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SAZETAK

Celijakija je kroni¢na imunoloSki posredovana enteropatija tankog crijeva koju pokreée
izlozenost glutenu kod osoba koje su genetski predisponirane. Medutim, zajedno s glutenom,

i drugi ¢imbenici okoli$a takoder su ukljuceni u nastanak celijakije.

U prijasnjim istrazivanjima dokazano je da vitamin D utjeCe na imunoloski odgovor
modificiraju¢i funkciju T limfocita, NK stanica, B stanica te antigen prezentirajucih stanica,
na taj nain da se veZze za vitamin D receptor (VDR). Cilj ovog rada bio je utvrditi utjecaj

gena za vitamin D receptor u razvoju celijakije.

U istrazivanju je sudjelovalo 196 oboljelih od celijakije koji su bili uskladeni po broju i spolu
s kontrolnom skupinom. Istrazivali smo ucestalost genotipova i frekvenciju alela u Fokl
polimorfizmu VDR gena kod dvije skupine bolesnika. Ispitanici su usporedeni po spolu, tipu
bolesti i prisutnosti pridruzenih bolesti. Za analizu Fokl polimorfizma VDR gena koristen je
PCR uredaj za umnozavanje ciljnog fragmenta DNA, nakon ¢ega su uzorci podvrgnuti
djelovanju Fokl restrikcijskog enzima. Fragmenti su detektirani agaroznom gel-

elektroforezom.

Istrazivanje nije pokazalo statistiCki znacajnu razliku u ispitivanim skupinama, medutim
mozemo napomenuti kako je od 33 ispitanika koji su imali neku od pridruzenih bolesti njih
pet imalo diabetes mellitus tipa | koji se povezuje s celijakijom te bi stoga bilo zanimljivo

promatrati raspodjelu podataka na ve¢em broju ispitanika (p>0,05).

Na kraju istrazivanja mozemo zakljuéiti kako FokI polimorfizam VDR gena nema utjecaj u
podloznosti za celijakiju dok bi za eventualnu povezanost s klinickom slikom valjalo provesti

istrazivanje na ve¢em broju bolesnika.

Klju¢ne rijeci: celijakija, vitamin D receptor, Fokl polimorfizam VDR gena



SUMMARY

Celiac disease is a chronic immune-mediated small bowel enteropathy triggered by gluten
exposure in a genetically predisposed person. However, along with gluten, other

environmental factors are also involved in the development of celiac disease.

Previous research has shown that vitamin D affects the immune response by modifying the
function of T lymphocytes, NK cells, B cells, and antigen presenting cells, by binding to the
vitamin D receptor (VDR). This study aimed to determine the influence of the vitamin D

receptor gene on the development of celiac disease.

The study involved 196 patients with celiac disease, who were matched in number and sex
with the control group. We investigated the frequency of genotypes and allele frequency in
the Fokl polymorphism of the VDR gene in two groups of patients. Subjects were compared
by gender, disease type, and the presence of associated diseases. A PCR device for
amplifying the target DNA fragment was used to analyze the VDR Fokl polymorphism, after
which the samples were subjected to the Fokl restriction enzyme overnight. Fragments were

detected by gel electrophoresis.

The study did not show a statistically significant difference in the study groups, but we can
note that of the 33 subjects who had any of the associated diseases, five had type 1 diabetes
mellitus, which could be associated with celiac disease, and therefore it would be interesting

to observe data on vulnerability subjects (p > 0.05).

At the end of the study, we can conclude that the Fokl polymorphism of the VDR gene does
not affect susceptibility to celiac disease, while for a possible association with the clinical

picture, research should be performed on a larger number of patients.

Keywords: celiac disease, vitamin D receptor, Fokl VDR gene polymorphism
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1. UvOD

1.1. CELNAKIJA

Celijakija (CD, engl. celiac disease) je kroni¢na imunoloski posredovana enteropatija koja
zahvacéa tanko crijevo u genetski predisponiranih osoba, a nastaje kao posljedica trajne
nepodnosljivosti glutena. Bolest je u cijelosti opisao Samuel Gee jo§ 1888. godine, naglasivsi
da se bolest moze javiti u svakom periodu zivota, dok se do tada smatrala isklju¢ivo boles¢u
djecje dobi (1). Celijakija je rezultat sloZene interakcije izmedu genetskih i okolisnih
¢imbenika, te imunoloSkog sustava koji dovode do neodgovarajuc¢eg odgovora T stanica U

mukozi tankog crijeva na gluten i na kraju do atrofije istoga (2).

Klini¢ka slika celijakije je vrlo slozena no neki od najcesc¢ih simptoma su proljev, nadutost,
bol u Zelucu, anemija, gubitak tezine, bolovi u kostima i zglobovima. Medutim, specifi¢nost
bolesti je da simptomi medu bolesnicima mogu biti vrlo razliciti, pa tako tako pojedini ne

mora imati sve karakteristicne simptome, ve¢ simptomi mogu djelomi¢no ili potpuno izostati

3).

1.2. POVIEST CELIJAKNE

Zitarice su prvi put koristene za redovitu konzumaciju u ljudskoj prehrani tek prije otprilike
10 000 godina u Mezopotamiji i oko 3000 godina kasnije u srednjoj Europi. U drugom
stolje¢u naSe ere Aretej iz Kapadokije opisao je bolest ,trbuha“ koja je oc€ito bila povezana s
prehranom, ali se ipak Samuel Gee smatra prvim Kkoji je opisao bolest koju danas znamo kao
celijakiju. Celijakija je u prvoj polovici 20. stolje¢a bila bolest visoke smrtnosti koja je

dosezala ¢ak 30%.

Pedijatar K. W. Dicke iz Utrechta i Haaga, poc¢etkom 1930-ih, prvi je povezao celijakiju s
konzumacijom pSenice. Potvrdio je svoju hipotezu kada se simptomi njegovih pacijenata

poboljsali tijekom nestaSice Zitarica koja je vladala pred kraj Drugog svjetskog rata.

lako je precizna i racionalna dijagnosticka procjena sada moguca, celijakija je i dalje
nedovoljno istraZzena zbog Sirokog klinickog spektra 1 nedovoljne upotrebe seroloskog probira

2, 3).



1.3. EPIDEMIOLOGIA

Prevalencija celijakije znacajno varira, pa se tako do prije Cetrdesetak godina smatrala
relativno rijetkom boles¢u ograni¢enom isklju¢ivo na europski kontinent, dok je s razvojem
dijagnostickih metoda danas poznato kako je celijakija zapravo sveprisutna bolest s
prevalencijom od oko 1-2%, pa se tako pretpostavlja kako su zapravo znacajne promjene u
prehrambenim navikama, a tu se prije svega misli na osobito povecani unos glutena glavni
¢imbenici za poveéanje prevalencije bolesti (3). Odnos Zena i muskaraca koji oboljevaju
kre¢e se od 1:3 do 1,5:1. Celijakija je bolest koja pogada sve dobne skupine no ipak
istrazivanja dokazuju kako ¢ak 70% pacijenata ima dijagnozu stariju od 20 godina. Isto tako,
rizik od nastanka celijakije u veci je kod srodnika u prvom koljenu nego kod drugog i trec¢eg
koljena. Takoder, studije na blizancima pokazale su da je rizik za oboljenje mnogo veci kod
monozigodnih blizanaca od dizigotnih blizanaca (4). Visoki rizik za pojavu celijakije imaju i
stanja kao S§to je dijabetes tipa I, anemija, hepatitis, osteopenija, primarna bilijarna ciroza,
Turnerov i Downov sindrom, autoimunosne endokrinopatije poput bolesti Stitnjace i

Addisonove bolesti, ataksija, miastenija, epilepsija i IgA-nefropatija (3).

1.4. GLUTEN

Uzgoj divljih zitarica zapocela su nomadska plemena u Aziji jo$ prije 10.000 godina od kuda
se ta kultura prosirila po cijelom svijetu, a razvojem tehnike pravljenja kruha izabirale su se
sve kvalitetnije zitarice s ve¢im udjelom glutena koji je pridonosio boljoj elasti¢nosti tijesta.
Gluten je smjesa dvije bjelanc¢evina (glijadin i glutenin) koja se nalazi u pSenici. Bjelan¢evina
glijadin ¢ini prolaminski dio bjelancevine, a glutenin tvori glutelinski dio. Ove dvije
bjelancevine karakteristicne su za pSenicu, medutim i zitarice kao Sto je raz, jeCam i zob
sadrze bjelancevine koje izazivaju intoleranciju u genski predisponiranih osoba. Prolaminski

dio, glijadin odgovoran je za upalu sluznice tankog crijeva kod takvih osoba.

Svojstva poput viskoznosti i elasti¢nosti glutenske smjese omogucéavaju postizanje
zadovoljavajuce teksture tijesta i okusa tijesta. Gluten vise nije samo sastojak kruha, kolaca i
tjestenina, ve¢ je razvojem prehrambene industrije dospio u razme namirnice kao §to su
industrijski pripremljene juhe, slatkisi, umaci i suhomesnati proizvod u kojima gluten nije
izvorna bjelancevina ve¢ je tamo dospio ili kriznom kontaminacijom ili pak namjernim

dodavanjem kako bi proizvod obogatio svojim svojstvima. Zbog svih navedenih ¢injenica



unos glutena u prehrani, osobito u zapadnoj populaciji, stalno raste te se procjenjuje da jedan

stanovnik dnevno konzumira 15-50 grama (3, 6).

