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HLA-DQA1 i HLADQB1 geni u pacijenata s

celijakijom

HLA-DQA1 and HLADQB1 genes in celiac disease

Brankica Mijandrusi¢ Sin¢i¢*", Nada Starcevi¢ Cizmarevié?, Vanja Licul?,

Marija Crni¢-Martinovi¢®, Smiljana Risti¢?, Miljenko Kapovic?

SAZETAK. Cilj: Utvrditi ucestalost alela i genotipova HLA-DQA1 i HLA-DQB1 gena u oboljelih
od celijakije, kao i njihov utjecaj na klinicku ekspresiju bolesti. Ispitanici i metode: U ispitiva-
nje je ukljuceno 110 pacijenata (60 Zena i 50 muskaraca) s dijagnosticiranom celijakijom pre-
ma revidiranim ESPGHAN kriterijima (The European Society for Pediatric Gastroenterology
Hepatology and Nutrition) koji su klini¢ki obradeni na Klinici za internu medicinu i Klinici za
pedijatriju KBC-a Rijeka. Genotipizacija HLA alela klase Il u pacijenata izvrsena je metodom
lancane reakcije polimerazom (PCR, engl. Polymerase Chain Reaction) s alel specificnim po-
Cetnicama (engl. Sequence Specific Primer — SSP), pri ¢emu su koristeni komercijalni kitovi ni-
ske i srednje rezolucije GenoVision SSP. Rezultati: Svi pacijenti imali su barem jedan rizi¢ni
HLA-DQAL ili HLA-DQB1 alel. Homozigota za rizicne HLA-DQB1 alele bilo je 36,3 %, a za
HLA-DQA1 34,5 %. Genotipovi za HLA-DQ2 i/ili DQ8 heterodimere prisutni su u 92,7 % pacije-
nata. HLA-DQ2 prisutan je u 79,1 % pacijenata, a HLA-DQ8 u 20,9 %. Nije utvrdena znacajna
razlika (P < 0,05) u uéestalosti nosioca HLA-DQ2 i/ili DQS8 ovisno o tipu celijakije. Opazen je
trend ranijeg postavljanja dijagnoze kao i veca pojavnost drugih autoimunosnih bolesti u ho-
mozigota u odnosu na ostale genotipove. Zakljucci: Dobiveni rezultati ukazuju da je prisut-
nost HLA-DQ2/DQ8 heterodimera u hrvatskih pacijenata s celijakijom sukladna postoje¢em
gradijentu sjever-jug u europskim populacijama. HLA genotipizacija pacijenata ima nesumnjiv
znacaj u klinickoj praksi pri postavljanju dijagnoze.

Kljucne rijeci: celijakija; HLA-DQ2; HLA-DQ8; HLA-DQA1; HLA-DQB1

Abstract. Objective: To determine the frequency of alleles and genotypes of HLA-DQA1 and
HLA-DQB1 genes in patients with celiac disease and their impact on the clinical expression of
the disease. Subjects and Methods: The study involved 110 patients (60 women and 50 men)
with celiac disease diagnosed according to the revised ESPGHAN (The European Society for
Pediatric Gastroenterology Hepatology and Nutrition) criteria at the Clinic of Internal
Medicine and Pediatric Clinic, University Hospital Centre Rijeka. The genotyping of HLA class
II alleles was performed by polymerase chain reaction method (PCR) with allele-specific
primers (Sequence Specific Primer-SSA) using commercial kits of low and medium resolution
GenoVision SSP. Results: All patients had at least one risk HLA-DQA1 or HLA-DQB1 allele.
Homozygotes for the HLA-DQB1 alleles were 36.3 %, and for HLA-DQA1 34.5 %. Genotypes
for the HLA-DQ2 and/or HLA-DQS heterodimers were present in 92.7 % of patients. HLA-DQ2
was present in 79.1 % of patients while HLA-DQ8 in 20.9 %. There are no significant
difference (P > 0.05) in the frequency of the HLA-DQ2 and/or HLA-DQS carriers depending on
the type of celiac disease. An earlier diagnosis and greater incidence of other autoimmune
diseases in homozygotes, compared to other genotypes, was observed. Conclusions: The
results have shown that the presence of HLA-DQ2/DQ8 heterodimers in Croatian celiac
patients is in range with the existing north-south gradient in European populations. HLA
genotyping in celiac patients has explicit effects in clinical practice when setting up the
diagnosis.
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uvobD

