,77) (61,79)
Dob (godina); medijan (IQR) 56 55(23,00) 52 55(22,25) <0,001
(24,00) (21,00) KV, K8,
'S
Godine Skolovanja; n (%)
Osnovna Skola [0-8] 390 711 62 (6,42) 1163  <0,001
(40,63) (26,35) (25,15) KV.KS,
Srednja Skola [9-12] 413 1461 473 2347 VS
(43,02) (54,15) (48,96) (50,76)
Fakultet [>13] 157 526 431 1114
(16,35) (19,50) (44,62) (24,09)
Socioekonomski status; n (%)
1 kvartila [0-8] 350 662 134 1146  <0,001
(36,46) (24,54) (13,87) (24,78) KV.KS,
2 kvartila [9-10] 254 769 200 1223 Vs
(26,46) (28,50) (20,70) (26,45)
3 kvartila [11-12] 224 737 301 1262
(23,33) (27,32) (31,16) (27,29)
4 kvartila [>13] 132 530 331 993 (21,48)
(13,75) (19,64) (34,27)
Zarazne bolesti: broj; n (%)
Nijedna 576 1677 622 2875 0,114
(60,00) (62,16) (64,39) (62,18)
Jedna 293 752 277 1322
(30,52) (27,87) (28,68) (28,59)
Dvije 77 (8,02) 231(8,56) 61 (6,31) 369 (7,98)
Tri 11 (1,15) 33(1,22) 6(0,62) 50 (1,08)
Cetiri 3(0,31) 5(0,19) NM 8 (0,17)
Ponavljaju¢a pneumonija; n 9(0,94) 16(0,59) 1(0,10) 26 (0,56) 0,047VS

(%)

Tablica 1. Demografske 1 fenotipske osobine ispitivane populacije, nastavak

33



Vis Kor¢ula Split Ukupno P
(1=960) (n=2.698) (n=966) (n=4.624)

Zarazne bolesti; n (%)

Tuberkuloza 12 (1,25) 16(0,59) 6(0,62) 34 (0,74) 0,110

Pneumonija 105 235(8,71) 27(2,80) 367(7,94) <0,001

(10,94) KS, VS

Hepatitis 26 (2,71)  30(1,11) 20(2,07) 76 (1,64) 0,002%Y

Meningitis 7(0,73) 16(0,59) 7(0,73) 30 (0,65) 0,854

Infekcije disSnog sustava 161 535 111 807 (17,45) <0,001

(16,77) (19,83) (11,49) KS, V8

Infekcije probavnog 39 (4,06) 55(2,04) 33(3.42) 127(2,75) 0,002KY
sustava

Sistemske infekcije 26 (2,71)  36(1,33) 25(2,59) 87 (1,88) 0,005

KV, KS

Bakterijske infekcije 186 571 134 891 (19,27) <0,001

(19,38) (21,16) (13,87) KS, VS

Virusne infekcije 74 (7,71) 66 (2,45) 42 (4,35) 182 (3,94) <0,001

KV, KS,

Vs

Apendektomija 69 (7,19) 169 (6,26) 74 (7,66) 312 (6,75) 0,273

Tonzilektomija 168 491 160 819 (17,71) 0,517

(17,50)  (18,20)  (16,56)

Opterecenje zaraznim

bolestima

0 576 1677 622 2875 0,001
(60,00) (62,16) (64,39) (62,18) KS, V8§

0,5 151 385 168 704 (15,22)
(15,73) (14,27) (17,39)

1 149 388 116 653 (14,12)
(15,52) (14,38) (12,01)

1,5 41 (4,27) 164 (6,08) 38(3,93) 243 (5,25)

2 26 (2,71) 48 (1,78) 19 (1,97) 93 (2,01)

2,5 8(0,83) 22(0,81) 2(0,21) 32 (0,69)

3 8(0,83) 7 (0,26) 1(0,10) 16 (0,35)

3,5 1(0,11) 3(0,11) 0 4 (0,09)

4 0 4 (0,15) 0 4 (0,09)
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Tablica 1. Demografske i fenotipske osobine ispitivane populacije, nastavak

Vis Kor¢ula Split Ukupno P
(n=960) (n=2.698) (n=966) (n=4.624)
Ucdestalost prehlade
Nekoliko puta godisnje 67 160 NM 227 (22,36) 0,274
(27,46) (20,75)
Jednom godiSnja 83 305 NM 388 (38,23)
(34,01) (39,56)
Manje od jednom 67 229 NM 296 (29,16)
godisnje (27,46) (29,70)
Nikad ili gotovo nikad 27 77(9,99) NM 104 (10,25)
(11,07)
Ucdestalost gripe u posljednjih
10 godina
Svake godine 94,57) 16(2,44) NM 25(2,93) 0,857
Nekoliko puta 48 178 NM 226 (26,53)
(24,37) (27,18)
Jednom 57 180 NM 237 (27,82)
(28,93) (27,48)
Nikad 83 281 NM 364 (42,72)

(42,13) (42,90)

* post-hoc usporedbe (K — Korcula; V — Vis; S — Split); IQR — interkvartilni raspon; NM —
nije moguce izracunati.

Analiza broja preboljelih zaraznih bolesti pokazala je da viSe od pola ispitanika nije
preboljelo niti jednu zaraznu bolest koja je zahtijevala bolnicko lijecenje (62,18%). Od onih
koji jesu, najveci broj ih je prebolio samo jednu infekciju, a najveci broj preboljenih infekcija
po ispitaniku je Cetiri; 1 tu nismo pokazali nikakvu znacajnu razliku medu skupinama. Za razliku
od broja ponavljajucih upala pluca gdje je postojala statisticki znacajna razlika za kohorte Split
1 Vis (P=0,047). U Splitu je najmanji broj ispitanika imao ponavljajuce upale pluca (0,10%), a
najvise ih je imalo na Visu (0.94%; Tablica 1). Zarazne bolesti uzrokovane bakterijama bile su
najzastupljenije s postotkom od 19.27% u svim kohortama. Malo iza njih slijedili su slu¢ajevi
zaraznih bolesti diSnog sustava (17,45%) te upala pluca (7,94%). Rezultati su bili statisticki
znacajni za kohorte Korc¢ula-Split 1 Vis-Split (P<0,001).

Ispitanicima otoc¢nih populacija naknadno je poslan jos jedan upitnik koji je, izmedu
ostalog, ispitivao godiSnju ucestalost obi¢ne prehlade i ucestalost oboljenja od gripe u
posljednjih deset godina. Najveci broj ispitanika je jednom godiSnje ili manje prebolio obi¢nu
prehladu, a gripu nikad ili jednom u posljednjih deset godina te nije bilo statisticke razlike medu

skupinama (p-vrijednost 0.274 za obi¢nu prehladu; p-vrijednost 0.857 za gripu).
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Rezultati cjelogenomske meta-analize za sve tri subkohorte pokazale su 29 znacajnih
rezultata (na razini P<3,57x10), od toga Sest lokusa za hepatitis, osam za meningitis, sedam
lokusa za sistemske infekcije i sedam za tuberkulozu (Tablica 2). Samo jedan lokus bio je
sugestivan za pneumoniju. Od 29 otkrivenih lokusa, 19 ih je bilo smjeSteno unutar

nekodirajuéeg dijela gena — introna, a samo jedan je bio missense (za tuberkulozu; Slika 1 1 2).
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Tablica 2. Znacajni rezultati GWA meta-analiza (filtrirani za vode¢e SNP-ove unutar £500kb veli¢ine baza, Bonferronijeva korekcija znacajna P
< 3,57x107 ili sugestivna P < 5x10%, heterogenost P > 0.05, s istim smjerom uéinka, varijante povezane s protein kodiraju¢im genima, varijante
prisutne u meta-analizama za sve tri sub-kohorte [N=4,624]).

Osobina SNP Lokacija Aleli*  OR (95% CI) P Gen Tip
varijante
Hepatitis rs188290902 11:131868501 G/A 1,13 (1,09-1,16) 9,05E-12 NTM intron
1s72936092 2:159097061 A/G 1,16 (1,11-1,20) 8,68E-11 CCDCI48 intron
rs17077736 13:33251708 A/G 1,06 (1,04-1,08) 3,19E-10 PDS5B ntron
rs34447953 1:94730687 A/C 1,12 (1,08-1,15) 7,99E-10 ARHGAP29 intron
rs78111295 4:126203327 T/C 1,04 (1,03-1,06) 1,21E-09 FAT4 uzvodno
rs145607180 18:3452913 T/C 1,15 (1,10-1,19) 2,97E-09 TGIFI intron
Meningitis rs13358188 5:155325029 G/A 1,10 (1,08-1,13) 8,46E-13 SGCD intron
rs17587821 1:226820605 C/T 1,06 (1,04-1,08) 4,14E-12 ITPKB 3'-UTR
rs189257688 2:204544219 T/C 1,06 (1,04-1,07) 1,31E-11 CD28 uzvodno
rs188530871 15:76781806 T/C 1,08 (1,06-1,10) 7,57E-11 SCAPER intron
rs61878814 11:32119462 C/T 1,05 (1,03-1,06) 1,41E-10 RCNI intron
rs116886525 11:116671391 T/C 1,09 (1,06-1,12) 2,29E-10 APOAS5 uzvodno
rs35608792 1:8450425 G/A 1,04 (1,03-1,05) 4,87E-10 RERE intron
rs116306652 1:181673900 T/G 1,05 (1,04-1,07) 1,46E-09 CACNAIE  intron
Pneumonija 15187624194 12:7775204 C/T 1,15 (1,10-1,20) 2,15E-08 APOBECI nizvodno
Sistemska rs146072725 11:77519509 T/C 1,13 (1,09-1,16) 7,50E-13 RSFI intron
infekcija rs142441889 20:16052044 T/G 1,13 (1,09-1,17) 1,63E-10 MACROD?2 nizvodno
rs76931343 5:119876729  G/A 1,14 (1,10-1,18) 3,70E-10 PRRI6 intron
rs58219087 19:48061409 C/T 1,20 (1,14-1,26) 7,57E-10 ZNF541 uzvodno
rs138336976 2:234090697 A/G 1,10 (1,07-1,12) 1,26E-09 INPP5D intron
rs192437130 2:85840200 T/C 1,21 (1,15-1,27) 1,34E-09 USP39 intron
rs6565193 16:30600260 C/T 1,05 (1,04-1,07) 2,38E-09 ZNF785 uzvodno
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Tablica 2. Znacajni rezultati GWA meta-analiza, nastavak

Osobina SNP Lokacija Aleli*  OR (95% CI) P Gen Tip
varijante
1$554596237 9:6953063 G/T 1,09 (1,07-1,12)  2,06E-11 KDM4C intron
Tuberkuloza rs145254894 14:24683304 A/C 1,07 (1,05-1,09) 1,17E-10 MDPI missense
rs570545343 5:65171990 A/G 1,06 (1,04-1,07) 1,24E-10 NLN nizvodno
rs117768315 12:47562000 A/G 1,06 (1,04-1,07) 1,48E-10 PCEDIB intron
rs182320411 19:45821257 A/G 1,08 (1,05-1,10) 9,69E-10 CKM intron
rs140511699 8:102628803 C/A 1,07 (1,05-1,10)  2,37E-09 GRHL?2 intron
rs140782448 8:100743166 C/T 1,10 (1,07-1,13)  2,99E-09 VPSI3B intron
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Slika 1. Manhattan 1 QQ grafovi za pet ispitivanih osobina/zaraznih bolesti sa znacajnim
rezultatima nakon provedene cjelogenomske meta-analize s varijantama prisutnim u meta-
analizi za sve tri sub-kohorte [N=4 624] (crvena linija naznacena u Manhattan grafu prestavlja
Bonferronijevu korekciju za cjelogenomski znacajan prag od 3,57x10”, a plava linija prestavlja
sugestivan prag 5x10%; u QQ grafu A prestavlja genomski ¢imbenik inflacije). Izvor autor.

