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1. UVOD



1.1. SUSTAV HLA

Osnovna zadaca imunoloskog sustava jest obrana organizma od infekcije, tumorski
stanica i odrzavanje antigenske i genske homeostaze. Dva osnovna mehanizma imunoloske
obrane su nespecificna 1 specificna imunost. Nespecificna imunost sudjeluje u obrani
organizma od vecine stranih antigena dok specifi¢na imunost obuhvaé¢a humoralni odgovor
posredovan protutijelima i stani¢nu imunost, posredovanu limfocitima T koji poticu
proliferaciju limfocita B ili citotoksi¢nu aktivnost T limfocita. Kako bi doS§lo do aktivacije
stani¢ne imunosti, antigen prezentirajue stanice moraju prezentirati antigen limfocitima T.
Molekule koje sudjeluju u prezentaciji antigena odredene su genima koji pripadaju sustavu
nazvanom Glavni sustav tkivne podudarnost odnosno sustavu MHC (engl. Major
histocompatibility complex, MHC). Kod ljudi je taj sustav nazvan sustav HLA (engl. Human

Leucocyte Antigens, HLA) zbog toga $to je prvo otkriven na leukocitima. (1)

George D. Snell prvi je po€eo proucavati sustav tkivne podudarnosti kod misa. Proveo
je istrazivanja na tumorskim antigenima misa koje kodira gen H po ¢emu je sustav tkivne
podudarnosti kod miSa nazvan H-2 (engl. Histocompatibility locus 2, H2). Pokusaj
presadivanja tumora izmedu dva razliCita soja pokazao je da presadeni tumora ne moze rasti u
drugom soju. Kao glavni razlog nemoguénosti rasta naveo je otpornost primatelja na rast
tumorskih antigena drugog soja. Kasnije je utvrdeno da geni lokusa H-2 Kkodiraju jake
antigene tkivne podudarnosti te da oni imaju glavnu ulogu u odbacijanju tkivnih transplantata.
Polovicom 20. stoljeta nobelovac Jean Dausset otkrio je protutijela u serumu
politransfundiranih pacijenata koja su reagirala s leukocitnim antigenima donora koji nisu bili
odgovarajué¢e krvne grupe. Istovremeno je objavljeno jos$ nekoliko radova iste tematike na
temelju kojih je Dausset zakljucio da je rije¢ o antigenima tkivne podudarnosti koji su
iznimno bitni u transplantacijskoj imunologiji. On je otkrio prvi gen sustava HLA, gen HLA-
A, a kasnije je formiran ¢itav sustav HLA unutar kojeg su otkriveni ostali geni HLA. (2)

Glavne uloge sustava HLA su: regulacija imunoloskog prepoznavanja stranih antigena,
regulacija proizvodnje specifi¢nih protutijela, kontrola sinteze tkivnih antigena kao 1

regulacija proizvodnje komponenti komplementa.



1.1.1. Obiljezja sustava HLA

Do danas je otkriveno da postoji preko 200 gena unutar regije HLA zbog ¢ega je poligenija
jedno od glavnih obiljezja ovog sustava. Osim toga, sustav HLA predstavljen je s vise od
18000 razli¢itih alela HLA S§to ga ¢ini najpolimorfnijim genetskim sustavom kod covjeka.
Najpolimorfniji gen je gen HLA-B na kojem je do sad otkriveno vise od 5000 razli¢itih alela
(preuzeto s https://www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/stats.html). 1zraziti polimorfizam ovog sustava
ostvaruje se razli¢itim genetskim mehanizmima kao §to su rekombinacija, to¢kasta mutacija 1
genska konverzija. Geni HLA nasljeduju se po principu pravilne segregacije §to znaci da
osoba nasljeduje jedan haplotip (kombinacija gena HLA na jednom kromosomu) od oca drugi
od majke. Zbog kodominantne ekspresije ovih gena oba nasljedena alela HLA eksprimirani su
na povrsini stanica. Jo$ jedno obiljezje povezano sa sustavom HLA je genetska neravnoteza
udruzivanja (engl. Linkage disequilibrium, LD) gdje se dva ili viSe razli¢itih alela usko
vezanih lokusa pojavljuju ¢es¢e u zajednickom haplotipu HLA nego Sto bi to bilo za ocekivati

na temelju njihove pojedinac¢ne ucestalosti (1).

Navedena obiljezja gena HLA omogucavaju ekspresiju razli¢itih molekula na povrsini
stanica koje sudjeluju u prezentaciji stranih antigena. Raznolikost molekula HLA
eksprimiranih na povrs$ini antigen prezentirajucih stanica evolucijska je prednost zbog toga sto
se na taj naCin osigurava predocavanje velikog broja razliCitih stranih antigena i aktivacija

imunoloskog odgovora s ciljem obrane organizma.


https://www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/stats.html

1.1.2. SmjeStaj sustava HLA

Sustav HLA smjesten je na kra¢em kraju kromosoma 6 (6p21.3) i obuhvaca oko 4
milijuna parova baza. Geni HLA podijeljeni su u tri razreda, HLA razred I, 11 i I11 (Slika 1).

Regija HLA razreda | nalazi se blizu telomernog kraja, regija HLA razreda Il
smjesStena je blizu centromere kromosoma broja 6 te izmedu regije I 1 II smjestena je regija
HLA razreda 111, nazvana jo$ i centralna regija. Unutar regije HLA razreda 1l nalazi se vise
od 50 gena od kojih ni jedan ne pripada genima HLA ve¢ neki od njih sudjeluju u
imunoloskim reakcijama (npr. Tumor Necrosis Factor, TNF, komponente komplementa C2 i
C4) (2).

Chromeosome &
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Slika 1. Smjestaj regije HLA na krac¢em kraku kromosoma 6 (preuzeto iz ref. 2)




1.1.3. Geni i molekule HLA razreda |

Regije HLA razreda I ima 18 gena koji su podijeljeni u tri skupine: klasi¢ni,
neklasi¢ni 1 pseudogeni. Skupini klasi¢nih gena pripadaju geni HLA-A, -B i -C koji su u
populaciji predstavljeni s velikim brojem alela. Za neklasi¢ne gene poznato je da imaju puno
manji polimorfizam od gena klasi¢ne skupine i u njih se ubrajaju geni HLA-E, -F i -G
Skupina pseudogena obuhvaca 12 gena ¢ija funkcija jo§ uvijek nije u potpunosti poznata (1).
Geni HLA razreda | kodiraju molekule HLA razreda | koje su eksprimirane na povrsini svih
stanica s jezgrom i njihova glavna funkcija je prezentacija peptidnih ulomka stranih antigena

na povrsini stanice koje prepoznaju CD8" limfociti T (1).

Molekule HLA razreda | sastoje se od dva polipeptidna lanca. Teski lanac (o lanac)
ima molekularnu masu 45 kD i sastoji se od tri domene (al, a2 i a3), dok laki lanac (B2
mikroglobulin) ima molekularnu masu 12kD, nekovalentno je vezan za lanac a i jednake je
grade kod svih molekula HLA razreda I (Slika 2). Lanac a kodiran je genima koji se nalaze u
sklopu sustava HLA, dok lanac 2 mikroglobulin kodiraju geni koji se nalaze na kromosomu
15. Citava molekula HLA razreda 1 sastoji se od izvanstani¢nog, hidrofobnog
transmembranskog i hidrofilnog citoplazmatskog dijela. Domene al i a2 stvaraju pukotinu
koja je gradena od oko 180 aminokiselina, a moze prezentirati peptidni ulomak graden od 10
aminokiselina. Domena a3 evolucijski je konzervirana regija i sadrzi vezno mjesto za T

stani¢ni receptor CD8" limfocita T (1).
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Slika 2. Shematski prikaz grade molekule HLA razreda I (preuzeto iz ref. 3)

Geni HLA razreda I sastoje se od 8 kodiraju¢ih sekvenci (egzoni) izmedu kojih se
nalaze nekodiraju¢e sekvence (introni). Egzon 1 kodira vode¢u sekvencu molekule, egzoni 2,
3 i 4 kodiraju tri izvanstani¢ne domene (al, 02, a3), egzoni 5 i 6 hidrofobni transmembranski
dio o lanca te egzon 8 Koji kodira netranslatirajuci citoplazmatski dio molekule (Slika 3).
Najveci broj razlika medu pojedinim alelima HLA razreda I prisutan je u egzonima 2 i 3 zbog
toga Sto oni kodiraju vezno mjesto peptida te se na taj nacin osigurava prezentacija velikog

broja razli¢itih stranih antigena stanicama imunoloskog sustava (4).

exon 1 2 3 4 5 6 7 a8
gm‘l'; L oo o a0 M oYT FUT

Slika 3. Prikaz organizacije egzona gena HLA razreda | (preuzeto iz ref. 4)




1.1.4. Geni i molekule HLA razreda Il

Geni regije HLA razreda Il podijeljeni su na klasicne (HLA-DR, -DQ, -DP) i
neklasicne gene (HLA-DM, -DO, -DN) koji formiraju podregije. Svaka podregija ima
najmanje 2 gena, gen A i B koji kodiraju lanac o odnosno lanac B, od koji su gradene
molekule HLA razreda II. Iznimka su neklasi¢ne podregije HLA-DN i -DO koje imaju samo
jedan gen. Geni HLA razreda Il kodiraju molekule HLA razreda Il, eksprimirane na povrsini
antigen prezentiraju¢ih stanica kao Sto su limfociti B, makrofazi i dendriticke stanice, a

njihova glavna uloga jest prezentacija antigena CD4" limfocitima T (1).