Celijakija je kroni¢na bolest tankoga crijeva uzro-
kovana glutenom iz pSenice, razi i jema. Bolest
je karakterizirana poremecenim imunosnim od-
govorom, u genetski predisponiranih osoba, s po-
sljedi¢nim oSteé¢enjem sluznice tankoga crijeva i
malapsorpcijom?.

lako je jos 1888. godine Samuel Gee dao cjelovit
opis bolesti, naglasivsi da se bolest moze javiti u
svakoj Zivotnoj dobi?, dugi niz godina je celijakija

U etiopatogenezi celijakije uz gluten kao okidac¢ bolesti
genetska predispozicija ima kljuénu ulogu, pri ¢emu je
HLA sustav najvazniji genetski cimbenik. IstraZivanje
HLA-DQA1 i HLA-DQB1 gena u hrvatskih pacijenata s
celijakijom sukladno je postoje¢em gradijentu sjever-
jug u europskim populacijama. Potvrdena je i veéa pri-
druzenost drugih autoimunosnih bolesti.

smatrana bolescu djecje dobi. Klasi¢nu sliku bole-
sti karakteriziraju proljevi i gubitak tjelesne teZine
uz klinicke znakove uzrokovane malapsorpcijom
makro i mirkonutrijenata. Takva se klinicka slika
najcesce javlja u djece u dobi izmedu 6. i 24. mje-
seca. U odraslih je pacijenata najcesée prisutna
neklasi¢na, atipicna klini¢ka slika u kojoj domini-
raju izvancrijevne manifestacije bolesti: anemija
uslijed manjka Zeljeza, gubitak koStane mase, pe-
riferna neuropatija, alterirani jetreni nalazi i dr.*?
Nadalje, celijakija se ¢eSée javlja uz druge auto-
imunosne bolesti i urodene sindrome*, a poveza-
nost se dijelom tumaci zajednickom genetskom
predispozicijom. Naj¢escée bolesti povezane s celi-
jakijom su: Secerna bolest tip 1, autoimunosne
bolesti Stitnjace, autoimunosne bolesti jetre,
upalne bolesti crijeva (Crohnova bolest i ulcero-
zni kolitis), Sjoegrenova bolest te IgA deficijenci-
ja*’. Do 20 % pacijenata moze imati i egzokrinu
pankreasnu insuficijenciju®.

Osim celijakije, klasicne autoimunosne bolesti
uzrokovane glutenom, postoje jos barem dva kli-
ni¢ka entiteta vezana za gluten i to: necelijaki¢na
preosjetljivost na gluten (NCGS) i alergija na pSe-
nicu'®. Za NCGS ne postoje seroloski testovi, a
bolest se dokazuje dvostruko-slijepim, placebo-
kontroliranim uvodenjem glutena u prehranu. U

alergiji na pSenicu postoje specificna IgE protuti-
jela, a za postavljanje dijagnoze je uz IgE protuti-
jela potrebno i dvostruko-slijepo, placebo-kon-
trolirano uvodenje glutena®. Pod utjecajem
popularne literature zamjetan broj ljudi prakticira
dijetu bez glutena, Sto stvara dodatan problem u
egzaktnom postavljanju dijagnoze celijakije. Re-
centno objavljene smjernice za dijagnozu i lijecCe-
nje celijakije’®? uz serologiju i biospiju sluznice
(zlatni standard u postavljanju dijagnoze) snazno
afirmiraju i genetsko testiranje na HLA-DQ2 i
HLA-DQ8 heterodimere u dijagnostickom algori-
tmu. Genetsko testiranje je najcesée potrebno
uciniti u slu¢ajevima diskordantnosti nalaza spe-
cificnih protutijela i nalaza biopsije te u pacijena-
ta koji su sami zapoceli s dijetom bez glutena i ne
prihvacaju test opterecenja'**2. Najveci klinicki
znacaj genetskog testiranja na prisutnost
HLA-DQ2 i HLA-DQS8 heterodimera je u iskljuciva-
nju bolesti s obzirom na njegovu visoku negativ-
nu prediktivnu vrijednost!®13- vise od 95 % obo-
lielih od celijakije nosi HLA-DQ2 ili HLA-DQ8
haplotip**2. No vazno je istaknuti da je 25 % pri-
padnika bijele rase HLA-DQ2 i/ili HLA-DQS8 pozi-
tivno, a celijakiju ¢e razviti samo 4 % nositelja ri-
zicnog genotipa®.