~logia(p)

Chromosome

A=0942

Observed -log,s(p)

T
Expected -logulp)

a) Hepatitis

39



12 5

10 4

(d)®Bo|~

13 14 15 16 17 18 20 22

12

Chromosome

0.845)

h=

100

(d)°'60y- penwsqO

4

Expected —logyo(p)

b) Meningitis

]

40



15 16 17 18 20 22

13 14

12

Chi

0812

=

.
(d)°'6o1- panesq0

Expected -logiolp)

¢) Pneumonija

41



14 4

12

10

(601~

15 16 17 18 20 22

13 14

12

0.926]

=

(d)°'6o1- pemesqO

Expected -logso(p)

d) Sistemske infekcije

42



14 -

12 4

(d)>Boj—

20 2

15 16 17 18

13 14

12

Chromosome

.=0.881]

(d)?*60i- pansesqO

Expected -logyolp)

e) Tuberkuloza

43



Slika 2. Regionalni LD graf zna€ajnih lokusa povezanih sa zaraznim fenotipovima. Izvor
autor.
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Slika 2. Regionalni LD graf zna¢ajnih lokusa povezanih s infekcijom nakon GWA meta-

analize/nastavak. Izvor autor.
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Slika 2. Regionalni LD graf zna¢ajnih lokusa povezanih s infekcijom nakon GWA meta-
analize/nastavak. Izvor autor.

s L ]
i :
g 4

QD) @18 UORRLIGUI

—BUDTI —AROAY PAFAH 182~
2Rt ~—sw3
~AROAS ~LoC100852768
~AROM TAGLN-=) —ERRFIN sLcasat—~
APOCI~ RERE

166 4
n chrtt (MY

Meningitis: rs116886525 Meningitis: rs35608792

QW) oves

n on chri2 (Mt

Pneumonija: rs187624194

5146072725
L

15142441889 | §
L

10gys(p-value)

QNNP) B18) Lo

~CLNS1A AAMDC—~

KCTD21-AS1— MACROO2-

ton or

Posttior "

Sistemske infekcije: rs146072725 Sistemske infekcije: rs142441889



Slika 2. Regionalni LD graf zna¢ajnih lokusa povezanih s infekcijom nakon GWA meta-

analize/nastavak. Izvor autor.

1576931343
L]

10g,o(p-value)

PRR16~

osMon on chrs (MB

Sistemske vinfekcije:

558219087
.

.,,@
-

SNORD23~ CR= SNAR-Gf-s]

C3 CMRt-—~ 02> = TPRXT  SNAR-Afi—|

MRy~ Caage aLrsgRe—= ~—sipTa1
- MR3191 SEPWI-- SR
PRRZ4-> SNAR-

| 196565193
v 1 . B
2 |
2 5.l ‘ L
? o
& ‘ L] °
3] . e ® e
g ° (R o o o
el . v st
1 © 8N
CORO1A~ o PRR-IJ— Pkl(.g_"—
LocsST2~  ~-TBCIDI8 ~2TE FARS- ~ClEm3  ~MRAO
80LA2 wnpr MRS~ ~2EEE  SRCAP Loctoyaz8rie-=
-+ 80LA28 ~sepTt ~2nF768 «~10C730183 MRTE2>
suxia— NEde—~ ~ a7 SNORAI0—~ crEr-
'S_A’vs~ Z\F;I - ’Z’\.FW ‘.OC!D{‘;K:W-« »#BL"O'ASV
SUXIA-SULTIAS-= ~ocTPet RNES0-= FagLIs—~

]

Position on chr16 (Mb

Sistemske infekcije: rs6565193

(e

15192437130

\ 3
; E :
¥ ol
¥ ., J

ELMOD3—~

P
2

~LOC100630918 = SETPE ATOHE> - STIGALS

W)

~TGOUNZ =CAPG MAT2A—>  USPI9-= GNLY—> = MIRBOT!

~—RETSAT  SH2pE~ ~—ggox Locopso—~
R Loctorgaet s~
vanps—
RNF{81~

< TMEM1304

~Cloms

Sistemske infekcije: rs192437130

Sistemske infekcije: rs138336976
rs'ﬁ"‘-rk’ur 100 ;

(QNIND) 1S UOTRUIGWODRY

e e oz
. e - e
Rss DAL= TR~ = = soroun
-3 F'();?— /P04 —RABGGTA \v.h‘_[‘l—
d FITMI~> <CHMPA  NOES—~ LOC1019270¢5—~ omitted
rougi~ —uoe1 —cpes
eucs —rgoos Lroume
B

244 248
& (M)

Tuberkuloza: rs145254894

a7



Slika 2. Regionalni LD graf zna¢ajnih lokusa povezanih s infekcijom nakon GWA meta-
analize/nastavak. Izvor autor.
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Analiza pleiotropskih mreza lokusa iz prethodnog koraka ukazala je na niz zanimljivih
rezultata, od kojih se izdvajaju povezanost hepatitisa s raznim metabolickim bolestima i
elementima stani¢nog ciklusa, sustavnih infekcija s regulacijom stanice i nizom bolesti koje
zahvacaju jedan ili viSe organskih sustava, meningitisa s drugim viralnim bolestima,
regulacijom kalcija, signalim putevima i autoimunim bolestima te tuberkuloze sa sistemskim

lupusom, alkoholizmom i viralnim bolestima (Slika 3).
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Slika 3. Pleiotropska mreza otkrivenih lokusa (svijetlo sivi ovali) za razliCite zarazne
bolesti/ispitivane osobine (tamno sivi osmerokuti) nakon provedene cjelogenomske meta-
analize. Povezani rezultati s razli¢itim slozenim osobinama drugih objavljenih GWA studija su
prikazane u zaobljenim pravokutnicima, a rezultati za KEGG-ove puteve s FDR pragom od 1%
za svaku zaraznu osobinu su navedeni izvan zakrivljene linijje (WHR — waist-to-hip ratio; BMI
— body mass index; LDL — low density lipoprotein; eGFR — estimated glomerular filtration
rate). Izvor autor.

Detaljni pregled kodiranih genotipova za 29 znacajnih rezultata pokazao je da je vecina
slucajeva bila heterozigot za varijantu alela, dok je manji broj bio rijetki homozigoti (Tablica
4). U nekoliko situacija zabiljeZeno je da su kontrole bile s oba rijetka alela, a slu¢ajevi nisu
imali nijedan (npr. rs78111295[FAT4], rs116306652[CACNAIE], rs116886525[4AP0OAS5],
rs17587821[ITPKB], rs117768315[PCEDIB], rs570545343[NLN]). Analizirane genetske
varijante objasnile su samo mali postotak varijance, od 0,058% za hepatitis do 0,113% za

meningitis (Tablica 5).
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Tablica 4. Broj pojedinaca s odredenim genotipom na temelju njihovog statusa kontrole ili
slucajeva za 29 znacajnih lokusa povezanih s infekcijom nakon GWA meta-analiza

(N=4 624).
. Genotip

f;‘(’)‘;;lvlz“a SNP Aleli 0 1 2

Kont. Slu¢. Kont. Slué. Kont. Slud.

15145607180 C/T 4524 72 26 4 0 0

1517077736 G/A 4398 64 150 11 2 1

N rs188290902  A/G 4496 69 54 7 0 0

Hepatitis rs34447953 C/A 4496 71 54 4 0 1

1$72936092 G/A 4515 71 35 5 0 0

rs78111295 C/T 4280 60 267 16 3 0

15116306652 G/T 4490 24 104 6 2 0

rs116886525  C/T 4556 26 39 4 1 0

rs13358188 A/G 4563 26 33 4 0 0

Meningits rs17587821 T/C 4496 24 99 6 1 0

rs188530871  C/T 4542 26 54 4 0 0

rs189257688  C/T 4477 24 119 5 0 1

rs35608792 A/G 4418 22 178 8 0 0

1561878814 T/C 4448 24 147 4 1 2

Pneumonija 15187624194 T/C 4198 348 61 9 0 O

rs138336976  G/A 4445 78 94 9 0 0

rs142441889  G/T 4489 81 50 6 0 0

. rs146072725  C/T 4480 79 59 7 0 1

lsnlzi‘gji‘e rs192437130  C/T 4516 82 23 5 0 0

r$58219087 T/C 4509 83 30 4 0 0

156565193 T/C 4312 69 227 17 0 1

1$76931343 A/G 4504 81 35 6 0 0

rs117768315  G/A 4493 28 97 6 2 0

rs140511699  A/C 4541 29 51 5 0 0

rs140782448  T/C 4560 31 32 3 0 0

Tuberkuloza  rs145254894  C/A 4510 28 8 5 0 1

rs182320411  G/A 4534 29 58 5 0 0

15554596237  T/G 4557 30 35 4 0 0

1s570545343  G/A 4447 28 143 6 2 0
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Tablica 5. Udio fenotipske varijance objasnjen pojedinacnim SNP-om i zbrojem svih
identificiranih rezultata.

Fenotip Varjjanca Oznaka SNPa  Udio varijance — Udio varijance —
pojedinac¢ni SNP zbroj

Hepatitis 0,015 rs188290902;  0,012;0,012; 0,008; 0,010; 0,058
rs72936092; 0,006; 0,010
rs17077736;
1s34447953;
rs78111295;
rs145607180

Meningitis 0,006 rs13358188; 0,015;0,015;0,015; 0,012; 0,113
rs17587821; 0,020; 0,015;0,012; 0,011
rs189257688;
rs188530871;
rs61878814;
rs116886525;
1s35608792;
rs116306652

Pneumonija 0,052 15187624194 0,007 0,007

Sustavne 0,017 rs146072725;  0,014; 0,010; 0,010; 0,016; 0,085
infekcije rs142441889;  0,011; 0,017; 0,008

1s76931343;

rs58219087;

rs138336976;

rs192437130;

1s6565193

Tuberkuloza 0,007 rs554596237;  0,013;0,014;0,014;0,010; 0,090
rs145254894;  0,018;0,010; 0,010
1s570545343;
rs117768315;
rs182320411;
rs140511699;
rs140782448
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Pronadeni SNPovi pripadali su genima koji su na razne nacine bili ukljuceni u

imunoloski odgovor (Tablica 6).

