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POPIS KRATICA

APC — antigen predoc¢ne stanice (engl. antigen presenting cell)

BIS — bolnicki informacijski sustav

DNA — deoksiribonukleinska kiselina (engl. deoxyribonucleic acid)

DQX — HLA-DQ heterodimer nerizian za celijakiju; drugi heterodimer razli¢it od HLA-
DQ25,-DQ2.2,- DQ8i-DQ7.5

EDTA — etilendiamintetraoctena kiselina (engl. ethylenediaminetetraacetic acid )
EMA — antiendomizijska IgA antitijela (engl. antiendomysial IgA antibodies)
GAD - dekarboksilaza glutaminske kiseline (engl. glutamic acid decarboxylase)
HLA — humani leukocitni antigen (engl. human leukocyte antigen)

HZZO — Hrvatski zavod za zdravstveno osiguranje

IA — inzulinomski antigen (engl. insulinoma antigen)

IFNy — interferon gama (engl. interferon gamma)

IgA — imunoglobulin A (engl. immunoglobulin A)

IL — interleukin (engl. interleukin)

KBC — Klinicki bolnic¢ki centar Osijek

KZTM — Klini¢ki zavod za transfuzijsku medicinu

MHC — glavni sustav tkivne snosljivosti (engl. Major Histocompatibility Complex)

PCR SSO - lancana reakcija polimerazom - sekvencno specifi¢ni oligonukleotidi (engl.

Polymerase Chain Reaction - Sequence Specific Oligonucleotides)

PCR SSP — lan¢ana reakcija polimerazom - sekvencno specifi¢ne pocetnice (engl. Polymerase

Chain Reaction — Sequence Specific Primers)
tTG — tkivna transglutaminaza (engl. tissue transglutaminase)

T1DM — Tip 1 dijabetes mellitus (engl. Type 1 diabetes mellitus)



1. UvOD

1. UvOD
1.1. Celijakija
1.1.1. Etiologija i patofiziologija celijakije

Celijakija, drugim nazivom glutenska enteropatija, je multifaktorska kroni¢na autoimuna bolest
(1, 2). Prvi poznati opis celijakije potjeCe od anti¢ke Grcke, gdje je ime celijakija izvedeno iz
grcke rijedi koiliakos, $to znadi trbusni (3). Patogeni pokreta¢ ove bolesti je gluten (2). Gluten
je mjeSavina proteina koji se nalaze u endospermu sjemena zitarica (pSenica, raz, jeCam, zob).
Glavna komponenta glutena je glijadin koji je za osobe s celijakijom toksic¢an i izravno ukljucen
u patogenezu bolesti (4). Unos glutena kod bolesnika s celijakijom dovodi do aktivacije
imunoloskog sustava s kroni¢nom upalom koja, posljedi¢no unistava sluznicu tankog crijeva.
Promjene u sluznici tankog crijeva ukljucuju atrofiju resica epitelnih stanica i hiperplaziju

kripti. Ove promjene uzrokuju gubitak funkcije crijevne sluznice (5).

Klini¢ka prezentacija celijakije je heterogena, u rasponu je od klasi¢nih problema s crijevima
(izmjena proljeva i opstipacije, malapsorpcija, bol u trbuhu) do drugih bolesti u raznim
organskim sustavima (anemija, epilepsija, dermatitis, osteoporoza) (1, 2). Nazalost, posljedi¢no
heterogenoj prezentaciji bolesti, 80 % oboljelih od celijakije ostaje nedijagnosticirano ili s pak
pogresnom dijagnozom (2, 6). Procjenjuje se da u svijetu ima 2,2 milijuna djece do pete godine
s nedijagnosticiranom celijakijom (2). Prema klini¢koj slici, celijakiju mozemo podijeliti u 4
podtipa. Klasi¢an podtip popracen je simptomima malapsorpcije. Atipi¢an tip karakteriziraju
poremecene funkcije jetre i ostali ekstraintestinalni simptomi. Kod subklini¢ke celijakije, osoba
nema simptome bolesti, iako su seroloski testovi pozitivni i izrazena je atrofija sluznice crijeva.
Mali broj bolesnika ima latentan tip celijakije gdje su seroloski testovi pozitivni ali atrofija
sluznice i1zostaje (2). Kod pedijatrijskih pacijenata klasican tip celijakije zapocinje nekoliko

tjedana nakon uvodenja glutena u prehranu, obi¢no oko Sestog mjeseca Zivota (6).

Patogeneza celijakije pocCinje s glijadinom, proteinskom frakcijom glutena. Nakon $to glijadin
prode kroz epitelne stanice crijeva, u lamini propriji dolazi u kontakt s tkivnom
transglutaminazom (tTG) koja u peptidu glijadina vrs$i deaminaciju glutamina u glutaminsku
kiselinu. Deaminirani glijadin preuzimaju antigen predo¢ne stanice (APC) koje na svojoj
povrsini nose molekule humanog leukocitnog antigena (HLA), medu kojima i HLA-DQ
molekule. Na taj nac¢in aktivira se ste¢eni imunosni odgovor posredovan citotoksi¢énim CD4+
T limfocitima. T limfociti aktiviraju B limfocite koji potom stvaraju antitijela na tkivnu

transglutaminazu (anti-tTG protutijela), antiglijadinska 1 antiendomizijska protutijela.
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Citotoksi¢ne stanice proizvode i proupalne citokine kao $to su interleukin-15 (IL-15),
interleukin-21 (IL-21) te interferon gama (IFNy). IFNy i IL-21 induciraju masovno oslobadanje
IL-15, $to dovodi do proliferacije i prezivljavanja intraepitelnih limfocita, ¢ija aktivacija

mijenja epitelne stanice, tj. izaziva atrofiju resica (7, 8) (Slika 1.).
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Slika 1. Patogeneza celijakije. lzvor: izradila autorica rada u Canva programu.

APC - antigen predo¢na stanica; anti-tTG - protutijela na tkivnu transglutaminazu;

HLA - humani leukocitni antigen.

1.1.2. Epidemiologija celijakije

Prevalencija celijakije u svijetu varira izmedu 0,5 % i 1 % u Europi i Sjevernoj Americi. Najvisu
prevalenciju imaju skandinavske zemlje, izmedu 2 % i 3 % (2, 6). Posljednjih godina,
incidencija celijakije je porasla 4 - 5 puta zbog povecanja broja oboljelih, ali i boljih
dijagnostickih metoda. Prevalencija je nesto visa u zenskog spola (2). Celijakija se isklju¢ivo
javlja kod osoba koje imaju geneticku predispoziciju za nju (4). Skupine ljudi s ve¢im rizikom
za celijakiju ukljucuju: ¢lanove obitelji prvog stupnja oboljelog od celijakije (10 — 20 %),
bolesnike s dijabetesom tipa 1 (1 — 12 %), bolesnike s autoimunom bolesti Stitnjace (2 - 6 %),
bolesnike s Downovim sindromom (2 - 6 %) i bolesnike sa autoimunim hepatitisom (3 — 7 %)
(7). Nazalost, celijakija je neizljeCiva bolest, ¢ija jedina terapija je dozivotna bezglutenska
prehrana. Bezglutenska prehrana podrazumijeva konzumiranje namirnica koje prirodno ne

sadrzavaju gluten i specijalnih bezglutenskih namjernica namijenjenih za ovu populaciju ljudi.

2
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U prodavaonicama zato postoje proizvodi s oznakama ,,bez glutena“, koji prema odredbi
Europske unije iz 2009. godine, sadrze manje od 20 mg glutena po kilogramu hrane. Takoder
na listama lijekova Hrvatskog zavoda za zdravstveno osiguranje (HZZO) postoji brasno bez
glutena, koje se prepisuje bolesnicima s dokazanom celijakijom. Pravovremenim uvodenjem
bezglutenske prehrane, ve¢ina simptoma koje bolesnici imaju se smanji, te se sluznica crijeva

u 40 % odraslih potpuno oporavi nakon 2 godine bezglutenske prehrane (2).
1.2. Geni glavnog sustava tkivne snosljivosti u ljudi

Kod c¢ovjeka je glavni sustav tkivne snosljivosti (engl. Major Histocompatibility Complex,
MHC) nazvan sustavom HLA (engl. Human Leukocyte Antigen, HLA). Sustav HLA nalazi se
na kratkom kraku kromosoma 6 i zauzima 4 milijuna parova baza §to ukupno ¢ini 1 % ljudskog
genoma. Geni sustava HLA organizirani su u 3 genske regije, odnosno razrede 1., 11. i I11. (8)
(Slika 2.). Genska regija razreda I. sadrzi gene HLA-A, HLA-B i HLA-C, a nalazi se na
telomeri¢nom kraju sustava HLA. Regija razreda Il. smjestena je na centromeri¢énom Kraju
sustava HLA i sadrzi gene koji kodiraju HLA-D molekule (HLA-DQ, HLA-DP, HLA-DR).
Regija razreda Ill. sadrzi veliki broj gena razli¢itih funkcija, a smjestena je izmedu regije . i 11.
U imunosnim reakcijama najvazniju ulogu imaju molekule HLA razreda I. i Il. Produkti gena
HLA razreda I. su molekule koje predocuju unutarstani¢ne antigene CD8+ citotoksi¢nim
limfocitima T i nalaze se na svim stanicama s jezgrom. Molekule HLA razreda II. predocuju
izvanstani¢ne antigene CD4+ pomoc¢ni¢kim limfocitima T koji poticu sintezu specifi¢nih
protutijela i prisutne su na povrsini antigen predo¢nih stanica (monociti, makrofagi, dendriticke

stanice, limfociti B) (9).

KROMOSOM 6

| . HLA-A

|

[ - HLAB
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|

—

|

— ——|

| = ) A DR
S

= RAZRED IL. = HLA-DQ ¢

— -

l— — HLA-DP

Slika 2. Smjestaj gena HLA razreda 1. i II. na 6. kromosomu. Izvor: izradila autorica

rada u Microsoft PowerPoint programu. HLA - humani leukocitni antigen.
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1.2.1. Nazivlje sustava HLA — geni i molekule HLA razreda Il

Sustav HLA predstavlja najpolimorfniju regiju u ljudskom genomu (9, 10). Nazivlje HLA
sustava definira i redovito azurira Povjerenstvo za sustav HLA Svjetske zdravstvene
organizacije (engl. WHO Nomenclature Committee for Factors of the HLA System). Oznake
antigena HLA razlikuju se od oznaka HLA gena. Antigeni HLA odreduju se seroloskom
metodom. Naziv antigena HLA sastoji se od oznake za HLA lokus i identifikacijskog broja
antigena, pri ¢emu se jednoznamenkasti broj pise bez nule (npr. HLA-DQ2, HLA-DQ7). Geni
HLA odreduju se molekularnim metodama. Ako je molekularno odredivanje vr§eno metodom
niskog razlu¢ivanja naziv gena HLA sastoji se od oznake HLA lokusa i identifikacijskog broja
alelne skupine (jedno polje od 2 znamenke) koja je od znaka lokusa odvojena zvjezdicom (*).
Pri tome se jednoznamenkasti broj alelne skupine pise se s nulom (npr. HLA-DRB1*15, HLA-
DQA1*05, HLA-DQB1*02, HLA-DQB1*03). Molekularnim metodama visokog razlu¢ivanja
moze se detaljnije odrediti specifi¢ni alel pri ¢emu naziv zapoCinje oznakom gena koja je
zvjezdicom (*) razdvojena od prvog polja (prve dvije znamenke koje oznacavaju skupinu alela).
Sljedec¢a polja opisuju specifi¢nosti i medusobno su odijeljena dvotockom (:). Drugo polje
oznacava specifi¢an alel, tre¢e polje istozna¢ne mutacije u kodirajucoj regiji, Cetvrto polje
razlike izvan kodirajuce regije. Naziv na kraju moze imati sufiks koji oznacava ekspresiju alela

(Slika 3.) (11).