HLA-DQ2 i HLA-DQ8 molekule kodirane su HLA
sustavom koji je lociran na kratkom kraku kromo-
soma 6, u regiji 6p21.3. Regiju Cini vise od 250
gena s 4 milijuna parova baza, Sto priblizno obu-
hvaéa 0,12 % humanog genoma. HLA geni kodira-
ju sintezu proteina koji predocavaju antigene
imunosno kompetentnim stanicama®**’. HUGO-
Gene Nomenclature Commitee je oznalio HLA-
DQA1 i HLA-DQB1 gene razreda Il kao CELIACI i
smatra se da samo HLA regija pridonosi oko 40 %
heritabilnosti celijakije!®*°. Izoforme receptora
HLA-DQ2 i HLA-DQS8, koje su produkti rizicnih ale-
la, imaju snazan afinitet za deaminirani glijadin,
Sto dovodi do aktivacije T-limfocita kao klju¢nog
dijela u patogenezi celijakije®.

Polaze¢i od tih spoznaja multicentricne studije
provedene u Europi prijavile su prisutnost haploti-
pa HLA-DQ2 u 86 do 93 % oboljelih od celijakije,
dok oko 3 do 8 % ovih pacijenata ima HLA-DQS8, ali
ne i HLA-DQ2 molekule®. Dosadasnja seroloska
istraZivanja sugeriraju da je celijakija u hrvatskoj
populaciji primarno povezana s HLA-DR3-DQ2
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haplotipom?!, te je utvrdena prisutnost HLA-DQ2
heterodimera u vise od 90 % pacijenata?, sto je
potvrdeno i HLA genotipizacijom u 63 djeteta obo-
liela od celijakije®.

Cilj rada

Zbog neupitnog znacaja HLA genotipizacije u eti-
opatogenezite u dijagnostici celijakije cilj rada bio
je utvrditi ucestalost HLA-DQA1 i HLA-DQB1 alela
i genotipova, kao i utjecaj navedenih gena na kli-
nicku ekspresiju bolesti.

ISPITANICI | METODE

Ispitanici

U ispitivanje je uklju¢eno 110 pacijenata (60 Zena
i 50 muskaraca) s dijagnosticiranom celijakijom
prema revidiranim ESPGHAN kriterijima* koji su
klinicki obradeni na Klinici za internu medicinu i
Klinici za pedijatriju Klinickog bolnickog centra u
Rijeci. Pacijenti su prikupljeni u okviru znanstve-
no-istrazivackog projekta ,Genetsko testiranje
pacijenata s kroni¢nim bolestima tankog crijeva”
(br. 062-0000000-0219) koji je financiralo Mini-
starstvo znanosti, obrazovanja i sporta Republike
Hrvatske.

Medicinski podaci i humani materijal prikupljeni
su sukladno etickim i bioetickim principima te je
osigurana privatnost ispitanika ukljucenih u istra-
Zivanje i zastita tajnosti podataka. Nakon objas-
njenja svrhe i metodologije istraZivanja te odgo-
vora na eventualna pitanja ispitanika, ispitanik ili
roditelj/skrbnik potpisao je informirani pristanak.
Pacijenti su podijeljeni u dvije skupine prema kli-
nickoj prezentaciji bolesti (klasi¢na i neklasi¢na,
atipi¢na klinicka manifestacija celijakije).

Metode

Molekularno-geneticka analiza HLA-DQA1 i
HLA-DQB1 gena napravljena je na Zavodu za biolo-
giju i medicinsku genetiku Medicinskog fakulteta u
Rijeci i Zavodu za transfuzijsku medicinu KBC Rije-
ka. Ispitanicima je u epruvete s antikoagulansom
(EDTA) izvadeno po 5 ml periferne krvi. Genomski
DNA izolirao se pomocu kitova za izolaciju (Qiagen
FlexiGene DNA Kit -QIAGEN GmbH, Hilden, Ger-
many) prema uputama proizvodaca.

Genotipizacija HLA alela klase Il u pacijenata izvr-
Sena je metodom lancane reakcije polimerazom
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(PCR, Polymerase Chain Reaction) s alel specific-
nim pocetnicama (engl. Sequence Specific Primer
— SSP), pri cemu su koristeni komercijalni kitovi
niske i srednje rezolucije GenoVision SSP (Olerup
SSP AB, Allenex AB, Stockholm, Sweden). Gene-
ticka analiza provedena je standardno prema
uputama proizvodaca, a interpretacija rezultata
vrsila se takoder prema uputi proizvodaca kori-
stedi listu alela IGMT/HLA?.