Tablica 6. Genska oznaka znacajnih lokusa povezanih s infekcijom nakon GWA meta-
analize

Ispltl\:ana Gen Opis
osobina
CCDCl148 Domena namotane zavojnice koja sadrzi 148
TGFB-induciraju¢i ¢cimbenik homeobox 1; veze se za
TGIF1 element koji reagira na retinoid X receptor (RXR) iz
stani¢nog promotora proteina II (CRBPII- RXRE)
ARHGAP29 Rho GTPaza aktivirajuci protein 29; Aktivator GTPaze za
tip Rho GTPaze
Hepatitis PDSS, regulator odrzavanja kohezije sestrinskih
PDS5B . .
kromatida u mitozi
FAT tumor supresor homolog 4; odrzava polaritet ravnih
FAT4 stanica u inhibiciji  proliferacije 1  diferencijacije
neuroprogenitorskih stanica
NTM Neurotrimin, imunoglobulin koji sadrZi glikozil-
fosfatidilinozitol (GPI) - izrastanje i adhezija dendrita
Apolipoprotein A-V, apolipoprotein koji ima ulogu u
APOAS A
regulaciji plazmatske razine triglicerida
S-fazni protein povezan s ciklinom A u ER;
SCAPER CCNA2/CDK2 regulatorni protein koji prolazno
odrzava CCNA2 u citoplazmi
CD28 molekula; Uklju¢en u aktivaciju T-stanica,
CD28 indukciju stani¢ne proliferacije i proizvodnju citokina te
promicanje prezivljavanja T-stanica
Kalcijevi kanali, R tip, alfa 1E podjedinica; posreduju
ulasku iona kalcija u ekscitabilne stanice, takoder su
o CACNAI1E  ukljuceni u niz stani¢nih procesa ovisnih o kalciju,
Meningitis

ukljucujuéi kontrakciju misi¢a, oslobadanje hormona ili
neurotransmitera, ekspresiju gena i stani¢ni ciklus

Retikulokalbin 1, EF-ruka domene vezanja kalcija; moze
RCNI1 regulirati aktivnosti ovisne o kalciju u lumenu
endoplazmatskog retikuluma ili post-ER odjeljku

Ponavljanja dipeptida arginin-glutaminske
RERE kiseline (RE); uloga supresora transkripcije
tijekom razvoja; povezan s tonzilektomijom

Inozitol-trifosfat 3-kinaza B; regulacija razine velikog broja
ITPKB inozitol polifosfata koji su vazni u stani¢noj signalizaciji.
Impliciran u odredivanju osjetljivosti na virus zauSnjaka

Sarkoglikan, delta; podkompleksa distrofin-glikoproteinskog
SGCD kompleksa koji ¢ini vezu izmedu citoskeleta F-aktina i
1zvanstani¢nog matriksa
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Pneumonija APOBECI

Enzim za uredivanje mRNK apolipoproteina B, kataliticki
polipeptid 1; kataliticka komponenta kompleksa enzima za
uredivanje mRNK apolipoproteina B

USP39

Ubikvitin specifi¢na peptidaza 39; uloga u spajanju pre-
mRNK kao komponenta U4/U6-US5 tri-snRNP, jednog od
gradevnih blokova spliceosoma

MACROD2

MAKRO domena 2; deacetilaza ukljuc¢ena u uklanjanje ADP-
riboze iz mono-ADP-riboziliranih proteina. Prethodne
implikacije GWAS-a za infekciju virusom Epstein-Barr,
mjerenja interleukina 10 1 12 1 mjerenje liganda koji inducira
apoptozu povezanog s TNF-om

) RSF1
Sistemske S

Faktor pregradnje i razmaka 1; nuklearni protein koji
olaksava transkripciju gena virusa hepatitisa B putem
aktivatora transkripcije HBX

infekcije

INPP5D

Inozitol polifosfat-5-fosfataza; protein djeluje kao negativni
regulator proliferacije 1 prezivljavanja mijeloidnih stanica.
Prethodna GWAS implikacija za broj leukocita

ZNF785

Protein cinkovog prsta 785; moze biti ukljucen u regulaciju
transkripcije. Impliciran u definiranju bazofila i eozinofila

PRR16

Protein bogat prolinom 16; regulator veli¢ine stanica.
Prethodne impliciran u mehanizmu odgovora na cjepivo i
mjerenja citokina

ZNF541

Protein cinkovog prsta 541; komponenta multiproteinskog
kompleksa tijekom spermatogeneze

PCEDIB

domena PC-esteraza koja sadrzi 1B; kodira protein koji
pripada obitelji acil-esteraza sliénih GDSL/SGNH

MDPI

Magnezij-ovisna fosfataza 1; fosfataza ovisna o magneziju
koja moze djelovati kao tirozin fosfataza

CKM

Kreatin kinaza, misi¢; protein kodiran ovim genom je
citoplazmatski enzim ukljucen u energetsku homeostazu 1
vazan je serumski biljeg za infarkt miokarda

NLN

Neurolizin (obitelj metalopeptidaze M3); hidrolizira
oligopeptide kao Sto su neurotenzin, bradikinin 1 dinorfin A,
vjerojatno je ukljucen u prekid neurotenzinergickog signala u
sredi$njem ziv€anom i probavnom sustavu

Tuberkuloza GRHL?

Transkripcijski Cimbenik vazan u primarnoj neurulaciji i
razvoju epitela

KDM4C

Lizin (K)-specificna demetilaza 4C; pretvara specifi¢ne
trimetilirane histonske ostatke u dimetilirani oblik koji potom
regulira ekspresiju gena i odvajanje kromosoma. Prethodne
implikacije GWAS-a za HIV-1 infekciju te osjetljivost na
virusne 1 mikobakterijske infekcije

VPS13B

protein 13 homolog B za vakuolarno razvrstavanje;
transmembranski protein koji regulira transport posredovan
vezikulama i razvrstavanje proteina unutar stanice. Prethodne
implikacije GWAS-a u mjerenju osjetljivosti za infekcije uha
u djetinjstvu
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Prvi korak dodatne analize bio je razumjeti postoje li funkcionalne veze i drugi oblici
povezanosti medu pronadenim genima. KoriStenje analize puteva pokazalo je da su svi od

navedenih gena bili povezani, izravno ili neizravno (Slika 4).

l}@l @ SLC6A8

@ @ @ cCcDC148 @
APOBEC1 MACROD?2
JARHGAP29 @
PCED1B @
PDS5B @

@2 e PRR16 CD86

CD80

Slika 4. Prikaz povezanosti pronadenih gena koriStenjem baze GeneMania. Crvene crte
oznacavaju funkcionalnu povezanost gena, zelene njihovo medudjelovanje, a ljubicaste
zajednicko pojavljivanje pojedinih parova. Izvor autor.
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Prosirivanje predvidene mreze gena koji su dobiveni u prethodnom koraku analize
ukazalo je na izostanak izravnih veza u prvom analitickom koraku (Slika 5a), dok se postepenim
povecavanjem mreze do tre¢eg koraka (Slika 5b-d) jasno ocrtavaju Cetiri odvojena klastera gena
(Slika 5d). Ovi klasteri ukljucuju skupine gena ukljucenih u poremecaje metabolizma krvnih
stanica (inozitol fosfataze; INPP5SD, INPP4A, ITPKA, PLCD4), poremecaje razvoja i funkcije
limfnog sustava te morfogenezu B limfocita (FAT4, FJX1, USP39), GTP-azu uklju¢enu u
odredivanje krvnih grupa i rizik obolijevanje od encefalitisa (ARHGAP29, OARD1) te Siroku
mrezu ukljuenu u niz poremecaja imunoloskog sustava, ukljuujuéi reakcije na virusne

zarazne bolesti (APOBEC2, APOBEC4, ANOS).
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Slika 5. Koraci obogacivanja String mreze gena koji su imali znacajan rezultata u GWAS
analizi, pri ¢emu je a) pocetno stanje, b) prvi korak prosirivanja mreze, c) drugi korak
prosirivanja te d) tre¢i korak proSirivanja. Izvor autor.
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Nakon identifikacije gena koji su bili povezani sa svim analiziranim zaraznim

bolestima, koristena je baza OMIM kako bi se pronasle rijetke varijante i bolesti s kojima su

povezani. Rezultati analize pokazali su ukupno 227 monogenskih bolesti ili sindroma, od kojih

je 77 (33,9%) bilo vezano uz regulaciju rada imunoloskog sustava i to kao imunodeficijencije

ili autoimune bolesti (Tablica 7).

Tablica 7. Sazetak OMIM zapisa kojim su analizirani svi geni koji su bili statisticki znacajni u
GWAS analizi; prikaz samo 77 od 227 zapisa

OMIM oznaka  Vodeci gen Fenotip

600315 TNFRSF4 Imunodeficijencija 16

153390 LCK Imunodeficijencija 22

123860 CTPS1 Imunodeficijencija 24

602943 RORC Imunodeficijencija 42

605554 CD244 Sklonost reumatoidnom artritisu

609424 RC3H1 Sindrom deregulacije i sistemske hiperinflamacije
124092 IL10 Zastita od bolesti presatka protiv primatelja
124092 IL10 Sklonost HIV-1

124092 IL10 Progresija reumatoidnog artritisa

186910 CDSA Imunodeficijencija 116

600555 STATI Imunodeficijencija 31A, mikobakterioza

600555 STATI Imunodeficijencija 31B, bakterijske i virusne infekcije
600555 STATI Imunodeficijencija 31C, mukokutana kandidijaza
609755 CELIAC3 Sklonost celijakiji, 3

118190 HSPDI1 Hipomijelinizacijska leukodistrofija 4

186760 CD28 Imunodeficijencija 123 s HPV-povezanom verukozom
123890 CTLA4 Imunoloska deregulacija s autoimunitetom
604558 ICOS Zajednicka varijabilna imunodeficijencija 1
146929 CXCRI1 Spor napredak prema AIDS-u