Separator koji

. Gen razdvaja naziv gena
HLA prefiks od alelne skupine

Crticom razdvojen

Sufiks koji oznacava

\ HLA gen od prefiksa razlike u ekspresiji
HLA-DQB1703:01:01:03N
L L) [
l Polje 4: razlike u
nekodirajucoj regiji

Polje 1: alelna skupina |

Polje 3: oznacava istoznatne
mutacije u kodirajucoj regiji

Polje 2: specifi¢ni HLA protein

Slika 3. Nazivlje sustava HLA. Izvor: izradila autorica rada u Microsoft PowerPoint
programu. HLA - humani leukocitni antigen.
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Gene glavnog sustava tkivne snosljivosti u ljudi nasljedujemo kodominantno kao HLA
haplotip. HLA haplotip jest kombinacija alelnih oblika gena na jednom kromosomu. HLA
haplotip nasljeduje se prema Mendelovim zakonima nasljedivanja, jedan haplotip od majke, a
drugi od oca. Svaki se pojedini haplotip sastoji od gena skupina I. i II., a nasljedeni HLA
haplotip je kombinacija gena lokusa razreda I. i Il. Alele glavnog sustava tkivne snosljivosti u
ljudi mozemo naslijediti na dva nacina: ako se aleli nasljeduju na istom kromosomu onda
govorimo o cis konfiguraciji, a ako se nasljeduju odvojeno na dva homologna kromosoma onda
govorimo o trans konfiguraciji. U pojedinim HLA haplotipovima, neki HLA aleli javljaju se
¢eS¢e od ocekivanog, te tu pojavu nazivamo neravnotezom udruzivanja (engl. linkage

disequilibrium) (12).

HLA-D genima kodirani su heterodimerni glikoproteinski receptori za antigensku prezentaciju.
Heterodimer je proteinski kompleks formiran od dva razli¢ita proteina. Molekula HLA razreda
I1. sastoji se od teSkog alfa lanca kodiranog sa HLA-DQAL genom i lakog beta lanca kodiranog
sa HLA-DQB1 genom (5). Molekula HLA razreda Il. ima svoj izvanstani¢ni dio,
transmembranski dio i citoplazmatski dio. Izvanstani¢ni dijelovi lanaca mogu se podijeliti u
podjedinice od 90 aminokiselina, pa tako imamo al i a2, i 1 i 2 podjedinice. Polimorfizmu

molekule HLA razreda Il ljudi najvise pridonosi B lanac. (10, 12) (Slika 4.).

Molekula HLA razreda Il

a0

Bl Mjesto vezanja peptida

Izvanstanicni dio

Transmembranski dio

Citoplazmatski dio «————

Slika 4. Shematski prikaz molekule HLA razreda Il. lzvor: izradila autorica rada u Canva

programu. HLA- humani leukocitni antigen.
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1.2.2. Povezanost HLA-DQ heterodimera i celijakije

Gotovo svi pacijenti sa celijakijom nositelji su nekih od sljede¢ih HLA-DQ heterodimera:
HLA-DQ2.5, HLA-DQ2.2 ili HLA-DQB8 (3). Vaznost ovih heterodimera u patogenezi celijakije
uocena je jo$ u sedamdesetim godinama proslog stoljeca (13). I1zoforme molekula DQ2 i DQ8
imaju snazan afinitet za deaminirani glijadin $to objasnjava povezanost izmedu ovih gena i
razvoja celijakije (8). Vise od 90 % bolesnika s celijakijom ima HLA-DQ2.5 heterodimer
kodiran sa DQB1*02 i DQA1*05 alelima. Aleli DQB1*02 i DQA1*05 se mogu naslijediti na
dva nacina: na istom kromosomu (cis konfiguracija) ili odvojeno, na homolognim
kromosomima (trans konfiguracija). Kod osoba sa DR3 haplotipom, aleli su pristuni u cis
konfiguraciji, a u osoba sa DR5/7 aleli su u trans poziciji (8). Manji dio bolesnika, naime samo
10 %, nosi HLA-DQ8 heterodimer kodiran sa DQA1*03 i DQB1*0302 alelima ili HLA-DQ2.2
heterodimer kodiran sa DQA1*0201 i DQB1*02 alelima (3, 14).

Za sve navedene alele, bolesnici mogu imati dva para razliitih (heterozigoti) ili istih
(homozigoti) alela na istom lokusu. Koli¢ina rizicnih alela korelira sa ja¢inom upalnog
odgovora tj. tezinom o$tecenja sluznice tankog crijeva (8). Rizik za razvoj celijakije moze se
klasificirati prema broju DQB1*02 i DQA1*05 alela. Visoki rizik imaju osobe koje su
homozigoti za DQ2.5cis sa dva DQB1*02 alela ili heterozigoti za DQ2.5cis sa kromosomom
koji ima drugi DQB1*02 alel (DQ2.2). Srednji rizik razvitka bolesti imaju osobe koje su
heterozigoti za DQ2.5cis sa jednom kopijom DQB1*02 alela ili nose DQ2.5trans haplotip.
Niski rizik imaju osobe sa DQA1*05 alelom (5).

Iako je prevalencija riziénih HLA-DQ haplotipova 30 — 40 % u opc¢oj populaciji, samo 3 %
nositelja ¢e razviti bolest. S obzirom da je rije¢ o izuzetno slozenoj bolesti, HLA geni

objasnjavaju tek 40 % nasljeda dok nam je ostatak genetske podloge celijakije i dalje nepoznat
(8).
1.2.3. HLA u dijagnostici celijakije

Prvi korak pri postavljanju dijagnoze celijakije, bilo to kod osoba s ili bez simptoma, ili pak
kod ljudi s visokim rizikom od razvoja celijakije, je odredivanje IgA (imunoglobulin A)
antitijela na tkivnu transglutaminazu. Istovremeno, potrebno je odrediti i ukupni IgA kako bi
izbjegli lazno negativne rezultate u pacijenata s IgA imunodeficijencijom (2). Ukoliko su anti -
tTG protutijela negativna, iskljucuje se dijagnoza celijakije u svim slu¢ajevima osim ako je dob
osobe manja od dvije godine ili postoji IgA deficijencija. Pozitivna anti - tTG protutijela deset

puta visa od normale upucuju na daljnju obradu tj. odredivanje razine antiendomizijskih IgA

6
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antitijela (EMA) i odredivanje haplotipova HLA-DQ2/DQ8 (9). Pozitivan rezultat HLA
tipizacije govorit ¢e nam samo o genetskoj predispoziciji za razvoj bolesti ali ne i nuznom
prisustvu bolesti. S druge strane, negativan rezultat tipizacije HLA ima visoku negativnu
prediktivnu vrijednost te s 99 % iskljucuje celijakiju (10). Ukoliko su pozitivna anti - tTG
protutijela deset puta manja od normale, pacijent se upucuje na biopsiju tankog crijeva (Slika
5.). Bitno je napomenuti da se biopsija tankog crijeva mora izvoditi dok pacijent nije na
bezglutenskoj prehrani (9).

| igA antitijela na tkivnu transglutaminazu (anti- tTG protutijela) |

> S

| Anti - tTG pozitivha | | Anti - tTG negativna |
Anti - tTG protutijela Anti - tTG protutijela
deset puta visa od deset puta niza od —
nzrmale nzrmale Daljnja obrada ukoliko: _cel'.la!('la
» dob <2 godine iskljucena
l * igA deficijencija

antiendomizijska IgA antitijela (EMA)
odredivanje haplotipova HLA-DQ2/DQ8

Biopsija tankog crijeva

Slika 5. Dijagnosticki pristup celijakiji. Izvor: izradila autorica rada u Microsoft PowerPoint
programu. Anti - tTG protutijela - igA antitijela na tkivnu transglutaminazu; EMA -

antiendomizijska IgA antitijela; HLA - humani leukocitni antigen.

1.3. Bolesti pridruZene celijakiji

Celijakija je bolest uz koju se nerijetko javljaju i druge autoimune bolesti. U naj¢esc¢e bolesti
pridruzene celijakiji spadaju: dijabetes mellitus tipa 1 (T1DM), autoimune bolesti Stitnjace,
Chronova bolest, ulcerozni kolitis, Sjogrenova bolest i IgA deficijencija. Pojava celijakije
zajedno s nekom drugom autoimunom bolesti objasnjena je zajednickom genetskom
predispozicijom. Od 39 genskih lokusa koje povezujemo sa celijakijom, ak njih 26 zajednicko
je za jednu ili vise drugih autoimunih bolesti. Najvise lokusa, ¢ak 7 regija, celijakija dijeli sa

T1DM (8).
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1.3.1. Dijabetes mellitus tipa 1

Dijabetes mellitus tipa 1 je kroni¢na autoimuna bolest koja se javlja zbog genetske
predispozicije udruzene S raznim utjecajima okoline (15). T1DM okarakteriziran je
uni$tavanjem beta stanica guSterate u Langershansovim otoci¢ima autoantitijelima. lako
autoantitijela nisu definitivno identificirana, smatra se da u njih spadaju: autoantitijela na
inzulin ili proinzulin, dekarboksilaza glutaminske kiseline (GAD) i inzulinomski antigen-2 (1A-
2) (16). Unistenje beta stanica posljedi¢no dovodi do smanjene produkcije inzulina te visih
razina glukoze u krvi. Oboljeli od T1DM ovisni su 0 egzogenoj primjeni inzulina (17).
Etiologija autoimunosti ove bolesti jo§ uvijek je nepoznata. Napredovanje prema klinickom
dijabetesu tipa 1, klasificirano je u tri stadija: asimptomatska autoimunost sa normoglikemijom,
asimptomatska autoimunost sa disglikemijom i simptomatski TLDM. Pojava autoantitijela na
beta stanice predstavlja najraniji znak bolesti. Prvi, asimptomatski stadij bolesti moze trajati od
nekoliko mjeseci pa do desetlje¢a. UniStavanje beta stanica moze biti linearan ili povremeno
ponavljaju¢i proces. Ve¢ u prvom, asimptomatskom stadiju bolesti, mogu se detektirati
oscilacije u izlu¢ivanju inzulina. Kada se odredena koli¢ina beta stanica unisti, dolazi do
odstupanja u koncentraciji glukoze u krvi te pojedinac ulazi u drugi stadij bolesti. U drugom
stadiju bolesti, simptomi i dalje nisu izraZeni ali biokemijskim pretragama moZemo utvrditi
postojanje bolesti. Kod klinickog stadija bolesti, preostale beta stanice ne proizvode dovoljno
inzulina te osobe postanu ovisne o njegovoj egzogenoj primjeni. Nakon pocetka lijecenja
inzulinom, oko 80 % djece i adolescenata dozive djelomi¢nu remisiju sa smanjenim potrebama

za inzulinom (15).