Statisticka obrada podataka

Statisticka obrada podataka provedena je racu-
nalnim programom Statistika 10.0. Na temelju
dobivenih rezultata usporedene su ucestalosti
genotipova za nosioce HLA-DQ2 i/ili HLA-DQ8
molekula u podskupinama pacijenata pomocu
Hi-kvadrat testa. Takoder je ispitana povezanost
izmedu genotipa i fenotipske ekspresije bolesti. U
okviru analize klini¢kih pokazatelja koristena je
deskriptivna statistika (srednje vrijednosti, stan-
dardne devijacije). Utjecaj genotipova na dob na-
stupa bolesti testiran je jednosmjernim ANOVA
testom. Rezultati su smatrani statisticki znacajno
razli¢itim na razini P < 0,05.

REZULTATI

Klasicnom tipu bolesti pripadalo je 55 (50,0 %)
pacijenata, a neklasichom tipu takoder 55
(50,0 %) pacijenata. Obiteljski oblik bolesti (vise
od jednog oboljelog unutar obitelji) imao je 51
pacijent (46,4 %), a neobiteljski oblik (pojedinac-
ni slu¢aj bolesti unutar obitelji) 59 (53,6 %) (tabli-
ca 1). Prosje¢na dob dijagnosticiranja bolesti u
neklasi¢cnom tipu celijakije bila je 25,6 + 8,6 godi-
na. Nije bilo znacajne razlike (P = 0,798) u dobi
dijagnosticiranja izmedu pacijenata (23,9 £ 10,1) i
pacijentica (26,7 + 7,6). Pacijenti s neklasi¢nim
tipom bolesti podijeljeni su prema prvom simpto-
mu bolesti na one sa supklinickom (20 pacijena-
ta) i simptomatskom (35 pacijenata) manifestaci-
jom bolesti. Nadalje, pridruzene autoimunosne
bolesti (Secerna bolest tip |, autoimunosni hepa-
titis, autoimunosna bolest Stitnjace, artritis) ima-
lo je ukupno 19 pacijenata, 14 Zena i 5 muskara-
ca. Od navedenih klinickih karakteristika bolesti
nisu utvrdene znacajne razlike izmedu muskaraca
i Zena (P> 0,05), iako su u Zena Cesce primijeceni
i drugi autoimunosni poremedaji (23,3 % vs.

http://hrcak.srce.hr/medicina




B. Mijandrusi¢ Sini¢, N. Stargevi¢ Cizmarevi, V. Licul et al.: HLA-DQA1 i HLADQB1 geni u pacijenata s celijakijom

-

Tablica 1. Klinicke karakteristike pacijenata s celijakijom (N = 110)

Ukupno Muskarci Zene 5

N =110 (%) N =50 (%) N = 60 (%)
Tip bolesti
Klasi¢ni tip 55 (50,0) 28 (56,0) 27 (55,0) 0338
Neklasi¢ni tip 55 (50,0) 22 (44,0) 33 (45,0) ’
Dob (godine) dijagnosticiranja u neklasi¢cnom tipu 256486 23,9+ 10,1 267476 0,241
bolesti (x £ SD)
Obiteljski pacijenti 51 (46,4) 19 (38,0) 32 (53,3) e
Neobiteljski pacijenti 59 (53,6) 31 (62,0) 28 (46,7) ’
Prvi simptomi bolesti u neklasi¢cnom tipu celijakije (N) 55 22 33
Supklinigki 20 (36,4) 5(22,7) 15 (45,5) 0.153
Simptomatski 35 (63,6) 17 (77,3) 18 (54,5) ’
Pridruzene autoimunosne bolesti 19 (17,3) 5(10,0) 14 (23,3) 0,073

Tablica 2. Frekvencije HLA-DQAL1 i HLA-DQB1 alela u pacijenata s celijakijom (N = 110)

HLA-DQA1 n = 220 HLA-DQBL1 n = 220
Alel Broj alela Frekvencija (%) Alel Broj alela Frekvencija (%)
*01:01 12 5,4 *02 110 50,0
*01:02 15 6,8 *03:01 10 4,5
*01:03 15 6,8 *03:02 37 16,8
*01:04 2 0,9 *03:03 3 1,4
*02:01 49 22,3 *03:04 2 0,9
*03:01 38 17,3 *04 5 2,3
*04:01 5 2,3 *05 28 12,7
*05:01 79 35,9 *06 25 11,4
*05:05 5 2,3 * -
*
Tablica 3. Frekvencije HLA-DQAL1 i HLA-DQB1 genotipova u pacijenata s celijakijom (N = 110)