Molekule HLA razreda II gradene su od dva nekovalentno povezana polipeptidna
lanca o i B, molekularne mase oko 30 kD. Svaki se lanac sastoji od dvije domene, al i a2 koje
tvore lanac a i domene B1 i B2 koje tvore lanac B (Slika 4). Preradeni antigen veZze se u
pukotinu koju tvore domene al i Bl ¢iji su krajevi otvoreni za razliku od krajeva molekule
HLA razreda I zbog Cega antigen prezentiran ovim razredom moZe imati 1 viSe od 30
aminokiselina. Domena B2 vazna je zbog toga Sto sadrzi vezno mjesto za stani¢ni receptor
CD4* limfocita T. Molekule HLA razreda Il sastoje se od izvanstani¢ne, transmembranske i

citoplazmatske regije (1).
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Slika 4. Shematski prikaz grade molekule HLA razred Il (preuzeto iz ref. 3)



Organizacija egzona i introna gena HLA razreda Il razlikuje se od organizacije gena
HLA razreda I. Gen koji kodira lanac a sastoji se od 5, a gen koji kodira lanac  od 6 egzona.
Egzon 1 oba gena kodira vode¢i peptid dok egzoni 2 i 3 kodiraju izvanstani¢ni dio molekule.
Egzon 4 gena koji kodira 3 lanac kodira transmembransku, a egzon 5 citoplazmatsku domenu.
Kod gena koji kodira lanac o egzon 4 kodira i citplazmatsku i transmembransku domenu
(Slika 5). Najveci broj razlika izmedu gena HLA razreda II nalazi se u egzonu 2 koji kodira

vezno mjesto peptidnih ulomaka (4).

axon 1 2 3 4 5
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Slika 5. Prikaz organizacije egzona gena HLA razreda Il (preuzeto iz ref. 4)



1.1.5. Podregije sustava HLA razreda Il

Podregija HLA-DR ima samo jedan gen A (HLA-DRA1) dok je broj gena B razlicit.
Geni HLA-DRB1, -DRB3, -DRB4, -DRB5 su funkcionalni geni, dok su geni HLA-DRB2,-
DRB6, -DRB7, -DRB8 i -DRB9 pseudogeni. Gen HLA-DRBL1 eksprimiran je u svakom
pojedincu i najpolimorfniji je gen HLA razreda Il predstavljen s preko 2500 alela (preuzeto s
https://www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/stats.html). Obzirom na raspored gena unutar regije HLA-
DR moguca su pet razli¢ita haplotipa: HLA-DR1, -DR51, -DR52, -DR53 i -DR8 (Slika 6).
Gen HLA-DRAL1, -DRB1 kao i -DRB9 eksprimirani su u svim haplotipovima dok broj ostalih
eksprimiranih gena HLA-DRB ovisi o alelu prisutnom na genu HLA-DRBL1 (5).

DRB1 DRB6 DRB9
DRI, DR10, (DR15)
DRBI1 DRB6 DRBS5 DRB9

DRS1 haplotype

DRI15, DR16, (DR1)

DRBI DRB2 DRB3 DRB9
DRS52 haplotype

DR3, DR11, DR12, DR13, B
DR14

DRBI1 DRB7 DRB8 DRB4 DRB9

DRS53 haplotype

DR4, DR7, DR9

DRBI DRB9

DR8

Slika 6. Prikaz haplotipova podregije HLA-DRB (preuzeto iz ref. 5)

Subregija HLA-DQ sastoji se od 2 gena, HLA-DQAL i -DQB1, koji su predstavljeni u
populaciji s visSe od 1300 alela odnosno 8 serotipova (HLA-DQ?2, -DQ3, -DQ4, -DQ5, -DQ6, -
DQ7, -DQ8, -DQ9) (preuzeto s https://www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/stats.html).

Subregija HLA-DP ima 4 gena (HLA-DPAL, -DPA2, -DPB1, -DPB2) i do danas je
poznato vise od 1100 alela ovih gena (preuzeto S
https://www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/stats.html). Subregija DM sastoji se od 2 gena (HLA-
DMAL1 i -DMB1), dok se regije HLA-DN i HLA-DO sastoje samo od jednog gena (5).


https://www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/stats.html
https://www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/stats.html
https://www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/stats.html

1.1.6. Gen HLA-DRB1*04

Poznato je da je gen HLA-DRBL1 najpolimorfniji gen HLA razreda Il, a gen HLA-
DRB1*04 predstavljen je u populaciji s velikim brojem razli¢itih alela (> 150) (preuzeto s
https://www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/stats.html). Neki aleli gena HLA-DRB1*04 zastupljeni su
s visokom frekvencijom u brojnim populacijama u svijetu kao §to su npr. aleli HLA-
DRB1*04:01, DRB1*04:02, DRB1*04:03 (Slika 7) dok su neki karateristicni za populacije
odredene regije kao sto je alel HLA-DRB1*04:38 koji je uglavnom zastupljen u populacijama
jugozapadne Azije (Slika 8) (preuzeto s http://pypop.org/popdata/2008/byfreq-
DRB1.php.html). Dosadasnja istrazivanja ukazuju na povezanost nekih alela ovog gena s
autoimunim bolestima kao $to su reumatoidni artritis (HLA-DRB1*04:01), mutipla skleroza
(HLA-DRB1*04:02), sistemski lupus eritematozus (HLA-DRB1*04:03). Isto tako gen HLA-
DRB1*04 povezan je s celijakijom, jer s genima subregije HLA-DQ stvara heterodimer HLA-

DQ8 koji predstavlja povecan rizik za razvoj bolesti (6).

HLA-DRB1*04:01

.

0.2966100
0.2750120
0.2315160
0.2001520
0.1733540
0.1483050
0.1232560
0.0964576
0.0850940
0.0215982
n nnnonon

Slika 7. Raspodjela alela HLA-DRB1*04:01 u svijetu (preuzeto s
http://pypop.org/popdata/2008/byfreq-DRB1.php.html)
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HLA-DRB1*04:38

i

0.010640000
0.009865230
0.008304950
0.007179870
0.006218550
0.005320000
0.004421450
0.003460130
0.002335050
0.000774769
n annnonnann

Slika 8. Raspodjela alela HLA-DRB1*04:38 u svijetu (preuzeto s
http://pypop.org/popdata/2008/byfreq-DRB1.php.html)

1.1.7. Primjena odredivanja gena sustava HLA

Najvaznija primjena odredivanja gena HLA, odnosno tipizacije gena HLA, jest u
svrhu presadivanja organa i tkiva. Naime, brojna istrazivanja pokazala su da uspjeSnost
presadivanja tkiva i organa uvelike ovisi o podudarnosti HLA izmedu primatelja i davatelja
(7). S obzirom na izrazit polimorfizam gena HLA, u mnogim slu¢ajevima je sloZzeno naci
davatelja koji ¢e bit podudaran s primateljem u odredenom broju gena HLA s ciljem
smanjivanja moguc¢nosti pojave transplantacijske reakcije. Poznato je da je transplantacijska
reakcija imunoloSka reakcija na antigene HLA tansplantata koje primatelj nema i uzrokuje

odbacivanje presatka (1).

Osim u transplantacijske svrhe tipizacija gena HLA provodi se i u svrhu dijagnostike
odredenih bolesti koje su povezane s genima sustava HLA. Veliki broj istrazivanja pokazao je
da se odredene autoimune bolesti ¢esée pojavlju kod osoba koje imaju odredene alele HLA
(8). Medutim, prisustvo odredenog alela HLA koji je povezan s odredenom bolesti ne znaci da
¢e doc¢i do razvoja bolesti jer brojni drugi genetski faktori, kao i faktori okolisa utje¢u na

njezinu pojavu.
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Geni HLA su zbog velikog polimorfizma, kao i u razlikama u njihovim ucestalostima
medu pojedinim populacijama, nasli veliku primjenu u populacijskim istrazivanjima. Poznato
je da su pojedini aleli HLA karakteristicni za populacije odredene regije (npr. alel HLA-
DRB*04:01 ima najvecu zastupljenost u sjevernoj Europi i isto¢noj Aziji) (preuzeto s
http://pypop.org/popdata/2008/byfreqg-DRB1.php.html). S obzirom da su geni HLA toliko
polimorfni, vrlo je mala vjerojatnost da ¢e dvije nesrodne osobe biti podudarne u genima
HLA, stoga je njihova primjena vazna i u sudskoj medicini; kod identifikacije odnosno u

dokazivanju o¢instva.