B 58

Gliadin Glutenin

-

Gluten (gliadin + glutenin)
Slika 1. Struktura glutena (Preuzeto: https://www.fittijelo.com/sto-je-gluten/)

Gluten je glavni okolisni ¢imbenik koji uzrokuje razli¢ite poremecaje koji su konsenzusom
odrzanom 2012. godine podijeljeni na tri osnovna oblika. Uz celijakiju kao autoimuni
poremecaj, moguéa je i alergijska reakcija na gluten, te imunoloski posredovana

preosjetljivost na gluten (6).

1.5. OKOLISNI CIMBENICI U NASTANKU CELIJAKIJE
Nacini hranjenja u prvoj godini zivota i potencijalne virusne infekcije mogu biti ukljuc¢eni u
razvoj celijakije. Prospektivna studija istraZivala je ulogu odredenog zaraznog agensa u
celijakiji, a autori su otkrili da povecana ucestalost infekcije rotavirusom predvida povecani
rizik od celijakije u djece. Gluten, jedan od najcescih sastojaka u ljudskoj prehrani, uglavnom
¢ine prolamini i glutenin. Prolamini u pSenici su gliadini, u razi sekalini i u jeému hordeini.
Catassi i suradnici (28) predlozili su da je 50 mg glutena dnevno minimalna koli¢ina koja
moze utvrditi evidentne promjene sluznice tankog crijeva u ispitanika s celijakijom. Drugi
klju¢ni okolisni ¢imbenici Koji se navode su trajanje dojenja, te vrijeme uvodenja glutena u

prehranu djeteta. Uz to, kod ispitanika koji su oboljeli od celijakije pronaden je povecéani broj



gram-negativnih bakterija i smanjen broj bifidobakterija. Ostali raspravljani ¢imbenici

okolisa mogli bi biti teski metali i bakterijska transglutaminaza prisutna u hrani (11).

1.6. KLINICKA SLIKA | OBLICI CELIJAKIJE

Gluten mozZe izazvati Citav niz poremecaja U preosjetljivin osoba. Pa tako uz glutensku
enteropatiju moze dovesti i do koznih promjena uzrokovanih konzumacijom istog, takoder

kod nekih osoba javlja se alergija i preosjetljivost na gluten.

Svaki od tri osnovna oblika poremecaja glutena pojavljuje se kod odredenih pojedinaca u vise

tipova, pa se upravo tako i celijakija moze podijeliti u dva osnovna tipa (6).

Svjetska gastroenteroloSka organizacija definirala je dva tipa celijakije: klasi¢ni i neklasi¢ni
tip. Kod klasi¢nog tipa bolesti klinicku sliku karakteriziraju znakovi i simptomi ukljucujuci
proljev, malapsorpciju, steatoreju te gubitak tjelesne mase. Klasi¢ni tip celijakije se obi¢no
javlja u djece do druge godine zivota pa se stoga moze primijetiti i zaostalost u rastu i razvoju
uz ostale klinicke znakove uzrokovane manjkom apsorpcije makro i mirkonutrijenata (1-6). U
neklasi¢nom tipu celijakije bolesnici najces¢e imaju blage gastrointestinalne simptome. Isto

tako, nerijetko su to ne povezani simptomi te bez jasnih znakova malapsorpcije.

Kod takvih bolesnika se mogu javiti i drugi simptomi kao §to su anemija zbog nedovoljno
zeljeza, nedostatak vitamina (folne kiseline i B12), iscrpljenost, kroni¢na migrena, periferna
neuropatija, oStecenje zubne cakline, Smanjenje koStane mase, rana menopauza, prijelomi
kostiju, neplodnost, depresija, te dermatitis herpetiformis. Neklasi¢ni tip celijakije se javlja u
odraslih osoba (1, 5, 6).

Uz celijakiju kao osnovnu bolest pacijenti nerijetko mugu imati i pridruzene bolesti, a
najcesce su to autoimune bolesti. Dokazana je genska povezanost glutenske enteroatije s
nekolicinom autoimunih bolesti koje se zajedno nasljeduju. Najcesce bolesti koje se povezuju
s celijakijom su diabetes mellitus tipa 1, zatim autoimune bolesti Stitnjace i jetre, sindromi
kao $to je Turner i Down, upalne bolesti crijeva, IgA deficijencija te Sjoegrenova bolest.
Glutenska enteropatija zahvaca tanko crijevo pa se stoga povezuje kao uzrok egzokrine

pankreasne insuficijencije s posljediénom atrofijom acinarnih stanica te fibrozom gusterace

(5).



1.7. MEHANIZAM DJELOVANJA | PATOGENEZA CELIJAKIJE

Tri elementa kljuéna za nastanak celijakije su gluten, genska predispozicija i imunosni

odgovor.

Osnovini mehanizam kojim gluten utjeCe na pojavu upalne reakcije je posredovan
glutaminom i prolaminom koji sprjecavaju zelu¢anu i pankreasnu peptidazu, te peptidazu
crijevnih resica da probave gluten u potpunosti. Uslijed toga veliki peptidi prolaze kroz epitel
crijeva i ulaze u laminu propriju transcelularnim ili paracelularnim putem, te tamo dolazi u
kontakt s tkivnhom transglutaminazom (tTG) koja deaminacijom pretvara glutamin u
glutaminsku kiselinu (5).

Nakon procesa deaminacije u lamini propriji dolazi do porasta afiniteta glijadinskih peptida
za HLA receptore na antigen prezentiraju¢im stanicama (APS, te na taj na¢in interakcijom
deaminiranog glijadina 1 HLA receptora dolazi do aktivacije steCenog imunosnog odgovora

posredovanog intestinalnim CD4+ T-limfocitima (1).
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Slika 2. Mehanizam djelovanja imunoloskog odgovora prilikom unosa glutena (Preuzeto:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6258800/)



Medutim, bez genetske predispozicije pojavnost bolesti nije moguca. Istrazivanja su dokazala
kako 10-15% srodnika prvog koljena osoba koje imaju celijakiju imaju je i sami pa je tako u
jednojajcanih blizanaca visok postotak oboljelih, dok se kod dvojaj¢anih blizanaca bolest
javlja u oko 30%. Isto tako istrazivanja su dokazala kako vise od devedeset i pet posto
bolesnika s celijakijom nosi DQ?2 ili DQ8 haplotip humanog leukocitnog antigena (HLA),

dok ga u opcoj populaciji ima 30-40% osoba od kojih ¢e oko 3% razviti celijakiju.

Isto tako, kako je jedan od elemenata potrebnih za nastanak celijakije imunosni odgovor, te je
ve¢ opisano na koji nain steCeni imunitet sudjeluje u nastanku celijakije, vazno je jo$
napomenuti kako se smatra da u imunosnoj reakciji na gluten uz steceni sudjeluje i urodeni

imunosni sustav (3, 5).

1.8. HLA GENI | CELIJAKIJA

Mehanizam razvoja celijakije ovisi o medusobnoj povezanosti okolisnih i genetskih
¢imbenika. Najvazniji ¢imbenik okoliSa u razvoju CD-a je konzumacija glutena, §to se
odrazava u svjetskoj distribuciji CD-a. Genetska osjetljivost je, medutim, kljucni faktor, jer
ée samo osobe s genetskom predispozicijom razviti bolest. Cimbenici okolisa u kontekstu

genetske osjetljivosti pokre¢u imunoloski sustav, koji je osnovni uzrok patogeneze CD-a (3).

Najvazniji genetski ¢imbenik u razvoju CD-a je prisutnost specifiécnih HLA molekula klase 11
HLA-DQ?2 ili HLA-DQS8, za koje je dokazano da su odgovorni za oko 40% genskog rizika za
razvoj celijakije koji su prema HUGO (Gene Nomenclature Committee) svrstani u skupinu
CELIAC1 (3). HLA razreda II. gradeni su od jednog a i jednog B lanca koji se medusobno
razlikuju u slijedu aminokiselina (1). HLA-DQ2 i HLA-DQ8 kodirane su HLA sustavom koji

je lociran na kratkom kraku kromosoma 6, u regiji 6p21.3 (1,7).

Pored CD-a, prisutnost DQ2 i DQ8 haplotipova povezana je i s drugim autoimunim bolestima

kao $to su dijabetes tipa I.

Devedeset do devedeset i pet posto bolesnika s CD-om izrazava odredeni HLA-DQ2
heterodimer kodiran alelom HLA-DQAZ1*05 u kombinaciji s alelom HLA-DQB1*02, a jos se
naziva i HLA-DQ2.5. Ovaj se heterodimer moze kodirati u cis konformaciju, kada su oba
alela smjestena na istom kromosomu, prisutan kod osoba koje imaju haplotip HLA-
DQA1*05:01/HLA-DQB1*02:01. Heterodimer HLA-DQ2.5 takoder se moze kodirati



alelima u trans konformaciju u oni koji izrazavaju HLA-DQA1*05:05 s HLA-DQB1*03:01
(DQ7) na jednom kromosomu. Uz HLA-DQ2, 5% do 10% bolesnika s CD-om nosi i HLA-
DQ8 kodiran alelom HLA-DQB1*03:02, naj¢es¢e u kombinaciji s HLADQA1*03:01 (3).