Genotip HLA-DQA1 Fre;"(‘f,/?)c“a Genotip HLA-DQB1 F'e:\‘l"(‘;')cija
*05:01 *02:01 26 (23,6) *02 *02 26 (23,6)
*05:01 *03:01 14 (12,7) *02 *05 18 (16,4)
*05:01 *01:03 8(7,3) *02 *06 16 (14,5)
*05:01 *05:01 7 (6,4) *03:02 *06 7 (6,4)
*05:01 *01:02 6 (5,5) *02 *03:02 9(8,2)
*02:01 *01:03 6 (5,5) *03:02 *05 7 (6,4)
*03:01 *03:01 5 (4,5) *02 *03:01 6 (5,5)
*03:01 *01:01 5 (4,5) *03:02 *03:02 5(4,5)
*03:01 *01:02 5 (4,5) *02 *04 4 (3,6)
*05:01 *01:01 4(3,6) *03:02 *03:01 3(2,7)

# # <3,0 *02 *03:03 2(1,8)
*02 *03:04 2(1,8)
& & <2,0

# HLA-DQA1 genotipovi zastupljeni su pojedinacno s manje od 3 %: *02:01 *05:05 1,8 %, *01:04 *05:01 1,8 %, *02:01 *04:02 0,9 %, *03:01 *02:01 2,7 %,
*01:01 *02:01 1,8 %, *01:02 *02:01 2,7 %, *01:03 *03:01 0,9 %, *05:01 *05:05 1,8 %, *02:01 *02:01 1,8 %, *02:01 *04:01 0,9 %, *01:01 *05:05 0,9 %,
*05:01 *04:01 2,7 %

& HLA-DQB1 genotipovi bez rizi¢nih alela zastupljeni su pojedinacno s manje od 2 %: *05 * 06 1,8 %, *05 * 05 0,9 %, *06 *03:01 0,9 %, *04 *03:02 0,9 %
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Tablica 4. Frekvencije HLA-DQ2 i HLA-DQ8 u pacijenata prema tipu celijakije (N = 110)
HLA Pacijenti *Klasicni tip celijakije (N =55) @ *Neklasicni tip celijakije (N = 55)
N (%) N (%) N (%)
DQ2 87 (79,1) 41 (74,5) 45 (81,8)
DQ8 23 (20,9) 12 (21,8) 11 (20,0)
DQ2 i DQ8 8(7,3) 4(7,3) 4(7,3)
Homozigot za DQ2 ili DQ8 22 (20,0) 8 (14,5) 13 (23,6)
DQ2/DQ8 negativan 8(7,3) 6(10,9) 3(5,5)
*P vrijednost izmedu klasi¢nog i neklasi¢nog tipa celijakije > 0,05

10,0 %), dok pri prvoj manifestaciji bolesti kod
pacijenata s neklasi¢nim tipom celijakije muskarci
imaju izrazenu simptomatsku pojavnost bolesti
(77,3 % vs. 54,5 %).

Analiza HLA-DQA1 i HLA-DQB1 lokusa obuhvatila
je 110 pacijenata s celijakijom. U tablici 2 prikaza-
ne su frekvencije HLA-DQA1 i HLA-DQB1 alela,
dok je u tablici 3 prikazana distribucija HLA-DQA1
i HLA-DQB1 genotipova u ovih pacijenata. Medu
HLA-DQA1 alelima najveca frekvencija utvrdena
je za alel HLA-DQA1*05:01 (35,9 %), zatim za
HLA-DQA1*02:01 (22,3 %) te HLA-DQA1*03:01
(17,3 %), dok medu HLA-DQB1 alelima najvecu
ucestalost imaju HLA-DQB1*02 (50,0 %) i HLA-
-DQB1*03:02 (16,8 %) te HLA-DQB1*05 (12,9 %) i
HLA-DQB1*06 (11,4 %). Distribucija HLA-DQA1
genotipova pokazuje najveéu ucestalost heterozi-
gota s po dva rizicna alela HLA-DQA1*05:01/
DQA1*02:01 (23,6%) te HLA-DQA1*05:01/
DQA1*03:01 (12,7 %), dok je homozigota HLA-
-DQA1*05:01/DQA1*05:01 bilo 6,4 %. Homozigot
za HLA-DQB1*02 alel pokazao se najucestaliji s
23,6 %, zatim slijede genotip HLA-DQB1*02/
DQB1*05 s 16,4% i genotip HLA-DQB1*02/
DQB1*06 s 14,5 %. Analiza HLA-DQA1 i HLA-
-DQB1 gena usporedena je u skupinama pacije-
nata ovisno o spolu i tipu bolesti (klasi¢ni i nekla-
sicni tip; obiteljska i neobiteljska celijakija), pri
¢emu nisu utvrdene statisticki znacajne razlike u
frekvencijama alela i genotipova medu navede-
nim skupinama (P > 0,05).

