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1. UVOD

1.1. Povijest HLA

Povijest polimorfnog sustava HLA zapocinje prije neSto manje od devedeset godina
S britanskim lije¢nikom i znanstvenikom Peterom Gorerom. Tijekom svog
istrazivanja o mogu¢nostima transplantacije tumora kod miseva, dosao je do otkrica
da je ista bila uspjesna ako su misevi imali jednu istu grupu alela koju je nazvao
Antigen II. MiSevi koji su se razlikovali po grupama alela, zbog djelovanja
imunoloskog sustava, odbacili su presadak. U isto vrijeme do slicnog zakljucka

dosao je i George Snell koji je sustav nazvao H lokus (1).

Jean Dausset, Jon van Rood i Rose Payne su 1958. godine objavili tri rada koja su
postavila temelje HLA sustava kakvog danas poznajemo. U istrazivanju su
otkrivena HLA antitijela u serumima politransfundiranih bolesnika i viserotkinja.
Za otkri¢e ovog najsloZenijeg sustava kod ¢ovjeka smatra se Jean Dausset kojemu
je 1980. urucena i Nobelova nagrada. Van Rood i Payne su ponukani velikim
otkri¢em nastavili svoja istrazivanja aloantigena na humanim leukocitima. Isto je
1963. godine dovelo do saznanja o postojanju dialelnog sustava leukocitnih
antigena koje je prof. Rood nazvao alelima 4a i 4b (danas poznati kao HLA-Bw4 i
HLA-Bw6). Samo godinu dana kasnije, 1964., Rose Payne je u serumima
viserotkinja otkrila do tada nepoznate antigene te njihove lokuse. Brojni
znanstvenici su slijede¢i ove primjere bili uspjesni u otkrivanju ostalih, danas vrlo
relevantnih antigena i njihovih alela (2). Tek 1999. godine objavljena je kompletna
1 kontinuirana HLA sekvenca koja je imala 224 lokusa ukljucuju¢i kodirajuce 1 ne

kodirajuce segmente (3).

S novim spoznajama i napretkom znanosti razvila se potreba za stvaranjem registara
s podatcima o tipizacijama HLA pacijenata. Tako je Jon J. van Rood 1967. godine
predstavio svoju zamisao 0 osnivanju neprofitne organizacije Eurotransplantata
koja je i pravno utemeljena 12. svibnja 1969. godine. Iz sli¢nog razloga u mnogim
zemljama su danas ustanovljeni nacionalni Registri dobrovoljnih davatelja

krvotvornih matiénih stanica koji zajedno ¢ine Svjetsku organizaciju darivatelja



krvotvornih mati¢nih stanica (Bone Marrow Donors Worldwide). Svjetski registar
dobrovoljnih darivatelja krvotvornih mati¢nih stanica i stanica umbilikalne krvi
danas broji viSe od 31 887 davatelja. Hrvatski registar dobrovoljnih darivatelja
krvotvornih mati¢nih stanica osnovan je 1996. godine u Zavodu za tipizaciju tkiva,
Klinike za urologiju, KBC Rebro, Zagreb. Ipak, sve do osnivanja Zaklade Ana
Rukavina broj darivatelja je bio mali (156). Trenutno Hrvatski registar DDKMS,
zahvaljuju¢i radu Zaklade Ana Rukavina, broji 59 605 potencijalnih davatelja (28).

1.2. Glavne zna¢ajke MHC

Sustav HLA (humani leukocitni antigeni) je glavni sustav tkivne podudarnosti
(MHC) u covjeka. MHC sustav sadrzi veliki broj gena ¢ija je primarna uloga
prezentiranje patogena imunoloskom sustavu, to¢nije T stanicama. T stanice 0Sim
Sto prepoznaju peptide nastale staniénom obradom primarnog patogena prepoznaju
1 HLA molekule koje iste prezentiraju. Na ovaj nacin omoguceno je raspoznavanje
vlastitih od stranih antigena $to pak predstavlja veliki problem lije¢nicima prilikom

pripreme za transplantaciju organa i/ili mati¢nih stanica (1).