1.9. DIJAGNOSTIKA CELIAKIJE

Pravovremena dijagnoza i stroga bezglutenska prehrana omogucuju bolesnicima lagodan
zivot, bez komplikacija bolesti te smanjen rizik od smrti. U dijagnostici celijakije postoji pet
vaznih koraka koji omogucavaju odgovarajué¢e provodenje dijagnostickog postupka. Klinicka
sumnja na celijakiju prvi je korak u dijagnostici celijakije. S obzirom na raznolikost
simptoma postavljanje klinicke slike moze biti oteZzano. Seroloski testovi, biopsija tankog
crijeva i genska analiza DQ2DQ8-heterodimera smatraju se iskljuénim testovima u

postavljanju dijagnoze (3, 5, 8).

Kao prvi dijagnosticki korak u dijagnostici celijakije savjetuje se odrediti titar specifi¢nih

protutijela IgA-razreda.

Prvi seroloski test koji se poc¢eo Kkoristiti je onaj za odredivanje antiglijadinskih protutijela
(AGA-1gG). Ovi testovi imaju visoku osjetljivost i 90-95 % oboljelih od celijakije je
pozitivno na ova protutijela, medutim ima nisku specificnost (oko 50 %) jer je prisutan i kod
drugih bolesti tankog crijeva, dok antiglijadinska protutijela IgA-razreda (AGA-IgA) imaju
znatno nizu osjetljivost u odnosu na AGA-IgG, ali im je specificnost znatno visa. Medutim,

danas se ova dva testa ne koriste u dijagnosti¢ke svrhe (3, 5, 9-11).

Danas se od seroloskih testova koristi jedino onaj za odredivanje specificnog protutijela na
tTG (tkivna transglutaminaza). Prisustvo glutena u tankom crijevu dovodi do stvaranja Anti
tTG protutijela IgA tTG protutijela imaju visoku osjetljivosti (94%) i specifi¢nosti (94-95%)

te se stoga koriste u dijagnostici glutenske enteropatije (3, 9, 11).

Biopsija sluznice dvanaesnika glavni je dijagnosti¢ki postupak za postavljanje dijagnoze
celijakije. Uzorci tkiva uzimaju se u drugom i tre¢em odsje¢ku dvanaesnika na takav na¢in da
se dobije najmanje 4-6 uzoraka tkiva za analizu. Endoskopski pregled dvanaesnika s
uzimanjem uzoraka omogucuje postavljanje dijagnoze, medutim razvojem endoskopske

tehnologije omogucéiti ¢e se mnogo detaljnija vizualizacija (2). Marsh-Oberhuber klasifikacija



razlikuje 4 stadija patohistoloskih promjena s obzirom na glavne znacajke analize celijakije

koje su dane u Tablici 1. (3, 11).

Tablica 1. Marsh-Oberhuber klasifikacija 4 stadija patohistoloskih promjena u celijakiji; 1EL-

intraepitelni limfociti

STADIJO Normalne crijevne resice
STADUJ I IEL > 40/100 stanica
Hiperplazijakripati, poveéan broj IEL,
STADIJ I perplazljaripatl, p ) )
skracenje resica
STADUJ 1 Parcijalna, suptotalna i totalna atrofija resica

Genska analiza DQ2DQ8-heterodimera vazan je korak u dijagnostici celijakije. S obzirom na

zastupljenost ovog HLA tipa u opc¢oj populaciji (40%), ova analiza smatra se isklju¢nim

testom u dijagnostickom postupku (1, 3, 9-11). Povrh toga, prema smjernicama ESPGHAN-a

iz 2012. godine predlaze se izostavljanje duodenalne biopsije kod djece koja imaju visoku

klinicku sumnju na celijakiju, te im je vrijednost tTG protutijela deset puta veca od normale,

a imaju i pozitivan nalaz EMA i HLA DQ?2 i/ili DQ8 heterodimer (1).

0 stupanj 1 stupanj
NORMALNO

3a stupanj 3b i 3c stupanj

Slika 3. Crijevne resice i stupnjevi oste¢enja prema Marsh-Oberhuber klasifikacija (Preuzeto:

https://bez-glutena.hr/dijagnoza-celijakije-biopsija/)




1.10. KOMPLIKACIE CELIJAKIJE

Istrazivanja su dokazala da kasna dijagnoza CD-a i nepostivanje stroge bezglutenske dijete

moze dovesti do komplikacija bolesti i vece smrtnosti u odnosu na opéu populaciju.

Osteoporoza predstavlja najces¢u komplikaciju koja proizlazi iz abnormalne apsorpcije
kalcija uslijed neispravnog transporta kalcija u bolestima tankog crijeva, ali i zbog nedostatka
vitamina D. Ranom prehranom bez glutena u djece moguce je sprijeCiti bolest kostiju u
starijoj zivotnoj dobi. Limfom crijevnih T stanica povezan s enteropatijom predstavlja jednu
od najvaznijih komplikacija. Kolagenska celijakija se javlja u pacijenata koji ne reagiraju na
prehranu, a histologija pokazuje komponente izvanstani¢nog matriksa u crijevnom zidu na
razini povrSinskog sloja sub-epitela. Ovaj morfoloski obrazac vrlo je slian stanju
kolagenskog kolitisa opisanog u debelom crijevu, gdje je debljina vezivnog pojasa koji je
najbolje istaknut Massonovim trikromom vec¢a od 15 nm, iako je ovo vrlo rijedak dogadaj
opisan u literaturi. Tvrdokorna celijakija je stanje prikazano kao kod kolagenske celijakije,
pacijenti ne odgovaraju na bezglutensku prehranu, te se poseze za medikamatoznom
terapijom. Ukoliko terapija ne poboljsa stanje bolesnika, prelazi se na potpuno parenteralnu
prehranu, te u tom slucaju prognoza nije dobra. Ulcerozni jejunoileitis predstavlja opseznu
ulceraciju crijevne sluznice, koja ukljucuje ileum i jejunum. Celijakija bi mogla biti povezana

i sa smanjenom plodnos$¢u kod muskaraca i Zena (8, 10).

Bolesti koje mogu biti posljedica nelije¢enja celijakije mogu biti i maligne prirode. Etioloski
¢imbenici koji predisponiraju malignost u celijakiji nisu sigurni. Mogu¢nosti ukljuéuju
imunoloske poremecaje povezane s infiltracijom limfocita u sluznicu, premaligne promjene u
oSte¢enim povrSinskim epitelnim stanicama, povecanu propusnost za onkogene ¢imbenike i

abnormalnu apsorpciju zastitnih tvari kao §to su vitamini A i E (11).

1.11. LIJECENIJE CELIJAKIJE
Celijakiju je moguce izlijeciti iskljucivo striktnom bezglutenskom prehranom. Iz prehrane je
potrebno iskljuciti Zitarice koje sadrzavaju — pSenicu, raz, jeCam i zob s obzirom na to da

¢esto dolazi do kontaminacije iste u procesu skladistenja i obrade (6, 9-12).

Bezglutenska prehrana ukljucuje namirnice koje prirodno ne sadrze gluten. Takve namirnice

moraju biti oznacene simbolom prekrizenog klasa pSenice koji je vidljiv na slici 1. ili



deklaracija proizvoda mora u nazivu sadrzavati ,.bez glutena®. Namirnice koje ne sadrze

gluten su voce i povrce, riba, Mmeso, riza, kukuruz i sl. (3).

4
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©

Slika 4. Oznaka kojom se oznacava hrana bez glutena (Preuzeto sa:

http://lwww.alergijaija.com/2017/05/10/gluten-free-kupovina/)

Kod osoba s celijakijom nerijetko dolazi do deficita mikronutrijenata. Najces¢e nedostaje

folna kiselina, Zeljezo, vitamini B skupine, kalcij, vitamin K i magnezij (8).

U posljednje vrijeme razmatraju se joS neke vrste terapija pa je tako jedna od mogucnosti
peroralna enzimska terapija (prolil endopeptidaza). Ovom terapijom bi se bolesniku s
celijakijom u probavnom traktu ubrzala razgradnja glutena, te bi se bolesnicima omoguéila
povremena konzumacija manje koli¢ine glutena. Nadalje, mogucée vrste terapija
podrazumijevaju inhibiciju intestinalne tkivne transglutaminaze i blokiranje vezanja peptida
glutena za HLADQ?2 ili DQ8 molekule te citokinsku terapiju (3, 9-13).

Takoder, klini¢ko ispitivanje zapocelo je prototipskim cjepivom na bazi skupa glutenskih
peptida koje HLA-DQ?2 prepoznaje na imunodominantan nacin, a faza I nedavno je zavrSena.
Veliki je interes usmjeren na cijepljenje, posebno za povecanje kompatibilnosti mnogih
pacijenata koji bi mogli imati koristi od primjene jedne doze, umjesto dnevnog unosa drugih
mogucnosti lijecenja. Rizik od aktivacije imunoloskog sustava povezan s terapijom cjepivom
i njegove nuspojave i dalje su otvoreno pitanje koje treba dalje istraziti. Jos§ uvijek je potrebno
viSe studija takoder za veci dio prethodno spomenutih alternativnih moguénosti lijecenja, s

velikim dugoro¢nim klini¢kim ispitivanjima koja bi mogla odgovoriti na nerijeSena pitanja u
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vezi s njihovom stvarnom Klinickom ucinkovito§¢u, njihovom sigurno$éu i realnom

mogucnosti primjene (11, 14).