600244 PDCDI1 Multisistemska autoimuna bolest, tip 4

601470 CX3CRI1 Brz napredak do AIDS-a nakon infekcije HIV-1
601267 CCR2 Sklonost/otpornost na HIV infekciju

601373 CCR5 Otpornost na virus hepatitisa C

601373 CCR5 Sklonost/otpornost na HIV infekciju

601373 CCRS Sklonost infekciji virusom Zapadnog Nila

604491 CBLB Multisistemska autoimuna bolest, tip 3

164011 NFKBI1 Zajednicka varijabilna imunodeficijencija 12
603029 TLR3 Otpornost na infekciju HIV-1

603029 TLR3 Imunodeficijencija 83, sklonost virusnim infekcijama
602731 FYBI1 Trombocitopenija 3

604190 SLC22A4 Sklonost reumatoidnom artritisu

147683 IL13 Sklonost alergijskom rinitisu

147683 IL13 Sklonost astmi

142840 HLA-C Sklonost HIV-1 viremiji
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142840 HLA-C Sklonost psorijazi 1

601022 NFKBIL1 Sklonost reumatoidnom artritisu

606000 BTNL2 Sklonost sarkoidozi, 2

608815 EFHCI1 Sklonost juvenilnoj apsans epilepsiji, 1
608815 EFHCI1 Sklonost juvenilnoj mioklonic¢koj epilepsiji, 1
607210 CARDI1 Ekspanzija B-stanica s NF-xB i anergijom T-stanica
607210 CARDI11 Imunodeficijencija 11A

607210 CARDI1 Imunodeficijencija 11B s atopijskim dermatitisom
147620 IL6 Sistemski juvenilni reumatoidni artritis
605402 CD274 Multisistemska autoimuna bolest, tip 5
605921 STIM1 Imunodeficijencija 10

186830 CD3E Imunodeficijencija 18

186830 CD3E Imunodeficijencija 18, varijanta SCID
605257 AICDA Imunodeficijencija s hiper-IgM, tip 2
147570 IFNG Brz napredak prema AIDS-u

147570 IFNG Odgovor na terapiju hepatitisa C

147570 IFNG Zastita od tuberkuloze

601896 TRAF3 Imunodeficijencija 132

601896 TRAF3 Imunodeficijencija 132B

600005 CIITA Sklonost reumatoidnom artritisu

600005 CIITA Manjak MHC klase 11 1

602354 LAT Imunodeficijencija 52

605956 NOD2 Upalna bolest crijeva 1, Crohnova bolest
610859 CARMIL2 Imunodeficijencija 58

611184 PIEZO1 Limfna malformacija 6

601395 CCL3LI Sklonost HIV/AIDS-u

613113 NF1 Juvenilna mijelomonocitna leukemija
158105 CCL2 Otpornost na HIV-1

601156 CCLI11 Sklonost astmi

601156 CCL11 Otpornost na HIV-1

187011 CCLS5 Usporena progresija bolesti HIV-1
187011 CCL5 Brza progresija bolesti HIV-1

182283 CCL3 Otpornost na HIV infekciju

604895 TBX21 Imunodeficijencija 88

604895 TBX21 Sklonost aspirinom induciranoj astmi
604895 TBX21 Astma i nosni polipi

604672 CD209 Zastita od denga groznice

604672 CD209 Sklonost HIV-1

604672 CD209 Sklonost Mycobacterium tuberculosis
613437 FCHO1 Imunodeficijencija 76

604758 RELB Imunodeficijencija 53

605717 ICOSLG Imunodeficijencija 119

300365 TLR7 Imunodeficijencija 74, povezana s COVID-19, X-vezana

57



Analiza obogacenih genetskih puteva ukazala je na 18 statisticki zna¢ajnih rezultata,

koji su se odrzali i nakon primjene korekcije na broj testiranja (FDR). Ovi putevi analizirani su

u dvije baze, GO 1 KEGG (Tablica 8). Putanje vezane uz hepatitis pokazale su vezu sa stani¢nim

ciklusom, kao i oni za meningitis, dok su sustavne infekcije viSe rezultata pokazale za RNA

metabolizam; pri tome je pronaden i vrlo zanimljiv rezultat, veza alkoholizma 1 tuberkuloze

(Tablica 8).

Tablica 8. Funkcionalna obogacenja znacajnih lokusa nakon GWA metaanalize (GO/KEGGQG)

Ishod Baza Opis puta Broj gena  FDR
Hepatitis GO: bioloski proces Kohezija kromatida 10 2,69E-19
Hepatitis GO: bioloski proces Segregacija kromosoma 14 7,11E-19
Hepatitis GO: bioloski proces Regulacija mitoze 14 2,01E-15
Hepatitis GO: bioloski proces Segregacija kromosoma 10 2,29E-15
Hepatitis GO: bioloski proces Regulacija mitoze 14 1,87E-14
Hepatitis GO: bioloski proces Regulacija mitoze 14 5,73E-14
Hepatitis KEGG Stanicni ciklus 8 4,86E-10
Hepatitis KEGG Mejoza 7 6,67E-09
Meningitis GO: bioloski proces Regulacija rada stanice 12 8,64E-10
Meningitis GO: bioloski proces Medustanic¢na regulacija 17 4,87E-07
Meningitis KEGG Virusni miokarditis 7 2,22E-10
Meningitis KEGG Kalcijski kanal 6 1,61E-05
Sustavne GO: bioloski proces RNA splicing 18 1,24E-22
infekcije

Sustavne GO: bioloski proces mRNA obrada 18 1,49E-21
infekcije

Sustavne KEGG Spliceosome 19 1,07E-34
infekcije

Sustavne KEGG RNA razgradnja 8 4,24E-12
infekcije

Tuberkuloza KEGG Sustavni eritematozni 13 9,37E-22

lupus
Tuberkuloza KEGG Alkoholizam 13 8,09E-20

58



Analiza usmjerena na ucestalost prehlade i samoprocijenjene gripe provedena je na pod-

uzorku ispitanika, bez postizanja statistiCki znacajnih rezultata (najblizi rezultati bili su

granicno neznacajni, a prikazani su u Tablici 9).

Tablica 9. Prikaz najznacajnijih rezultata GWAS analize ucestalosti prehlade 1
samoprocijenjenih epizoda gripe
Fenotip SNP Gen OR (95% CI) P Varijanta
Prehlada rs34120090 Cl4orf159 0,67 (0,51-0,82) 5,09E-07 intron
Prehlada rs72811464 C10orfl1 0,32 (0,00-0,77) 5,62E-07 intron
Prehlada rs77745981 ZNF800 1,35 (1,23-1,47) 6,25E-07 intron
Prehlada rs1351361 NKAIN3 0,79 (0,69-0,89) 2,11E-06 intron
Prehlada rs2235247 HAOI 0,71 (0,57-0,85) 2,39E-06 intron
Prehlada rs12215418 TPMT 0,69 (0,54-0,85) 2,87E-06 intron
Prehlada rs141486896 CACNG2 0,59 (0,36-0,81) 3,29E-06 intron
Prehlada rs1756957 PDX1-ASI 1,21 (1,13-1,28) 4,36E-06 intron
Prehlada rs112219086 C200rf196 0,63 (0,44-0,83) 4,89E-06 intron
Gripa* rs114363831 YWHAQ 1,83 (1,60-2,06) 2,11E-07 intron
Gripa* rs7225162 C1QL1 1,25 (1,16-1,33) 2,58E-07 nizvodno
Gripa* rs112040172 NRGI1 2,17 (1,85-2,48) 1,88E-06 intron
Gripa* rs10097219 NEFM 0,76 (0,65-0,88) 2,36E-06 nizvodno
Gripa* rs75426385 SEC14L6 0,64 (0,45-0,82) 2,49E-06 intron
Gripa* rs12504682 SORCS2 0,80 (0,71-0,89) 2,68E-06 intron
Gripa* rs2153905 NHLH2 1,21 (1,13-1,29) 2,89E-06 uzvodno
Gripa* rs10827935 PLXDC2 1,27 (1,17-1,37)  3,39E-06 intron

*samoprocijenjeni slucajevi

Kori$tenje baze String pokazalo je snazno izrazen klaster u tre¢em koraku obogacivanja,

koji je bio ukljucen u regulaciju neuroinflamatornih stanja te funkcije trepetljika na humanim

stanicama (DISC1, CATSPER obitelj; Slika 6).

59



CATSPER4

SORCS2 NKAIN3

®

NHLH2

ZNF300
§ HAC1

/\\ |\
SN\

DGLUCY

O?_Rz@//.

Slika 6. Tre¢i korak obogadivanja genetskih mreza za ucestalost prehlade i gripe, na temelju
baze String. Izvor autor.
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S obzirom na manjak prilike za replikaciju rezultata u drugom uzorku, u zadnjem koraku

analize provedena je provjera dobivenih rezultata, usporedbom s rezultatima drugih objavljenih

istrazivanja. Na temelju pregleda literature, pronadeno je Sest rezultata koji su u originalnim

istrazivanjima zadovoljavali razinu statisticke znacajnosti za otkrivanje varijante, dok su u

ovom istrazivanju zadovoljavali razinu znacajnosti za replikaciju rezultata. Na taj nacin

dobivena je potvrda za ulogu CCL2 (otprije poznat kao element imunoloskog odgovora na

zarazne bolesti), dva elementa MHC/HLA sustava te UBE2L3, ubikvitinski motiv uklju¢en u
regulaciju MHC kompleksa (Tablica 10).

Tablica 10. Prikaz rezultata iz objavljenih istrazivanja, koji su bili replicirani u ovom istrazivanju

PMID SNP Gen Prethodni Fenotip u ovom P
ishod istraZivanju
26524966 rs1024611 CCL2 Tuberkuloza Bakterijske infekcije 0,029
20694014 rs4331426  intergenski  Tuberkuloza Upala pluca 0,023
22306650 1s2057178 3'WTI1 Tuberkuloza Sustavne infekcije, 0,008;
tuberkuloza 0,018
25297839 rs77349273  HCPS Herpes zoster | Ucestalost gripe 0,027
23326239 12854275 HLA-DQB1 EBNA-1 Apendektomija, 0,024;
protutijelo bakterijske infekcije, 0,003;
respiratorne infekcije 0,006
24162738 rs4821116 ~ UBE2L3 Kroni¢ni Virusne infekcije 0,048

hepatitis B
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5. RASPRAVA



Rezultati ovog rada ukazali su na postojanje 29 genetskih varijanti koje su bile statisticki
znacajno povezane s rizikom obolijevanje od zaraznih bolesti. Pri tome se niti jedna teorija o
arhitekturi sklonosti zarazavanju nije prikazala kao prevladavajuca, jer se u vecini slucajeva
radilo o rijetkim genetskim varijantama iz nekog oblika patogenetskog mehanizma koji je
zasigurno poligenetske prirode. Sumarno gledano, ideja o razasutim primarnim
imunodeficijencijama je u tome mozda najizglednija, jer se temelji na pojavi vrlo raznolikog
opsega 1 velikog broja monogenskih ili rijetkih varijanti, koje se mogu zbog nasumicnih
mutacija pojavljivati na svim mjestima u genomu. Njihova pojava unutar puteva koji reguliraju
rad imunoloSkog sustava moze dovesti do problema, koji se onda ocrtavaju nepovoljnim
klini¢kih ishodina vezanim uz zarazavanje i zarazne bolesti, koju neki prethodni radovi nazivaju
,hesretnim kombinacijama* (15, 138).