1.1.8. Mehanizmi povezanosti gena HLA i bolesti

Potvrdeno je da postoji velik broj bolesti koji se ¢esée javlja kod pojedinaca koji imaju
odredene alele HLA. Najveci broj bolesti povezan s genima HLA su autoimune bolesti i one
su najéesce povezane s genima HLA razreda Il (9). Tablica 1 prikazuje neke od autoimunih

bolesti povezanih s odredenim alelima sustava HLA.

lako je dokazana povezanosti gena HLA i autoimunih bolesti smatra se da samo
genetski faktor tj. rizican alel nije dovoljan da bi doSlo do njezinog razvoja. Dakle osoba koja
u svom genotipu ima rizi¢an alel HLA ili haplotip HLA (npr. HLA-DQ?2 koji je povezan s
celijakijom) nece nuzno oboliti od nje. Naime, dokazano je da postoji odreden broj ljudi koji

nosi odreden gen HLA ili haplotip HLA, a nikada ne razviju simptome bolesti niti samu bolest

(9).
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Tablica 1. Autoimune bolesti povezane sa sustavom HLA (preuzeo iz ref. 8)

Autoimuna bolest Alel/gen/haplotip HLA povezan s bolesti
Celijakija HLA-DQ2

HLA-DQ8
Mijasteija gravis HLA-DRB1*03:01
Multipla skleroza HLA-DRB1*15:01, DQB1*06:02
Narkolepsija HLA-DQB1*06:02
Reumatoidni artritis HLA-DRB1°01:01

HLA-DRB1701:02
HLA-DRB1704:01
HLA-DRB1704:04
HLA-DRB1704:05
HLA-DRB1704:08
HLA-DRB1710:01
HLA-DRB1714:02

Sistemski lupus eritromatozus HLA-DRB1*03:01
HLA-DR8
HLA-DR15

Secerna bolest tipa 1 HLA-DRB1*03:01

HLA-DRB1*04:01
HLA-DRB1*04:02
HLA-DRB1*04:05
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1.2. CELIJAKIJA

Celijakija (engl. Celiac disease, CD) ili glutenska enteropatija (engl. Gluten
enteropathy, GT) je kroni¢na upalna bolest tankog crijeva. Bolest je prvi puta opisao pedijatar
Samuel Gee koji je smatrao da prehrana bogata Skrobom i mlijeko uzrokuju simptome.
Cetrdesetih godina dvadesetog stolje¢a, nizozemski pedijatar Willem Dicke u svom radu istice
kako manjak razi, zobi i pSenice u prehrani pridonosi poboljSanju simptoma bolesti, te je
zakljuc¢io da je komponenta koja utjece na pojavu simptoma protein gluten. Velika prekretnica
u istrazivanju ove bolesti bila je primjena biopsije crijeva koja je ukazala na povezanost
celijakije i lezija prisutnih na sluznici tankog crijeva pacijenata. Nekoliko godina kasnije kod
oboljelih su otkrivena protutijela na derivate peptida glutena koji su dokazali da imunoloski
sustav sudjeluje u patogenezi bolesti. Ferguson i MacDonald 1970. godine prvi su objasnili
ulogu adaptivnog imunoloskog sustava u celijakiji. Zakljucili su da imunoloska reakcija
posredovana limfocitima T uzrokuje ranije otkrivene patoloske promjene na sluznici tankog
crijeva ve¢ utvrdene kao jedan od simptoma celijakije (10). U 80-im godinama proslog
stoljea istrazivanja su pokazala da postoji moguca povezanosti celijakije s drugim
autoimunim bolestima kao §to je Secerna bolest tipa 1 i reumatoidni artritis (11). Nekoliko
godina kasnije otkrivena je uloga enzima tkivne transglutaminaze i povezanost celijakije s
heterodimerima HLA-DQ?2 i -DQ8.

Osim celijakije postoje jo$ dvije bolesti koje su povezane s glutenom, alergija na
pSenicu i necelijaki¢na preosjetljivost na gluten (12). No treba razlikovati celijakiju od
necelijaki¢ne preosjetljivost kod koje ne postoje histoloske promijene na sluznici crijeva niti
poviSene razine protutitijela specificnih za gluten. Dok je alergija na pSenicu imunoloski
odgovor (uglavnom protutijela IgE) organizma na bilo koji protein iz pSenice, a ne samo

gluten kao $to je to slucaj kod celijakije.

Celijjakija je bolest koja nema tipi¢ne klinicke simptome ve¢ oni ovise 0 mnogo
faktora (dob, prehrana, zdravlje, itd.). Klasi¢ni simptomi koji se uglavnom pojavljuju kod svih
bolesnika su: bolovi u trbuhu, povracanje te gubitak tezine koji su rezultat smanjene
apsorpcije nutrijenata u tankom crijevu. Pacijenti mogu imati 1 neklasi¢ne simptome zbog
Cega je otkrivanje celijakije u kasnijoj zivotnoj dobi sve ¢esca pojava (13). Najefikasniji oblik
terapije u lijeCenju celijakije jest dijeta bez glutena, a brojni lijekovi jos uvijek su u fazi

klinickog ispitivanja zbog cega je njihova sigurnost i efikasnost upitna.
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Metode koje se koriste u postavljanju dijagnoze celijakije su seroloski i histoloski
testovi te genetske analize. Seroloski testovi temelje se na detekciji protutijela na enzim tTG2
(engl. Enzyme Transglutaminase 2, tTG2), a histoloske analize temelje se na analizi biopsije
sluznice tankog crijeva. Promijene koje su vidljive na sluznici crijeva su atrofija crijevnih
resica, hiperplazija kripta i smanjena duljina enterocita. Obzirom da je utvrdena povezanost
heterodimera HLA-DQ2 i HLA-DQS8 s celijakijom, odredivanje gena HLA jedan je od bitnih

testova u postavljaju dijagnoze (13).

1.2.1. Patogeneza celijakije

Celijakija je bolest koja se javlja zbog netolerancije pacijenata na gluten, Kkoji je
glavni skladi$ni kompleks proteina u pSenici, je¢mu i razi, a se sastoji od glutenina i
prolamina (glijadin, hordein, sekulin). Patogeneza celijakije otkrivena je na glijadinu,
prolaminu karakteristicnom za pSenicu, no hordein prisutan u je¢mu 1 sekulin u razi imaju isti
ucinak kao glijadin. Glijadin je polipeptid koji se sastoji od 33 aminokiseline i otporan je na
razgradnju enzima u zelucu i tankom crijevu. On ulazi u interakciju sa stanicama crijevnog
epitela, veZze se na kemokinski receptor CXCR3 koji je kod oboljelih osoba eksprimiran u
vecem broju. Vezanjem glijadina na CXCR3 receptor povecava se izluCivanje proteina
zonulina koji utjeCe na propusnost ¢vrstih spojeva izmedu stanica crijevnog epitela. Zonulin
povecava propusnost barijere za peptide glijadina i omogucava laksi prolaz glijadina u laminu
propriju. Isto tako glijadin poti¢e izluCivanje interleukina 15 (IL-15) iz enterocita koji
povecava proliferaciju intraepitelnih limfocita (eng. Intraepithelial Lymphocytes, IEL).
Aktivirani intraepitelni limfociti eksprimiraju transmembranski receptor NKG-2D na koji se
veze ligand MIC-A. Interakcija MIC-A i NKG-2D poti¢e aktivaciju intraepitelnih limfocita na

izlu¢ivnje enzima koji unistavaju enterocite (14).

Enzim tkivna transglutaminaza 2 je kalcij ovisan enzim Kkoji katalizira reakcije
deaminacije glijadina i ima vaznu ulogu u patogenzi CD-a. Pripada jednom od
najzastupljenijih enzima u organizmu koji je aktivan samo u izvanstani¢nom prostoru (11). U
lamini propriji enzim tTG2 deaminira glijadin pri ¢emu nastaje oblik koji je jaci imunogen $to

uzrokuje jacu aktivaciju imunoloSkog sustava u ¢ovjeka.
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Obzirom da je glijadin graden u velikoj mjeri od aminokiselina prolina i glutamina, on
predstavlja dobar supstrat za tTG2 pri ¢emu nastaje kompleks tTG2/glijadin. Kompleks je
prezentiran stani¢nim receptorom stanicama Th2 koji poticu proliferaciju B stanica u plazma

stanice i stvaranje protutijela na tTG2/glijadin (14).

1.2.2. Aktivacija imunoloskog sustava u celijakiji

Osnovna funkcija imunoloskog sustava je obrana organizma od stranih antigena. U
podru¢ju lamine proprije nalaze se antigen prezentirajuce stanice koje prezentiraju antigene 1
na taj nacin aktiviraju imunoloski sustav. Toleranciju na antigen kao Sto je gluten kod zdravih
osoba odrzava transformirajuci faktor rasta 3 (engl. Transforming growth factor beta 1, TGF-
B) koji suprimira aktivnost T stanica dok su kod oboljelih osoba otkrivene povisSene razine IL-
15 koji inhibira djelovanje TGF-f (9).

Gluten prezentiran na povrSini stanice prepoznaju CD4" limfociti T koji proizvode
visoke razine proupalnih citokina i matriks metaloproteinaze koje su odgovorne za
degradaciju bazalne membrane $to omogucava lak$i prolaz glutena kroz crijevni epitel.
Interferon y (engl. Interferon gamma, IFN-y), kojeg izluCuju aktivirani limfociti T, potice
diferencijaciju Thl stanica i izlucivanje citokina koji primarno poti¢u aktivaciju stani¢ne
imunosti odnosno CD8" limfocite T. Citotoksi¢ni CD8" limfociti izluuju enzime granzime i
kaspaze koji poticu nekrozu stanica i aktivaciju apoptotickih signala u stanicama crijevnog
epitela. S druge strane limfociti T mogu potaknuti Klonalnu aktivaciju limfocita B koji

proliferiraju u plazma stanice i stvaraju protutijela na deaminirani glijadin (9).