1.12. VITAMIN D I CELIJAKIJA

Vitamin D pripada obitelji steroidnih hormona. Ima dva glavna oblika, vitamin D3
(kolekalciferol) i vitamin D2 (ergokalciferol), koje u organizam mozemo unijeti putem hrane
ili dodacima, dok se u kozi sintetizira samo vitamin D3. Kolekalciferol se proizvodi
endogeno u kozi pretvaranjem 7-dehidrokolesterola djelovanjem ultraljubicastih zraka (UVB)
sunca ili drugih UVB izvora. Preteca steroidnog hormona vitamin D3 sintetizira se unutar
koze i bioloski je neaktivan. Za njegovo aktiviranje potrebne su dvije reakcije hidroksilacije.
Prvi tvori 25-hidroksivitamin D3 [25(OH)D ili kalcidiol] u jetri, tada se 25(OH)D pretvara u
1,25-dihidroksivitamin D3 [1,25(OH).D ili kalcitriol] pomoc¢u 1a-hidroksilaze (CYP27B1) u
bubregu. Vitamin D je poznat po njegovoj ulozi u odrzavanju i zastiti koStanog sustava.
Takoder, bioloski aktivan vitamin D pojaCava apsorpciju kalcija u crijevima, regulirajuci

transport proteina kalcija u tanko crijevo (15, 16).

Jetra

Bubreg '
P >

Mikrosomi Mitohondrij
{mitohondrij)
HO HO OH
VITAMIN D3 25-HIDROKSIVITAMIN D3 1.25-DIHDROKSI VITAMIN D3

Slika 5. Transformacija vitamina D (Preuzeto: https://hr.weblogographic.com/difference-

between-vitamin-d )

Vitamin D receptor (VDR) je nuklearni transkripcijski faktor koji pripada porodici receptora
za steroidne hormone i Kkoji posreduje u bioloskoj aktivnosti 1,25(0OH).D. 1,25(OH).D
modulira direktno ili indirektno funkciju brojnih gena. Studije su pokazale kako je vise od
900 razli¢itih gena pod utjecajem 1,25(OH).D i da gotovo sva tkiva posjeduju VDR (17).
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Aktivnost vitamina D ostvaruje se putem genskog i negenskog ucinka. Negenski ucinak
nastaje vezanjem vitamina D za membranski VDR i time se aktiviraju intracelularni enzimi
ili ionski kanali, a u kona¢nici se modulira aktivnost stanice. Genski u¢inak nastaje kada se
1,25(OH):D veZe za VDR na jezgri stanice, te tvori kompleks (1,25(OH).D-VDR-RXR) s
retinoidnim X-receptorom (RXR). Kompleks se translocira u jezgru gdje se veze na mjesto
osjetljivo za vitamin D (VDRE - vitamin D response elements) na DNA i regulira gensku

transkripciju (5, 17).

Vitamin D utjeCe na imunoloski odgovor modificirajuci funkciju T limfocita, NK stanica, B
stanica te antigen prezentirajucih stanica. Visoka VDR ekspresija utvrdena je na dendritickim

stanicama, makrofazima, monocitima, aktiviranim T i B limfocitima (15, 17).

Isto tako, genetski ¢imbenici imaju vaznu ulogu u razini 25(OH)D u serumu, stoga se moze
povezati kako je nedostatak vitamina D u nekih bolesnika s crijevinim sindromom
malapsorpcije posljedica genetskih polimorfizama u enzimima koji metaboliziraju vitamin D,
transportnom proteinu vitamina D ili VDR genu. Prema tome, cilj buduéih istrazivanja ¢e
zasigurno biti kako genetski ¢imbenici, poput polimorfizama u GC, CYP2R1, CYP27Bl,
CYP24A1 i VDR, utjeCu na status vitamina D kod pacijenata s crijevnim sindromom
malapsorpcije, te na to kako genetski ¢imbenici utjeCu na nacin na koji pacijenti reagiraju na

izlaganje suncevoj svjetlosti ili dodatak vitamina D (16).

1.13. VDR GEN

VDR gen smjesten je na dugom kraku kromosomu 12 u regiji 12q13.11. Gen sadrzi 8 introna
i 9 egzona i obuhvaca priblizno 100 kb. Prvi egzon sadrzi promotorsku regiju gena, egzoni 2 i
3 kod za domenu vezanja DNA i egzoni 6-9 za domenu vezanja liganda. Uz VDR gen
vezana su Cetiri glavna polimorfizma (Bsml, Apal, Taqgl i FokI). Polimorfizmi Apal, Bsml i
Taql smjsteni su blizu 3’ kraja VDR gena. Apal (G / T zamjena) i Bsml (A / G supstitucija)
nalaze se u intronu izmedu egzona 8-9 i ti polimorfizmi nemaju posljedica za VDR strukturu
proteina. Fokl polimorfizam (rs2228570) nalazi se na pocetku translacijskog dijela egzona 2
VDR gena, a istrazivanja su dokazala da ovaj polimorfizam ima posljedice kako za strukturu

VDR proteina, tako i za transkripcijsku aktivnost (18).
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Kromosom 12

Polimorfizmi VDR gena

1F 1E1A1D 1B 1C 2 3 4 s 6 7 8 g '

Taq !
Fok 1 (F/f) Apal
: 1 Bsm 1
o
F=ACG
f = ATG
Slika 6. Smjestaj VDR gena na  kromosomu 12 (Preuzeto  sa:

https://www.researchgate.net/figure/\VVDR-polymorphisms-in-ovarian-cancer-The-VDR-gene-
spans-75-kb-of-DNA-and-is-located-on_fig2_321212073)

Vecinu bioloskih aktivnosti vitamina D posreduje VDR. Genetske varijacije na VDR genu
mogu dovesti do znacajne disfunkcije receptora, $to bi moglo utjecati na metabolizam kalcija,
proliferaciju stanica i imunoloski odgovor. Polimorfizmi u VDR genu povezani Su sa
zdravstvenim stanjima koja uklju¢uju nisku gustoc¢u kostiju, kardiovaskularne bolesti,
karcinom, autoimune reakcije i infekcije, ali u¢inci ovih polimorfizama na funkciju VDR

proteina moraju se dodatno istraziti (19).

Bioloski efekt aktivne forme vitamina D (1,25 — dihidroksivitamin D3) je posredovan VDR
receptorima. Ovaj receptor je dio obitelji steroidnih receptora i utje€e na transkripciju gena

pod utjecajem vitamina, vezu¢i se na VDRE elemente (20).

Istrazivanjem u drugoj autoimunoj bolesti otkriven je VDRE na HLA-DRB1 promotorskoj
regiji, a funkcionalnim je ispitivanjima utvrdeno da taj VDRE utje¢e na gensku ekspresiju,
potvrdujuci hipotezu utjecaja 1,25 dihidroksiamina D3 na HLA-DRB1. Moguce su i varijante
VDRE prisutne u drugim haplotipovima HLA II regije $to bi ukazalo na znacaj vitamina D u

raznim autoimunosnim poremecajima (21).
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Slika 7. Mehanizam  genske  aktivnosti ~ vitamina D  (Preuzeto  sa:

https://vitaminwalls.blogspot.com/1988/07/vitamin-d-receptor-gene.html)
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Ranije provedena istrazivanja naglasila su moguéu ulogu vitamina D kao klju¢nog
modulatora imunoloskih i upalnih mehanizama, sugeriraju¢i polimorfizme VDR gena kao
markere zastite od ili osjetljivosti na autoimune bolesti. Jedno istrazivanje ukazalo je na
povezanost ,,ff (TT) genotipa Fokl VDR gena s rizikom od razvoja bolesti u ispitanika

oboljelih od celijakije.

Stoga je osnovni cilj ovog istrazivanja bio utvrditi utjece li Fokl polimorfizam VDR gena na
podloznost za celijakiju i razvoj bolesti. Navedenu hipotezu testirali smo kroz specificne

ciljeve:

- Postoji li razlika u frekvenciji genotipova i alela Fokl VDR gena izmedu ispitanika

oboljelih od celijakije i kontrolne skupine ispitanika;
- Postoji li razlika izmedu oboljelih muskaraca i Zena za polimorfizam Fokl VDR gena;

- Razlikuju i se medusobno bolesnici s obzirom na tip celijakije 1 dob dijagnoze kod
netipicnog tipa celijakije;

- Postoji li znacajna razlika u pojavnosti pridruzenih bolesti u oboljelih od celijakije

ovisno o polimorfizmu Fokl VDR gena;

- Postoji li razlika u oboljelih ispitanika s obzirom na HLA genotip i polimorfizam Fokl
VDR gena.
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3. ISPITANICI | METODE RADA

3.1. ISPITANICI

Istrazivanje je obuhvatilo 196 ispitanika oboljelih od celijakije, od toga 75 (38,3%)
muskaraca, te 121 (61,7%) zena. Svi ispitanici zaprimljeni su na odjel Klinike za internu
medicinu ili u Kliniku za pedijatriju Klinickog bolnickog centra Rijeka. U sklopu klinicke

dijagnosticke obrade u 168 ispitanika provedena je HLA genotipizacija.