Humana MHC regija se nalazi na kra¢em kraku Sestog kromosoma (odsjecak p21.3)
te se sastoji od nekoliko lokusa koje smo nazvali razredima I, Il i 11l. Geni HLA
razreda I su na kromosomu smjeSteni telomeri¢no, geni HLA razreda II
centromeri¢no dok su se geni razreda Il smjestili izmedu njih. Geni HLA razreda
I i Il odgovorni su za sintezu antigena HLA te su klju¢ni u njihovoj preradbi i
predocavanju (4). S druge strane, geni HLA razreda 111 nemaju sredisnju ulogu, no
ipak su od velike znacajnosti jer se unutar nje nalaze brojni geni koji sudjeluju u
imunoloskoj reakciji i pokazuju izrazitu strukturnu i funkcionalnu razlicitost
(komponente komplementa, citokini). Geni C4A i C4B, C2 i Bf kodiraju drugu i
Cetvrtu komponentu komplementa te faktor B, esencijalan za alternativni put
aktivacije sustava komplemenata. Osim navedenih, u ovoj regiji se nalaze i TNF-A
I TNF-B geni koji kodiraju citokine TNF-a i B, poznatiji kao geni proteina
"toplotnog Soka" (engl. Heat Shock Proteins, HSP) te mnogi drugi (1, 10).



Regija MHC je velic¢ine ~4MDb $to predstavlja 0.13% ljudskog genoma, no odrazava
¢ak 0.5% od 32 000 poznatih protein kodirajucih gena. Odgovorna je za produkciju
liganda, receptora, proteina, signalnih molekula i regulatora transkripcije. Osim
svoje sredisnje uloge u regulaciji urodenog i ste¢enog imunoloskog odgovora ima i
brojne druge zadace poput: sinteze komplementa (posreduju upalnom procesu),
regulacije proizvodnje specificnih antitijela te kontrole sinteze tkivnih antigena
(tkivna histokompatabilnost). Nadalje, neka nova istrazivanja dovela su sustav
HLA u svezu s reprodukcijom i socijalnim ponasanjem kao Sto su odrzavanje
trudnoce i1 odabir partnera. MHC regija utjeCe i na ziv€ani sustav, interakciju

stanica u mozgu te uzrokuje neke neuroloske i psihijatrijske poremecaje (3).
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Slika 1. Sesti kromosom

Preuzeto iz: Parham P The Immune system 2005.



1.3 Antigeni HLA razreda |

Antigeni HLA razreda | su heterodimerski glikoproteini vezani za povrsinu stanice.
Organizirani su u vise lokusa od kojih su najvazniji HLA-A, HLA-B i HLA-C geni.
Ovi geni izrazito su polimorfni, a njihove produkte moZemo prona¢i na vecini
tjelesnih stanica u razli¢itim koncentracijama. Prisutne su na svim stanicama s
jezgrom, u limfatiénom tkivu i na trombocitima. Osim toga, mozemo ih pronaci
otopljene u plazmi (kasnije se apsorbiraju se na povrSinu trombocita) te na
eritrocitima ¢ija ekspresija ovisi o specifi¢nosti antigena. U malom broju se nalaze
na spermatozoidima, oocitima, stanicama posteljice, miSi¢ima 1 stanicama
srediSnjeg zivéanog sustava, a manjak ovih molekula na fetomaternalnoj barijeri
omogucava prezivljavanje fetusa. Osim njih poznajemo jo§ i HLA-E, -F i -G gene
koji su nisko polimorfni, ogranicena im je zastupljenost u tkivima i kodiraju

molekule strukturno vrlo slicne molekulama klasi¢nih gena HLA razreda I.

Imunoloska istrazivanja pokazuju da je lokus HLA-B najpolimorfniji i time

najznacajniji od navedenih (4).

1.3.1. Grada molekula HLA razreda |

Molekule HLA razreda I gradene su od dva lanca: polimorfnog alfa lanca ili teskog
lanca (43kDa) kojeg kodira regija p21.3 na Sestom kromosomu te ne polimorfnog
(konstantnog) B2 mikroglobulina (12kDa). Alfa lanac ima tri dijela citoplazmatski,
hidrofobni transmembranski i glikolizirani ekstracelularni. Citoplazmatski dio se
sastoji od tri domene al, a2 i 3. Mikroglobulin f2 nalazi se slobodan u serumu te
se nekovalentno veze na o lanac. On ne sudjeluje u prezentaciji antigena ve¢ ima

funkciju uévrséivanja molekule.

Proksimalno stani¢nom zidu nalaze se a3 domena i 32 mikroglobulin, a al i a2
domene smjestene su distalno. Distalne domene slazu se u sekundarnu strukturu 3-
nabrane ploc¢e koja je sastavljena od osam nabora. Na njihovim karboksilnim
krajevima nalazi se struktura alfa heliksa koja ujedno ¢ini i bo¢ne strane lanaca.