Najveci broj od 29 prepoznatih genetskih varijatni povezanih s infekcijom bile su rijetke
varijjante smjeStene u nekodiraju¢em dijelu gena, intronu. Ovaj nalaz ukazuje na tri moguca
objasnjenja. Prvo je da jos uvijek ne razumijemo strukturu i ulogu introna te da bi se neki oblik
informacije mogao nalaziti i u intronima. Drugi uklju¢uje moguénost da iako su u intronima,
da bi ove sekvence DNA mogle nekako biti ukljuc¢ene u mehanizam rada pojedinog gena. U tu
svrhu trebalo bi provesti replikaciju, tj. testirati ulogu tih gena u drugom neovisnom istrazivanju
1 vidjeti jesu li ti geni i njihovi egzoni na neki nacin povezani s rizikom zarazavanja ili
obolijevanja. Tre¢e moguce objasnjenje je da su ovi rezultati mozda lazno pozitivini. I u tu
svrhu bi bilo potrebno provesti replikacijsku analizu, kako bi se u neovisnom istrazivanju,
idealno dovoljne statisticke snage, moglo definitivno odgovoriti na ovu hipotezu i1 rezultat ovog
istrazivanja.

Od znacajnih rezultata, njih Sest je bilo za hepatitis, osam za meningitis, sedam
asocijacija za sistemske infekcije 1 sedam za tuberkulozu, a samo jedna je bila sugestivna za
pneumoniju. Vecina otkrivenih varijanti, njih 19 od 29, se nalazi u intronu. Intron, kao ne
kodiraju¢i dio gena, do sada nije bio u fokusu istrazivanja obzirom da je konvencionalna
genetika najvise isticala vaznost kodirajuc¢eg dijela gena, egzona. Medutim, ulaskom GWAS
studija u znanstvena istrazivanja misljenje se postupno mijenja te introni dobivaju sve vise na
vaznosti. Otprilike 90% svi otkrivenih SNP-ova povezanih s odredenim fenotipom putem
GWAS istrazivanja su smjeSteni upravo u nekodiraju¢im regijama gena (139, 140). Prethodna
istrazivanja pokazala su njihovu ulogu u kardiovaskularnim, ali i u drugim slozenim bolestima
poput Secerne bolesti tip 2 ili debljini (141). Pretrazivanjem literature, do sada je opisano samo
nekoliko ne kodiraju¢ih kandidata kao vjerojatnih uzro¢nih varijanti povezanih s Mendelskim

bolestima 1 poremecajima (142, 143). Iako su bila velika ocekivanja od metoda
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sekvencioniranja genoma - NGS (engl. next generation sequencing) u svrhu otkrivanja
promjena unutar razli¢itih dijelova genoma, ali ni one do sada nisu poboljSale nase
razumijevanje varijanata koje su u ne kodiraju¢im dijelovima i njihovu funkciju (144). Ti
funkcionalni nekodiraju¢i dijelovi, poput promotora, pojadivaca, introna, miRNK-ne i 5°/3’
UTR, obuhvacaju 85% ljudskog genoma i sadrZe veliki dio kandidata uzro¢nih varijanti (141,
145). Prethodne GWAS studije pokazale su da su upravo te varijante u nekodiraju¢im
dijelovima povezane s bolestima, a djeluju tako Sto utjecu i mijenjaju funkcionalne elemente
DNA molekule povezane s regulacijom ekspresije gena. Osim toga, imaju znacajnu stopu
nasljednosti stoga su kategorizirane kao znacajne odrednice razvoja osjetljivosti za bolest (146).

Drugi vazni zaklju€ak ovog istrazivanja je podatak kako su otkriveni geni ukljuceni ne
samo u odgovor imunoloskog sustava, ve¢ imaju ulogu i izvan tog sustava. Tako naprimjer geni
koji su povezani s razvojem hepatitisa takoder imaju svoju ulogu u patogenezi razlicitih bolesti
jetre. Primjer za to je TGIFI gen (TGFB-induciran ¢imbenik homebox 1), ¢ija je ekspresija
pojacana u bolesnika koji su zarazeni hepatitis C virusom (HCV), (147, 148) a smanjena u
bolesnika s fibrozom jetre (149). Drugi primjer je istraZzivanje bolesnika s hepatocelularnim
karcinomom uzrokovanog hepatitis B virusom (HBV) koje je pokazalo da gen FAT4 (FAT
atipicni kadherin 4) moze djelovati kao tumor supresor gen koji je inaktivan u sluc¢ajevima
hepatocelularnog karcinoma, ali i u razli¢itim drugim karcinomima (150). Gen ARHGAP29 bio
je povezan s hepatitisom, iako su prethodne studije povezale ovaj gen s karcinomom Zeluca,
vjerojatno putem njegovog Rho GTP-aza aktivatora (151). Iako se rezultat mora uzeti sa
zadrSkom, uistinu postoji studija provedena u Kini koja je povezala hepatitis i karcinom Zeluca
(152). Najzanimljivije otkri¢e je gen NTM (neurotrimin) koji se pokazao kao gen potreban da
se hepadna virus integrira u genom domacina svega sat vremena nakon infekcije (153).

Sve je viSe istraZivanja koje povezuju neke neurodegenerativne bolesti i neuroloske
poremecaje kao §to su na primjer Alzheimerova bolest, Parkinsonova bolest, multipla skleroza,
amiotrofna lateralna skleroza te poremecaji iz spektra autizma, s virusnim i bakterijskim
infekcijama kao rizicnim ¢imbenicima (154-156). Nekoliko gena za meningitis iz ovog
istrazivanja takoder su pokazala snaznu povezanost s neurodegenerativnim bolestima.
Apolipoproteini su ve¢ do sada dovedeni u vezu s raznolikim zaraznim bolestima. Tako su na
primjer APOAI 1 APOE u nekim prethodnim istrazivanjima povezani s meningitisom (157,
158), kao i s raznim bakterijskim 1 virusnim infekcijama (158-160). Tako nas nije iznenadila
¢injenica da je meningitis u ovom istazivanju takoder bio povezan s jednim od apolipoproteina,

APOAS5. Kombinacija gena APOAI-APOC3-APOA4 povezana je s rizikom za oboljenje od
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bolesti.

Jo§ jedan gen CACNAIE, zajedno s brojnim drugim genima koji kodiraju podjedinice
za kanale kalcijevih iona, ve¢ su od prije poznati u patologiji neuropsihijatrijskih poremecaja
poput shizofrenije, autizma 1 bipolarnog poremecaja (162), a takoder su povezani s kortikalnim
lezijama bolesnika s mijastenijom gravis (163). Usporedujuéi naSe rezultate s onima u
prethodnom provedenim GWAS studijama isti lokusi povezani su s Alzheimerovom bolesti i
shizofrenijom (Tablica S5). Dodatno, povezali smo meningitis s dva gena za koja dobro znamo
funkciju u imunoloskom sustavu, tj. njegovom odgovoru. Rije¢ je o genu CD28§ koji je dio
imunoloskog sustava odgovoran za aktivaciju T-stanica, indukciju stani¢ne proliferacije i
proizvodnju citokina te prezivljavanje T-stanica. Nekoliko istrazivanja in vitro i na Zivotinjama
pokazala su da njegov nedostatak kod miSeva dovodi do razvoja eksperimentalnog autoimunog
meningitisa (164), a njegova blokada poboljSava eksperimentalni autoimuni encefalomijelitis
(165). Jos jedan gen s dobro poznatom ulogom u imunoloskom odgovoru je ITPKB (inozitol-
trifosfat 3-kinaza B). Istrazivanja na zivotinjama pokazala su njegovu znacajnu ulogu u
diferencijaciji funkcije perifernih T-limfocita (166, 167). Kad smo proveli fukcionalnu analizu
obogacenja funkcije lokusa otkrivenog u nasem istrazivanju, a koji je povezan s meningitisom,
takoder je pokazao snaznu asocijaciju s mrezom imunolo$kog odgovora i1 putovima
signalizacije T-limfocita.

U ovom istrazivanju jo§ smo otkrili i nekoliko gena koji bi mogli doprinijeti osjetljivosti
na sistemske infekcije, od kojih ve¢ina ima jasnu ulogu u odgovoru imunoloSkog sustava.
Interakcija gena RSFI (od engl. human remodeling and spacing factor 1) s genom SP100 vazna
je u odgovoru imunoloskog sustava na unutarstani¢ne patogene (168). Takoder, jedno
istraZivanje je pokazalo da interakcija proteina pX HBV-a s RSFI/ dovodi do povecanja
transkripcije HBV (169), predlazu¢i da bi ovaj gen imao vrlo vaznu ulogu u zivotnom ciklusu
virusa ¢ija je ekspresija regulirana na razini transkripcije. Uloga MACROD?2 (od engl. MACRO
domain containing 2) se moze objasniti u njegovom medudjelovanju s ARTD10 kojeg poticu
upalni 1 imunogeni stimulusi, a on sam potice signalni put NK-xf kako bi pojacao upalu,
prirodeni imunoloski odgovor, stani¢no prezivljenje i proliferaciju (170).

Sto se ti¢e rezultata vezanih za tuberkulozu, pronasli smo znagajnu vezu izmedu nje i
gena KDM4C, jedne lizin demetilaze koja je znacajna u patogenezi karcinoma plu¢a ne-malih
stanica (171). Otkrili smo joS jedan gen povezan s tuberkulozom, gen MDP]1 koji je magnezij
ovisna fosfataza 1 s predlozenom ulogom za karcinom pluc¢a (172). Sve navedeno moglo bi biti

dio malo veceg puta koji objasnjava i povezuje tuberkulozu i1 karcinogenezu, a ukljucuje
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osovinu CCL7-CCL2-CCR?2 za koju se zna da ima ulogu u imunoloskom odgovoru i regulaciji
tumora, te WTI gen koji je predlozen kao gen za osjetljivost razvoja tuberkuloze (72).
Stavljajuci nase rezultate u kontekst KEGG-ovih puteva, jasno se uoc¢ava veza izmedu virusa i
karcinogeneze (Tablica S4).