T1DM ima kompleksnu geneticku podlogu te nejasan nacin nasljedivanja. Kao i u celijakije,
sustav. HLA gena ukljuen je u genetsku predispoziciju razvoja T1DM. Pojedinci s
haplotipovima DR3-DQ?2 i/ili DR4-DQ8 nose rizik od 5 % za razvoj Secerne bolesti tipa 1 (18).
Osim genetske podloge, otkriveno je da razni okoli$ni ¢imbenici mogu potaknuti autoimunost
beta stanica i pojavu prvih autoantitijela, ali i napredovanje do klinickog stadija dijabetesa tipa
1. Infektivni uzroc¢nici, virusi, su medu najopseznije prouc¢avanim okidac¢ima iz okoline.
Pretpostavlja se da se tijekom infekcije virusom javlja krizna reaktivnost T stanica izmedu
virusa i autoantigena Langerhansovih otoc¢i¢a. Ostali okolisni ¢imbenici koji povecavaju stres
beta stanica i time ubrzaju napredovanje do klini¢kog pocetka dijabetesa u djece su: prehrana
visokog glikemijskog indeksa, trauma, niska tjelesna aktivnost, prekomjerna tjelesna tezina i
psiholoski stres (15).
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1.3.2. Celijakija s pridruZenim dijabetesom tipa 1

Celijakija s dijabetesom tipa 1 postala je sve vise prepoznata zbog testiranja pacijenatas TLDM
na celijakiju (16). Pojava celijakije znatno je veca u pacijenata sa TIDM (5 %) nego u
generalnoj populaciji (1 %) . U 90 % sluéajeva, u oboljelih od obiju bolesti, prvo se javlja
T1DM. Djeca koja imaju obje bolesti, za razliku od onih sa samo T1DM, niZzeg su rasta i indeksa
tjelesne mase te imaju manju tjelesnu tezinu. Nazalost, celijakija u oboljelih od T1IDM cesto
dovodi do nepredvidivih vrijednosti glukoze u krvi, pogorSanja glikemijske kontrole te
neobjasnjivih hipoglikemija. Kod oboljelih od T1DM, celijakija se naje$¢e javlja u
subklinickom obliku tj. oboljeli nemaju simptome iako je bolest prisutna. Upravo zbog toga,
veliki je rizik da se celijakija ne otkrije te i ne lijeci na vrijeme pa je potrebno provoditi redovite
biokemijske probire na anti - tTG (17). Razlog pojavljivanja ove dvije autoimune bolesti
zajedno lezi u disfunkciji imunosnog sustava koji reagira s glijadinom i drugim tkivima.
Takoder, smatra se da je celijakija povezana s imunolo§kom stimulacijom i poliklonskom
aktivacijom B-stanica guSterace (19). NaruSena propusnost sluznice crijeva zbog celijakije,
takoder moze utjecati na pojavu TIDM. Genetska predispozicija zajedno s okolisnim
¢imbenicima definitivno je ukljucena u patogenezu celijakije i T1DM, medutim postoji jo§

mnogo patogenih puteva ¢iji nam tocan slijed dogadaja i dalje ostaje nerazjasnjen (16).
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2.CILJ
Ciljevi istrazivanja su:

1. Odrediti u¢estalost HLA-DQ haplotipova:
a. u skupini oboljelih od celijakije
b. u skupini oboljelih od celijakije udruzene s TIDM
2. Ispitati razlike ucestalosti HLA-DQ haplotipova s obzirom na spol i dob u vrijeme
dijagnosticiranja bolesti

10
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3.1. Eti¢ka nacdela

Istrazivanje je odobreno od strane Eti¢kog povjerenstva Medicinskog fakulteta Osijek (Ur. broj:
2158 — 61 — 46 — 23 — 47, Datum odobrenja: 20. ozujka 2023.). Takoder, istrazivanje je odobrilo
I Eticko povjerenstvo Klinickog bolnickog centra (KBC) Osijek (Ur broj: R1 - 1510/2023.,
Datum odobrenja: 07. veljace 2023.)

3.2. Ustroj studije

Rad je ustrojen kao presjecna studija na povijesnim podatcima (20).

3.3. Bolesnici

Skupine ispitanika uklju¢ene u istraZivanje sastojale su se od bolesnika kojima je molekularna
tipizacija HLA ucinjena u periodu od 2009. do 2023. godine u sklopu rutinskog dijagnosti¢kog
programa Laboratorija za molekularnu i HLA dijagnostiku Klinickog zavoda za transfuzijsku
medicinu (KZTM) KBC-a Osijek. Skupine ispitanika formirane su na temelju podataka
dobivenih pretrazivanjem baza podataka. Iz baze podataka KZTM KBC-a Osijek prikupljeni
su popisi bolesnika s uputnim dijagnozama celijakije i dijabetesa tipa 1, te podatci o spolu
bolesnika. Zatim su pretrazivanjem elektroni¢ke baze podataka bolnickog informacijskog
sustava (BIS) KBC-a Osijek prikupljeni podatci o postavljenoj dijagnozi i dobi prilikom
dijagnoze. U istrazivanje su ukljuceni bolesnici kojima je postavljena dijagnoza celijakije,
odnosno celijjakije s pridruzenim T1DM, a isklju€eni su bolesnici koji nemaju dijagnozu
celijakije. Identificirano je 50 oboljelih od celijakije, te 9 bolesnika s dijagnozom celijakije s
pridruzenim T1DM. Pregledom baze podataka Klinickog zavoda za transfuzijsku medicinu

KBC-a Osijek prikupljeni su nalazi HLA tipizacije bolesnika ukljucenih u istrazivanje.

11
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3.4. Metode

3.4.1. 1zolacija deoksiribonukleinske Kkiseline (DNA) iz uzorka pune krvi

Upotrebom QIAamp DNA Mini QIAcube seta (Qiagen, Njemacka), genomska DNA izolirana
je iz 200 pl uzorka pune periferne krvi, prema uputama proizvodac¢a. Uzorci periferne krvi
ispitanika prikupljani su u epruvetama sa antikoagulansom etilendiamintetraoctena kiselina
(EDTA). Koristena metoda izolacije DNA se bazira na svojstvu proteinaze K, koja uz pomo¢
pufera za razgradnju, razgraduje proteine stani¢ne i jezgrine membrane te time oslobada DNA.

Oslobodena DNA veze se za sloj staklene mreZzice u plasti¢noj tubici.

Potrebno za izolaciju: QlAamp DNA Mini QIAcube set, QlAcube uredaj za automatsku
izolaciju nukleinskih kiselina, 200 pul pune periferne krvi s EDTA, zamrzivac (- 20 °C), hladnjak
(+ 4 °C), mikropipete (volumena 2 — 20 pL, 20 — 200 pL, 200 — 1000 uL), nastavci (slobodni
od nukleinskih kiselina i nukleaza, nekoriSteni), plasti¢ne tubice volumena 1,5 mL i 2 mL

(slobodne od nukleinskih kiselina i nukleaza, nekoristene)

Prije izolacije: Prije samog postupka izolacije DNA potrebno je napuniti uredaj za izolaciju S
nastavcima za pipetiranje (200 1 1000 pL). Takoder, potrebno je nadopuniti bocice sa
reagensima u stalku sljede¢im redoslijedom dodavanja: AL, 96 % etanol, washl, wash2, TE
pufer. Prema broju uzoraka u tubicu od 1,5 mL odpipetira se proteinaze K (Tablica 1.). U

QIlAcube uredaju moze se izolirati najvise 12 uzoraka odjednom.

Tablica 1. Koli¢ina proteinaze K potrebna za izolaciju prema broju uzoraka.

KOLICINA
BROJUZORAKA | PROTEINAZE K
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Postupak izolacije:

U diste sterilne tubice od 2 mL koje smo prethodno oznacili brojevima pacijenata, odpipetirati
200 ul uzorka pune krvi pacijenta. Nakon toga, umetnuti tubice s uzorcima u stalak i ukljuéiti
uredaj. Odabrati protokol za izolaciju i pritisnuti start. Kada je sve spremno QIAcube krece u

izolaciju. Ukoliko nesto nije uredu, uredaj ¢e nam signalizirati gresku.

Nakon izolacije: Nakon $to je QIAcube zavrsio izolaciju, izvadimo rotor adaptere. Na tubicu
s izoliranom DNA lijepimo jedinstveni kod s brojem i imenom pacijenta. Nakon izolacije,
potrebno je zatvoriti sve reagense u aparatu i baciti izbaceni otpad tj. tubice i upotrebljene

nastavke.
3.4.2. Utvrdivanje koncentracije i Cistoce izolirane DNA

Za metode PCR SSP i PCR SSO potrebno je imati uzorak DNA visoke ¢isto¢e. Optimalan
omjer apsorbancije na valnoj duljini od 260 nm i apsorbancije na valnoj duljini od 280 nm
(A260 / A280) je izmedu 1,61 2,0.

Potreban materijal: Uzorci izolirane DNA, pufer u kojemu su otopljeni uzorci DNA, uredaj
SpectraMasx QuickDrop UV - VIS spektrofotometar, pipeta (volumen do 10 uL), nastavci za
pipetu (slobodni od nukleinskih kiselina i nukleaza).

Postupak: Za postupak mjerenja, potrebna je jedna kap uzorka izolirane DNA. Slijepu probu
predstavljaju vrijednosti mjerenja pufera u kojem su resuspendirani uzroci genomske DNA.
SpectraMasx QuickDrop UV - VIS spektrofotometar mjeri apsorbancije pri valnim duljinama
od 260 nm, 280 nm i 230 nm. Uredaj nam pokaze izraCunatu koncentraciju izolirane DNA.
Nakon mjerenja, za metodu PCR SSP, svakom uzorku izolirane DNA potrebno je prilagoditi
koncentraciju pomo¢u TE pufera na 30 ng/uL. Za metodu PCR SSO koncentracije DNA mogu
biti u rasponu od 10 do 200 ng/uL.

3.4.3. HLA tipizacija metodom PCR SSP

Princip metode: PCR SSP metodom (engl. Polymerase Chain Reaction — Sequence Specific
Primers) odreduje se polimorfizam ciljanih regija gena sustava HLA. Za tipizaciju odredenog
lokusa svake osobe istovremeno se radi vise razlicitih PCR SSP reakcijskih smjesa. Svaka
reakcijska smjesa sadrzi poCetnice za umnozavanje ,.housekeeping® gena (pozitivna kontrola),
te pocetnice koje se podudaraju s ciljnim slijedom odredenih polimorfizama ispitivanog gena.
Broj reakcijskih smjesa ovisi o lokusu i o stupnju razlu¢ivanja tipizacije. Uz strogo kontrolirane

PCR uvjete, podudarni ili gotovo potpuno podudarni parovi pocetnica dovode do umnazanja
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odsjecaka DNA, tj. pozitivnog rezultata, dok kod nepodudarnih pocetnica nema umnazanja tj.

rezultat je negativan.