Ovakav tip strukture stvara zlijeb izmedu al i o2 lanca gdje se tijekom sinteze



antigena HLA razreda I vezu molekule peptida (8-10 aminokiselina) (1).
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Slika 2. Shematska grada antigena HLA razreda |

Preuzeto iz: Janeway CA i sur. Immunobyology 2005.

1.3.2. Funkcija molekula HLA razreda |

Osnovna funkcija molekula HLA razreda | je prezentiranje intracelularnih peptida
T stani¢nim receptorima smjestenima na CD8+ citotoksi¢nim T stanicama. Ovim
se ostvaruje unutarnji put predocenja stranih antigena (uglavnom virusa) koji su

rastavljeni na peptide od oko 9 aminokiselina.

Nakon razgradnje stranog antigena na peptide, oni se preko specifi¢nih prijenosnih
proteina TAP1 i TAP2 transportiraju u endoplazmatski retikulum (ER). U ER, gdje
je vec ranije zapoceta sinteza HLA antigena, dolazi do vezanja patogenih peptida i
molekula HLA razreda I Sto zahtjeva preciznu koordinaciju brojnih proteina. U
ovom obliku molekula prolazi kroz Golgijev aparat te se eksprimira na povrsini
stanice gdje biva prezentirana citotoksicnim (CD8+) T limfocitima. Antigen
specifi¢ni receptor moze prepoznati antigen peptida samo ako je vezan za vlastiti

HLA antigen. Uzrok ove restrikcije su specifi¢ni receptori- TCR glikoproteini na



limfocitima Tc (1). CD8+ stanice sada potic¢u imuni odgovor $to rezultira smréu

stranog antigena.

Osim navedene, molekula HLA razreda I ima sposobnost reagiranja s razli¢itim
NK inhibitorskim receptorima koji na taj nacin Stite zdrave stanice od
imunoreakcije posredovane NK stanicama. Prirodno ubilacke stanice (engl.

Natural killer, NK) prvotno prepoznaju molekule HLA-C (4).

1.4. Antigeni HLA razreda Il

Regija HLA razreda II nalazi se centromeri¢no na Sestom kromosomu i zauzima
podrucje veli¢ine 800 kb. Ova regija nosi gene koji kodiraju heterodimeri¢ne
glikoproteinske molekule HLA razreda Il. Kao i HLA razreda I, organizirani su u
nekoliko podregija od kojih su najznacajnije: HLA-DR, HLA-DQ i HLA-DP.
Zastupljenost molekula razreda II ogranic¢ena je na stanice koje aktivno sudjeluju u
imunoloskom odgovoru zbog ¢ega su prisutne na antigen prezentiraju¢im stanicama
(B-limfocitima, makrofagima i dendritiénim stanicama), epitelnim i endotelnim
stanicama te na limfati¢cnom tkivu. Uloga ovog razreda je poticanje opéeg imunog
odgovora zbog ¢ega njegova prisutnost nije potrebna na svim tkivima npr. masnom

1 miSi¢nom tkivu.

Za razliku od molekula HLA razreda I, molekule razreda Il prezentiraju strane
antigene T pomagackim stanicama (CD4+) (1).

1.4.1. Grada molekula HLA razreda Il

Struktura gena molekula HLA razreda Il nalikuje strukturi gena molekula HLA
razreda I. Molekule HLA razreda II gradene su od dva polimorfna, medusobno vrlo
sli¢na lanca, o (34kDa) i B (29kDa). Oba lanca kodira regija na kratkom kraku
Sestog kromosoma (6p21.3). Ekstracelularni dio svake od njih sastoji od dvije
domene, al i a2 te B11p2.



Molekula se sastoji od Cetiri regije. Prva regija se dijeli se na a2 i f2 (mjesto
vezanja CD4+ limfocita) domene koje su nepromjenjive i strukturno vrlo sli¢ne
imunoglobulinima. One se nalaze proksimalno stani¢noj membrani dok se druga
regija s al 1 B1 domenama nalazi distalno. To je ujedno i regija s najve¢im brojem
polimorfizama te mjesto vezanja antigena. Izmedu al i B1 domena stvara se zlijeb
na koji se vezu peptidi obi¢no dulji u odnosu na one HLA I regije. Osim navedenih
postoji joS i transmembranska regija koja sadrzi hidrofobne aminokiseline te
citoplazmatska na kojoj se desava fosforilacija. Citoplazmatska regija je zasluzna i

za vezanje molekula za elemente citoskeleta (1).
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Slika 3. Shematski prikaz molekule antigena HLA razreda Il

Preuzeto iz: Janeway CA i sur. Immunobyology 2005.