Od svih pacijenata u njih 5 (2,9 %) nije utvrden
genotip s rizicnim DQB1 alelom. Nadalje, analiza
je pokazala da 8 (7,3 %) od 110 pacijenata s celi-
jakijom nema niti HLA-DQ2 niti HLA-DQS8 hetero-
dimer (tablica 4), iako svi pacijenti imaju barem
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jedan rizicni HLA-DQA1 ili HLA-DQB1 alel. Najvedi
broj pacijenata ima HLA-DQ2 (79,1 %), njih
20,9 % ima HLA-DQS8, dok je homozigota za HLA-
-DQ2, odnosno HLA-DQS, ili slozenih heterozigo-
ta (DQ2/DQ8) ukupno 27,3 %. Nije utvrdena ra-
zlika (P < 0,05) u ucestalosti nosioca HLA-DQ2 i/ili
HLA-DQS8 u ovisnosti o tipu celijakije. Kod pacije-
nata s neklasi¢nim tipom celijakije usporedena je
dob dijagnoze bolesti ovisno o statusu HLA-DQ2
i/ili HLA-DQS8 (negativan, jednostruka ili dvostru-
ka doza) pri ¢emu je opaZen trend (F = 1,99;
P = 0,146) ranijeg postavljanja dijagnoze u homo-
zigota (23,6 £ 9,9 godina) za navedene HLA-DQ
heterodimere u odnosu na heterozigote (26,0
7,1 godina) i pacijente bez HLA-DQ2 i HLA-DQS8
(34,0 £ 13,4 godina). Takoder je primijeéena veca
pojavnost drugih autoimunosnih bolesti kod ho-
mozigota HLA-DQ2 i/ili HLA-DQS8 (26,7 %) u od-
nosu na heterozigote (15,5 %) (P = 0,194).

Niti rizicni HLA-DQB1*02 alel u homozigotnom
obliku nije bio zdruZen sa znacajno ranijim nastu-
pom neklasi¢nog tipa celijakije (25,2 vs. 25,7 go-
dina, P = 0,854), dok je opaZen trend cescée pri-
druZenosti autoimunosnih poremedaja u ovih
homozigota (19,2 vs. 14,3 %, P > 0,05).

RASPRAVA

Znacaj HLA-DQ2 i HLA-DQS8 heterodimera u pato-
genezi celijakije otkriven je jo$ ranih sedamdese-
tih godina proslog stolje¢a®. Brojna geneticko-
epidemioloska istraZivanja ukazala su da veéina
pacijenata ima HLA-DQA1*05 i HLA-DQB1*02
alele koji kodiraju HLA-DQ2 protein, dok su u
ostalih slucajeva najc¢esc¢e utvrdeni HLA-DQA1*03
i HLA-DQB1*03:02 aleli koji kodiraju HLA-DQ8
protein'®?%?’, Prema rezultatima naseg istraZiva-
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nja genotipovi za HLA-DQ2 i HLA-DQ8 heterodi-
mere prisutni su u 92,7 % pacijenata s celijaki-
jom. No HLA-DQ2 prisutan je u 79,1 % pacijenata,
s$to je nesto niZe od vrijednosti prijavljenih u vedi-
ni europskih populacija, prvenstveno iz sjevero-
zapadne i srednje Europe®?’. Razlike u ucestalo-
sti HLA-DQ2 i HLA-DQ8 vec su opisane izmedu
populacija sjeverne i juzne Europe, pa je tako,
primjerice, u talijanskih pacijenata frekvencija
HLA-DQ2 takoder nes$to niza i iznosi 83,8 %%. S
druge pak strane, HLA-DQ8 heterodimer utvrden

Prema recentnim smjernicama za dijagnozu i lijecenje
celijakije genetsko testiranje ima vazno mjesto u dija-
gnostickom algoritmu zahvaljujuéi svojoj negativnoj
prediktivnoj vrijednosti. Zbog sve ceSéeg izostavljanja
glutena iz prehrane uvodenje molekularne dijagnostike
u klinicku praksu ima dodatni znacaj u to¢nijem postav-
ljanju dijagnoze celijakije kao jedne od najc¢escih kronic-
nih bolesti probavnog sustava.