Vec¢ina znacajnih varijanti koje smo otkrili u naSem istrazivanju su u biti rijetke varijante.
Otkrivanje tih rijetkih genetskih varijanti kod pojedinca, moglo bi pomo¢i u individualiziranom
predvidanju rizka za zarazne bolesti. Kao §to smo vec pisali u uvodu, napretkom medicine, ali
i boljim higijenskim uvjetima Zivota, te prevenciji, misle¢i pritom najviSe na cijepljenje i
kontrolu izvora infekcije, te Stetne varijante jednostavno se nisu ispoljile, ostale su zamaskirane.
Vremenom su se nakupljale i zadrzane su u populaciji, tj. nisu nestale. Mozemo pretpostaviti
da ¢e epidemije novim, ali i nekim ve¢ poznatim uzro¢nicima u buducénosti koristiti te slicne,
ako ne i iste patogenetske mehanizme za razvoj osjetljivosti na uzro¢nika zarazne bolesti. Stoga
bi otkrivanje tih rijetkih genetskih varijanti sa znacajnim klini¢kim ucinkom bile itekako
vrijedne u predvidanju koliki je zapravo rizik pojedinca prilikom infekcije odredenim
patogenom (19).

PAGE konzorcij (od engl. Population Architecture Using Genomics and Epidemiology
Consortium) je ve¢ proveo GWAS studiju koja je pokazala da je razli¢ita veli¢ina ucinka
ispitivanog lokusa u razli¢itim populacijama, isti€u¢i na taj nacin vaznost strukture populacije
prilikom planiranja 1 provodenja istrazivanja (173).

Buduénost personalizirane medicinu zaraznih bolesti zasiguro ¢e ukljucivati bolje
razumijevanje genomske slozenosti regija poput MHC, KIR 1 regiji imunoglobulina teskog
lanca (63). Stoga je jedan od vaZnih poruka za buduca istraZivanja da se ovi kompleksi ne
zanemaruju, nego da ih se sagleda u okruzenju, kako bi se mogli dobiti najbolji moguci rezultati
istrazivanja.

Jo$ je jedan razlog zaSto svako, pa i ovo GWAS istrazivanje treba replikaciju u
neovisnim populacijama, a to je visoka stopa lazno negativnih nalaza GWAS studija. Do sada
nema prijavljenih GWAS za zarazne bolesti, ali nekoliko njih je u tijeku. Jedna od njih je studija
pod pokroviteljstvom konsorcijuma Wellcome Trust Case-Control Consortium. U studiju je
ukljuceno 2000 slucajeva i 3000 kontrolnih isptanika, a u fokusu istrazivanja je osam slozenih
bolesti, ukljuc¢ujuéi tuberkulozu i malariju. Strategija istraZzivanja se sastoji od dvije faze za te
dvije vazne zarazne bolesti. U prvoj fazi Cip (panel) od 750 000 SNP-ova ¢e se upotrijebiti za
genotipizaciju 1000 slucajeva i 1000 kontrola, a pozitivna podrucja s p vrijednosti 0.1 ¢e se
ispitivati u drugom koraku s najmanje 1000 novih slucajeva i 1000 kontrola. Ovo je jedan od

najvecih do sada provedenih projekata za otkrivanje genetskih varijacija koje ljude predisponira
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za razvoj slozenih bolesti. Cilj je otkriti genetske putokaze koji ¢e znanstvenicima omoguciti
bolje razumijevanje najrizicnijih skupina ljudi kao i omoguciti najucinkovitije lijeenje (67).

Ovakva istrazivanja mogu u nekim slu¢ajevima rezultirati lazno pozitivnim rezultatima
prilikom otkrivanja novih SNP-ova, problem koji nije tako lako odvojiti u studijama koje
provode brojne statisticke usporedbe. Ali isto tako je sve jasnije da mnoge slozene bolesti
pokazuju genetsku heterogenost s razli¢itim genetskim odrednicama za istu bolest u razlicitim
etnickim grupama. Na primjer, mutacije gena na lokusu NOD2/CARD15 kod bjelaca su vazne
odrednice osjetljivosti za upalne bolesti crijeva, dok su one, tako prigodno, odsutne u Azijskoj
populaciji (174, 175).

ProSirenje ovog pristupa omogucuje drugaciji oblik analize, nazvan phenome-wide
association studies (PheWAS). PheWAS predstavlja u biti obrnutu ideju GWAS, tako $to trazi
povezanost brojnih fenotipova sa specificnim SNP-om. Bas kao i GWAS, PheWAS su pokazale
da odredene geneticke varijacije mogu biti povezane s brojnim stanjima i osobinama (63, 176,
177).

Osim malog uzorka koji je najveCe ograniCenje ovog istrazivanja, drugo veliko
ogranicenje je nedovoljno detaljno opisivanje istrazivanih osobina. Naime, svi odgovori u ovom
istrazivanju vezano za klinicke preglede 1 hospitalizaciju dobiveni su iz upitnika kojeg je
ispunjavao sam ispitanik. Dakle, rezultati su znac¢ajno ovisili o0 samom pamcenju ispitanika.
Znacajan korak naprijed bila bi upotreba elektronskih medicinskih kartona s tocnim
dijagnozama i izoliranim uzro¢nicima koji bi bili povezani s biobankama. Na taj na¢in biobanke
bi bile jako dobro povezane s klini¢kim biljeSkama o svakom pojedincu pa bi i sama
harmonizacija protokola, opisivanje bolesnika i upotreba odgovaraju¢e metode analize
podataka bila laksa i to¢nija (72). Mogu¢i korak u tom smjeru bilo bi trajno skupljanje uzoraka
1 podataka opservacijskim studijama. Primjer jedne takve studije je FP7 European union
Funded Platform foR European Preparedness Against (Re)emerging Epidemics (PREPARE,
http://www.prepare-europe.eu/). Dodatno, mehanizmi koji su opisani su moguce specifi¢ni za
populaciju tako da imaju malu ulogu u op¢oj populaciji. Svejedno, mozda bi nakon replikacije
u nekoj drugoj populaciji pomogli prilikom razumijevanja kolika je uloga ¢imbenika domacina
u patogenezi zaraznih bolesti te moguce terapijske mete u medudjelovanju domacdina i
patogena. Obzirom na porast otpornosti na antibiotike, pad farmaceutskog entuzijazma za
sintezu novih antibiotika i razocaravajuce rezultate lijeCenja septickih bolesnika, razvoj novih
cjepiva i farmakogenetskih intervencija 1 dalje predstavljaju najvaznije ciljeve genetskih

istrazivanja osjetljivosti zaraznih bolesti.
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Posljednjih dvadeset godina GWAS su pokazale kako vec¢ina ako ne i sve fenotipske
osobine i bolesti podlijezu genetskoj komponenti koja utjee na njihov tijek, razvoj osjetljivosti
1 osobine, te su napravile asocijacije tih fenotipova s to€no odredenim lokusima gena. Od 2002.
objavljeno je vise od 4000 GWAS-a rezultirajuéi sa skoro 150 000 marker varijanti povezanih
sa stotinama osobina (178). Medutim, iako su se GWAS ¢inile kao jako dobro rjeSenje
problema, kombiniraju¢i podatke epidemioloskih istrazivanja i tehnika molekularne geneticke
analize, doprinos ucestalih i rijetkih genetskih varijanti u razumijevanju osjetljivosti pojedinca
1 populacije na zarazne bolesti joS uvijek je nepoznat. Nemogucénost otkrivanja bioloskih
mehanizama svakog fenotipa posljedica je dva kompliciraju¢a ¢imbenika. Prvi je nemoguénost
ra$¢lanjivanja signala marker varijante od ostalih varijanata s kojima se nalazi u jakoj
povezanosti, LD. ViSe od 95% varijanata koje su u jakom LD (R? > 0,8) smje$tene su izvan ne
kodirajuceg dijela DNK molekule i mogu se locirati do 500 kb udaljenosti. Tako da svaka od
njih moze biti ona prava, uzro¢na varijanta (179). Drugi ¢imbenik je §to te uzro¢ne varijante
koje se nalaze u ne kodiraju¢im dijelovima mogu biti jako specificne za vrstu stanice, kontekst
i samu bolest (180). Kao sto smo ve¢ prije naveli, ti nekodirajuci dijelovi DNA molekule sadrze
u biti regulatorne lokuse, pojacivace i promotore, koji vezu proteine ¢imbenika transkripcije
(TF, od engl. transcriptor factor) i na taj nacin nadziru ekspresiju samog gena (142). Koji ¢e
promotor i pojacivac biti koristeni, ovisi o vrsti stanice, koja usput budi re¢eno ima otprilike
1600 ljudskih TF-a, 1 njihovoj epigenetski reguliranoj dostupnosti za svaki lokus (181).
Varijante djeluju upravo tako Sto ometaju vezanje bilo kojeg od tih TF-a rezultirajuci
promjenom aktivnosti promotora ili pojacivaca, a to pak utjeCe na ekspresiju gena i stanicne
puteve. Na taj nacin vrsta stanice, tkiva, bolesti ili odredeni mikro okoli$ utjecu koja varijanta,
TF, geni ili putevi su ukljuCeni. Sve ovo otezava shvacanje koliki je doprinos GWAS-om
otkrivenog lokusa te interpretaciju i primjenu GWAS rezultata. Kako bi rijesile ovaj problem,
razvijaju se brojne metode finog mapiranja upravo s ciljem otkrivanja znacajnih varijanti i gena
te tumacenje njihovog bioloSkog utjecaja na bolest ili osobinu (179, 182).

Velika se ocekivanja takoder polazu u metode sekvencioniranja slijede¢e generacije
(NGS, od engl. next generation sequencing), cjelogenomsko sekvencioniranje (WGS, od engl.
whole-genome sequencing) 1 sekvencioniranje egzona (WES, od engl. whole-exome

sequencing) koje bi mogle ustanoviti genetsku arhitekturu zaraznih bolesti (63).
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6. ZAKLJUCAK



Rezultati ovog rada ukazali su na postojanje 29 genetskih varijanti koje su bile statisticki
znacajno povezane s rizikom obolijevanje od zaraznih bolesti. Pri tome se niti jedna teorija o
arhitekturi sklonosti zarazavanju nije prikazala kao prevladavajuca, a najizglednija bi mogla
biti ideja o razasutim primarnim imunodeficijencijama. Brojne monogenske ili rijetke varijante
raznolikog opsega mogle bi se zbog nasumi¢nih mutacija pojavljivati na svim mjestima u
genomu. Ukoliko se pojave unutar puteva koji reguliraju rad imunoloskog sustava, mogle bi
rezultirati nepovoljnim klinickim ishodima vezanim uz zarazavanje i zarazne bolesti. Ve¢inom
je rije¢ o rijetkim varijantama smjeStenim u nekodiraju¢em dijelu gena — intronu.