Potreban materijal: uzorak izolirane DNA, Taq DNA polimeraza 5 jedinica/uL (Euroclone,
Italija), Olerup SSP DQ-DR SSP Combi Tray set i Olerup SSP DQAL set (Olerup/CareDX,
Svedska), HzO redestilirana, adhezivna folija, PCR uredaj (VERITI Thermal Cycler, Applied
Biosystems), kabinet za sterilan rad (Aura PCR, Bioair Euroclone Division), mikropipete, filter
nastavci i plasti¢ne tubice (slobodni od nukleinskih kiselina i nukleaza), centrifuga, vortex

uredaj, zamrzivac, nitrilne zastitne rukavice bez pudera

Postupak (Olerup SSP DQ-DR Combi Tray set): Prije pocetka rada, obavezna je sterilizacija
PCR kabineta, odnosno mikropipeta i ostalog materijala koji se nalazi u kabinetu. Sterilizacija

se izvodi primjenom UV svjetla tijekom 5 minuta.

1. Otopiti na sobnoj temperaturi: uzorke DNA, master mix potrebnog volumena i Tag DNA

polimerazu.
2. Uzorke izolirane DNA kratko vorteksirati. VVorteksirati i master mix.

4. Otpipetirati 8,3 pl Taq polimeraze i 511,7 ul H20 u tubicu od 1,5 mL koja sadrzi 312 ul

master mixa. Zacepiti epruvetu i vorteksirati 5 sekundi.

6. Otpipetirati 8 ul mjesavine (Master Mix — Taq polimeraza — H.O ) i 2 pl H20 u jazicu

negativne kontrole.

7. Otpipetirati 206 pl uzorka DNA u preostalu mjesavinu (Master Mix — Taq polimeraza —

H20). Zacepiti epruvetu i vorteksirati 5 sekundi.
8. U svaku jazicu, osim u jazicu negativne kontrole, otpipetirati 10 pl reakcijske smjese uzorka.

9. Pokriti jazice adhezivnom folijom i smjestiti u predvideno mjesto u PCR uredaju. Paziti da

smo jazice dobro pokrili zbog moguceg isparavanja uzorka.

10. Pokrenuti PCR program.

14



3. BOLESNICI | METODE

3.4.4. Interpretacija rezultata PCR SSP agaroznom gel elektroforezom

Pomocu agarozne gel elektroforeze radimo ocitanje rezultata dobivenih PCR SSP metodom.
Tijekom ove separacijske metode, fragmenti DNA molekula razdvajaju se u viskoznom puferu
pod djelovanjem elektriénog naboja. Agaroza je prirodni linearni polisaharid iz crvenih algi.
Agarozni gel je porozna mreza s porama dovoljno velike veli¢ine kako bi i velike molekule
mogle slobodno proé¢i. Brzina i ucinkovitost elektroforeze ovise 0 veli¢ini fragmenata,
koncentraciji agaroze, naponu struje i puferu u kojem se odvija. S obzirom na to da su

razdvojeni fragmenti DNA bezbojni, potrebno je na kraju dodati i bojilo koje ¢e ih vizualizirati.

Potreban materijal: Agaroza (Euroclone, Italija), DNA marker 50 — 1000 pb (Olerup/CareDX,
Svedska), GelRed boja za bojanje nukleinskih kiselina u agaroznom gelu (Olerup/CareDX,
Svedska), pufer 1 x TAE, sustav za elektroforezu VG-SYS wide Vari-Gel System (SCIE-PLAS,
Fisher Scientific), transformator za elektroforezu PowerPac Basix (BIORAD Laboratories,
SAD), UV transiluminator ImageQuant100 (GE Healthcare Life Sciences), mikropipeta (10
uL), filter nastavci (nekoriSteni, sterilni), analiticka vaga (Mettler Toledo), mikrovalna pe¢nica,
menzura (250 mL), staklena ¢asa (10 mL), staklena okrugla, tikvica (250 ml), zamrzivac (- 20

°C), hladnjak (+ 4 °C), nitrilne zaStitne rukavice bez pudera
Postupak:

1. U tikvici otopiti 2,64 g agaroze u 132 mL pufera 1 X TAE te zagrijavati u mikrovalnoj pe¢nici

do vrenja.
2. Tikvicu sa zagrijanom agarozom ohladiti pod vodom do 60 °C.
3. U tikvicu s ohladenom agarozom dodati 80 uL. GelRed boje.

4. U ranije pripremljeni kalup u kojem se nalaze postavljeni ¢esljevi za oblikovanje jazica izliti

otopinu s agarozom i bojom.

5. Pricekati 20 - 30 min do polimerizacije agaroznog gela.

v o w1*

7. U prvu jazicu svakog reda odpipetirati DNA marker. DNA marker je smjesa to¢no odredenog
broja fragmenata DNA poznatih veli¢ina, pomocu kojeg odredujemo veli¢inu umnozenih

fragmenata DNA u reakcijskoj smjesi.
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8. U svaku jazicu odpipetirati ukupnu koli¢inu (10 pL) svake reakcijske smjese PCR tubica
komercijalnog seta.

9. Gel voziti 25 minuta pod jakosti struje 150 mA i napona 160 V.

Rezultate razdvajanja PCR produkata agaroznom gel elektroforezom vidimo u obliku vrpci koje
su predoc¢ene UV transiluminatorom jer boja GelRed pobudena UV svjetlom fluorescira kada
je vezana na molekule DNA (Slika 6.). Svaki gel fotografiramo, te svaku fotografiju ozna¢imo

i arhiviramo.
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Slika 6. Fotografija agaroznog gela elektroforeze PCR produkata molekularne tipizacije
lokusa HLA-DRB1 i HLA-DQB1 pomoc¢u komercijalnog seta Olerup SSP DQ-DR Combi

Tray. Izvor: fotografirala autorica rada.
3.4.5. HLA tipizacija metodom PCR SSO

Princip metode: Lifecodes HLA SSO setovi (engl. Polymerase Chain Reaction Sequence
Specific  Oligonucleotides) sadrze sekvencno-specifiche oligonukleotide (SSOs) za
identifikaciju prisutnih HLA alela u PCR amplificiranom uzorku. PCR SSO metoda temelji se
na principu umnazanja dijelova gena HLA pomocu biotinom obiljezenih pocetnica.
Biotinilirani PCR produkti denaturiraju se i mijesaju s Luminex polistirenskim mikrokuglicama
koje na svojoj povrsini nose oligonukleotidne probe specificne za pojedini alel ili grupu alela
ispitivanog gena HLA. Svaka od razli¢itih oligonukleotidnih proba homologna je sekvenci
unutar amplificiranog slijeda DNA koja je jedinstvena za odredeni alel ili grupu alela. Dodatno,
svaka amplificirana DNA hibridizira i na jednu ili viSe koncenzus proba homolognih sekvenci
prisutnoj u svim alelima lokusa. Probe su vezane na Luminex mikrokuglice dizajnirane za

koristenje u Luminex uredaju. Do 100 razli¢itih populacija Luminex mikrokuglica moze biti
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pomijesano zajedno i analizirano Luminex uredajem zbog toga Sto se svaka populacija
mikrokuglica razlikuje od drugih po svojoj jedinstvenoj fluorescenciji ili boji. Razli¢ite SSO
probe mogu biti vezane na mikrokuglice svake boje. Stoga se smjese nekoliko proba mogu
razlikovati na osnovu njihovih asocijacija s mikrokuglicama odredene boje. Nakon hibridizacije
dodaje se streptavidin konjugiran s fikoeritrinom. Mikrotitarska plo¢a s ispitivanim uzorcima
stavlja se u Luminex uredaj i slijedi simultano mjerenje fluorescencije mikrokuglica i vezanih
PCR amplikona. Luminex uredaj moze kvantificirati i relativne koli¢ine obiljezenih PCR
produkata hibridiziranih na svaku Luminex mikrokuglicu. Relativni signal dobiven pomocéu
SSO proba pokazuje imaju li probe pozitivnu ili negativnu reakciju s amplificiranim uzorcima

DNA te tako dobijemo informaciju o HLA fenotipu uzorka.

Potreban materijal: uzorak izolirane DNA, LIFECODES master mix (HLA-DQA1/B1) ,
LIFECODES mix proba (HLA-DQA1/Bl), LIFECODES Taq DNA polimeraza, H.O
redestilirana, adhezivna folija, PCR uredaj (VERITI Thermal Cycler, Applied Biosystems),
kabinet za sterilan rad (Aura PCR, Bioair Euroclone Division), mikropipete, filter nastavci i
plasti¢ne tubice (slobodni od nukleinskih Kiselina i nukleaza), centrifuga, vortex uredaj,

zamrzivac, nitrilne zastitne rukavice bez pudera

Postupak amplifikacije: Prije pocetka rada obavezna je sterilizacija PCR kabineta, odnosno
mikropipeta i ostalog materijala koji se nalazi u kabinetu. Sterilizacija se izvodi primjenom UV

svjetla tijekom 5 minuta.
1. Otopiti master mix na sobnoj temperaturi i vorteksirati ga 10 sekundi.

2. Pripremiti amplifikacijski miks prema broju PCR reakcijskih smjesa. Za jednu reakcijsku
smjesu potrebno je: 6 ul LIFECODES master mixa, 0,2 ul LIFECODES Taq polimeraze i
redestilirana H-O koju treba nadopuniti ovisno o koncentraciji DNA. Ukupan volumen svake

reakcijske smjese mora biti 20 ul. Vorteksirati.
3. Otpipetirati izoliranu DNA (od 40 do 120 ng) u PCR tubicu.

4. Dodati amplifikacijski mix. Ukupan volumen amplifikacijskog mixa s uzorkom DNA mora
biti 20 pl.

5. Postaviti pripremljenu PCR smjesu u PCR uredaj.
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Postupak hibridizacije:
1. Ukljuciti Luminex uredaj pola sata prije rada kako bi se zagrijao.

2. Ugrijati LIFECODES mix proba na 55 do 60 °C, 5 - 10 minuta. Nakon toga, probe dobro

vorteksirati 15 sekundi.
3. Kombinirati 15 pul LIFECODES mix proba s 5 pul umnozenog specificnog PCR produkta.

4. Plo¢u s probama i PCR produktima prelijepiti polietilenskom folijom i staviti u Luminex na
hibridizaciju.
5. Dok hibridizacija traje, pripremiti razrjedenje streptavidina u otopini Dilution Solution u

omjeru 1 : 200. Razrjedenje se priprema u kiveti od 15 mL omotanoj aluminijskom folijom.

Potrebno je pomijesati 170 pl Dilution Solution i 0,85 ul streptavidina po uzorku.

6. Kada program hibridizacije pokaze zadnji korak, dodajemo 170 pl razrijedenog streptavidina

u svaku jaZicu na temperaturi od 56 °C.
7. Premjestiti plocu iz PCR uredaja i smjestiti u Luminex.
3.4.6 Analiza rezultata HLA tipizacije

Rezultati HLA tipizacije metodom PCR SSP analizirani su uz pomo¢ specijaliziranog
ratunalnog programa Helmberg SCORE (Olerup/CareDX, Svedska). Rezultati tipizacije
metodom PCR SSO analizirani su uz pomo¢ programa MATCH IT! DNA (Immucor, SAD).