Uz CD4" limfocite, aktivaciji imunoloskog sustava pridonose i intarepitelni limfociti
koji se nalaze u mukozi tankog crijeva. Intraepitelni limfociti zdravih osoba na povrSini
stanica eksprimiraju inhibitorne receptore CD94/NKG2A, dok su u celijakiji na povr§ini
stanica eksprimirani NK' receptori NKG2D i CD94/NKG2C koji induciraju izluéivanje
citokina (npr. IFN-y) i poticu proliferaciju stanica imunoloskog sustava. Upala uzrokovana
poja¢anom aktivno$¢u imunoloskog sustava i peptidima glutena moze potaknuti ekspresiju
molekula stresa MIC-A i MIC-B (engl. MHC class | polypeptide-related sequence, MIC) Kkoji
su glavni ligandi za receptore NKG2D. Molekule MIC-A i MIC-B prepoznaju NKG2D
receptore i poticu citotoksi¢nu aktivnost limfocita T koji uniStavaju epitelne stanice sluznice

crijeva (9).
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1.2.3. Povezanost celijakije s genima HLA

Visoka ucestalost pojave celijakije u obitelji navela je znanstvenike da istraze postoji li
povezanost gena s pojavom bolesti. Nakon $to je utvrdeno da su celijakija i geni HLA
povezani, u poc¢etku se smatralo da antigen HLA-B8 predstavlja genetsku predispoziciju za
razvoj celijakije (15). Kasnije je otkriveno da antigen HLA-B8 ¢esto dolazi u kombinaciji s
antigenima HLA-DR3 i -DQ2 sto je dovelo do zakljucka da haplotip HLA-B8~DR3~DQ2
predstavlja rizi¢ni genetski faktor za razvoj bolesti (16). Daljnjim istrazivanjima otkriveno je
da molekule HLA-DQ imaju visok afinitet vezanja negativno nabijenog deaminiranog
glijadina te je tako dokazano da one imaju glavnu ulogu u patogenezi celijakije (17).

Molekula HLA-DQ2 kodirana je alelnom grupom HLA-DQB1*02 (dva najcesca alela
su DQB1*02:01 i HLA-DQB1*02:02) i zajedno s alelima HLA-DQA1*05:01 i -DQA1*05:05
tvori izoforme HLA-DQ2.2 i -DQ2.5 karakteristi¢ne za celijakiju. Izoformu HLA-DQ2.5 ¢ine
aleli HLA-DQA1*05 i -DQB1*02 koji se mogu nalaziti na istom kromosomu tada izoforma
ima cis (HLA-DQ2.5¢s) ili na homolognim kromosomima kada ima trans konformaciju
(HLA-DQ2.5¢rans). 1zoformu HLA-DQ2.2 ¢ine aleli HLA-DQA1*02:01 i -DQB1*02:02.
Haplotip HLA-DQ2.5.;s je usko vezan s alelom HLA-DRB1*03:01, dok je kombinacija HLA-
DQ2.5trans Vezana uz haplotipove HLA-DRB1*11/DRB1*12 i -DRB1*07 (18). Ve¢ina HLA-
DQ2 negativnih bolesnika nose heterodimer HLA-DQ8 kodiran alelima HLA-DQA1*03:01 i
-DQB1*03:02/*03:05 koji su povezani s haplotipovima gena HLA-DRB1*04 (Slika 9).
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Slika 9. Prikaz haplotipova HLA-DRB1~DQA1~DQB1 povezanih s celijakijom
(preuzeto iz ref. 19)

Danas je poznato da vise od 90% populacije europskog porijekla kojima je potvrdena
celijakija  imaju  heterodimer HLA-DQ2 (DQA1*05~DQB*02) i/ili HLA-DQ8
(DQA1*03~DQB1*0302) (2). Naime, brojni radovi su pokazali da 30-40% populacije
europskog porijekla nosi navedene heterodimere, no uopce ne razviju simptome bolesti (2). U
slucaju da se u genotipu ne pojavljuje niti jedan od heterodimera, iskljucuje se moguénost da
osoba boluje od celijakije.

S toga osobe  koje imaju  haplotipove HLA-DQ2.5-cis  (HLA-
DRB1*03~DQA1*05:01~DQB1*02:01), HLA-DQ2,5-trans (HLA-
DRB1*11/*12~DQA1*05:05~DQB1*03:01), (HLA-DRB1*07~DQA1*02:01~DQB1*02:02)
te haplotip HLA-DQ8 (HLA-DRB1*04~DQA1*03:01~DQB1*03:02) imaju samo genetsku

predispoziciju za razvoj celijakije (17).
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1.2.4. Toksi¢nost i imunogenost glutena

Glijadin, glavni spremis$ni prolamin u pSenici, sastoji se od podjedinica o/B-, y- 1 ®.
Reaktivni T limfociti prepoznaju sve imunogenic¢ne epitope, ali s jaéim afinitetom za ona
mjesta koja su deaminirana enzimom tTG2. Procesom deaminacije glijadina kojeg provodi
enzim tTG2 nastaju peptidi uglavnom gradeni od negativno nabijenih aminokiselina koji se
vezu ve¢im afinitetom na molekule HLA-DQ2 i -DQ8. Molekula HLA-DQ2 ima tri vezna
mjesta peptida (P4, P6 i P7) dok molekula HLA-DQ8 ima dva (P1, P9) (Slika 10). Vezna
mjesta na molekulama HLA-DQ2 i -DQ8 uglavnom su gradena od glutamina i prolina Kkoji
pridonose zastiti glijadinskih peptida od djelovanja proteolitickih enzima. Do sada je
otkriveno vise od 30 epitopa derivata peptida od kojih se vec¢ina veze na molekulu HLA-DQ2
dok -DQS8 prepoznaje Cetiri epitopa. Najveéi broj peptida koji nastaje procesom deaminacije
na svom pocetnom djelu ima aminokiselinu prolin koja se veze u mjesto P1 molekule HLA-
DQ2. Molekula HLA-DQ8 na veznom mjestu P1 prepoznaje glutamin koji je prisutan u
manjem broju peptidnih derivata na pocetnom dijelu zbog ¢ega molekula HLA-DQ2 moze
prezentirati veci broj razliCitih peptida glijadina. Upravo je peptid 33-mer jedan od
najbrojnijih peptida koji nastaje procesom deaminacije iz a-glijadina i ima prolin koji
odgovara polozaju P1 molekule HLA-DQ2 (14).
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Slika 10. Prikaz peptidnih veznih mjesta na HLA-DQ?2 i -DQ8 (preuzeto iz ref. 14)
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1.2.5. Povezanost celijakije i drugih bolesti

Povezanost celijakije s drugim autoimunim bolestima uglavhom se temelji na
povezanosti s genima HLA, odnosno prisustvu haplotipa HLA-DQ2 i/ili -DQ8. Neke bolesti
koje su povezane s celijakijom su: Secerna bolesti tipa 1, reumatoidni artritis, autoimuni

hepatitis, Chronova bolest, dermatitis herpetiformis, sistemski lupus eritematozus itd (20).
a) Celijakije i Secerna bolesti tipa 1

Se¢erna bolest tipa 1 (engl. Type 1 Diabetes, T1D) je autoimuna bolest koju
karakteriziraju sniZene razine inzulina ili njegov izostanak §to je posljedica napada T limfocita
na B stanice gusterace koje ga proizvode. Povezanost T1D 1 celijakije jest u genima sustava
HLA. Potvrdeno je da odredeni geni lokusa HLA-DQ predstavljaju veci rizik za razvoj T1D,
odnosno da ¢ak 90% oboljelih od T1D u odnosu na 40% ukupne populacije nosi DQ?2 ili DQS8
heterodimere. Isto tako utvrdeno je da 30-50% pacijenata s T1D nosi haplotipove HLA-DR3
ili -DR4. Dakle najveci rizik za razvoj T1D imaju osobe koje nose haplotip HLA-DR3~DQ2
ili HLA-DR4~DQ8. Kako isti haplotipovi predstavljaju rizik za pojavu celijakije ove dvije

autoimune bolesti nerijetko se pojavlju zajedno kod osoba s navedenim haplotipom (3).

b) Celijakija i reumatoidni artritis

Reumatidni artritis (engl. Rheumatoid arthritis, RA) je kroni¢na upalna autoimuna
bolest vezivnog tkiva koja primarno zahvaca zglobove. Jedna je od prvih bolesti koja je
povezana s genima HLA sustava. Genetsku predispoziciju za ovu bolest imaju osobe koje u
svom genotipu sadrze gene HLA-DR4 i -DR1 odnosno alele HLA-DRB1*01:01, *01:02,
*04:01, *04:01, *04:02, *04:04, *04:08. Navedeni aleli imaju zajednicke sekvence koje mogu
vezati reumatoidni faktor, prezentirati ih CD4" limfocitima T i potaknuti proliferaciju B
stanica. Zbog uske povezanosti lokusa HLA-DR i -DQ, provedena su istrazivanja u kojima je
otkriveno da i molekule HLA-DQ sudjeluju u prezentaciji reumatoidnog faktora. Obzirom da
je gen HLA-DR4 u jakoj neravnotezi udruzivanja s genom HLA-DQ8, oni tvore haplotip
HLA koji je karakteristiCan za celijakiju. Stoga osobe s haplotipom HLA-DR4~DQ8 imaju
genetsku predispoziciju za razvoj CD, kao i RA (20).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA



Ciljevi ovog istrazivanja bili su:

1. Utvrditi ucestalost pojavljivanja alela gena HLA-DRB1*04 medu osobama s
povecanim rizikom za razvoj celijakije.

2. Istraziti raspodjelu heterodimera HLA-DQZ2 i -DQ8 medu osobama s povecanim
rizikom za razvoj celijakije.

3. Analizirati haplotipove HLA-DRB1*04~DQA1~DQB1 medu ispitanicima uklju¢enim
u ovo istrazivanje.

4. Rezultate raspodjele pojedinih alela HLA-DRB1*04 i haplotipova HLA-
DRB1*04~DQA1~DQBI1 medu ispitanicima s povecanim rizikom za razvoj CD
usporediti s kontrolnim zdravim ispitanicima.