Oboljeli od celijakije podijeljeni su u dvije skupine s obzirom na tip celijakije (klasi¢ni i
neklasi¢ni tip). Skupinu bolesnika s klasi¢nim tipom celijakije ¢ine djeca do druge godine
zivota, dok skupinu bolesnika s neklasi¢nim tipom celijakije ¢ine bolesnici kasnije Zivotne
dobi, prosje¢ne starosti 25,09+9,04 godina. Oboljeli od celijakije podijeljeni su i s obzirom na
prisutnost nekih od pridruzenih bolesti, te je ista podjela primijenjena i s obzirom na spol
bolesnika. Od 196 oboljelih od celijakije 33 ispitanika imala su neku od cestih pridruzenih

bolesti povezanih s celijakijom.

Tablica 2. Klini¢ki parametri osoba oboljelih od celijakije (N=196)

Ukupno Klasi¢ni tip Neklasic¢ni tip
(N=196) (N=104) (N=92)
Zene/muskarci 1,61:1 1,26:1 2,17:1
Dob dijagnoze
i - <2 25,09 + 9,04
bolesti?
PridruZene bolesti 33 18 15
HLA rizi¢ni aleli® 163 101 90

4rednja vrijednost (godine) £ SD

bgenotipizirano je 168 bolesnika

Skupinu kontrolnih ispitanika ¢inilo je 196 zdravih dobrovoljnih darivatelja krvi koji nisu u
rodu medusobno ili s bolesnicima. Kontrolni ispitanici klini¢ki su zdravi bez poremecaja
vezanih uz gluten. Ispitanici kontrolne skupine uskladeni su prema spolu s oboljelima od
celijakije, a njihovi DNA uzorci ¢uvaju se u DNA bazi Zavoda za medicinsku biologiju i

genetiku Medicinskog fakulteta u Rijeci.

Ispitanici koji su sudjelovali u istrazivanju bili su upoznati s ciljevima istrazivanja te im je

nakon pristanka izvadena krv za molekularno-geneticku analizu.
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3.2. METODE RADA

Metode rada Koristene u ovom istrazivanju su molekularno-geneticka analiza lan¢anom
reakcijom polimeraze — PCR, restrikcija pomocu restrikcijskog enzima Fokl, te agarozna gel-

elektroforeza.

3.3. IZOLACIJA DNA

Izolacija DNA je postupak kojim se iz bioloskih uzoraka izdvaja DNA. Smanjenu kvalitetu,
stabilnost molekule te ometanje analize DNA moze se pripisati prisutnosti organskih i
anorganskih komponenti. 1zolacija DNA prethodi svim molekularnim analizama koje danas

imaju Siroku primjenu u znanosti.

U ovom istrazivanju genomska DNA izolirana je iz periferne krvi ispitanika pomocu
komercijalnog kita za izolaciju (FlexiGene DNA Kit, Qiagen). Ovaj kit omogucuje brzo i
jednostavno procis¢avanje DNA. Za izolaciju DNA potrebna je samo jedna epruveta Sto
smanjuje rizik od zamjene i oneciS¢enja uzorka. Izolirana DNA je visoke koncentracije i

Cisto¢e s minimalno prisutnih kontaminanata.

FlexiGene DNA Kit sadrzi pufer za lizu, denaturacijski pufer, hidracijski pufer 1 QIAGEN
proteazu. Prvi korak u izolaciji DNA je dodavanje pufera za lizu, zatim se centrifugiranjem
postize taloZenje stani¢ne jezgre i mitohondrija. Talog se resuspendira i inkubira u
denaturacijskom puferu i QIAGEN proteazi. Denaturacijski pufer omogucuje kidanje
vodikovih veza medu molekulama vode jer sadrzi kaotropne soli i tako oslabljuje hidrofobni
efekt te ucinkovito uklanjaja proteine. TaloZzenje DNA postize se izopropanolom i
centrifugranjem. lzolirana DNA se tada ispire s 70% etanolom, su$i i resuspendira u
hidracijskom puferu (22). Nakon izolacije, DNA je pohranjena na -20 °C na Zavodu za

biologiju i medicinsku genetiku Medicinskog fakulteta u Rijeci.

3.4. MOLEKULARNO-GENETICKA ANALIZA Fokl POLIMORFIZMA VDR GENA

3.4.1. LANCANA REAKCIJA POLIMERAZE

Lancana reakcija polimeraze (PCR) standardna je laboratorijska tehnika koja se koristi za

umnoZzavanje specifi¢nih ili ciljanih dijelova DNA.
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Za molekulanu analizu Fokl polimorfizma VDR gena koristen je PCR uredaj — termocikler
(Mastercycle Personal, Eppendorf, Hamburg, Germany and 2720 Thermal Cycler, Applied
Biosystems, Carlsbad, CA, USA).

Za reakcijsku smjesa od 15 pl koristene su koli¢ine sastojaka dane u Tablici 3.

Tablica 3. Reakcijska smjesa za PCR reakciju za kona¢ni volumen od 15 pl

Stok Koli¢ina za 1 uzorak
(15 i)
10 x PCR pufer 1,50 pl
25 mM MgCI 1,00 pl
10 mM dNTP 0,30 pul
10 x primer VDR - F 0,60 pl
10 x primer VDR - R 0,60 pl
Bidestilirana voda 9,80 pl
Taq polimeraza 0,20 pl
DNA 0,50 pl

Svaka PCR mora imati dvije odgovarajuc¢e kratke DNA sekvence odnosno pocetnice koje se

vezu na pocetak i kraj DNA od interesa, te je njihov slijed prikazan u Tablici 4.

Tablica 4. Slijed oligonukleotida u pocetnicama i njihova temperatura vezivanja

POCETNICE SLIJED OLIGONUKLEOTIDA (5 3) Ts (°C)
VDR - forward 5'AGCTGGCCCTGGCACTGACTCTGCTCT3' | 61,0
VDR - reverse 5'ATGGAAACACCTTGCTTCTTCTCCCTC3' | 61,0
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Sljedeci korak je dodavanje slobodnih nukleotida i magnezijevih iona koji za svoju aktivnost
trebaju enzim nazvan DNA polimeraza te reakcijski pufer. DNA polimeraza koristena u
istrazivanju je Taq polimeraza. Taq polimeraza je termostabilna polimeraza izolirana iz

termofilnih bakterija. PCR reakcija odvija se po to¢no odredenim uvjetima danim u Tablici 5.

Tablica 5. Uvjeti programa umnazanja za VDR — temperaturni ciklusi

94 °C (5 min) x 1 ciklus

94 °C (355)

61 °C (3559) x 35 ciklusa
72 °C (1 min)

Cal S A I

5. | 72 °C (7 min) x 1 ciklus

PCR reakcija se odvijala u tri koraka, te 35 ciklusa. Prvi korak odvija se pri 95°C gdje se
dvostruka uzvojnica DNA razdvaja na dvije jednolanCane uzvojnice pod utjecajem visoke
temperature, te se taj postupak naziva denaturacija. Sljede¢i korak PCR reakcije je
hibridizacija, odnosno u ovom koraku se pocetnice iz reakcijske smjese, na temperaturi od
40°C do 65°C vezu na 3’kraj denaturirane jednolan¢ane uzvojnice DNA. Zadnji, tre¢i korak
PCR reakcije je elongacija koja se odvija pri 72°C, te u ovom koraku Tag polimeraza pocinje

sintetizirati novi lanac DNA.

Lancana reakcija polimerazom - PCR

DNA od . . T kb
- " : ,
inferesa & " 1H'I1"!ﬂr " ||1rnrr1!
'] “ ¥ - 5r|'|'r|'|'|r'|¥ ¥ IH’S' . “H’ .
L ' n n :Iﬂh oi
I e 0 o - e
; 1 RERTTTrRerT 5 - » .m‘ ]
y £ ¥ i TP -
‘. * T RRAAAAER - [(FEREERENI
DMA pobetuice ¥ 5 ¥ 5
[t
Nukleotidi Lidddd
© Denaturacija- 25°C
0  Hibridizacija- 40°-65°C
D Flongacijs- T2°C
Slika 8. Prikaz PCR reakcije (Preuzeto:

https://en.wikipedia.org/wiki/Polymerase_chain_reaction)
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3.4.2. AGAROZNA GEL-ELEKTROFOREZA

Nakon $to je PCR reakcija zavrsSila uslijedila je provjera reakcije. Za kontrolu PCR reakcije
ispipetirano je 4 pl uzorka, te je dodano 2 pl boje za vizualizaciju brom-fenol modrilo te se
tako pripremljen uzorak unosi u jazice gela zajedno sa pozitivnom ili negativnom kontrolom..
Uzorci su uneseni u jazice na 1% agaroznom gelu u kojeg je takoder dodano 13 pl boje za
vizualizaciju GelRed. Kontrola PCR reakcije odvijala se pomoc¢u metode gel elektroforeze
30 minuta na 80 V u 1x TBE puferu nakon ¢ega se gel izvadi iz pufera i fotografira pod UV

svjetlom.

Elektroforeza na agaroznom gelu je jedna od najpopularnijih tehnika za razdvajanje ciljnih
fragmenata DNA molekule. Fragmenti DNA razdvajaju se na temelju njihove veli¢ine, pa se
tako krace molekule lakse i brze kre¢u kroz pore gela od duzih fragmenata. Vizualizacija
fragmenata se moze posti¢i dodavanjem etidij bromida ili drugih komercijalnih boja u gel

koji postaje vidljiv nakon $to gel obasjamo ultraljubicastim svjetlom.