Svi otkriveni geni imaju ulogu u imunoloskom sustavu, bilo u odgovornu na infekciju ili imaju
neku ulogu unutar stanice, a vazna je za razvoj osjetljivosti na infekciju. Medutim, isti geni
imaju 1 brojne uloge izvan imunoloskog sustava. Otkrivanje tih rijetkih genetskih varijanti kod
pojedinca, moglo bi pomoc¢i u individualiziranom predvidanju rizka za zarazne bolesti. lako je
broj slucajeva mali, provodenje GWAS studije u biobanci pokazao se kao dobar izvor za
genetska istrazivanaja razvoja osjetljivosti na zarazne bolesti.

Ipak, rezultati ovog istrazivanja dobiveni su na temelju malog uzorka za svaku od istrazivanih
zaraznih bolesti unutar jako heterogene populacije stoga svakako zahtijevaju replikaciju u
neovisnim populacijama. Drugo veliko ograni¢enje je nedovoljno detaljno opisivanje
istrazivanih osobina jer su svi odgovori u ovom istrazivanju dobiveni iz upitnika kojeg je
ispunjavao sam ispitanik ili su se temeljili na povijesnim podacima o koriStenju bolnickog
sustava u raznim trenucima u proslosti, §to izravno umanjuje usporedivost podataka. Upotreba
elektronskih medicinskih kartona s tocnim dijagnozama 1 izoliranim uzro¢nicima povezanih s
biobankama bio bi korak k rijeSenju tog problema. Takoder, opisali smo mehanizme koji su
vjerojatno specifi¢ni za populaciju tako da je potrebna replikacija u nekoj drugoj populaciji
kako bi shvatili ulogu ¢imbenika domacina i paotogenezu zaraznih bolesti. Zbog svega
navedenog moguce je da je ovo istrazivanje samo pocetni stadij nekog veceg, multietni¢nog
istrazivanja koje ¢e procijenjivati u¢inke ovih i nekih drugih rijetkih genetskih varijanti kroz

prizmu rizika za razvoj teSkog oblika zarazne bolesti.
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7. SAZETAK NA HRVATSKOM JEZIKU



Uvod. Unato€ stoljecu provodenja uspjesne prevencije i kontrole, smrtnost te stopa oboljenja
od zaraznih bolesti je i dalje visoka, s djecom kao najrizicnijom i najranjivijom skupinom.
"Borba" izmedu imunoloskog sustava i mogucnost prilagodbe patogenog uzro¢nika predstavlja
trajan izazov. U posljednje vrijeme najvise se istrazuje genetski profil domadina i patogena,
mehanizma koji se smatra najodgovornijim za razlicitu prezentaciju klinicke slike i ishoda
lijeCenja. Zarazne bolesti pokrecu jednu od najsnaznijih prirodnih selekcija koja djeluje na nas
genom 1 koja ostaje upisana u njemu kao genetske varijante. Istrazivanje tih rijetkih genetskih
varijanti bez hipoteze moguce je kroz cjelogenomske studije povezanosti (GWAS, engl.
genome-wide association studies).

Metode. U ovom istrazivanju proveli smo cjelogenomsku studiju povezanosti na 4.624
ispitanika iz biobaze 10.001 Dalmatinac. Ukupno smo analizirali 14 osobina vezanih za
infekciju: tuberkuloza, pneumonije, hepatitis, meningitis, razliite upale diSnog i probavnog
sustava, sistemske upale, bakterijske i1 virusne infekcije. Takoder smo ukljucili podatak o
apendektomiji i tonzilektomiji, procjenu opterec¢enja infekcijama te ucestalost godiSnjeg
oboljenja od obi¢ne prehlade i gripe u posljednjih deset godina kod dijela ispitanika.
Rezultati. Iako je za neke sluCajeve veliCina uzorka bila mala, dobili smo 29 znacajnih
asocijacija: Sest lokusa za hepatitis, osam za meningitis, sedam za sistemske infekcije, sedam
za tuberkulozu te jedan za pneumoniju. Vecina su rijetke intronske varijante. Svi otkriveni geni
imaju ulogu u imunolo$kom sustavu, bilo u odgovornu na infekciju ili imaju neku ulogu unutar
stanice, a vazna je za razvoj osjetljivosti na infekciju. Takoder smo uocili kako ti isti geni imaju
1 brojne uloge izvan imunoloskog sustava. Identificirali smo nekoliko proteina potrebnih za
odredene procese Zivotnog ciklusa odredenog patogena.

Zakljucak. Jedan od ciljeva humane genetike jest definirati te genetske varijante odgovorne za
promjenjivost tijeka infekcije kod pojedinaca. Genetskim profiliranjem dobio bi se odgovor na
pitanje tko ¢e imati korist od pojedinog cjepiva kao i predvidanje rizika za bolest. Sastavljanjem
panela rijetkih genetskih varijanti mogli bi predvidjeti cjelozivotni rizik za osjetljivost na

zarazne bolesti za svakog pojedinca.
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8. LAICKI SAZETAK NA HRVATSKOM JEZIKU



Zarazne bolesti i dalje uzrokuju mnogo obolijevanja i smrti. Ne reagiraju svi ljudi jednako: neki
se lako oporave, a drugi razviju tezi oblik bolesti. Dio tih razlika ima genetsku podlogu. Analiza
DNA napravljena je na 4.624 odrasle osobe iz istrazivanja ,,10.001 Dalmatinac* za 14 obiljezja
povezanih s infekcijama (npr. tuberkuloza, upala pluc¢a, meningitis, hepatitis, infekcije disnog i
probavnog sustava). Pronadeno je 29 genetskih signala povezanih s ispitivanim obiljezjima
infekcija. Vecina ovih promjena nalazi se u nekodiraju¢im dijelovima DNA, koji djeluju-
upravljaju radom obliznjih gena; jedna promjena mijenjala je bjelancevinu i bila je povezana s
tuberkulozom. Mnogi uoc¢eni geni sudjeluju u imunoloSskom odgovoru i obrani organizma.
Rezultati potvrduju da nasi geni sudjeluju u odredivanju osjetljivosti na infekcije. U buduénosti
bi takva saznanja mogla pomoc¢i u prevenciji (npr. ciljano cijepljenje ili pomnije pracenje osoba
s ve¢im rizikom) te u razvoju lijekova usmjeravanjem na vazne bioloSke putove u zaraznim

bolestima.
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9. SAZETAK NA ENGLESKOM JEZIKU



Genetic part in the risk of acquiring infectious disease: the role of rare genetic variants

Short summary in English

Background. Infectious disease morbidity and mortality is still very high with children being
the most vulnerable ones despite of a century of successful prevention and control. This
perpetuate “fight” between immune system and pathogens’ ability to adopt presents a constant
challenge. It is the genetic profile of the host and pathogen that is considered the most
responsible for clinical presentation and treatment outcome. Infectious diseases are one of the
strongest natural selection forces on our genome that stay written as genetic variants. Genome-
wide association studies (GWAS) are a type of hypothesis free studies that have these genetic
variants in focus.

Methods. We have conducted a GWAS on 4,624 participants from “10,001” Dalmatian biobank
analysing 14 infection related traits: tuberculosis, pneumonia, hepatitis, meningitis, respiratory
and gastrointestinal tract infections, systemic, bacterial and viral infections. We also included
information on appendectomy and tonsillectomy, infectious load as well as annual common
cold and influenza frequency in the past 10 years only for a part of the participants.

Results. The study resulted with 29 significant associations: six locuses for hepatitis, eight for
meningitis, seven for systemic infections and tuberculosis, and one was suggestive for
pneumonia. Most of the them are rare variants located in the non-coding part of the gene, intron.
All of the identified genes have their role in the immune system, whether it is a response to
infection or the cells’ infection susceptibility development. We also noticed that all these genes
have numerous roles outside immune system. We even identified several proteins needed for
certain pathogens’ life cycle. Although the number of cases was small in some instances,
biobanks can be a good source of information for genetic and GWAS research in infectious
diseases susceptibility.

Conclusions. One of the goals in human genetics is to define genetic variants responsible for
the course and outcomes of infections in humans. Genetic profiling could provide the
information who would benefit from a certain vaccine as well as predict the risk for disease. By
composing rare genetic variants panels we could predict individuals’ life-long susceptibility to

major infectious diseases.
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Genetic part in the risk of acquiring infectious disease: the role of rare genetic variants

Lay summary in English

Infectious diseases continue to cause a great deal of illness and death. People do not respond in
the same way: some recover easily, while others develop more severe disease. Part of these
differences has a genetic basis. DNA analysis was performed in 4,624 adults from the “10,001
Dalmatians” study for 14 infection-related traits (e.g., tuberculosis, pneumonia, meningitis,
hepatitis, respiratory and gastrointestinal infections). 29 genetic signals associated with the
infection traits were found. Most of these variants are located in non-coding regions of DNA,
which regulate the activity of nearby genes; one variant altered a protein and was associated
with tuberculosis. Many of the implicated genes are involved in the immune response and the
body’s defenses. The results confirm that our genes help determine susceptibility to infections.
In the future, such knowledge could aid prevention (e.g., targeted vaccination or closer
monitoring of people at higher risk) and the development of new therapies by pointing to key

biological pathways in infectious diseases.
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4.2006. — 4.2007. Pripravnicki staz, Zavod za hitnu medicinu Splitsko — dalmatinske Zupanije

Struéno usavrsavanje

e 2025. Indianapolis, USA. Pediatric cardiology and critical care medicine, Indiana
University Health — Riley Children's hospital. Edukacija iz podrucja hitne i intenzivne
pedijarijske 1 neonatalne medicine.

e 2025. Split, Hrvatska. Kontinuirano nadomjestanje bubreZne funkcije u intenzinvoj
jedinici — CRRT akademija.

e 2024. Rome, Italy. VOLT — 6th LAUNCH Congress Vital Monitoring & Ultrasound

e 2023. Sveti Martin na Muri, Hrvatska. Nutricija u pedijatriji. Edukacija o prehrani
djece.

e 2022. Zagreb, Hrvatska. WINFOCUS World Congress, (WF WC 2022). The Pocus
One-world Workshop. Edukacija iz ultrazvuka srca u hitnim stanjima.

e 2019. Napoli, Italia. European Respiratory Society Skills course, Paediatric
bronchoscopy; Edukacija iz pedijatrijske bronhoskopije.

e 2019. Ljubljana, Slovenia. Univerzitetni klini¢ni centar v Ljubljani, Klinicki oddelek
za otrosko kirurgijo in intenzivno terapijo (KOOKIT); Edukacija iz podrucja
pedijatrijske intenzivne medicine.

e 2019. Graz, Austria. Universititsklinikum Graz, Gemeinsame Einrichtung fiir
padiatrische Intensivmedizin; Edukacija iz podrucja kontinuiranog bubreznog
nadomjesnog lijecenja u djece.

e 2018. Traunstein, Austria. Workshop in neonatal ventilation. Edukacija iz neonatalne
ventilacije.