5. Dobivene rezultate usporediti s objavljenim rezultatima za druge populacije u Europi i

svijetu.
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3. MATERIJALI | METODE
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3.1. MATERIJALI

Istrazivanje je provedeno na 2009 bolesnika s genetskom predispozicijom za razvoj
celijakije i dvije kontrolne skupine od kojih jedna ima 366, dok druga ima 205 ispitanika.
Ispitanici obje kontrolne skupine testirani su za gene HLA u svrhu transplantacije tkiva i
organa te ne boluju od celijakije. Svim ispitanicima odredeni su geni i aleli HLA-DRB1, -
DQAL1 i -DQB1, kao i haplotipovi HLA-DRB1*04~DQA1~DQBL1.

3.2. METODE

3.2.1. lzolacija DNA

[z uzorka periferne krvi (2 ml) svih ispitanika izolirana je DNA pomoc¢u komercijalnog
seta za izolaciju DNA (Nucleospin, Macherey Nagel, Duren, Njemacka). Komercijalni set
sastoji se od reagensa B2, proteinaze K koja vrsi lizu stanica i nekoliko pufera (B3, B5, BW,
BE) koji sluze za ispiranje i otapanje DNA. Metoda se temelji na specificnom vezanju

molekule DNA za silikatnu membranu koja se nalazi unutar Nucleospin tubice (28).

3.2.2. Tipizacija gena HLA-DRB1, -DQA1 i -DQB1

Za odredivanje gena HLA-DRB1, -DQAL i -DQBI koriStena je metoda lancane
reakcije polimerazom i oligonukleotidnih proba specifi¢nih sekvenci (engl. Polymerase Chain
Reaction — Sequence Specific Oligonucleotide, PCR-SSO). Metoda se temelji na umnazanju
egzona 2 istrazivanih gena HLA razreda II te hibridizaciji mikrosfera na ¢ijoj se povrSini

nalaze oligonukleotidne probe specifi¢ne za sekvencu jednog ili vise alela HLA.

Nakon izolacije DNA, metodom PCR bilo je potrebno umnoziti odredenu sekvencu
molekule DNA dodatkom pocetnice specifiéne za odredeni gen, proces umnazanja sastoji se
od tri koraka: denaturacija DNA, vezanje specifi¢nih pocetnica i sinteza novog lanca odnosno
sekvence. Nakon toga slijedi hibridizacija PCR produkta, odnosno vezanje mikrosfera
specifiénih za odredeni gen na umnoZeni produkt oznacen biotinom. Na kraju procesa
hibridizacije u reakcijsku smjesu dodaju se pufer i streptavidin koji je konjugiran bojom
fikoeritrin. Kompleks streptavidin-fikoeritrin veze se za biotin, samo na one dijelove DNA na

kojima su vezane specificne probe odredenih mikrosfera. Flourescenciju, koja nastaje
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vezanjem strepavidina s fikoeritrinom na biotin, ocitava Luminex aparat. Izostanak
flourescencije interpretira se kao negativna reakcija Sto znac¢i da se specificna proba nije
vezala na umnozen produkt dok pozitivna reakcija znaci da je doslo do vezanja odnosno da je
odreden alel prisutan kod pacijenta. Dobiveni rezultati analiziraju se na racunalnom softveru
»MATCH IT! DNA* (Slika 11).
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T Batch: 09082018 DRB3004617 DS / Probes 001 - Adjusted Value
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Slika 11. Prikaz analize rezultata gena HLA u programu ,MATCH IT! DNA®“. Mikrosfera
001 na uzorku K1 je negativna tj. nije doslo do hibridizacije, dok je na uzorku L1 pozitivna. U
donjem lijevom kutu je rezultat tipizacije za osobu K1

Metoda lanCane reakcije polimerazom i pocetnica specifiénih sekvenci (engl.
Polymerase Chain Reaction — Sequence Specific Primer, PCR-SSP) koristi se kod
odredivanja gena, ali i alela HLA. Naime, ovom metodom se mogu tipizirati polimorfizmi
HLA visokom rezolucijom, odnosno na razini alela (4 znamenke, npr. DRB1*04:01). Metoda
se temelji na umnazanju odredenih sekvenci DNA na koje se vezu specifi¢ne pocetnice koje
umnazaju to¢no odredeni gen ili alel. U ovom radu koriSten je komercijalni set (Olerup SSP,
Stockholm, Sweden) za odredivanje alela HLA-DRB1*04. Nakon umnaZanja slijedi
elektroforeza kako bi se analizirali dobiveni rezultati. Uzorci se nanose na 1,5% agarozni gel
kojem se zbog vizualizacije dodaje boja GelRed (Slika 12). Nakon elektroforeze gel se slika
pomocu kamere (UV G:BOX Syngene) i dobiveni podatci se analiziraju u ra¢unalnom

programu ,.Helberg-StartSCORE®. Prije analize potrebno je oznaciti pozitivne reakcije koje

25



sadrze dvije vrpce, jednu kontrolnu i jednu koja oznacava specificni PCR produkt dok kod

negativne reakcije izostaje vrpca sa specificnim PCR produktom.

.
A aa R aa R AA AR s R AR e A AR AR g B g AR AR aR

—,‘-ﬂ----‘

Specifiéni produkt PCR
Pozitivna reakcija  Negativna reakcija Kontrolna DNA

Slika 12. Prikaz rezultata tipizacije gena HLA-DRB1*04 metodom PCR-SSP. U jazicama broj
4, 8,9,10, 26 i 32 su pozitivne/specifi¢ne reakcije koje su pozitivne kada je osoba pozitivna za
alel DRB1*04:04

3.2.3. Statisti¢ka obrada

Ucestalost alela i haplotipova HLA odredena je direktnim brojanjem. U slucaju da je
kod ispitanika odreden samo jedan alel HLA, osoba je smatrana homozigotom s$to je
podrazumijevalo dvostruku dozu istog alela, odnosno haplotipa HLA. Haplotipovi HLA-
DRB1*04~DQA1~DQB1 odredeni su na temelju poznatih neravnoteza udruzivanja alela
HLA na navedenim lokusima HLA. Za usporedbu ucestalosti pojedinih alela gena HLA-
DRB1*04 i haplotipova HLA-DRB1*04~DQA1~DQBI1 izmedu ispitivane i kontrolne
skupine koristen je racunalni program ,,GraphPad Prism 7” (verzija 7,0) (preuzeto s

https://www.graphpad.com/scientific-software/prism/).
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4. REZULTATI



4.1. RASPODJELA GENOTIPOVA HLA-DRB1/DRB1 MEDU ISPITANICIMA S
POVECANIM RIZIKOM ZA RAZVOJ CELIJKIJE I KONTROLOM

Analizom raspodjele genotipova HLA-DRB1 uoceno je da genotip HLA-DRB1*03/X
ima najvecu zastupljenost kod osoba s povecanim rizikom za razvoj celijakije (16,82%), dok
je u kontrolnim skupinama K1 i K2 bila najveca zastupljenost genotipa HLA-DRB1*11/X
(K1-18,85%, odnosno K2-18,05%). U tablici 2 prikazane su raspodjele genotipova HLA-
DRB1/DRB1 u analiziranim skupinama.

Usporedba rizi¢ne skupine ispitanika s kontrolom K1 pokazala je statisticki znacajno
poviSenu ucestalost za slijede¢e genotipove: HLA-DRB1*03/*03 (P=0,0014), HLA-
DRB1*03/*07 (P=0,0446), HLA-DRB1*03/X (P=0,0065), HLA-DRB1*04/X (P=0,0231),
HLA-DRB1*07/*11 (P=0.0254), HLA-DRB1*11/X (P=0.0052) i HLA-DRB1*11/*11
(P=0,0005). Genotip HLA-DRB1*07/*07 nalazi se na granici statistiCke znacajnosti pri cemu
vrijednost P iznosi 0,0615. Niti jedan drugi genotip HLA-DRB1/DRB1 nije pokazao

statisticki znac¢ajnu razliku u usporedbi s kontrolnom skupinom K1.

S druge strane, genotipovi HLA-DRB1*03/*03 (P=0,0293) i HLA-DRB1*03/*11
(P=0,0152) bili su statisticki zna¢ajno ¢e$¢i medu osobama s poveéanim rizikom za CD u
odnosu na skupinu K2 dok se genotip HLA-DRB1*11/X nalazio na granici statisticke
znacajnosti (P=0,0537). Takoder, obje kontrolne skupine imale su statisti¢cki znacajno veci
broj ispitanika koji su imali genotip HLA-DRB1*X/DRB1*X u usporedbi sa skupinom
ispitanika s povecanim rizikom za CD. Oznaka ,,DRB1*X* znaci da na lokusu HLA-DRB1
nije bio prisutan jedan od gena: DRB1*03, DRB1*04, DRB1*07, DRB1*11 i DRB1*12.
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Tablica 2. Raspodjela genotipova HLA-DRB1 medu ispitanicima s povecanim rizikom za
razvoj celijakije (N=2009) i kontrolnim skupinama (K1=366 i K2=205)

GENOTIP CD (N=2009) | K1(N=366) | K2 (N=205)
HLA- P1 P2
DRB1*/DRB1*| N (%) N (%0) N (%)