3.4.3. RESTRIKCIJA Fokl ENDONUKLEAZOM

Nakon provjere PCR reakcije uslijedila je restrikcija. Restrikcija se odvijala pomocu
restrikcijskog enzima Fokl. Restrikcijski enzimi su kataliticki proteini koji su odgovorni za

cijepanje fosfodiesterskih veza unutar lanca DNA u vrlo specificnim sekvencama.
U Tablici 6. prikazana je reakcijska smjesa za 20 pl uzorka za restrikciju.

Tablica 6. Reakcijska smjesa za restrikciju za kona¢ni volumen od 20 ul

Koli¢ina za 1 uzorak
Stok
()
Pufer Cut Smart 2,00
Enzim Fokl 0,50
Bidestilirana voda 7,50
PCR produkt 10,0

Restrikcija se odvijala u vodenoj kupelji na temperaturi od 37°C preko noc¢i.
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Nakon restrikcije uslijedila je provjera dobivenih rezultata. Kontrola se odvijala pomocu
metode prethodno opisane gel-elektroforeze. Ispipetirano je 8 pl uzorka i pomijesano s 2 pl
boje za vizualizaciju brom-fenol modrilo (BPB) te su zatim uzorci unijeti u jezice na 1%
agarozni gel u kojeg je dodano 13 ul boje za vizualizaciju GelRed. Elektroforeza se odvijala

45 minuta na 85 V u 1xTBE puferu nakon ¢ega su ocitani rezultati.

3.5. IDENTIFIKACIA Fokl POLIMORFIZMA VDR GENA

Fokl polimorfizam VDR gena predstavlja supstituciju timina s citozinom (T/C) u startnom
kodonu egzona 2. Enzim Fokl endonukleaza prepoznaje specificnu sekvencu nukleotida i
izrezuje ga na mjestu timina. Prisustvo Fokl restrikcionog mjesta (T) rezultira nastajanjem
VDR proteina izgradenog od 427 aminokiselina (M1 forma receptora), dok odsustvo
restrikcionog mjesta (C) rezultira sintezom kraceg proteina koji se sastoji od 424

aminokiseline (M4 forma receptora), te je povezan s ve¢om transkripcijskom aktivnoscu.

Fokl polimorfizam rezultira s tri razli¢ita genotipa: TT genotip koji je na gelu vidljiv u dva
frgmenta od 169 bp 1 96 bp, TC genotip vidljiv je u sva tri moguca fragmenta od 265, 169 i
96 bp, te CC genotip vidljiv kao dva fragmenta od 265 bp i 96 bp.

Marker
100 bp

Slika 9. PCR produkt i restrikcijski fragmenti u analizi Fokl polimorfizma gena za receptor

vitamina D
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4. STATISTICKA OBRADA REZULTATA

Rezultati istrazivanja obradeni su ra¢unalnim programom Statistica 13.3 za koju Medicinski

fakultet Sveucilista u Rijeci posjeduje licencu.

[12- test i Fisherov egzaktni test koristen je kako bi odredili ucestalost pojedinog genotipa te
frekvenciju alela u oboljelih od celijakije. Isto tako, navedeni testovi koristeni su kako bi
usporedili dvije ispitivane skupine (oboljele i kontrolnu skupinu), te ih usporedili po spolu,
tipu celijakije i pridruzenim bolestima. Za analizu korelacije Fokl polimorfizma VDR gena s
dobi dijagnoze bolesti koristen je ANOVA test. Statisticka znacajnost razlika izrazena je na
razini 0,05.
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5. REZULTATI

5.1. ANALIZA Fokl POLIMORFIZMA VDR GENA U OBOLJELIH OD CELIJAKIJE

U analizi Fokl polimorfizma VDR gena sudjelovalo je 196 ispitanika oboljelih od celijakije

od kojih 75 muskaraca i 121 Zena, te 196 kontrolnih ispitanika koji su uskladeni s oboljelima

po spolu. Analiza Fokl polimorfizma prikazana je u Tablici 7. Analizom je utvrdeno da su od

196 ispitanika oboljelih od celijakije njih 29 (14,8%) homozigotni nositelji CC genotipa, 103

(52,6%) je heterozigota nositelja genotipa TC te 64 (32,6%) homozigota za TT genotipa.

Usporedbom ispitanika oboljelih od celijakije s kontrolnom skupinom nije utvrdena statisticki

znacajna razlika (p>0,05) u prisutnosti Fokl polimorfizma VDR gena. Takoder, analiza

frekvencije alela medu skupina nije pokazala znacajnu razliku (p=0,77).

Tablica 7. Ucestalost odredenog VDR FokI genotipa I frekvencija alela T i C kod oboljelih
od celijakije (N=196) te kontrolnih ispitanika (N=196)

OR
Genotip Bolesnici Kontrola ( ) p
95% CI
N % N %
0,82
TT 64 32,6 73 37,2 (0,54 — 1,24) 0,34
1,25
TC 103 | 526 | 92 | 469 (0,84 1,86) 0.27
0,92
CcC 29 14.8 31 15,8 (0,53 — 1,60) 0.78
Ukupno 196 196
Aleli Bolesnici Kontrole OR
% % (95% CI) P
0,92
T 59,0 61,0 (052~ 16 0,77
1,09
C 41,0 39,0 (0,62 1.01) 0,77
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U Tablici 8. prikazani su rezultati analize ispitivane skupine bolesnika usporedujuci ih prema
spolu. Od 75 muskaraca oboljelih od celijakije koji su sudjelovali u istrazivanju njih 18,7%
nositelji su CC genotipa, 48,0% nositelji su oba alela genotipa CT, dok 33,3% ispitivanih
muskaraca ima TT genotipa. Kod ispitivanih bolesnika nema statisti¢ki znacajne razlike u
distribuciji genotipova izmedu muskaraca i zena (p>0,05). Frekvencija alela izmedu spolova

takoder nije statisticki znacajna (p=0,67).

Tablica 8. Ucestalost odredenog VDR Fokl genotipa i frekvencija T i C alela u oboljelih od

celijakije prema spolu

Genotip 5 OR
VDR Fokl Muskarci Zene Ukupno (95% CI) p
N % N % N %
1,05
TT 25 33,3 39 32,2 64 32,7 (0,56 — 1,94) 0,8730
0,74
TC 36 48,0 67 55,3 | 103 | 52,5 (0,42 —1,33) 0,3156
1,62
CcC 14 18,7 15 12,4 29 14,8 (0,73 - 3,59) 0,2323
Ukupno | 75(38,3%) | 121 (61,7%) | 196 (100%)
Aleli Muskarci Zene Ukupno OR
% % % (95% ClI) P
0,88
T 57,0 60,0 58,5 (0,50 — 1,55) 0,67
1,13
C 43,0 40,0 41,5 (0,64 — 1,99) 0,67

Analizom ucestalosti VDR genotipova u kontroloj skupini nisu utvrdeni znatno drugadiji i

statisti¢ki znacajni rezultati od onih u ispitanika s celijakijom. Rezultati su dani u Tablici 9.
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Tablica 9. Ucestalost odredenog VDR FokI genotipa i frekvencija T i C alela u kontrolnih

ispitanika prema spolu

Genotip

Zene

Muskarci Ukupno OR
VORFokI [ N | 9% | N | % | N | 9% | (95%CI) P
TT 27 | 360 | 46 | 380 | 73 | 372 0,92 0,78
! ' | (0,50 - 1,67) ’
0,83
TC 33 | 440 | 59 | 488 | 92 | 469 | " | 052
1,64
cc 15 | 20 | 16 | 132 | 31 | 158 | (7o | 020
Ukupno 75(38,3%) | 121 (61,7%) | 196 (100%)
Aleli Muskarci Zene Ukupno OR
% % % (95% CI) P
0,85
T 58,0 62,0 60,0 048 1.49) | 0%
1,18
C 42,0 38,0 40,0 067208 | 0%

Usporedbom podataka iz tablica 8. i 9. provedena je analiza ucestalosti genotipova i alela

Fokl polimorfizma VDR gena izmedu musSkarca oboljelih od celijakije te kontrolnih
muskaraca (genotip TT: p = 0,73; genotip TC: p = 0,62; genotip CC: p = 0,83) a potom i
izmedu Zena oboljelih od celijakije te kontrolnih zena (genotip TT: p = 0,34; genotip TC: p =

0,30; genotip CC: p = 0,84). Razlike u distribuciji genotipova i alela nisu bile statisticki

znacajne (p > 0,05)
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5.2. ANALIZA Fokl POLIMORFIZMA VDR GENA PREMA TIPU CELIJAKIJE

U Tablici 10. prikazana je usporedba oboljelih od celijakije prema tipu bolesti. Klasi¢ini tip

bolesti javlja se kod djece do 2. godine Zivota, te je utvrden kod 53,1% ispitanika istrazivanja.

Ovim istrazivanjem nije utvrdena statistiCki znacajna razlika izmedu pojedinog genotipa i

pojavnosti odredenog tipa celijakije u ispitanika. Takoder, frekvencija alela se znatno ne

razlikuje medu tipovima celijakije (p=0,77).