1.4.2. Funkcija molekula HLA razreda Il

Osnovna funkcija molekula HLA razreda II je predocavanje stranih antigena
(uglavnom bakterija (4)) nastalih ekstracelularno Th stanicama (CD4+). Vezanje
peptida i HLA antigena deSava se na mjestu poznatom kao MIIC (MHC class Il

containing Compartment). Pomagacki T limfociti pobuduju imuni odgovor koji



ukljucuje aktivaciju B limfocita s ciljem stvaranja antitijela te citotoksi¢nih T

limfocita.

S obzirom da se strani antigeni, koje prepoznaju antigeni HLA razreda Il primarno
izvanstani¢ni, put predoCavanja antigena pocinje fagocitozom koja se uglavnom
desava u makrofagima i dendriti¢énim stanicama (24). Nakon ulaska patogena u
fagozom isti se spaja s lizozomom tvorec¢i fagolizozom. U fagolizozomu antigeni
se razgraduju na manje peptide veli¢ine do 30 aminokiselina (25). U isto vrijeme se
u ER sintetizira molekula HLA koja sve do spajanja s fagolizozomom sadrzava
protein poznat kao ,,invarijantni lanac (Ii)**. On onemoguéava preuranjeno vezanje
peptida za HLA molekule. Nakon spajanja s peptidom (MIIC regija) i odvajanja
invarijantnog lanca, molekula se transportira do povrSine stanice gdje se prezentira

pomagackim T limfocitima (1).
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Slika 4. Put vezanja peptida na molekulu HLA razreda Il

Preuzeto s: Klein J., Sato A. (2000): The HLA system. First of two
parts. N Engl J Med, 343: 702-709.

! JIma vaznu ulogu u sintezi molekule HLA razreda II jer odreduje mjesto na koje ée se vezati peptid za

antigen molekule HLA razreda II. Sintetizira se u endoplazmatskoj mreZici i veZe se na mjesto peptida
unutar antigena HLA razreda II te na taj nacin sprjecava vezanje endogenog peptida. U slucaju da se
endogeni peptidi vezu na antigen HLA razreda II, tada bi i antigeni HLA razreda I i razreda II predocavali
istu vrstu peptida, koji nastaju razgradnjom proteina.” - Crni¢-Martinovi¢, Osnove glavnog sustava tkivne
sno§ljivosti u ¢ovjeka.
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1.5. Nazivlje sustava HLA

Postoji viSe nacdina na koje mozemo zapisati HLA antigene, no sljede¢i nacin je

uvrijezen kao najbolji te se najceScée koristi.

Nazivlje HLA (Humani leukocitni antigen) je ime za antigene koje kodira grupa
gena na kra¢em kraku Sestog kromosoma. Nadalje, A, B, C, DR, DQ i DP su oznake
za lokuse HLA razreda | tj. razreda I1. Nakon naziva lokusa slijedi broj¢ana oznaka
(npr. 3, 17, 03...) koja se referira na specifi¢ni antigen kojeg kodira prethodno
navedeni lokus. Tako HLA-DR17 (3) oznacava lokus DR razreda II te antigen 17.
Ovaj nacin zapisivanja temelji se na seroloskim laboratorijskim metodama tj. na

stvaranju antitijela koji reagiraju na podrazaj stranih antigena.

Nakon otkrica PCR-a te razvoja molekularne biologije, provodenje genetskih
testova postalo je svakidasnjica. Sada su znanstvenici napokon mogli odrediti

polozaje gena koji su odgovorni za proizvodnju molekula sustava HLA.

S vremenom je otkriveno da postoji vise inacica svakog od kodirajucih gena pa su
se isti poceli oznaavati dodatnim rednim brojem. Uz ime gena dodan je
Cetveroznamenkasti broj kod kojeg prva dva oznacavaju specifi¢nost gena a druga

dva redni broj alela tog gena (ovisno o tome kada je otkriven).

Kao primjer za imenovanje sustava HLA mozZzemo uzeti sljede¢i zapis: HLA-
B*13:01 u kojem HLA oznacava regiju, B odredeni lokus, * oznaku molekularnog
testiranja, *13 grupu alela koja odgovara seroloskoj specifi¢nosti/ antigenu HLA-
B13, a :01 redni broj alela (4).