03/03 77 3,83 3 0,82 2 0,98 | 0,0014 | 0,0293
03/04 69 343 | 10 | 2,73 4 1,95 | 0,6339 | 0,3100
03/07 90 4,48 8 2,19 7 3,41 | 0,0446 | 0,5921
03/11 118 | 587 | 14 | 383 4 1,95 | 0,1360 | 0,0152
03/12 6 0,45 1 0,27 - - 1,0000 | 1,0000
03/X 338 | 1682 | 41 | 1120 | 29 | 14,15 | 0,0065 | 0,3749
04/04 16 0,80 5 1,36 2 0,98 | 0,3551 | 0,6800
04/07 32 1,59 8 2,19 5 2,44 | 0,3812 | 0,3830
04/11 48 2,39 8 2,19 3 1,46 | 1,0000 | 0,6221
04/12 4 0,20 1 0,27 - - 0,5672 | 1,0000
04/X 171 | 851 | 45 | 1229 | 21 | 10,24 | 0,0231 | 0,4333
07/07 21 1,05 - - 3 1,46 | 0,0615 | 0,4821
07/11 96 4,78 8 2,19 6 2,93 | 0,0254 | 0,2934
07/12 5 0,25 - - - - 1,0000 | 1,0000
07/X 154 | 767 | 31 | 847 | 19 | 927 | 05961 | 04121
11/11 37 1,84 | 19 | 519 7 3,41 | 0,0005 | 0,1194
11/12 14 0,70 - - - - 0,1466 | 0,6326
11/X 263 | 1309 | 69 | 1885| 37 | 18,05 | 0,0052 | 0,0537
12/12 1 0,05 - - - - 1,0000 | 1,0000
12/X 32 1,59 5 1,37 3 1,46 | 1,0000 | 1,0000
X/X 417 | 20,76 | 90 | 24,60 | 53 | 2585 | 0,0417 | 0,0451

n - broj pozitivnih ispitanika; % - ucestalost genotipa HLA-DRB1; CD — ispitanici s povetanim
rizikom za razvoj celijakije; K1 - kontrolna skupina 1; K2 - kontrolna skupina 2; P1 - usporedba
"skupine CD" s kontrolnom skupinom K1; P2 - usporedba "skupine CD" s kontrolnom skupinom K2;
X - gen HLA-DRB1 koji nije DRB1*03, DRB1*04, DRB1*07, DRB1*11 i DRB1*12.
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4.2. RASPODJELAHETERODIMERA HLA-DQ2 | HLA-DQ8 MEDU ISPITANICIMA
S POVECANIM RIZIKOM ZA RAZVOJ CELIJAKIJE | KONTROLOM

Sljedeca analiza obuhvatila je usporedbu raspodijele heterodimera HLA-DQ povezanih
s genetskom predispozicijom za razvoj CD medu osobama s povec¢anim rizikom za razvoj CD
i zdravim ispitanicima. U tablici 3 prikazana je raspodjela heterodimera HLA-DQ, podloznih
za razvoj CD, s obzirom jesu li ispitanici homozigoti ili heterozigoti za navedene
heterodimere HLA-DQ. Analizom raspodjele uoceno je da je najvec¢i broj ispitanika u
"skupini CD" bio pozitivan za heterodimer HLA-DQ?2 u cis polozaju (27,48%) kao i u skupini
K1 (17,48%) i K2 (19,51%). Usporedba rizi¢ne skupine iSpitanika s K1 pokazala je statisticki
znaCajne razlike za povecane ucestalosti heterodimera HLA-DQ2cis (P=0,0001) i HLA-
DQ2trans (P=0,0141).

Tablica 3. Raspodjela heterodimera HLA-DQ2 i HLA-DQ8 medu ispitanicima s genetskom

predispozicijom za razvoj celijakije

CD K1 K2

Heterodimer HLA (N=2009) (N=366) (N=205)

P1 P2
n (%) n (%) | n | (%)

DQ2cis/DQ2cis 77 | 3,83 5 1,37 | 3 | 1,46 | 0,0182 | 0,1121
DQ2cis/DQ8 67 | 333 | 10 | 2,73 | 4 | 1,95 | 0,6327 | 0,4031
DQ8/DQ8 10 | 0,50 4 1,09 | 1 | 0,49 | 0,2524 | 1,0000
DQ2cis 552 | 27,48 | 64 | 17,48 | 40 | 19,51 | 0,0001 | 0,0130
DQ2trans 101 | 5,03 8 | 219 ]| 6 | 293 |0,0141 | 0,2305
DQ8 224 | 11,15 | 51 | 13,93 | 23 | 11,22 | 0,1311 | 1,0000

n - broj pozitivnih ispitanika; % - ucestalost hetrodimera HLA-DQ; CD — ispitanici s povetanim
rizikom za razvoj celijakije; K1 - kontrolna skupina 1; K2 - kontrolna skupina 2; P1 - usporedba
"skupine CD" s kontrolnom skupinom K1; P2 -usporedba "skupine CD" s kontrolnom skupinom K2
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Usporedba skupine bolesnika s povecanim rizikom za razvoj celijakije i skupine K2
pokazala je da je samo heterodimer HLA-DQZ2clis statisticki znac¢ajno ucestaliji kod ispitanika
u odnosu na skupinu K2 (P=0,0130).

Genotip HLA-DQZ2cis/DQ2cis bio je statistiCki znacajno CeS¢e prisutan kod rizi¢ne
skupine nego kod kontrolnih ispitanika iz skupine K1 (P=0,0182), dok u usporedbi s K2 nije

nadena statisticki znacajna razlika.

Kada smo analizirali samo ispitanike, iz sve tri skupine, pozitivne za jedan ili oba
heterodimera HLA-DQ povezana s podlozno$éu za celijakiju uocili smo neke razlike u
raspodjeli pojedinih heterodimera (Slika 13a, 13b i 13c). Statisti¢ki znacajna razlika uocena je
za poviseno prisustvo heterodimera HLA-DQ2 medu osobama s povecanim rizikim za razvoj
CD samo u odnosu na kontrolu K1 (70,81% naspram 54,23%; P=0,0001). S druge strane,
heterodimer HLA-DQ8 bio je statisticki zna¢ajno manje prisutan unutar ,,CD skupine® u
usporedbi s kontrolom K1 (22,70% naspram 38,73%; P=0,0001). Usporedba rizi¢ne skupine i

kontrole K2 nije pokazala nikakve statisticki znacajne razlike.

® HLA-DQ2 pozitivni

® HLA-DQ2/DQ8 pozitivni
234 (22,70%)

@ HLA-DQS8 pozitivni

31



b) c)

0,
55 (38,73%) 24 (31,17%)

Slika 13. Raspodijela heterodimera HLA-DQ?2 i -DQ8 medu osobama pozitivnim za jedan ili
oba podlozna hetrodimera

a) ispitanici s povecanim rizikom za razvoj celijakije (N=1031)

b) ispitanici iz kontrole K1 (N=142)

c) ispitanici iz kontrole K2 (N=77)

4.3. RASPODJELAALELA HLA-DRB1*04 MEDU ISPITANICIMA POZITIVNIM ZA
GEN HLA-DRB1*04

Raspodjele alela gena HLA-DRB1*04 medu ispitanicima s povecanim rizikom za
razvoj CD i kontrole prikazana je u tablici 4. U ovoj analizi obje kontrolne skupine su
zbrojene kako bi ukupan broj osoba pozitivnih za alele HLA-DRB1*04 bio iznad 100. Naime,
u istrazivanjima polimorfizama gena HLA preporuka je da broj testiranih osoba bude
minimalno 100 zbog velikog broja alela HLA. U rizi¢noj skupini u kojoj je 256 osoba
pozitivno za alel HLA-DRB1*04 pronadeno je 9 razli¢itih alela dok je u kontrolnoj skupini od
119 ispitanika otkriveno 8 razli¢itih alela gena HLA-DRB1*04.
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Tablica 4. Raspodjela alela HLA-DRB1*04 u skupini ispitanika s povec¢anim rizikom za
razvoj celijakije (N=356) i kontroli (N=119)

HLA- | CD(N=356) | K (N=119)

DRB1*04 | n | (%) | n | (%) P
0401 | 102 | 2865 | 40 | 3361 | 0,3548
04:02 69 | 19,38 | 34 | 2857 | 0,0401
04:03 39 | 1096 | 20 | 16,80 | 0,1083
04:04 35 | 983 | 17 | 1429 | 0,1786
04:05 6 | 169 | 2 | 168 | 1,0000
04:07 9 | 253 | 4 | 336 | 1,0000
04:08 4 | 112 | 1 [ 084 | 03917
04:15 i i 1 | 084 | 0,7453
04:50 1 | 028 | - i :

04 oL | 2556 | - i :

n - broj pozitivnih ispitanika; % - ucestalost alela HLA-DRB1*04; CD - ispitanici s povetanim
rizikom za razvoj celijakije; K - kontrolna skupina; P - usporedba "skupine CD" s kontrolom.

Analiza raspodjele alela gena HLA-DRB1*04 pokazala je u rizi¢noj skupini najvecu
zastupljenost alela HLA-DRB1*04:01 (28,65%), kao i u kontrolnoj skupini (33,61%). U
tablici 4 prikazana je raspodjela alela HLA-DRB1*04 kojom je utvrdena statisticki zna¢ajno
manja ucestalost (P<0,05) alela HLA-DRB1*04:02 kod ispitanika s povecanim rizikom za
razvoj CD u odnosu na zdrave ispitanike (P=0,0401) dok zastupljenost ostalih alela gena

HLA-DRB1*04 nije pokazala statisti¢ki znacajne razlike izmedu dvije skupine.

Za 91 bolesnika s povecanim rizikom za razvoj CD nije bilo moguce odrediti 0 kojem

je alelu gena DRB1*04 rijec.
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4.4, RASPODJELA HAPLOTIPOVA HLA-DRB1~DQA1~DQB1 MEDU
ISPITANICIMAPOZITIVNIH ZA GEN HLA-DRB1*04

A) Raspodjela haplotipova HLA-DRB1~DQA1~DQB1 medu ispitanicima pozitivnih za
alel HLA-DRB1*04:01

Haplotipovi HLA-DRB1~DQA1~DQB1 medu ispitanicima s povecanim rizikom za
razvoj CD i kontrolom istrazeni su na ukupno 142 osobe pozitivne za alel HLA-DRB1*04:01.
U obje proucavane skupine haplotip HLA-DRB1*04:01~DQA1*03:01~DQB1*03:02 bio je
najéeséi (CD - 94,12%, odnosno K - 82,5%). Na slici 14 prikazana je usporedba raspodjele
samo za alele HLA-DQB1 izmedu rizicne i kontrolne skupine jer su svi ispitanici bili
pozitivni za alel HLA-DQA1*03:01.