3.5. Statisticke metode

Ucestalost alelnih varijanti lokusa HLA-DQA1 i HLA-DQBI1 odredena je direktnim brojanjem.
Svaki uzorak koji je na testiranom lokusu imao jednu HLA alelnu varijantu smatran je
homozigotom za taj lokus. Kategoricki podatci su predstavljeni apsolutnim i relativnim
frekvencijama. Za analizu razlika u raspodijeli bolesnika prema bolestima i dobi dijagnoze, te
raspodjeli genskih varijanti izmedu pojedinih skupina ispitanika koriSten je Fisherov egzaktni
test. Sve su p vrijednosti dvostrane, a razina znacajnosti je postavljena na 0,05. Za analizu

podataka koristen je statisticki program MedCalc Software Ltd. Version 20.305.
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4. REZULTATI

4.1. Demografske i klinicke znacajke bolesnika

U istrazivanje je ukljuceno ukupno 59 bolesnika, 50 oboljelih od celijakije te 9 oboljelih od
celijakije i TIDM. Ucinjena im je HLA tipizacija tkiva u laboratoriju za molekularnu i HLA
dijagnostiku od 2009. do 2023. godine. Skupina oboljelih od celijakije sastojala se od 29
ispitanika Zenskog spola (58 %) te 21 ispitanika muskog spola (42 %) (tablica 2.), a skupina
oboljelih od celijakije i TLDM sastojala se od 7 zenskih i 2 muska ispitanika (tablica 3.). Najveci
broj ispitanika prilikom postavljanja dijagnoze celijakije je bio u dobnoj skupini od 0 - 5 godina
(58 %) (tablica 2.), a najveéi broj ispitanika prilikom postavljanje dijagnoze celijakije s
pridruzenim T1DM u dobnoj skupini od 13 - 23 godine (tablica 3.). TLDM je u skupini celijakije
s pridruzenim T1DM bio dijagnosticiran u prosjeku nesto vise od dvije godine (aritmeticka

sredina 2,1 godina sa standardnom devijacijom 1,4 godine) prije celijakije.

Tablica 2. Osnovna obiljezja bolesnika s celijakijom

_ Broj pacijenata prema spolu
Dobne skupine _ Ukupno
M Z
0 -5 godina 13 16 29 (58 %)
6 - 12 godina 3 11 14 (28 %)
13 - 23 godina 5 2 7 (14 %)
Ukupno 21 (42 %) 29 (58 %) 50

Tablica 3. Osnovna obiljezja bolesnika s celijakijom i TIDM

) Broj pacijenata prema spolu
Dobne skupine _ Ukupno
M Z
0 - 5 godina 0 1 1
6 - 12 godina 0 3 3
13 - 23 godina 2 3 5
Ukupno 2 7 9
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U ovom istrazivanju svi su muski ispitanici s dijagnozom celijakije s pridruzenim TIDM

prilikom dijagnosticiranja bolesti bili dobne skupine 13 - 23 godina.

Nema statisticki znacajne razlike u raspodjeli ispitanika u skupini celijakije i1 skupini celijakije
s TLDM s obzirom na spol ispitanika po pojedinim dobnim kategorijama. Uocena je statisticki
znacajna razlika u raspodjeli ispitanika s celijakijom u odnosu na ispitanike oboljele od

celijakije i TLDM s obzirom na dob dijagnosticiranja (Fisherov egzaktni test, p = 0,02).

Tablica 4. Raspodjela ispitanika po dobnim skupinama s obzirom na dijagnozu celijakije i

celijakije s pridruzenim T1DM

dob

dijagnosticiranja celijakija celijakija+T1DM* p7
(godine)

O |WIN|F|O

0,02

allellellellell i el Jdiell [V L Jdlellel] el e} | (ellelie}] _lle]le]

H
H
~N|k|ololo|o|r |k ko NvRINv ik vl s ok |w|B] s wlw RN

5
*T1DM — dijabetes tipa 1; pt - Fisherov egzaktni test
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4.2. Ucestalost HLA-DQAL alela s obzirom na spol u skupini pacijenata oboljelih od

celijakije i u skupini pacijenata oboljelih od celijakije s pridruZenim T1DM

U Tablici 5. prikazana je ucestalost varijanti HLA-DQAL alela kod pacijenata oboljelih od
celijakije i pacijenata oboljelih od celijakije i TLIDM. Od ukupno 100 alela kod 50 pacijenata
oboljelih od celijakije najucestalije varijante su: HLA-DQA1*05 (50 %) i HLADQA1*01 (28
%). Takoder, iste varijante su najzastupljenije i kod pacijenata oboljelih od celijakije i TLDM,
ali je u ovoj skupini varijanta HLADQA1*01 nesto ucestalija od varijante HLA-DQA1*05.
Nema statisticki znacajne razlike ucestalosti alelnih varijanti HLA-DQAL unutar skupina
celijakije i celijakije + T1DM s obzirom na spol ispitanika. Nema ni statisticki znacajne razlike
ucestalosti pojedinih alelnih varijanti HLA-DQA1 medu ispitivanim skupinama po

postavljenim dijagnozama.

Tablica 5. Ucestalost HLA-DQAL alela s obzirom na spol u skupini pacijenata oboljelih od
celijakije i u skupini pacijenata oboljelih od celijakije sa pridruzenim T1DM

M 7 UKUPNO
DOA1 n _a_llel_a_t ) n__alela n _a_llel_a_l B n__alela n _a}lel_a_l ) n__alela
celijakija | celijakija+T1DM* | celijakija | celijakija+T1DM* | celijakija | celijakija+T1DM*
*01 (232%) 1 (2&136%) 6 (222;%/0) !
02 (125%) 0 (106%) 2 (1% 1%) 2
*03 (146%) 1 (71/0) 2 (1c1>(<)>/o) 3
| o ° 0% ° @ °
05 (4%9,8%) 2 (5352%) 4 (5(5)%/0) 6
*06 (o?)/o) 0 (02/0) 0 0 (0 %) 0

*T1DM - dijabetes tipa 1; n - broj alela
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4.3. Ucestalost HLA-DQAL alela s obzirom na spol i dob kod pacijenata oboljelih od
celijakije

U Tablici 6. prikazana je ucestalost varijanti HLA-DQAL alela prema dobnim skupinama kod
pacijenata oboljelih od celijakije. U sve tri dobne skupine najucestalija je alelna varijanta HLA-
DQA1*05 (50 % u skupini 0 - 5 godina, 46 % kod 6 - 12 godina, 57 % u skupini 13 - 23 godine),
HLA-DQAZ1*06 nije bila prisutna ni u jednoj dobnoj skupini oboljelih od celijakije. Razlika
ucestalosti za svaku pojedinu alelnu varijantu HLA-DQA 1 medu dobnim skupinama za musku

i zensku skupinu kod oboljelih od celijakije nije statisticki znacajna.

Tablica 6. Ucestalost HLA-DQAL1 alela s obzirom na spol i dob kod pacijenata oboljelih od

celijakije
M VA UKUPNO
DQA1 celijakija | celijakija | celijakija | celijakija | celijakija | celijakija | celijakija | celijakija | celijakija
0-5 6-12 13-23 0-5 6-12 13-23 0-5 6-12 13-23
«01 9 0 3 8 8 0 17 8 3
(35 %) (0 %) (30 %) (25 %) (36 %) (0 %) (29 %) (29 %) (21 %)
«02 2 1 2 3 2 1 5 3 3
(8 %) (17 %) (20 %) (9 %) (9 %) (25 %) (9 %) (11 %) (21 %)
«03 4 2 0 3 1 0 7 3 0
(15 %) (33 %) (0 %) (9 %) (5 %) (0 %) (12 %) (11 %) (0 %)
«04 0 1 0 0 0 0 0 1 0
(0 %) (17 %) (0 %) (0 %) (0 %) (0 %) (0 %) (3 %) (0 %)
05 11 2 5 18 11 3 29 13 8
(42 %) (33 %) (50 %) (56 %) (50 %) (75 %) (50 %) (46 %) (57 %)
«06 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(0 %) (0 %) (0 %) (0 %) (0 %) (0 %) (0 %) (0 %) (0 %)

4.4. Ucestalost HLA-DQAL alela s obzirom na spol i dob kod pacijenata oboljelih od
celijakije s pridruzenim T1DM

U Tablici 7. prikazana je ucestalost varijanti HLA-DQALI alela prema dobnim skupinama kod
pacijenata oboljelin od celijakije sa pridruzenim dijabetesom tipa 1. Alelna varijanta
HLADQAT1*01 najucestalija je u dobnoj skupini 13 - 23 godine. Varijante HLADQ*03 i
HLADQA1*05 najucestalije su u dobnoj skupini od 6 - 12 godina. HLA-DQA1*04 i HLA-
DQAT1*06 nisu prisutne ni u jednoj dobnoj skupini oboljelih od celijakije s pridruzenim T1DM.
U skupini Zenskih ispitanika postoji statisticki znacajna razlika u frekvencijama medu dobnim
skupinama za alelnu varijantu HLA-DQA1*01 (Fisherov egzaktni test, tablica 2x3, pa< 0,001,
ps < 0,001).
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Tablica 7. Ucestalost HLA-DQAL alela s obzirom na spol i dob kod pacijenata oboljelih od

celijakije sa pridruzenim dijabetesom tipa 1

M VA UKUPNO
Celijakija | Celijakija | Celijakija | Celijakija | Celijakija | Celijakija | Celijakija
DQAl | + TIDM* | + TIDM* | + TIDM* | + TIDM* | + T1IDM* | + TIDM* | + T1IDM*
13-23 0-5 6-12 13-23 0-5 6-12 13-23

*01 1 0 0 6 0 0 7
*02 0 1 1 0 1 1 0
*03 1 0 2 0 0 2 1
*04 0 0 0 0 0 0 0
*05 2 1 3 0 1 3 2
*06 0 0 0 0 0 0 0

*T1DM - Dijabetes mellitus tipa 1

4.5. Uclestalost HLA-DQB1 alela s obzirom na spol u skupini pacijenata oboljelih od

celijakije i u skupini pacijenata oboljelih od celijakije sa pridruzenim T1DM

U Tablici 8. prikazana je ucestalost varijanti HLA-DQBL1 alela kod pacijenata oboljelih od
celijakije i pacijenata oboljelih od celijakije i TLDM. Mozemo primjetiti da su od ukupnih 100
alela kod 50 pacijenata oboljelih od celijakije najucestalije varijante: HLADQB1*02 (46 %),
HLADQB1*03 (DQ7) (16 %) i HLADQB1*05 (16 %). Kod pacijenata oboljelih od celijakije
s pridruzenim TIDM najucestalije varijante bile su HLADQB1*02, HLADQB1*06,
HLADQB1*03 (DQ8) i HLADQB1*05. Nema statisticki znacajne razlike ucestalosti alelnih
varijanti HLA-DQB1 unutar skupina celijakije i celijakije + T1DM s obzirom na spol
ispitanika. Statisticki znaCajne razlike ucestalosti pojedinih alelnih varijanti HLA-DQB1 nema

ni medu ispitivanim skupinama po postavljenim dijagnozama.
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Tablica 8. Ucestalost HLA-DQBL1 alela s obzirom na spol u skupini pacijenata oboljelih od

celijakije i u skupini pacijenata oboljelih od celijakije s pridruzenim T1DM

M Z UKUPNO
n alela n alela n alela n alela n alela n alela
DQB1 - .. | celijakija+ N celijakija+ oo celijakija+
celijakija T1DM* celijakija T1DM* celijakija T1DM*
17 29 46
*
021 a1 %) 1 (50 %) > (46 %) 6
*03 7 1 9 1 16 9
(DQ7) (17 %) (16 %) (16 %)
*03 4 1 4 9 8 3
(DQ8) | (10 %) (7 %) (8 %)
*03 1 0 0 0 1 0
(DQ9) | (2%) (0 %) (1 %)
1 0 1
*
“ | 2w 0 (0 %) 0 (1%) 0
6 10 16
*
05 1 (14 %) 0 (17 %) 3 (16 %) 3
6 6 12
*
06 1 (14 %) 1 (10 %) 3 (12 %) 4

*T1DM - Dijabetes mellitus tipa 1; n - broj alela

4.6. Ucestalost HLA-DQB1 alela s obzirom na spol i dob kod pacijenata oboljelih od

celijakije

U Tablici 9. prikazana je ucestalost varijanti HLA-DQBL1 alela prema dobnim skupinama kod

pacijenata oboljelih od celijakije. U skupini muskih i Zenskih ispitanika alelna varijanta HLA-

DQB1*02 ucestalija je kod dobne skupine 13 - 23 godine u odnosu na ostale dobne skupine.