11



Tablica 1. Imenovanje HLA gena i alela

Preuzeto iz: http://hlaallels.org/nomenclature/naming.html.Nomenclature
for Factors of the HLA System (29)

Nomenklatura Znacenje

HLA Sustav HLA

HLA-B Oznaka odredenog lokusa (B)

HLA-B*13 Grupa alela HLA-B*13 koja odgovara
seroloSkoj specifi¢nosti/antigenu HLA-
B13

HLA-B*13:02 Alel B*13:02

HLA-B*13:02:02

Sinonim za alel koji se razlikuje u mutaciji
od alela B*13:02:01

HLA-B*13:02:01:02

Alel koji sadrzi mutaciju izvan kodirane

regije B*13:01:01

HLA-A*24:09N

,»Nul alel”, alel koji nema ekspresiju na

stani¢noj membrani

HLA-A*30:14L

Alel ¢ija je ekspresija zna¢ajno smanjena

na povrsini stanice

HLA-B*44:02:01:02S

Aleli koji su eksprimirani na ,,skrivenim

stanicama‘

HLA-A*32:11Q

Alel ¢ija mutacija ima znacajan u€inak na

ekspresiju antigena na povrsini stanice

1.6. Osnovne karakteristike HLA

Projekt humanog genoma (engl. The Human Genome Project), uspjesno zavrsen
2003. godine, rezultirao je spoznajom o cjelokupnoj sekvenci ljudskog genoma.

Sustav HLA je poznat po visokom stupnju raznolikosti njegovih gena. Geni HLA
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su najpolimorfniji geni u covjeka (posebno HLA-B gen te HLA-DRB1), §to znaci
da se svaki pojedini gen javlja u razli¢itim oblicima koje nazivamo alelima. Kod
nekih gena moguce je pronaci ¢ak i do tisu¢u alela po pojedinom lokusu (4). Za
najvazniji ¢imbenik ovog visokog stupnja polimorfnosti smatra se prirodna

selekcija (5)

Glavnu poveznicu s sustavom HLA ¢ini imunoloski sustav. Sve klasiéne HLA
molekule prezentiraju epitope (antigenska determinanta) T stanicama. Ipak, one se
razlikuju u odredenim domenama ovisno o specifi¢nosti gena (njegovih alela) koji
ga kodiraju. Ovi polimorfizmi najprisutniji su u domenama odgovornima za vezanje
antigena i interakciju varijabilnih regija s receptorima na T stanicama. Dokazano je
da zamjena samo jedne aminokisline moze za posljedicu imati velike promjene u
afinitetu vezanja antigena te na taj nacin ubrzati ili usporiti djelovanje imunoloskog
sustava. Smatra se da je evolucijski smisao varijabilnosti HLA sustava veca
vjerojatnost da ¢e osoba biti heterozigotna. Time se pak smanjuje mogucnost da ¢e

neki patogeni peptid izbjeci djelovanje imunoloskog sustava.

Osim polimorfnosti, sustav HLA ima obiljezje kodominantnosti. Dakle, od svakog
roditelja se nasljeduje po jedan haplotip?, a dva haplotipa tvore genotip HLA.
Nasljeduju se prema uputama pravilne segregacije sto znaci da dijete ima 50%-tnu

Sansu da naslijedi odredeni alel od heterozigotnog roditelja.

Jedna od osobina je i niska ucestalost crossingover-a koja iznosti 1-2%.
Crossingover je definiran kao zamjena dijelova kromatida tijekom oogeneze ili
spermatogeneze. On se zbog izrazito male udaljenosti izmedu pojedinih lokusa vrlo

rijetko pojavljuje u genima sustava HLA.

Sustav  HLA karakterizira i krizna reaktivnost (engl. Cross-Reactivity) koja
oznacava pojavu u kojoj jedno antitijelo reagira s vise razli¢itih antigena, najcesce

istog lokusa (4).

Nadalje, jedna od znacajnijih obiljezja je i genska neravnoteza (engl. Linkage

Disequilibrium, LD). Prema osnovnim zakonima Mendelevog nasljedivanja

2 Skup specifi¢nih alela koji se ne rekombiniraju, nemaju svoj par na drugom kromosomu i
nasljeduju se zajedno (33).
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frekvencija alela jednog lokusa ne bi trebala utjecati na frekvenciju pojave drugog
lokusa. Ipak, u sustavu HLA postoje odredeni aleli koji pokazuju snaznu genetsku
neravnotezu poput alela DQBI1 1 DRBI1 koji se vrlo ¢esto nasljeduju zajedno.
Znanstvenici nagadaju da kombinacija odredenih alela ima pozitivan u¢inak na

imunoloski sustav tako da povisuje selektivnost i specifi¢nost molekula sustava
HLA (4,6).