Tablica 10. Ucestalost odredenog VDR Fokl genotipa kod Klasi¢nog i neklasi¢nog tipa

celijakije
Genotip | Klasi¢ni tip celijakije | Neklasi¢ni tip celijakije | Ukupno OR
VDR . p
Fok| N % N % N | % | (95%CI)
0,91
TT 33 31,7 31 33,7 64 | 32,6 (0,50 1,66) 0,77
1,03
TC 55 52,9 48 52,2 103 | 52,6 (059 1,80) 0,92
1,10
cC 16 15,4 13 14,1 29 | 148 (050 2,44) 0,81
Ukupno 104 (53,1%) 92 (46,9%) 196 (100%)
Aleli Klasiéni tip celijakije | Neklasicni tip celijakije Ukupno OR
% % % @%cly | P
0,92
T 58,0 60,0 59,0 (052 1,62) 0,77
1,09
C 42,0 40,0 41,0 (0,62 1.91) 0,77
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Tablica 11. prikazuje raspodjelu genotipova kod klasicnog i neklasi¢nog tipa celijakije kod

muskaraca i zena pri ¢emu razlika medu skupinama nije statisticki znacajna (p>0,05).

Tablica 11. Ucestalost odredenog VDR Fokl genotipa kod klasi¢nog i neklasicnog tipa

celijakije po spolu

Genotip Klasic¢ni tip celijakije Neklz_t_s1c1_1_1 tip OR
VDR (N = 104) celijakije (95% CI) p
Fokl - (N =92) 0
Muskareci Zene Muskareci Zene
N % N % N % N % OR; OR: P2 P2
0,92 0,90
TT 15 (326 | 18 | 310 | 10 | 345 | 21 | 333 | (0,34— | (0,42—-] 0,87 | 0,79
2,48) 1,93)
1,23 0,98
TC 23 | 50,0 | 32 | 55,2 | 13 | 448 | 35 | 55,6 | (0,48— | (0,48- | 0,66 | 0,97
3,13) 2,02)
0,81 1,28
CC 8 |174 | 8 | 138| 6 |207| 7 |11,1| (0,25— | (0,43—| 0,72 | 0,65
2,62) 3,78)
UKUDNO 46 58 29 63
P (44,2%) (55,8%) (31,5%) (68,5%)

p1 - statisti¢ka znacajnost izmedu muskaraca i1 Zena s klasicnim tipom celijakije

p2 - statisticka zna€ajnost izmedu muskaraca i Zena s neklasicnim tipom celijakije
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5.3. ANALIZA Fokl POLIMORFIZMA VDR GENA U CELIJAKIJI S OBZIROM NA
PRIDRUZENE BOLESTI

U Tablici 12. prikazani su rezultati istrazivanja ucestalosti odredenog VDR genotipa kod

oboljelih od celijakije ali s obzirom na pridruzene bolesti. Od 196 ispitanika njih 33 je imalo

neku od pridruzenih bolesti koje prate celijakiju. Bez obzira na uocenu razliku, pogotovo

medu ispitanicima za CC genotip, nije utvrdena statisticki znacajna razlika (p>0,05).

Frekvencija alela medu ispitivanim skupinama takoder nije bila statisticki znacajna (p =

0,31).

Tablica 12. Ucestalost odredenog VDR Fokl genotipa kod oboljelih od celijakije bez i sa

zdruZenim bolestima

Genotip | Bez zdruZene ZdruzZene
VDR bolesti bolesti Ukupno OR 0
Fokl N % N % N % (95% Cl)
TT 52 31,9 12 36,4 64 32,7 0,82 0,62
’ ’ ' (0,78 -1,79) ’
0,78
TC 84 51,5 19 57,6 | 103 | 52,5 (0,37 - 1,67) 0,53
3,08
CC 27 16,6 2 6,0 29 14,8 (0,69 - 13,63) 0,14
Ukupno 163 (83,2%) 33 (16,8%) 196 (100%)
Bez zdruZenih ZdruZene
. ) . Ukupno OR
Aleli boc!/istl bO(!/iStl % (95% CI) p
0,74
T 58,0 65,0 61,5 (0,42 - 1,32) 0,31
1,34
C 42,0 35,0 38,5 (0,76 — 2.38) 0,31
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Tablica 13. prikazuje usporedbu ispitanika oboljelih od celijakije s obzirom na pridruZzene

bolesti ali po spolu. Moze se primijetiti kako je udio Zena s pridruzenim bolestima nesto veci

nego li u muskarca , medutim nije utvrdena znacajna razlika izmedu ispitivanih skupina

(p>0,05).

Tablica 13. Ucestalost odredenog VDR Fokl genotipa kod oboljelih od celijakije bez i sa

zdruzenim bolestima po spolu

G\e/rg)oélp Bez zdruzenih bolesti ZdruZene bolesti OR 0
= = [0)
Eokl (N =163) (N=33) (95% CI)
Muskarci Zene Muskarci Zene
N| % | N| % |[N|%|N|ow | OR | OR | p | p
0,76 0,86
TT 20 | 322 |32 31,7 5 |385| 7 | 350/ (0,22- |(0,31—-| 0,67 | 0,77
2,63) 2,36)
0,51 1,06
TC 28 | 452 | 56 | 554 | 8 | 615 | 11 | 55,0 | (0,15- |(0,41-| 0,29 | 0,90
1,75) 2,80)
8,07 1,33
CC 14 | 226 | 13 | 129 | O 0 2 10,0 | (0,45- | (0,28 | 0,16 | 0,72
144,23) | 6,41)
UKUDNO 62 101 13 20
P (31,6%) (51,5%) (6,6%) (10,2%)

p1 - statisti¢ka znacajnost izmedu muskaraca 1 Zena bez zdruZenih bolesti

p2 - statistiCka zna€ajnost izmedu muskaraca i Zena s zdruzenim bolestima
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5.4. ANALIZA Fokl POLIMORFIZMA VDR GENA U CELIJAKIJI S OBZIROM NA
DOB DIJAGNOZE

U skupini bolesnika s neklasi¢nim tipom celijakije provedena je usporedba za dob dijagnoze
bolesti zavisno o VDR Fokl genotipu. lako je dob dijagnoze celijakije dvije do tri godine
ranija u osoba s CC genotipom nije utvrdena statisticki znacajna razlika (p = 0,57) u dobi

nastupa bolesti s obzirom na VDR Fokl genotip (slika 10).

Genotip B
N dob dijagnoze (x+SD)
VDR Fokl
TT 31 24,8748,05
TC 48 25,8349,85
CcC 13 22,84+8,31
p=0.56929
Vertikalna crta predstavlja 95% CI
30
28 | T T L
26 |
(O]
N ooatf
% 22 | 1
20 |
18 t A4
16 : : :
TT TC cc
VDR Fokl

Slika 10. Dob nastupa bolesti u bolesnika s neklasi¢énim tipom celijakije s obzirom na VDR

Fokl genotip
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5.5. ANALIZA Fokl POLIMORFIZMA VDR GENA U CELIJAKIJI S OBZIROM NA
HLA GENOTIP

Bolesnike (N = 168) smo podijelili ovisno o prisustvu prethodno testiranin HLA DQA-1 i

HLA DQB-1 alela na homozigote za rizicne alele (N = 56), heterozigote za rizi¢ne alele (N

=107) dok u pet bolesnika nisu utvrdeni analizirani rizicni HLA aleli (7). Kako bismo

procijenili utjeca VDR FoklI genotipova ovisno o HLA statusu zigotnosti za rizi¢ne alele u

Tablici 14. prikazana ucestalost VDR Fokl genotipova u sve tri skupine bolesnika.

Tablica 14. Ucestalost VDR FokI genotipova u homozigot za rizicne HLA alele, heterozigota

za rizi¢ne HLA alele i ispitanike bez rizicnih HLA alela

Genotip VDR Fokl

TT TC CC

HLA status N (%)
homozigot za

15 (26,8) 33 (58,9) 8 (14,3)
rizicne alele
heterozigot za

38 (35,5) 52 (48,6) 17 (15,9)
rizicne alele
bez rizi¢nih

2 (40,0) 2 (40,0) 1 (20,0)

alela
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6. RASPRAVA

Enteropatija osjetljiva na gluten ili celijakija kronicni je autoimuni poremecaj uzrokovan
netolerancijom na uneseni gluten, a javlja se u genetski osjetljivih osoba. Ucestalost pojave
celijakije je oko 1%, a najveci rizik za oboljenje imaju osobe kod kojih je prisutan jedan od
rizi¢nih alela ili oba HLA DQAL i HLA DQB1 gena. Celijakiju karakterizira veliki spektar
klinickih simptoma, zatim specificna antitijela i humani leukocitni antigen (HLA) koji igra

klju¢nu ulogu u patogenezi same bolesti (17).

Osim navedenog smatra se kako i drugi okolisni i geneticki ¢imbenici takoder imaju znacajnu
ulogu u pojavnosti celijakije. Osim glutena, koji je svakako najvazniji prepoznati ¢imbenik
okoli$a, istrazivanja namecu moguce uloge mikrobiote, vrijeme uvodenja glutena u prehranu
djece, povijest dojenja, akutne virusne gastrointestinalne infekcije i nedostatak

mikronutrijenata u razvoju celijakije (28).