Razlika za svaku pojedinu alelnu varijantu HLA-DQB1 medu dobnim skupinama za muske i

zenske ispitanike nije statisticki znacajna.
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Tablica 9. Ucestalost HLA-DQBL alela s obzirom na spol i dob kod pacijenata oboljelih od

celijakije
M 7 Ukupno
DOB1 celijakija | celijakija | celijakija | celijakija | celijakija | celijakija [ celijakija | celijakija | celijakija

0-5 6-12 13-23 0-5 6-12 13-23 0-5 6-12 13-23

02 10 2 5 16 9 4 26 11 9
(39 %) (33%) | (50 %) (50 %) (41%) | (100%) | (45%) (39%) | (65 %)

*03 4 1 2 5 4 0 9 5 2
(DQ7) | (15%) (17%) | (20 %) (16 %) (18 %) (0 %) (15 %) (18 %) (14 %)

*03 2 2 0 3 1 0 5 3 0
(DQ8) [ (8 %) (33 %) (0 %) (9 %) (5 %) (0 %) (9 %) (11 %) (0 %)

*03 1 0 0 0 0 0 1 0 0
(DQ9) | (4 %) 0 %) (0 %) (0 %) 0 %) (0 %) 2 %) 0 %) (0 %)

04 0 1 0 0 0 0 0 1 0
(0 %) (17 %) (0 %) (0 %) (0 %) (0 %) (0 %) (4 %) (0 %)

05 4 0 2 6 4 0 10 4 2
(15 %) (0 %) (20%) | (19 %) (18 %) (0 %) (17%) | (14 %) (14 %)

06 5 0 1 2 4 0 7 4 1
(19 %) (0 %) (10 %) (6 %) (18 %) (0 %) (12 %) (14 %) (7 %)

4.7. Ucestalost HLA-DQB1 alela s obzirom na spol i dob kod pacijenata oboljelih od

celijakije s pridruzenim T1DM

U tablici 10. prikazana je ucestalost varijanti HLA-DQB1 alela s obzirom na spol i dob kod

pacijenata oboljelih od celijakije s pridruzenim dijabetesom tipa 1. U skupini zenskih ispitanica

su u dobnoj skupini 0 - 5 godina najucestalije alelne varijante HLA-DQB1*02 i HLA-
DQB1*03 (DQ7), u dobnoj skupini 6 - 12 godina najucestalija je HLA-DQB1*02, dok su u
dobnoj skupini 13 - 23 godine najucestalije alelne varijante HLA-DQB1*05 i HLA-DQB1*06.

U skupini zenskih ispitanica statisti¢ki je znacajna razlika u frekvencijama medu dobnim

skupinama za alelnu varijantu HLA-DQB1*02 (Fisherov egzaktni test, tablica 2 x 3, pa= 0,06,
ps = 0,04), dok je za alelne varijante HLA-DQB1*05 i -DQB1*06 razlika blizu statisticke

znacajnosti (pa= 0,14 ps = 0,09).
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Tablica 10. U¢estalost varijanti HLA-DQB1 alela s obzirom na spol i dob kod pacijenata

oboljelih od celijakije s pridruzenim T1DM

M V4 Ukupno
HLA- celijakija+ | celijakija+ | celijakija+ | celijakija+ | celijakija+ | celijakija+ | celijakija+
DOBL T1DM* T1DM* T1IDM* T1DM* T1DM* T1DM* T1DM*
13- 23 0-5 6-12 13-23 0-5 6-12 13-23
*02 1 1 4 0 1 4 1
*03
1 1 0 0 1 0 1
(DQ7)
*03
1 0 2 0 0 2 1
(DQ8)
*03
0 0 0 0 0 0 0
(DQ9)
*04 0 0 0 0 0 0 0
*05 0 0 0 3 0 0 3
*06 1 0 0 3 0 0 4

*T1DM - dijabetes mellitus tipa 1

4.8. Ucestalost HLA-DQ haplotipova s obzirom na spol u skupini oboljelih od celijakije i

u skupini oboljelih od celijakije s pridruzenim T1DM

U tablici 11. prikazana je ucestalost pojedinih HLA-DQ haplotipova s obzirom na spol.
Najucestaliji haplotip kod pacijenata s celijakijom je HLA-DQA1*05-DQB1*02 (heterodimer

DQ2.5) (35 %). U skupini pacijenata s celijakijom i TIDM najzastupljeniji su haplotipovi
HLADQA1*01-DQB1*06 i HLA-DQA1*05-DQB1*02 (heterodimer DQ2.5). U ispitivanim
skupinama celijakije i celijakije s pridruzenim TIDM nije bio prisutan haplotip HLA-
DQA1*02-DQB1*03 (DQ9). Nema statisticki znacajne razlike u raspodjeli HLA-DQ

haplotipova izmedu skupina celijakije i celijakije s pridruzenim T1DM. Takoder nema

statisticki znacajne razlike u raspodjeli HLA-DQ haplotipova s obzirom na spol ispitanika u

obje skupine dijagnoza.

26




4. REZULTATI

Tablica 11. Ucestalost HLA-DQ haplotipova s obzirom na spol u skupini pacijenata oboljelih

od celijakije 1 u skupini pacijenata oboljelih od celijakije sa pridruzenim T1DM

M Z UKUPNO
HngBQlﬁl*- e L e e e
i (146%) 0 (169%) 3 (12?%) 3
01-06 (146%) 1 (127%) : . %93/0) .
0 (232%) ! (453%)) 3 (32‘?%) 4
o (125%) 0 (106%) 2 (ﬁ 1%) 2
05-03(DQ7) (146%) 1 (169%) . . éi@ X
03050%) | (190 ' 6%) 2 8% 3
0z0309) (00%) 0 (09%)) 0 (o%m) 0
04-04 1 0 0 . 1 X
(8 %) (0 %) (1 %)
03-03(DQ7) (21%) 0 (00%) 0 (11%) 0
03-03(DQ9) (21% ) 0 (0(3’/0) 0 (11%) .

*T1DM - dijabetes mellitus tipa 1

4.9. Ucestalost HLA-DQ haplotipova s obzirom na spol i dob kod pacijenata oboljelih od
celijakije

U tablici 12. prikazana je ucestalost HLA-DQ haplotipova s obzirom na spol i dob kod
pacijenata oboljelih od celijakije. U sve tri dobne skupine najucestaliji HLA-DQ haplotip je
HLA-DQA1*05-DQB1*02. Haplotip HLA-DQA1*02-DQB1*03 (DQ9) nije bio zastupljen
niti u jednoj dobnoj skupini oboljelin od celijakije. Nema statisti¢ki znacajne razlike u

raspodjeli HLA-DQ haplotipova s obzirom na spol ispitanika u skupini oboljelih od celijakije.
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Tablica 12. Ucestalost HLA-DQ haplotipova s obzirom na spol i dob kod pacijenata oboljelih

od celijakije
M 7 Ukupno

DQAL*- celijakija | celijakija | celijakija | celijakija | celijakija | celijakija | celijakija | celijakija | celijakija
DOQB1* 0-5 6-12 13-23 0-5 6-12 13-23 0-5 6-12 13-23

01-05 | 4(16%) | 0(0%) | 2(20%) | 5(16%) | 4(18%) | 0(0%) | 9 (16 %) | 4 (14 %) | 2 (14 %)

01-06 | 5(20%) | 0(0%) | 1(10%) | 3(10%) | 4(18%) | 0(0%) | 8(13%) | 4 (14 %) | 1 (7 %)

05-02 | 8(32%) | 1(14%) | 3(30%) | 13(41 %) | 7 (32%) | 3 (75%) | 21(38 %) | 8 (28 %) | 6 (44 %)

0202 | 2(8%) | 1(14%) | 2(20%) | 3(9%) | 2(9%) | 1(25%) | 50 %) | 3(10%) | 3 (21%)
03 (OD%?) 3(12%) | 1(14%) | 2(20%) | 5(15%) | 4(18%) | 0(0%) | 8 (13%) | 5(17 %) | 2 (14 %)
03(0D3&)8) 20B@%) | 2(29%) | 00%) | 3(9%) | 1(5%) | 000%) | 5(9%) | 3(9%) | 0(0%)
03 (ODzég) 00%) | 0(0%) | 000%) | 0(0%) | 0(0%) | 0(0%) | 00%) | 0(0%) | 0(0%)

04-04 | 0(0%) | 1(14%) | 0(0%) | 0(0%) | 0(0%) | 0(0%) | 0(0%) | 1(4%) | 0(0%)
03 (003597) 00%) |1(14%) | 00%) | 00%) | 00%) | 00%) | 00%) | 1(4%) | 0(0%)
0 (Ogég) 104%) | 000%) | 00%) | 0(0%) | 0% | 000%) | 12%) | 0(0%) | 0©%)

4.10. Ucestalost HLA-DQ haplotipova s obzirom na spol i dob kod pacijenata oboljelih od
celijakije s pridruzenim T1DM

U tablici 13. prikazana je ucestalost HLA-DQ haplotipova s obzirom na spol i dob kod
pacijenata oboljelih od celijakije s pridruzenim T1DM. Haplotipovi HLA-DQA1*02-
DQB1*02 i HLADQAL1*05-DQB1*03 (DQ7) prisutni su u dobnoj skupini od 0 - 5 godina.
Haplotipovi HLA-DQA1*05-DQB1*02 i HLA-DQA1*03-DQB1*03 (DQ8) najucestaliji su u
dobnoj skupini od 6 - 12 godina. U dobnoj skupini 13 - 23 godine najucestaliji su haplotipovi
HLA-DQA1*01-DQB1*05 i HLA-DQA1*01-DQB1*06. Prisutna je razlika u frekvencijama
haplotipova HLA-DQA1*01-DQB1*05, -DQA1*01-DQB1*06 i -DQA1*05-DQB1*02 koja
je blizu statisticke znacajnosti (p = 0,09 za sva tri DQ haplotipa) s obzirom na dobne skupine u
skupini Zenskih ispitanica oboljelih od celijakije udruzene s TIDM. Nema statisti¢ki znacajne
razlike u raspodjeli HLA-DQ haplotipova s obzirom na spol ispitanika u skupini oboljelih od

celijakije s dijabetesom tipa 1.
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4. REZULTATI