e 2014. Split i Rijeka, Hrvatska. Advances in treating a patient with acute renal injury in

the intensive care units. Edukacija iz lijeCenja akutne bubrezne ozljede.
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e 2013. Split, Hrvatska, “Aiming to increase the awerness about ionizing radiation risk
and the need to protect patients”. Edukacija o Stetnosti zracenja.

e 2012. Split, Hrvatska. Workshop for Editors, Publishing integrity in the digital age.
Edukacija za urednike znanstvenih Casopisa.

e 2012. Split, Hrvatska. “Geneticko svjetovanje u praksi” u organizaciji
EuroMediterranean University Center of Ronzano, Bologna, Italy.

e 2012. Vienna, Austria. Scientific congress of the European resuscitation council.

e 2011. Salzburg, Austria. American Austrian Foundation & Children's Hospital of
Philadelphia (CHOP). Edukacija iz pedijatrijske hitne medicine.

e 2011. Split, Hrvatska. The secound international Signa Vitae Conference in
Pediatric/Neonatal Intensive care and aanesthesiology.

e (d2011. Split, Hrvatska. Hrvatska proljetna pedijatrijska $kola, redoviti polaznik.

e 2010. Maribor, Slovenija. First CPR Summit. Edukacija o kardiopulmonalnoj
reanimaciji.

e 2010. Zagreb, Hrvatska. Winfocus Ultrasound life support USLS BL1P Course.
Edukacija iz podrucja ultrazvuka u primarnoj, hitnoj i intenzivnoj medicine

e 2010. Split, Hrvatska. Drugi hrvatski Cochrane simpozij. Edukacija iz pisanja
preglednih ¢lanaka.

e 2010. Rijeka, Hrvatska. Advanced Pediatric and Adult Life Support, full instructor.
PoloZen ispit za instruktura naprednog odrzavanja zivota djece i odraslih.

e 2009. Zadar, Hrvatska. Generic Instructor Course, ALSG European Resuscitation
Council. Edukacija za instruktore naprednog odrzavanja zivota.

e 2008. Zagreb, Hrvatska, Advance Life Support Group; Tecaj: Advanced Pediatric Life
Support

e 2007. Split, Hrvatska, Advance Life Support. Tecaj naprednog odrzavanja zZivota
odraslih.

Sudjelovanje u klini¢kim i znanstvenim projektima

e 2025. Znanstveni projekt ,,Probudi heroja* u organizaciji Sekcije za Klinic¢ke vjestine
Medicinskog fakulteta u Splitu. Edukacija nastavnika i u¢enika osnovnih kole

osnovnim mjerama odrzavanja zivota. Voditelj projekta prof. dr. sc. Julije Mestrovi¢.
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2020. —2021. Pediatric Viral Infection and Respiratory Illness Universal Study
[pVIRUS]: COVID19 Registry — Mayo Clinic - ClinicalTrials.gov Identifier:
NCT04323787

2009. — 2013. Znanstveni projekt ,,Djeca s posebnim zdravstvenim potrebama‘“ pod
pokroviteljstvom Ministarstva znanosti, obrazovanja i sporta. Voditelj projekta prof.
dr. sc. Julije Mestrovié

2010. Znanstveni projekt ,,Zivi bili*, pod pokroviteljstvom Ministarstva znanosti,

obrazovanja i sporta. Voditelj projekta prof. dr. sc. Drago Raki¢

Nastavna djelatnost

Od 2020. Suradnic¢ko zvanje asistenta - podruc¢je biomedicine i zdravstva, polje

klinicke medicinske znanosti, grana pedijatrija pri Katedri za pedijatriju Medicinskog

fakulteta Split.
Od 2016. Suradnicko zvanje naslovnog asistenta - podruc¢je biomedicine i zdravstva,
polje temeljne medicinske znanosti, pri Katedri za klinicke vjestine Medicinskog

fakulteta Split.

Sudjelovanje u nastavi

I. Dodiplomska nastava

Sudjelovanje u nastavi na kolegijima Medicinskog fakulteta, SveuciliSta u Splitu:

Pedijatrija (studij Medicine)

Pediatrics (studij Medicine na engleskom)

Pedijatrija (studij Dentalne medicine)

Klinicke vjestine I 1 IT (studij Medicine)

Clinical Skills I'1 IT (studij Medicine na engleskom jeziku)
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e Sudjelovanje u nastavi na kolegiju Odjela zdravstvenih studija Sveucilista u Splitu:
Anesteziologija, reanimatologija i intenzivno lijecenje (Smjer Sestrinstvo i

Primaljstvo)
II. Poslijediplomska nastava

e Medicinski fakultet u Splitu; Specijalisticki studij Pedijatrija, akademska godina
2023./24. — nastava na kolegijima Neonatologija, Hitna i intenzivna medicina,
Metabolizam i1 Pulmologija.

o Medicinski fakultet u Splitu; Specijalisticki studij Pedijatrija, akademska godina
2020./21. — nastava na kolegijima Neonatologija 1 Hitna i intenzivna medicina te
izborni predmet: Hipotonija, miSi¢na slabost - kako prepoznati, kako dijagnosticirati,
kako lijeciti.

e 0Od 2020. Tajnica specijalistickog poslijediplomskog studija Pedijatrija, Medicinski fakultet,
Sveuciliste u Splitu.

II1. Poslijediplomski tecajevi trajne edukacije

« 2025. Aktivni sudionik 16. kongresa Hrvatskog pedijatrijskog drustva, Sibenik,
Hrvatska

e 2025. Aktivni sudionik ,,Adriatic life support weekend®, Split, Hrvatska

e 2025. Aktivni sudionik poslijediplomski tecaj 1. kategorije ,,Prevencija i
(ne)farmakoloski postupci u ublaZzavanju perioperacijske anksioznosti 1 boli u djece:
individualizirani pristup temeljen na razvojnoj dobi i zrelosti djeteta“

e 2025.Aktivni sudionik Simpozij "Kardioloski bolesnik u neonatologiji i intenzivnoj
medicini". Sv.Martin na Muri, Hrvatska.

e 2024. Predavanje ,,Glasno 1 opasno* — Filozofski fakultet SveuciliSta u Splitu

e 2023. Aktivni sudionik ,,From influenza infection to lung transplantation: a case
report™, ESPNIC, the European Society for Paediatric and Neonatal Critical Care,
congress in Athens, Greece.

e 2023. Aktivni sudionik ,,Frandship in May* — edukacija studenata o ozivljavanju,
Split, Hrvatska

e 2022. Aktivni sudionik ,,Gljivicne infekcije u kriticno bolesne djece®, 29. Simpozij

intenzivne medicine s medunarodnim sudjelovanjem; Sekcija za pedijatrijsku i
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neonatalnu intenzivnu i urgentnu medicinu Hrvatskog pedijatrijskog drustva, Brijuni,
Hrvatska.

e 2022. Aktivni sudionik ,,AKI as a rare complication of vasculitis presented as
hypertensive toxic-metabolic encephalopathy* 5th Congress of Mediterranean Kidney
Society (MKS), Dubrovnik, Croatia.

e 2021. Aktivni sudionik ,,Lijecenje i prevencija gljivi¢nih respiracijskih infekcija u
kriticno bolesne djece”, XXXIII. SIMPOZIJ Hrvatskog drustva za pedijatrijsku
pulmologiju. Infekcije diSnih puteva u djece i prevencija, Slavonski Brod, Hrvatska.

e 2020. Aktivni sudionik ,,Zastoj srca i temeljni postupci oZivljavanja srca“. HPPS,
Hrvatska proljetna pedijatrijska Skola, Split, Hrvatska.

e 2019. Aktivni sudionik ,,Practical knowledge for students®, Split, Hrvatska

e 2018. Aktivni sudionik poslijediplomski tecaj “Pulmoloske bolesti i komorbiditeti”,
Komiza, Hrvatska

e 2015. Aktivni sudionik ,, The First Congress of EURYPA organized by European
Young Paediatricians’ Association, Istanbul, Turska

e 2013. Aktivni sudionik “Dubrovnik summer school of emergency medicine”,
Dubrovnik, Hrvatska

e 2013. Aktivni sudionik poslijediplomski tecaj 1. kategorije “Prevencija i lijeCenje
infekcija diSnog sustava”, Komiza, Hrvatska

e 2012. Predavanja telemedicina "Defibrilacija u dje¢joj dobi" i "Reanimacija u djece" —
Hrvatski Zavod za telemedicinu

e 2012. Aktivni sudionik ,,Poremecaji sr¢anog ritma*. Prvi kongres hitne medicine s
medunarodnim sudjelovanjem, Trogir, Hrvatska

e 2009. Predavanje ,,Hitne alergijske bolesti u svakodnevnoj praksi* -
poslijediplomskog tecaja I. kategorije ,,Hitna stanja u alergologiji‘.

e 0Od 2008. puni instruktor na teCajevima naprednog odrzavanja djece i odraslih,

Hrvatska i Slovenija; od 2022. koordinatorica tecaja Advanced pediatric life support.

Radovi objavljeni u medunarodnim ¢asopisima

e Gelemanovic A, Catipovic’ Ardali¢ T, Pribisali¢ A, Hayward C, Kol¢i¢ I, Polasek O.
Genome-Wide Meta-Analysis Identifies Multiple Novel Rare Variants to Predict
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Common Human Infectious Diseases Risk. Int J] Mol Sci. 2023 Apr 10;24(8):7006.
doi: 10.3390/ijms24087006. PMID: 37108169; PMCID: PMC10138356.
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Pogoreli¢ Z, Despot R, Zitko V, Mestrovi¢ J, Lozi¢ B, Jeron¢i¢ A. Epidemiology and
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Based Study. Healthcare (Basel). 2025 Feb 14;13(4):418. doi:
10.3390/healthcare13040418. PMID: 39997293; PMCID: PMC11855674.

Buli¢ M, Mestrovi¢ J, Brdar I, Catipovi¢ T, Milas H, Jelaska I. Biology Teachers -
Educators of Basic Resuscitation Procedures in Schools. Educatio biologiae [Internet].
2024;(10):76-82.

Bjornstad EC, Cutter G, Guru P, Menon S, Aldana I, House S, M Tofil N, St Hill CA,
Tarabichi Y, Banner-Goodspeed VM, Christie AB, Mohan SK, Sanghavi D, Mosier
JM, Vadgaonkar G, Walkey AJ, Kashyap R, Kumar VK, Bansal V, Boman K, Sharma
M, Bogojevic M, Deo N, Retford L, Gajic O, Gist KM; SCCM Discovery VIRUS
Investigators Group. SCCM Discovery VIRUS Investigators Group: Jean-Baptiste
Mesland, Pierre Henin, Héléne Petre, Isabelle Buelens, Anne-Catherine Gerard,
Philippe Clevenbergh, Rolando Claure-Del Granado, Jose A. Mercado, Esdenka
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