je u 20,9 % nasih pacijenata, sto je viSe negoli u
nedavnoj europskoj studiji*® provedenoj na 2 308
pacijenata iz Nizozemske, Velike Britanije i Irske,
gdje frekvencija iznosi do 10 %. U susjednim po-
pulacijama srpskih i slovenskih pacijenata
HLA-DQS je zastupljen u 2,7 %, odnosno 8,8 %, u
talijanskih pacijenata iznosi 12,7 %, dok populaci-
ja iranskih pacijenata biljezi visoku frekvenciju
HLA-DQS od 25,4 %26:28-30,

IstraZivanja HLA-a u oboljelih od celijakije u hr-
vatskoj populaciji temeljena su uglavhom na se-
roloskoj analizi, dok je nasa studija analizirala
HLA-DQAL1 i HLA-DQB1 alele i genotipove te nje-
zini rezultati proSiruju dosadasnje podatke dobi-
vene u razli¢itim europskim populacijama. Tako
su do sada objavljena seroloska istrazivanja HLA
antigena u djece oboljele od celijakije, gdje su
Persi¢ i suradnici® utvrdili da je od 26 djece njih
73 % imalo HLA-DR3 fenotip. IstraZivanje Jurcica i
sur.22temeljeno na HLA tipizaciji 58 djece oboljele
od celijakije pokazalo je da su HLA-DR3 antigeni
bili prisutni u 84 % oboljelih. Jedina molekularno-
-geneticka studija Zunec i sur.2 provedena je u 63
djeteta oboljela od celijakije, te je utvrdila HLA-
DQ2 heterodimere u 93,7 %, a HLA-DQ8 u 4,8 %

pacijenata, s viSim udjelom HLA-DQ2 i nizim udje-
lom HLA-DQ8 u odnosu na nase rezultate.

U nasem istrazivanju bila je veda frekvencija
HLA-DQA1*0201-DQB1*02 haplotipa negoli u
radu Zunec i sur.2 (37,3 % vs. 10,3 %). Naime,
HLA-DQA1*02:01-DQB1*02:02 haplotip zastu-
pljeniji je u zemljama Mediterana i kodira DQ2.2
isoformu?’. Heterodimer a1*0201-1*02 mozZe
prezentirati pojedine epitope glutena na T-stani-
cama te je implicirana njegova ukljucenost u pa-
togenezu celijakije. Moguci uzrok ovih razlika u
HLA distribuciji je mali broj ispitanika, ali i ¢injeni-
ca da su svi pacijenti uklju€eni u nase istrazivanje
iz primorskog dijela Hrvatske, dok je vecina ispi-
tanika u prethodnoj studiji bila iz podrucja konti-
nentalne Hrvatske. Vazno je istaknuti i da su pret-
hodne hrvatske studije ispitivale iskljucivo
pedijatrijsku populaciju.

Nadalje, prema nasim rezultatima svi pacijenti
imali su barem jedan rizicni HLA-DQA1 ili HLA-
-DQB1 alel, dok samo jedan pacijent nije imao ri-
zicni HLA-DQB1 alel nego DQA1*05:01 alel. To je
u skladu s prijasnjim studijama u kojima je poka-
zano da i samo jedan alel DQA1*05 ili DQB1*02,
koji kodira polovicu HLA-DQ2 heterodimerne mo-
lekule, moze pridonijeti predispoziciji i pojavnosti
celijakije?”*. Homozigota i sloZenih heterozigota
za rizicne HLA-DQB1 alele bilo je 51,8 %, a za
HLA-DQA1 34,5 %. Slicne frekvencije prijavljene
su i u drugim europskim populacijama.

Jos jedan zanimljiv pokazatelj je da u 7,1 % nasih
pacijenata nije potvrden HLA-DQ2 niti HLA-DQ8
Sto je sukladno s rezultatima dobivenim na uzor-
ku od 1008 pacijenata iz europskih populacija,
gdje je prosjecna frekvencija 6,1 %. Nize fre-
kvencije HLA-DQ2 i HLA-DQ8 negativnih pacije-
nata prisutne su u populacijama sjeverozapadne
Europe, primjerice u Finskoj 4 % te u Norveskoj i
Svedskoj 3,4%. S druge strane veéi udio
HLA-DQ2 i HLA-DQ8 negativnih pacijenata pri-
javljen je u Francuskoj (6,6 %) i Italiji (9,0 %)%.
Ipak, recentna talijanska studija®! referira 4,2 %
pacijenata koji su HLA-DQ2/DQ8 negativni, te
sugerira visoku prevalenciju DQ7 haplotipa u
ovih pacijenata.