Tablica 13. Ucestalost HLA-DQ haplotipova s obzirom na spol i dob kod pacijenata oboljelih

od celijakije sa pridruzenim dijabetesom tipa 1

v

M Z Ukupno
HLA- celijakija | celijakija | celijakija | celijakija | celijakija | celijakija | celijakija
DQA1*- +T1DM* | +T1IDM* | +T1IDM* | +T1IDM* | +T1DM* | +T1IDM* | +T1IDM*
DQB1* 13-23 0-5 6-12 13-23 0-5 6-12 13-23
01-05 0 0 0 3 0 0 3
01-06 1 0 0 3 0 0 4
05-02 1 0 3 0 0 3 1
02-02 0 1 1 0 1 1 0
05-03(DQ7) 1 1 0 0 1 0 1
03-03(DQ8) 1 0 2 0 0 2 1

*T1DM - dijabetes mellitus tipa 1

4.11. Uc¢estalost HLA-DQ heterodimera s obzirom na spol u skupini pacijenata oboljelih

od celijakije i u skupini pacijenata oboljelih od celijakije s pridruzenim T1DM

U tablici 14. prikazane su raspodjele HLA-DQ heterodimera s obzirom na spol. U skupini
bolesnika s celijakijom, najzastupljenija je bila kombinacija heterodimera (genotip)
DQ2.5/DQX (26 %), DQ7.5/DQX (14 %), te DQ2.5/DQ2.2 (12 %). U skupini bolesnika s
celijakijom i TLDM najucestaliji su genotipovi DQX/DQX i DQ2.5/DQ8. Prisutna je razlika u
raspodjeli kombinacije heterodimera DQ2.5/DQ7.5 s obzirom na spol u skupini oboljelih od

celijakije blizu razine statisticke znac¢ajnosti (p = 0,07).
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4. REZULTATI

Tablica 14. Ucestalost HLA-DQ heterodimera s obzirom na spol u skupini pacijenata oboljelih

od celijakije i u skupini pacijenata oboljelih od celijakije s pridruzenim T1DM

M 7 UKUPNO
celijakija C‘*T'ggk,\'/’li * | celijakija CeT'ggkl\'/’Ii * | celijakija fﬂggkl\')li

DQ25/D025. | 1(5%) 0 3 (11 %) 1 4.8 %) 1
DQ25/D022 | 3 (14 %) 0 3 (11 %) 0 6 (12 %) 0
DO25/DOX | 5 (24 %) 0 8 (28 %) 0 13(26 %) 0
DQ25/DQ75 | 0(0%) 0 5 (17 %) 0 5 (10 %) 0
DQ25/D08 | 2(9%) 1 1(3%) 1 3 (6 %) 2
DQ22/DQ75 | 1(5%) 0 2 (7 %) 1 3 (6 %) 1
DQS/DQS 0(0 %) 0 1(3%) 0 12 %) 0
DQS/DOX 1(5 %) 0 13 %) 0 2 (4 %) 0
DQ22/DOX | 0(0%) 0 13 %) 0 12 %) 0
DO8/DQ22 | 1(5%) 0 0 (0 %) 1 12 %) 1
DQ22/D022 | 0(0 %) 0 0(0 %) 0 0(0 %) 0
DQ8/DQ75 | 0(0%) 0 0(0 %) 0 0.(0 %) 0
DQ7.5/DQX | 5 (24 %) 1 2 (7 %) 0 7 (14%) 1
DQ75/DQ75 | 0(0 %) 0 0(0 %) 0 0.(0 %) 0
DOX/DOX 2 (9 %) 0 2 (7 %) 3 4 (8 %) 3

*T1DM - dijabetes mellitus tipa 1; DQX — drugi HLA-DQ heterodimer, heterodimer nerizi¢an

za celijakiju

4.12. Uéestalost HLA-DQ heterodimera s obzirom na spol i dob kod pacijenata oboljelih
od celijakije

U tablici 15. prikazana je ucestalost kombinacija HLA-DQ heterodimera s obzirom na spol i
dob kod pacijenata oboljelih od celijakije. U dobnoj skupini O - 5 godina oboljelih od celijakije
najzastupljeniji je genotip DQ2.5/DQX (31 %). Kombinacije HLA-DQ heterodimera
DQ2.5/DQX (21 %) i DQ7.5/DQX (21 %) bile su najzastupljenije u dobnoj skupini 6 - 12
godina. U dobnoj skupini 13 - 23 godina najzastupljeniji su genotipovi DQ2.5/DQ2.2 (43 %) i
DQ7.5/DQX (29 %). Nema statisticki znacajne razlike u raspodjeli HLA-DQ heterodimernih

kombinacija s obzirom na spol po dobnim skupinama kod oboljelih od celijakije.
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4. REZULTATI

Tablica 15. Ucestalost HLA-DQ heterodimera s obzirom na spol i dob kod pacijenata oboljelih
od celijakije

M-celijakija Z-celijakija Ukupno

0-5 6-12 13-23 0-5 6-12 13-23 0-5 6-12 13-23

DQ2.5/DQ2.5. | 1(8%) | 0(00%) | 0(0%) | 2(13%) | 0(0%) | 1(50%) | 3(10%) | 0(0%) | 1(14%)

DQ25/DQ2.2 | 1(8%) | 0(0%) | 2(40%) | 0(0%) | 2(18%) | 1(50%) | 1(4%) | 2(14%) | 3 (43 %)

DQ25DQ8 | 1(8%) | 1(33%) | 0(0%) | 1(6%) | 0(00%) | 00%) | 2(7%) | 1(7%) | 0(0%)

DQ25/DQX | 4(30%) | 0(0%) | 1(20%) | 531 %) | 3(27%) | 000%) | 9(31%) | 3(21%) | 1 (14 %)

DQ8/DQ8 00%) | 000%) | 0(0%) | 1(6%) | 00%) | 0(0%) | 1(4%) | 0(0%) | 0(0%)

DQ8/DQ2.2 | 0(0%) | 1(33%) | 0(0%) | 0(00%) | 0(0%) | 0(0%) | 0(0%) | 1(7%) | 0(0%)

DQ25/DQ75 | 00%) | 000%) | 0(0%) | 3(19%) | 2(18%) | 0(0%) | 3(10%) | 2(14%) | 0(0 %)

DQ8/DQX 18%) | 000%) | 000%) | 000%) | 1(9%) | 000%) | 1(4%) | 1(7%) | 0(0%)

DQ2.2/DQX | 0(0%) | 0(0%) | 0(0%) | 1(6%) | 0(0%) | 0% | 1(4%) | 0(0%) | 0(0%)

DQ2.2/DQ7.5 | 1(8%) | 0(0%) | 0(0%) | 2(13%) | 0(0%) | 0(0%) | 3(10%) | 0(0%) | 0(0%)

DQ7.5/DQX | 2(15%) | 1(33%) | 2(40%) | 0(0%) | 2(18%) | 0(0%) | 2(7%) | 3(21%) | 2 (29 %)

DOX/DQX | 2(15%) | 0(0%) | 0(0%) | 1(6%) | 1(9%) | 0(0%) | 3(10%) | 1(7%) | 0(0%)

DQX — drugi HLA-DQ heterodimer, heterodimer nerizi¢an za celijakiju

4.13. Uéestalost HLA-DQ heterodimera s obzirom na spol i dob kod pacijenata oboljelih
od celijakije s pridruzenim T1DM

U tablici 16. prikazana je ucestalost kombinacija HLA-DQ heterodimera s obzirom na spol i
dob kod pacijenata oboljelih od celijakije sa pridruzenim dijebetesom tipa 1. U skupini Zenskih
bolesnica genotip HLADQ2.2/DQ?7.5 je najucestaliji u najmladoj dobnoj skupini O - 5 godina.
Genotipovi DQ2.5/DQ2.5, DQ2.5/DQ8 i DQ8/DQ2.2 jednako su zastupljeni u srednjoj dobnoj
skupini 6 - 12 godina kod Zenskih bolesnica. U zenskoj ispitivanoj skupini dobi dijagnoze 13 -
23 godine najzastupljenija kombinacija heterodimera je DQX/DQX, dok su u muskoj
ispitivanoj skupini to DQ2.5/DQ8 i DQ7.5/DQX. Nema statisti¢ki znacajne razlike u raspodjeli
kombinacija HLA-DQ heterodimera kod oboljelih od celijakije i TIDM s obzirom na spol i
dob.
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4. REZULTATI

Tablica 16. Ucestalost kombinacija HLA-DQ heterodimera s obzirom na spol i dob kod

pacijenata oboljelih od celijakije sa pridruzenim dijabetesom tipa 1

M Z Ukupno
celijakija | Celijakija | Celijakija | Celijakija | Celijakija | Celijakija Celijakija
+T1DM* | +TIDM* | +TIDM* | +T1DM* | +T1DM* | +T1DM* +T1DM*
13-23 0-5 6-12 13-23 0-5 6-12 13-23

DQ2.5/DQ2.5. 0 0 1 0 0 1 0
DQ2.5/DQ8 1 0 1 0 0 1 1
DQ8/DQ2.2 0 0 1 0 0 1 0
DQ2.2/DQ7.5 0 1 0 0 1 0 0
DQ7.5/DQX 1 0 0 0 0 0 1
DQX/DQX 0 0 0 3 0 0 3

*T1DM - dijabetes mellitus tipa 1; DQX — drugi HLA-DQ heterodimer, heterodimer nerizi¢an

za celijakiju
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5. RASPRAVA

5. RASPRAVA

Genetska predispozicija za razvoj celijakije determinirana je velikim brojem gena, uklju¢ujuci
i gene HLA sustava kao glavne genetske ¢imbenike u razvoju bolesti (8). Gotovo svi pacijenti
s celijakijom nositelji su nekih od sljede¢ih HLA-DQ haplotipova: HLA-DQ2.5, HLA-DQ 2.2
ili HLA-DQS8 (3). Brojna ranija istrazivanja otkrila su da veéina pacijenata oboljelih od
celijakije nosi HLADQA1*05 i HLADQB1*02 varijante alela koje kodiraju HLADQ2.5
heterodimer (19).

U ovom istrazivanju, koje je provedeno na Klini¢kom zavodu za transfuzijsku medicinu KBC-
a Osijek, koristeni su podatci rezultata HLA tipizacije u razdoblju od 2009. do ozujka 2023.
godine za ukupno 50 pedijatrijskih bolesnika s dijagnozom celijakije i 9 pedijatrijskih bolesnika
s dijagnozom celijakije s pridruzenim T1DM. U skupini oboljelih od celijakije, 58 % su ¢inile
osobe Zenskog spola. Veéi udio zenske populacije u nasoj skupini oboljelih od celijakije
poklapa se s podacima o ispitivanim skupinama studija provedenih u Rijeci (60 %) (12),
Madridu (62 %) (11) i Brazilu (67 %) (4). Najve¢i dio (58 %) skupine oboljelih od celijakije
sacinjava dobna skupina kojoj je dijagnoza celijakije postavljena u dobi od 0 do 5 godina
starosti. Sli¢no tome, u istrazivanju Martinez - Ojinaga i sur. prosje¢na dob kod postavljanja
dijagnoze celijakije bila je bila je 2,6 godina sa standardnom devijacijom 0,1 godine (11). U
skupini oboljelih od celijakije s pridruzenim TIDM takoder su veci postotak ¢inile 0sobe
zenskog spola (78 %). U ovom je istrazivanju kod ispitanika oboljelih od celijakije s
pridruzenim T1DM celijakija u 63 % oboljelih dijagnosticirana u dobi 13 - 23 godine, a TLDM
je dijagnosticiran u prosjeku 2,1 godinu sa standardnom devijacijom 1,3 godine prije dijagnoze
celijakije §to je u skladu s literaturnim podatcima da se u 90 % oboljelih prvo javlja TIDM a

tek nesto kasnije celijakija (17).