HLA-DRB1*04:01~-DQA1*03:01

100
80 ¥~
60
%0 1 = CD (N=102)
= Kontrola (N=40)
20 ¢

02:02 03:01 03:02 03:03

HLA-DQB1*

Slika 14. Prikaz raspodjele haplotipova HLA-DRB1~DQA1~DQB1 medu ispitanicima
pozitivnih za alel HLA-DRB1*04:01

B) Raspodjela haplotipova HLA-DRB1~DQA1~DQB1 medu ispitanicima pozitivnih za
alel HLA-DRB1*04:02

Kod svih ispitanika pozitivnih za alel HLA-DRB1*04:02 uocen je samo haplotip
HLA-DRB1*04:02~DQA1*03:01~DQB1*03:02.
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C) Raspodjela haplotipova HLA-DRB1~DQA1~DQB1 medu ispitanicima pozitivnih za
alel HLA-DRB1*04:03

Raspodjela alela gena HLA-DQB1 medu ispitanicima pozitivnih za alel HLA-
DRB1*04:03 pokazala je da je haplotip HLA-DRB1*04:03~DQA1*03:01~DQB1*03:02
imao najvecu ucestalost u obje promatrane skupine (CD - 89,74%, odnosno K - 70,00%).
Smanjena zastupljenost HLA-DRB1*04:03~DQA1*03:01~DQB1*03:05 kod rizi¢ne skupine
u odnosu na kontrolu je statisticki znac¢ajna (P=0,0095) (Slika 15).

HLA-DRB1*04:03~DQA1*03:01

100
80 -
60 - m CD (N=39)
% 40 - m Kontrola (N=20)
20 '
0 p h
03:02 03:04 03:05
HLA-DQB1*

Slika 15. Prikaz raspodjele haplotipova HLA-DRB1~DQA1~DQB1 medu ispitanicima
pozitivnih za alel HLA-DRB1*04.03

D) Raspodjela haplotipova HLA-DRB1~DQA1~DQB1 medu ispitanicima pozitivnih za
alel HLA-DRB1*04:04

Raspodjela haplotipova HLA-DRB1~DQA1~DQB1 medu ispitanicima i kontrolnim
osobama, prikazana na slici 16, pokazala je da je najzastupljeniji haplotip u obje skupine bio
haplotip HLA-DRB1*04:04~DQA1*03:01~DQB1*03:02 (CD-88,57%, odnosno K-70,59%).
Statisticki znacajna razlika u zastupljenosti haplotipova HLA-DRB1~DQA1~DQB1 izmedu

skupina nije utvrdena.
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Slika 16. Prikaz raspodjele haplotipova HLA-DRB1~DQA1~DQB1 medu ispitanicima
pozitivnih za alel HLA-DRB1*04:04

E) Raspodjela haplotipova HLA-DRB1~DQA1~DQB1 medu ispitanicima pozitivnih za
ostale alele gena HLA-DRB1*04

S obzirom na mali broj osoba pozitivnih za alele DRB1*04:05, DRB1*04:07,
DRB1*04:08, DRB1*04:15 i DRB1*04:50 raspodjelu njihovih haplotipova HLA-
DRB1~DQA1~DQBL1 prikazali smo u zajednickoj tablici 5.
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Tablica 5. Raspodjela haplotipova HLA-DRB1~DQA1~DQB1 medu ispitanicima pozitivnih
za preostale alele HLA-DRB1*04

HLA-DRB1* | HLA-DQA1* | HLA-DQB1* CD K
n % n %
02:02 1 | 16,67 1 |50,00
04:05 03:01 0301 I(N=6)| - | - |(N=2)| 1 [50.00
03:02 4 | 66,66 -
03:03 1 | 16,67 -
03:01 3 3333 4 | 100
04:07 03:01 03:02 (N=9) [ 3 3333 |(N=4) [
03:03 3 3333 -
03:01 03:02 (N:4) 1 25,00 (N:l) 1 100
03:04 3 | 75,00 -
04:15 03:01 03:02 - | - |(N=1)| 1 | 100
04:50 03:01 03:02 (N=1)| 1 | 100 | - ~ -

n - broj pozitivnih ispitanika; N — ukupan broj ispitanika pozitivan za odredeni haplotip HLA-
DRB1*04~DQA1*03:01~DQB1; % - ucestalost alela HLA-DRB1*04; CD - ispitanici s povecanim
rizikom za razvoj celijakije; K - kontrolna skupina; P - usporedba "skupine CD" s kontrolom.
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5. RASPRAVA



Celijakija, autoimuna bolest, zastupljena je s razliCitom ucestaloséu U svijetu,
prevalencija same bolesti znacajno je porasla u posljednjih tridesetak godina. Brojna
istrazivanja utvrdila su povezanost gena HLA s celijakijom, te su ukazala na vaznost njihovog
odredivanja kao jedne od nezaobilaznih pretraga u dokazivanju, odnosno iskljucivanju
prisustva bolesti. Unato¢ potvrdenoj povezanosti CD s heterodimerima HLA-DQ2 i -DQ8
koji predstavljaju povecéan rizik oboljenja od celijakije, u istrazivanjima se pojavljuje i vrlo
mali broj oboljelih koji nemaju navedene heterodimere HLA-DQ. S druge strane veliki broj
osoba ima rizicne heterodimere HLA-DQ no nikada ne razviju bolest. Stoga se namece
potreba za daljnjim istrazivanjima kako bi se otkrilo postoje li uz faktore okolisa, dosad
poznate gene HLA i drugi genetski faktori (unutar regije HLA, ali i druge genske regije) koji

utje¢u na pojavu i razvoj bolesti (21).

Heterodimer HLA-DQS (DQA1*03:01~DQB1%*03:02) u jakoj je neravnotezi
udruzivanja s alelima gena HLA-DRB1*04 i s njima tvori produzeni haplotip HLA-
DRB1*04~DQA1*03:01~DQB1*03:02, istovremeno aleli HLA-DRB1*04 mogu tvoriti
haplotip i s kombinacijom alela DQA1*03:01~DQB1*03:01 (HLA-DQ7), odnosno puno
rjede s nekim drugim alelima lokusa HLA-DQA1 i HLA-DQB1 (2, 22).

U ovom radu prvo je analizirano prisustvo rizi¢nih heterodimera HLA-DQ te je
ispitanicima s povecanim rizikom za razvoj CD uocCena povecana ucestalost heterodimera
HLA-DQ?2, ali ne i heterodimera HLA-DQ8. Moguce objasnjenje za to je Cinjenica da u
analizu nisu bili uklju¢eni samo bolesnici s CD ve¢ i ispitanici koji su testirani pod sumnjom
da imaju celijakiju.

Od ukupnog broja ispitanika rizi¢ne skupine njih 51,32% bili su nositelji heterodimera
HLA-DQ?2 i/ili -DQ8 dok je u kontroli njihov broj bio manji (K1 - 38,80% odnosno K2 —
37,56%). Smanjena ucestalost heterodimera HLA-DQ povezanih s CD medu naSim
ispitancima s povecanim rizikom za celijakiju u odnosu na rezultate dosadasnjih istrazivanja
provedenih u Hrvatskoj (79,1%) posljedica je heterogenosti naSe istrazivane skupine.
Odnosno ¢injenica da su pacijenti tipizirani za gene HLA testirani pod sumnjom da imaju
celijakiju, §to ne znaci da su svi ispitanici imali potvrdenu dijagnozu celijakije (23). Isto tako
ucestalost heterodimera HLA-DQ2 prema rezultatima ovog rada niza je u odnosu na rezultate
istrazivanja u drugim populacijama Europe posebice u odnosu na populacije sjeverne Europe
(Engleska: 88% i1 Skandinavske drzave: 92-96%) gdje je opcéenito uoceno da je zastupljenost
heterodimera HLA-DQ?2 visa nego na jugu Europe (ltalija: 84%) (23). Heterodimer HLA-
DQ8 prisutan je u 14,98% pacijenata s povecanim rizikom za razvoj celijakije $to je nesto
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nize u odnosu na dosadasnja istrazivanja provedena u hrvatskoj populaciji (20,9%), a slicno
podacima za populacije Slovacke (11,1%) i Italije (12,7%) (24). S druge strane, prema
istrazivanjima frekvencije rizi¢nih heterodimera HLA-DQ u ostalim populacijama u svijetu
uoc¢eno je da je heterodimer HLA-DQ2 zastupljeniji, no odnos zastupljenosti heterodimera
HLA-DQ?2 i -DQ8 razlikuje se pojedinim regijama. Veca frekvencija heterodimera HLA-DQ2
i manja heterodimera HLA-DQ8 opisana je u SAD-u (HLA-DQ2 - 82%, odnosno HLA-DQ8
- 16%) i Brazilu (HLA-DQ2 - 75%, odnosno HLA-DQ8 - 17%) dok je najveca zastupljenost
heterodimera HLA-DQ8 uocena u Argentini (43%) i Iranu (49%) (25, 26).