Analiza HLA genotipa i klinicke ekspresije bolesti
nije pokazala znacajnu povezanost, Sto je mogu-
¢a posljedica relativno malog broja testiranih
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pacijenata. Ipak je u pacijenata s neklasi¢nim ti-
pom celijakije uocen trend ranijeg postavljanja
dijagnoze, kao i veca pojavnost drugih autoimu-
nosnih bolesti u homozigota za HLA-DQ2 i/ili
DQ8 heterodimere. Naime, poznato je da homo-
zigoti za HLA-DQ2 genotip imaju najvedi rizik za
razvoj celijakije, a na temelju genetskog testira-
nja i detekcije polimorfizama HLA-DQA1 i
HLA-DQB1 gena te haplotipova stvoreni su mo-
deli za predikciju rizika za celijakiju unutar eu-
ropskih populacija?®?’32,

Genetsko testiranje se u nasoj dosadasnjoj klinic-
koj praksi najveé¢im dijelom koristilo u transplan-
tacijskoj medicini te u reumatologiji. No, prema
recentnim smjernicama za dijagnozu i lijeCenje
celijakije genetsko testiranje ima vazno mjesto u
dijagnostickom algoritmu, zahvaljujuéi svojoj ne-
gativnoj prediktivnoj vrijednosti®*2, Zbog sve Ce-
S¢eg izostavljanja glutena iz prehrane, postavlja-
nje egzaktne dijagnoze najcesce je nemogucde bez
genetskog testiranja. Recentna literatural®123
preporucuje genetsko testiranje u klinickoj praksi
u sljedecim situacijama: pacijenti sa sumnjom na
celijakiju u kojih postoji diskrepanca seroloskog i
patohistoloskog nalaza biopsije sluznice tankoga
crijeva, u pacijenata koji su zapoceli bezglutensku
dijetu bez adekvatnog odgovora na terapiju — ge-
netsko testiranje moZze iskljuciti eventualno ne-
to€no postavljenu dijagnozu, u pacijenata koji su
zapoceli dijetu bez glutena prije adekvatne klinic-
ke obrade i ne Zele na test optereéenja glutenom,
u pacijenata s povisenim rizikom za celijakiju —
pridruZzene autoimunosne bolesti (Se¢erna bolest
tip I, autoimunosna bolest stitnjace i autoimuno-
sna bolest jetre) i u pacijenata s kromosomskim
aberacijama (Down, Turner, Williams sindrom) te
u prvih srodnika pacijenata.

Nadalje prema ESPGHAN-ovim smjernicama iz
2012. godine te preporukama Hrvatskog drus-
tva za djecju gastroenterologiju, hepatologiju i
prehranu (Postupnik za dijagnostiku celijakije u
djece)?*, predlaZe se izostavljanje biopsije sluzni-
ce tankoga crijeva u pacijenata sa simptomima
celijakije uz prisutnost 10 x N vrijednosti protu-
tijela na tkivnu transglutaminazu (anti-tTG) i
pozitivnih endomizijskih protutijela (EMA) te
pozitivno genetsko testiranje na DQ2/DQ8 hete-
rodimere.
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ZAKLIUCCI

Zaklju¢no, naS rad pokazao je prisutnost
HLA-DQ2/DQ8 heterodimera u 92,7 % ispitanika,
s ve¢im udjelom HLA-DQS8 (20,9 %), sto je suklad-
no postoje¢em sjever-jug gradijentu u europskim
populacijama. Pacijenti koji su bili HLA-DQ2/DQ8
negativni imali su barem po jedan rizi¢ni alel, od
kojih 68 % HLA-DQA1*05, sto je u skladu s recen-
tnom literaturom.

U pacijenata s neklasi¢nim tipom celijakije uocen
je trend ranijeg postavljanja dijagnoze, kao i veca
pojavnost drugih autoimunosnih bolesti u homo-
zigota za HLA-DQ2 i/ili DQS8 heterodimere.
Unato¢ manjem broju ispitanika i genetickoj
analizi niske i srednje rezolucije, ovaj rad ima
nesumnjiv znacaj jer daje podatke o HLA genoti-
povima u hrvatskih pacijenata s celijakijom.
Zbog sve veceg broja ljudi koji izostavljaju gluten
iz prehrane uvodenje molekularne dijagnostike
u svakodnevnu klini¢ku praksu ima dodatni zna-
¢aj u tocnijem postavljanju dijagnoze celijakije
kao jedne od najéeséih kronicnih bolesti probav-
nog sustava.

Izjava o sukobu interesa: Autori izjavljuju da ne postoji
sukob interesa.
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