Vitamin D je sekosteroid koji ima niz bioloskih u¢inaka, ukljuéujuci regulaciju apsorpcije
kalcija i modulaciju imunoloskog sustava. 1,25-dihidroksivitamin D [1,25(OH).D] je bioloski
aktivan oblik vitamina D, no kao indikator koli¢ine vitamina u plazmi ¢e$ce se Koristi njegov
prekursor 25-hidroksivitamin D [25(OH)D]. Vitamin D djeluje kao imuno-regulatorni
hormon koji svoje genomsko djelovanje provodi kroz visoko polimorfni receptor za vitamin

D (VDR) koji pripada super-obitelji steroidnih receptora i izrazava se u mnogi tipovi stanica,

......

Pedro i sur. (23) su u svom radu naglasili mogucu ulogu vitamina D kao klju¢nog modulatora
imunoloskih i upalnih mehanizama, sugeriraju¢i polimorfizme VDR gena kao markere zastite
od ili osjetljivosti na autoimune bolesti. Takoder, usporedbom ispitanika oboljelih od
celijakije i kontrolne skupine pokazali su povezanost ,.ff “ genotipa polimorfizma Fokl VDR
gena (rs10735810) s rizikom od razvoja bolesti na malom broju ispitanika iz specifi¢ne

Baskijske populacije.

Upravo zato smo u ovom radu htjeli istraziti postoji li utjecaj jos jednog Fokl polimorfizma u
genu za vitamin D receptor u podloznosti za i razvoju celijakije kod 196 bolesnika iz hrvatske

populacije.

Povrh toga, dosadasnja istrazivanja pokazala su povezanost niske razine vitamina D s
pojavom celijakije. Isto tako, utvrdeno je kako su razine vitamina D u plazmi bile vece kod

pacijenata koji su konzumirali bezglutensku prehranu ili primali suplemente vitamina D od ne
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lijeCenih bolesnika (25). Nedostatak nase studije je nedostupnost podataka o razini vitamina
D u serumu, medutim pretpostavku o mogucoj povezanosti VDR gena s celijakijom
temeljimo na prethodnim istrazivanjima o poremecéenoj serumskoj razini vitamina D. Dosad
je provedena jedna meta-analiza o statusu vitamina D, no genotipovi receptora za vitamin D
obuhvatile su svega tri studije te analizu drugih polimorfizama u ovom genu za receptor za
vitamin D, ukljucujuéi ve¢ spomenuto istrazivanje Pedra i sur (23). Provedena meta-analiza
nije utvrdila znacajnu razliku u VDR genotipovima, kao ni u frekvenciji alela medu bolesnim

i zdravim ispitanicima (25).

Usporedbom genotipova i alela (tablica 7.) za polimorfizam Fokl VDR gena u nasem
istrazivanju nismo utvrdili statisticki znacajnu razliku (p > 0,05) izmedu oboljelih od
celijakije i kontrolne skupine. Razlika nije bila prisutna (p > 0,05) niti medu ispitivanim

skupinama nakon podjele prema spolu (tablice 8 i 9).

S obzirom na razli¢ita klini¢ka obiljezja u klasicnom i neklasi¢cnom tipu celijakije analizu
ucestalosti genotipova 1 alela proveli smo u obje skupine bolesnika i prema spolu te takoder

nije utvrdena znacajna razlika izmedu ovih skupina (tablice 10, 11).

Rana dob pojavnosti celijakije do druge godine Zzivota izlu¢ni je kriterij u postavljanju
dijagnoze Kklasicnog tipa celijakije. U neklasicnom tipu celijakije korelirali smo dob
postavljanja dijagnoze sa sva tri genotipa Fokl VDR gena. lako dob dijagnoze (22,8 godina)
kod neklasi¢nog oblika celijakije u bolesnika s CC genotipom Fokl VDR gena pokazuje trend
ranijeg postavljanja dijagnoze od dvije do tri godine ranija nego li u onih s genotipovima TT
ili TC, razlika nije statisti¢ki znacajna (p = 0,57). Ipak valja napomenuti da je broj ispitanika

s CC genotipom relativno mali (slika 10).

Jos jedan vazan pokazatelj koji uz disbalans nutrijenata Cesto prate celijakiju jesu i pridruzene
bolesti. Jedna od pridruzenih bolesti koja se povezuje s celijakijom je diabetes mellitus tip 1.
U ovom istrazivanju od 196 ispitanika 33 su imali neku od pridruzenih bolesti dok je njih 5
imalo upravo diabetes tipa 1. Medutim, s obzirom na mali broj ispitanika s pridruzenim

bolestima nije uocena statisticki znacajna razlika (p>0,05) medu ispitanicima (tablice 12, 13).

Ludvigsson i sur. (26) izvijestili su da dijabetes tipa 1 predstavlja 5 do 10 puta veci rizik od
celijakije u vrlo velikoj skupini djece. Ovo povecanje rizika djelomi¢no se moze objasniti
zajednickim genetskim rizikom koji predstavlja HLA. Postotak od 5% -10% pacijenata

pogodenih dijabetesom tipa 1 imao je antitijela povezana s celijakijom, a do 75% bolesnika
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imalo je abnormalnosti na tkivu biopsije tankog crijeva. Auricchio i sur utvrdili su kako
niska razina vitamina D u serumu nije povezana s pojavnoséu dijabetesa kao pridruzene
bolesti u celijakiji (27). Medutim, u danjim istrazivanjima koja bi obuhvacéala veci broj

ispitanika zanimljivo bi bilo promatrati raspodjelu te pojavnost pridruzenih bolesti.

Na temelju nasih rezultata o ucestalosti rizicnih HLA alela i VDR Fokl genotipova
prikazanih u tablici 12 ne mozemo VDR Fokl polimorfizmu pripisati ulogu u podloZnosti za
celijakiju. Obzirom na dosadasnje spoznaje o znacaju HLA DQAI1 i HLA DQBI gena u
podloznosti i razvoju celijakije, doprinos riziku za podloZznost bolesti svakog pojedinog alela
izvan HLA regije moze biti vrlo mali te su za takve analize pogodne velike skupine

bolesnika.

Osvrnemo li se jo$ jednom na studiju Pedra i sur (23) ¢ini se da polimorfizmi VDR gena
mogu biti markeri genetske osjetljivosti u pojedinim populacijama prije nego li uzro¢ni lokus
autoimunosti u celijakiji. S obzirom na razli¢ite rezultate u prethodnom i nasem istrazivanju
moguca je i genetska heterogenost u zdruzenosti s bolesti u razli¢itim populacijama. Na
temelju rezultata naseg istrazivanja mozemo zakljuciti da polimorfizam Fokl VDR gena ne

predstavlja ¢cimbenik podloZznosti u razvoju celijakije u hrvatskoj populaciji.
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7. ZAKLJUCCI

Na temelju podataka dobivenih istrazivanjem utjecaja polimorfizma Fokl u genu za vitamin

D receptor u razvoju celijakije zakljuéili smo:

Ne postoji statisticki znacajna razlika (p > 0,05) u frekvenciji odredenog genotipa i/ili

alela Fokl VDR gena izmedu oboljelih od celijakije i kontrolne skupine.

Statisticki znacajna razlika ne postoji (p > 0,05) niti medu ispitivanim skupinama

nakon podjele prema spolu.

Ne postoji statisticki znacajna razlika (p > 0,05) u ucestalosti odredenog genotipa
Fokl VDR gena medu bolesnicima koji imaju klasi¢ni tip celijakije naspram onih koji
imaju neklasi¢ni tip celijakije.

lako je dob dijagnoze kod neklasi¢nog oblika celijakije u bolesnika s CC genotipom

Fokl VDR gena dvije do tri godine ranija nego li u onih s genotipovima TT ili TC,

razlika nije statisticki znacajna (p = 0,57).

Ne postoji statisticki znacajna razlika (p > 0,05) u ucestalosti odredenog genotipa
Fokl VDR gena izmedu bolesnika bez pridruzene bolesti i onih koji su imali

pridruzenu bolest.

Rizi¢ni aleli HLA-DQAL i -DQB1 gena glavni su geneticki ¢imbenici u podloZnosti
za celijakiju te je distribucija Fokl VDR genotipova u heterozigota i homozigota za

HLA rizi¢ne alele podjednaka.

Uzevsi u obzir ukupne rezultate dolazimo do zakljucka da polimorfizam Fokl VDR gena ne

predstavlja ¢cimbenik podloznosti u razvoju celijakije.
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9. POPIS SKRACENICA I AKRONIMA

CD - engl. celiac disease, celijakija

HLA - engl. - human leukocyte antigen, humani leukocitni antigen

tTG — tkivna transglutaminaza

APS — antigen prezentirajuée stanice

MHC — engl. major histocompatibility complex, glavni humani sustav tkivne snosljivosti

HUGO - Gene Nomenclature Committee

ESPGHAN - The European Society for Paediatric Gastroenterology Hepatology and

Nutrition

AGA-IgG - Antiglijadinska protutijela 19G-razreda
AGA-IgA - Antiglijadinska protutijela IgA-razreda
EMA-IgA - Endomizijskih protutijela
25-hidroksivitamin D3 ili kalcidiol - 25(OH)D
1,25-dihidroksivitamin D3 ili kalcitriol - 1,25(OH).D
VDR - vitamin D receptor

RXR - retinoidni X-receptor

VDRE - vitamin D response elements

DNA — deoksiribonukleinska kiselina

PCR — engl. polymerase chain reaction, lan¢ana reakcija polimerazom
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