U daljnjim ispitivanjima, u radu je analizirana mogucnost pojave povecane ucestalost
pojedinih alela gena HLA-DRB1*04, odnosno njihovih produzenih haplotipova HLA-
DRB1*04~DQA1~DQB1 kod osoba s pove¢anim rizikom za razvoj celijakije u usporedbi sa
zdravim ispitanicima. Tom analizom mogao bi se dobiti odgovor na pitanje predstavljaju li
neki od alela HLA-DRB1*04 veci rizik za razvoj celijakije od ostalih alela HLA-DRB1*04.
Naime, do danas je poznato vise od 150 razli¢itih alela DRB1*04 i njihova zastupljenost u
svijetu razlikuje se od populacije do populacije (preuzeto
shttps://www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/stats.html). Treba istaknuti da od tog velikog broja alela
gena HLA-DRB1*04 tek je mali broj prisutan u velikom broju populacija (npr. DRB1*04:01-
DRB1*04:08), dok brojni drugi spadaju u kategoriju rijetkih (npr. DRB1*04:40,
DRB1*04:64), odnosno vrlo rijetkih alela (npr. DRB1*04:189, DRB1*04:190), jer su do
danas  uoCeni  jednom, odnosno manje od tri puta  (preuzeto s

http://www.allelefrequencies.net/).

Gen HLA-DRB1*04 u hrvatskoj populaciji zastupljen je s u¢estalo$¢u od 9,58% (27).
Kao $to mozemo vidjeti U rizi¢noj skupini, 16,92% ispitanika imalo je gen HLA-DRB1*04
dok je u skupini K1 ukupno 21,04% ispitanika bilo pozitivho za gen HLA-DRB1*04, a u
skupini K2 njih 17,07% (Tablica 2). Usporedba kontrolnih skupina s riziénom za prisustvo
genotipa HLA-DRB1/DRB1 u kojem je prisutan gen DRB1*04, pokazala je statisticki
znacajno manju zastupljenost genotipa HLA-DRB1*04/X u rizi¢noj u odnosu na kontrolnu
skupinu K1 (P=0,0231), ali ne i u odnosu na K2.

Unutar rizi¢ne skupine, kao i medu kontrolnim ispitanicima, najzastupljeniji alel bio je
HLA-DRB1*04:01 (9) sto je u skladu s rezultatima dosadasnjih istrazivanja provedenih u
hrvatskoj populaciji, kao i u brojnim drugim populacijama u Europi (27). Alel DRB1*04:02
bio je na drugom mjestu po ucestalosti u obje skupine, sto takoder odgovara objavljenim
rezultatima za hrvatsku populaciju (27, 29). Medutim, statisticki znacajna razlika (P=0,0401)
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ukazuje da bi ovaj alel mogao biti zastitan za razvoj CD, jer mu je ucestalost manja medu
osobama s povecanim rizikom za razvoj CD u usporedbi s kontrolnim ispitanicima.
Zanimljivo je spomenuti da ucestalost ovog alela pada od juga prema sjeveru Europe, jer je
podrucje s najve¢im prisustvom alela DRB1*04:02 Bliski Istok od kuda se Sirio u druge
dijelove svijeta (Slika 17). Istovremeno nuzno je spomenuto da je alel DRB1*04:02
predstavlja povecéan rizik za razvoj Secerne bolesti tip 1 (3), te je neophodno rezultat ovog
rada potvrditi medu bolesnicima koji imaju potvrdenu dijagnozu CD, ali i provesti istrazivanja
ovog tipa u drugim populacijama u svijetu. Tako bi se rezultati ovog istrazivanja mogli
usporediti s drugim radovima te utvrditi je li potencijalna zastitna uloga alela DRB1*04:02 za
razvoj CD karakteristicna samo za naSu populaciju ili je zajednicka i drugim populacijama u

svijetu.

HLA-DRB1*04:02

0.11392000
0.10562500
0.08891910
0.07687320
0.06658050
0.05696000
0.04733950
0.03704680
0.02500090
0.00829527
0.00000000

Slika 17. Raspodjela alela HLA-DRB1*04:02 u svijetu (preuzeto s
http://pypop.org/popdata/2008/byfreq-DRB1.php.html)

Medu ispitanicima s povecanim rizikom za razvoj CD otkriven je i jedan ispitanik
nositelj alela HLA-DRB1*04:50, koji je po prvi put uoen u Hrvatskoj. O ucestalosti ovog
alela u svijetu nema literaturnih podataka iako spada u skupinu Cestih alela HLA §to znaci da
je do danas uocen vise od tri puta (preuzeto s http://www.allelefrequencies.net/). Naime, o
njegovoj nazoc¢nosti izvjestili su autori iz Njemacke i SAD-a
(http://www.allelefrequencies.net/). U meduvremenu su otkrivena jo$ dva ispitanika kojima je

prilikom testiranja za prisustvo rizicnih heterodimera HLA-DQ otkriven alel DRB1*04:50
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(neobjavljeno). Vazno je reci da ove tri osobe nisu iz iste obitelji Sto navodi na zakljucak da
alel HLA-DRB1*04:50 ne spada u grupu rijetkih alela u Hrvatskoj. Usporedbom tipizacija
navedenih ispitanika mozemo pretpostaviti da je produzeni haplotip ovog alela: HLA-

A*02:01~C*12:03~B*18:01~DRB1*04:50~DQA1*03:01~DQB1*03:02 (Tablica 6).

Tablica 6. Pretpostavljeni produzeni haplotipi HLA-A~C~B~DRB1~DQB1~DQAL kod tri
ispitanika pozitivna za alel HLA-DRB1*04:50

Broj HLA-A* HLA-B* HLA-C* | HLA-DRB1* | HLA-DQB1* | HLA-DQAL1*
ispitanika
1 02:01 08:01 07:01 07:01 03:03 02:01
02:01 18:01 12:03 04:50 03:02 03:01
2 25:01 13:02 06:02 07:01 02:02 02:01
02:01 18:01 12:03 04:50 03:02 03:01
3 02:01 38:01 12:03 03:01 02:01 05:01
02:01 18:01 12:03 04:50 03:02 03:01

Naredni cilj ovog rada bio je ispitati raspodjelu haplotipova HLA-
DRB1*04~DQA1~DQBI1 medu ispitanicima i kontrolom. Svi ispitanici, rizicne i kontrolne
skupine, u navedenom haplotipu bili su pozitivni za gen HLA-DQA1*03:01 dok su se
haplotipovi razlikovali s obzirom na alel na lokusu HLA-DQB1. Bez obzira na alel koji je bio
prisutan na lokusu HLA-DRB1*04 najzastupljeniji alel lokusa HLA-DQ u rizi¢noj, ali i
kontrolnoj skupini bio je alel HLA-DQB1*03:02 $to je bilo i za ocekivati zbog toga §to on s
alelima HLA-DRB1*04~DQA1*03:01 tvori heterodimer HLA-DQ8. Zastupljenost alela
HLA-DQB1*03:02 u haplotipu HLA-DRB1*04~DQA1*03:01 kontrolne skupine neznatno je
niza $to je isto tako u skladu s provedenim istrazivanjem u kojem se isti¢e da je alela HLA-
DQB1*03:02 predominantan u navedenom haplotipu (8). Vazno je istaknuti da je haplotip
HLA-DRB1*04:03~DQA1*03:01~DQB1*03:05 statisti¢ki znacajno ¢e$¢i kod zdravih
ispitanika u odnosu na riziénu skupinu. S obzirom da HLA-DQA1*03:01~DQB1*03:05
takoder tvori heterodimer HLA-DQ8 moze se pretpostaviti da ovakav heterodimer HLA-DQ8
ima zastitnu ulogu za razvoj CD. No, ovaj rezultat nuzno je potvrditi na puno veéem broju
ispitanika (pravih bolesnika s CD i zdravih osoba) pozitivnih za alel DRB1*04:03, jer je u

ovom radu ukupan broj osoba s ovim alelom bio 59 (rizi¢ni ispitanici - 39, kontrola - 20).
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Na temelju svega iznesenog u ovom radu namece se prepostavka da postoje razlike u
raspodjeli alela gena HLA-DRB1*04 i njihovih produzenih haplotipova HLA-
DRB1*04~DQA1~DQB1 izmedu promatrane skupine i zdravih ispitanika. Medutim, za bilo
kakav konacéan zakljucak potrebna su dodatna istrazivanja kako bi se dobilo vise informacija o

raspodjeli alela odnosno haplotipova na ve¢em broju bolesnika s potvrdenom celijakijom.
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6. ZAKLJUCAK



. Usporedba rizicne i kontrolne skupine za prisustvo genotipa HLA-DRB1/DRB1 u
kojem je prisutan gen DRB1*04 pokazala je statisticki znacajno manju zastupljenost

genotipa HLA-DRB1*04/X u rizi¢noj skupini u odnosu na kontrolu.
. Najcesci alel gena HLA-DRB1*04 bio je HLA-DRB1*04:01 (CD-28,65%, odnosno

K-33,61%).

. Medu ispitanicima pozitivnim za gen HLA-DRB1*04, uocena je statisticki manja
zastupljenost alela HLA-DRB1*04:02 (19,38% naspram 28,57%; P=0,0401) u rizi¢noj

skupini u odnosu na kontrolu.

. Nije utvrdena statisti¢ki znaCajna razlika za zastupljenost heterodimera HLA-DQ8

izmedu rizicne i1 zdrave kontrolne skupine.
. Haplotip HLA-DRB1*04:.03~DQA1*03:01~DQB1*03:05 je statisticki znacajno
(P=0,0095) ces¢i kod zdravih ispitanika (30,00%) u odnosu na riziénu skupinu

(7,69%).

. Po prvi put je dokazano prisustvo alela HLA-DRB1*04:50 u hrvatskoj populaciji.
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