Prema rezultatima naseg istrazivanja, u skupini oboljelih od celijakije HLA-DQ haplotipovi
koji doprinose riziku za razvoj celijakije zastupljeni su ucestalos¢u od 35 % DQ2.5 (HLA-
DQA1*05-DQB1*02), 15 % DQ7.5 (HLA-DQA1*05-DQB1*03(DQ7)), 11 % DQ2.2 (HLA-
DQA1*02-DQB1*02) i 8 % DQ8 (HLA-DQA1*03-DQB1*03(DQ8)). Nasi rezultati se
razlikuju od rezultata istrazivanja Sincic i sur. provedenog u Rijeci prema kojem je HLA-DQ2
haplotip bio zastupljen u 79,1 % pacijenata oboljelih od celijakije (13), te od istrazivanja
Jeannin i sur. provedenog na Tajlandu u kojem je HLA-DQ?2 haplotip bio prisutan u 83,8 %
pacijenata (22). Nadalje, frekvencija DQ2.2 i DQ2.5 heterodimera kod oboljelih od celijakije u

ovom je istrazivanju niza i od rezultata studije Siddiqui i sur. iz Pakistana (85,7 %) (23).
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5. RASPRAVA

Najnovija meta analiza provedena 2023. godine u Svicarskoj, izvjestila je o HLA-DQ2
haplotipu kod oboljelih od celijakije u 75,6 % pacijenata iz Brazila, 91 % pacijenata iz
Ujedinjenog Kraljevstva i 81 % pacijenata iz Rima (24) sto se takoder razlikuje u odnosu na
naSe istrazivanje. Za heterodimer DQS8 u oboljelih od celijakije rezultate slicne naSima dobili
su Romanos i sur. u studiji provedenoj u Brazilu s frekvencijom 11,3 % (4), te nedavna
europska studija provedena na ukupno 2308 pacijenata gdje je frekvencija HLA-DQ8 haplotipa
iznosila do 10 % (25).

U skupini oboljelih od celijakije s pridruzenim TIDM najzastupljeniji rizi¢ni haplotipovi bili
su HLA-DQ2.5, HLA-DQ8, HLA-DQ2.2 i HLA-DQ7.5. Rezultati naseg istrazivanja u skladu
su s rezultatima istrazivanja Siddiqui i sur. koji izvjeStavaju o ucestalosti od 31,4 % za HLA-
DQ2.2 1 DQ2.5, te 25 % za HLA-DQ8 (23). Nadalje, prema nasim rezultatima, kod pacijenata
oboljelih od celijakije, najéeS¢e varijante HLADQA1l i HLADQB1 gena bile su:
HLADQA1*05 (50 %) i HLADQB1*02 (46 %) . Istrazivanje provedeno u Rijeci dobilo je
sli¢ne rezultate nasima, sa postotkom od 35,9 % HLA-DQA1*05 alela i 50 % HLA-DQB1*02
alela (13). Meta analiza provedena u Svicarskoj izvjestila je 0 HLA-DQB1*02 alelu u 84,6 %
Palestinaca i 77,42 % Egip¢ana oboljelih od celijakije (23). Nasi rezultati u skladu su s
podatkom da varijante HLA-DQA1*05 i HLADQB1*02 alela, najvise pridonose predispoziciji
zarazvoj celijakije (22). S druge strane, kod pacijenata oboljelih od celijakije i TI1DM, takoder
je najucestalija varijanta HLA-DQB1 alela bila HLADQB1*02. Najucestalija varijanta HLA-
DQAL gena bila je HLA-DQA1*01, sto se razlikuje u odnosu na skupinu pacijenata oboljelih
samo od celijakije.

Ucestalosti HLA-DQ genotipova kod oboljelih od celijakije DQ2.5/DQX (26 %), DQ7/DQX
(14 %), DQ2.5/DQ2.2 (12 %) i DQ2.5/DQ7.5 (10 %) u skladu su sa rezultatima studije
provedene 2019. godine u Madridu (DQ2.5/DQX 29,8 %, DQ2.5/DQ7.5 8 %). Istovremeno se
podatci razlikuju za genotipove DQ2.5/DQ2.2 (29,2 % u odnosu na 12 %) i DQ7.5/DQX (0,2
% u odnosu na 14 %) (10).
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6. ZAKLJUCCI

6. ZAKLJUCCI

Na temelju provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata mogu se izvesti sljedec¢i zakljucci:

1. HLA-DQA1*05 je najucestalija varijanta HLA-DQAZI alela kod pacijenata
oboljelih od celijakije. Varijanta HLA-DQA1*05 je ¢e$¢a u Zena i u dobi od
0 - 5 godina. HLA-DQA1*01 je najucestalija varijanta HLA-DQAL alela
kod pacijenata oboljelih od celijakije i TLDM. Varijanta HLA-DQA1*01 je
¢eS¢a u zena i u dobi od 13 - 23 godine.

2. HLA-DQBI1*02 je najucestalija varijanta HLA-DQB1 alela kod pacijenata
oboljelih od celijakije i pacijenata oboljelih od celijakije sa TLDM. Varijanta
HLA-DQB1*02 c¢esc¢a je u zena. Kod oboljelih od celijakije, varijanta je
najc¢esca u dobnoj skupini od 0 - 5 godina, a kod oboljelih od celijakije sa
T1DM u dobnoj skupini od 6 - 12 godina.

3. Najucestaliji haplotip kod oboljelih od celijakije i oboljelih od celijakije s
pridruzenim TIDM je HLA-DQ2.5 haplotip (HLA-DQA1*05-DQB1*02).
HLA-DQ2.5 haplotip je ¢es¢i u Zena. Kod pacijenata oboljelih od celijakije
HLA-DQ2.5 haplotip najcescci je u dobi od 0 - 5 godina, a kod pacijenata sa
pridruzenim T1DM u dobi od 6 - 12 godina.

4. HLA-DQ genotip DQ2.5/DQX je najucestalija kombinacija kod oboljelih od
celijakije. Genotip DQ2.5/DQX ces¢i je u skupini Zenskog spola i u dobi od
0 - 5 godina. Kod oboljelih od celijakije a pridruzenim T1DM najucestaliji
genotip je DQX/DQX.
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7. SAZETAK

7. SAZETAK

Cilj istrazivanja: Odrediti ucestalost HLA-DQ haplotipova s obzirom na spol i dob u skupini
oboljelih od celijakije i skupini oboljelih od celijakije udruzene s TIDM. Ispitati razlike

ucestalosti HLA-DQ haplotipova s obzirom na spol i dob u vrijeme dijagnosticiranja bolesti.

Nacrt studije: Presjecno istrazivanje s povijesnim podatcima.

Bolesnici i metode: Skupine ispitanika su pacijenti kojima je tipizacija HLA uc¢injena u periodu
od 1. 1. 2009. do 1. 3. 2023. godine u Laboratoriju za molekularnu i HLA dijagnostiku KBC-a
Osijek. Identificirano je 50 bolesnika s dijagnozom celijakije, te 9 bolesnika sa dijagnozom

celijakije s pridruzenim T1DM.

Rezultati: Skupina oboljelih od celijakije sastojala se od 29 Zenskih (58 %) te 21 muska
ispitanika (42 %), a skupina oboljelih od celijakije i TADM sastojala se od 7 zenskih i 2 muska
ispitanika. Najveci broj ispitanika prilikom postavljanja dijagnoze celijakije je bio u dobi od 0
- 5 godina (58 %), a prilikom postavljanje dijagnoze celijakije sa pridruzenim T1DM u dobi od
13 - 23 godine. Najucestaliji aleli pacijenata oboljelih od celijakije su: HLA-DQA1*05 (50 %)
i HLA-DQB1*02 (46 %). Najucestaliji aleli pacijenata oboljelih od celijakije i TIDM su:
HLA-DQA1*01 i HLA-DQB1*02. Najucestaliji haplotip oboljelih od celijakije je HLA-
DQ2.5 (35 %).

Zaklju¢ak: HLA-DQA1*05 i HLA-DQB1*02 su najucestaliji aleli kod pacijenata oboljelih
od celijakije. HLA-DQA1*01 i HLA-DQB1*02 su najucestaliji aleli kod pacijenata oboljelih
od celijakije i TIDM. Kod oboljelin od celijakije je najucestaliji haplotip HLA-DQZ2.5
(DQA1*05-DQB1*02), a genotip DQ2.5/DQX. Kod oboljelih od celijakije i T1DM
najucestaliji haplotip je DQA1*01-DQB1*06, a genotip DQX/DQX.

Kljuéne rijeci: celijakija; HLA; TIDM
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8. SUMMARY

8. SUMMARY

HLA-DQ haplotypes in celiac disease patients and celiac disease patients with associated

type 1 diabetes

Aim of the research: To determine the frequency of HLA-DQ haplotypes with regard to gender
and age in the group of patients with celiac disease and the group of patients with celiac disease
associated with TLDM. Examine the differences in the frequency of HLA-DQ haplotypes with
respect to gender and age at the time of disease diagnosis.

Study design: Cross-sectional study with historical data.

Patients and methods: The groups of participants are patients whose HLA typing was
performed from 1.1.2009. to 1.3.2023. at the Laboratory for Molecular and HLA Diagnostics
of the University Hospital Osijek. Fifty patients with a diagnosis of celiac disease and 9 patients

with a diagnosis of celiac disease associated with TIDM were identified.

Results: The group of patients with celiac disease consisted of 29 women (58 %) and 21 men
(42 %), while the group of patients with celiac disease and TLIDM consisted of 7 women and 2
men. The majority of patients diagnosed with celiac disease were between 0 - 5 years old (58
%), while those diagnosed with celiac disease associated with TIDM were between 13 - 23
years old. The most frequent allele variants in patients with celiac disease were HLA-DQA1*05
(50 %) and HLA-DQB1*02 (46 %). The most frequent allele variants in patients with celiac
disease and T1DM were HLA-DQA1*01 and HLA-DQB1*02. The most frequent haplotype in
patients with celiac disease was HLA-DQ2.5 (35 %) .

Conclusion: HLA-DQA1*05 and HLA-DQB1*02 are the most frequent allele variants in
patients with celiac disease. HLA-DQA1*01 and HLA-DQB1*02 are the most frequent allele
variants in patients with celiac disease and TLDM. The most frequent haplotype in patients with
celiac disease is HLA-DQZ2.5, and the most frequent genotype is DQ2.5/DQX. The most
frequent haplotype in patients with celiac disease and TIDM is DQA1*01-DQB1*06, and the
most frequent genotype is DQX/DQX.

Keywords: celiac disease; HLA; T1DM
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