1.7. Odredivanje antigena i gena HLA

Antigene 1 gene sustava HLA mozZemo odrediti na dva nacina: seroloSkim i
molekularnim testiranjem. Nacini testiranja ovise o potrebama i moguénostima

laboratorija.

1.7.1. Serolosko testiranje antigena HLA- test
mikrolimfotoksi¢nosti (MLCT)

Serolosko testiranje (test mikrolimfotoksi¢nosti) temelji se na principu aktiviranja

komplementa tj. na specificnoj reakciji antigen-antitijelo.

Cilj testa je odrediti nepoznate antigene razreda HLA | i Il koji se nalaze na
povrsini leukocita. U analizi se koriste poznata protutijela koja mogu biti
poliklonska ili monoklonska. Dok se poliklonska dobivaju iz seruma
aloimuniziranih viSerotkinja, monoklonska protutijela se proizvode imunizacijom

miSeva.

Serumu pacijenta (nepoznati antigeni) dodaju se poznata poliklonska ili
monoklonska protutijela. Ukoliko se na leukocitima pacijenata nalazi antigen
komplementaran dodanom protutijelu, dolazi do reakcije i nastanka kompleksa
antigen-antitijelo sto se uzima kao pozitivna reakcija. Da bi ta pozitivna reakcija

postala vidljiva i da bi se mogla kvantificirti, potrebno ju je na neki na¢in oznaciti.
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To se radi pomoc¢u antihumanog komplementa koji se veze na antitijelo nastalog
kompleksa i osStecuje stanicu. U slijede¢em koraku dodaje se boja (tripansko
modrilo) koja prodire kroz oSte¢enu membranu (26). Pozitivna reakcija se pod
mikroskopom vidi kao obojenje. Ukoliko obojenja nema reakcija je negativna.
Ovisno o jacini reakcije oznacava se brojevima od 1 do 8 gdje 1 predstavlja

negativan rezultat, a 8 jaki pozitivitet.

—
+ complement

Anti-HLA B27
antibodies

—
oo "
il -

Terasaki
plate

>
+ complermeant

"

A
A
J

Anti-HLA B40 No lysis

antibodies
Slika 5. Princip testa mikrolimfocitotoksi¢nosti

Preuzeto s:

http://medweb4.unige.ch/immunologie/home/HSC/donor/HLA _typing/s
erology.php

1.7.1.1. Izvodenje testa

Izvodenje testa mikrolimfocitotoksi¢nosti zapocinje separacijom limfocita iz
uzorka pune krvi (7ml, heparin kao antikoagulans) metodom gradijenta gustoce
te odredivanjem koncentracije. U tu svrhu Koriste se Burker-Turk-ove komorice
u koje se stavlja SuL suspenzije limfocita i SuL boje tj. prethodno pripremljenog

tripanskog modrila (tripansko modrilo:MEM= 3:1). Pod mikroskopom se broji
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broj stanica po pojedinom kvadrati¢u. Za tipizaciju antigena sustava HLA po

kvadraticu je potrebno izbrojati 5-6 obojanih stanica ili 10-12 neobojanih.

Limfociti u poznatoj koncentraciji se pomo¢u Hamilton Sprice postavljaju na
Terasakijeve plocice na kojima se nalaze poznata protutijela. Nakon inkubacije
(spajanje Ag-At) dodaje se ze¢ji antihumani komplement. Slijedi ponovna
inkubacija tijekom koje, ukoliko je doslo do vezanja antigena i antitijela, dolazi
do unistenje stani¢ne membrane limfocita. Kako bi uklonili ostatak komplementa

koji se nije vezao Tarasakijeve plo¢ice moramo dobro protresti.
Konacno, u reakciju dodajemo tripansko modrilo koje ulazi samo u mrtve stanice.
Jazice u kojima ima dovoljan broj obojenih stanica oznacavamo kao pozitivnu

reakciju (2-8) i zapisujemo u tipizacijske listice.

Tablica 2. Interpretacija rezultata

Postotak mrtvih stanica | Rezultat | Interpretacija

0-10 1 Negativno

11-20 2 Pozitivno/negativno (+)
21-50 4 Slabo pozitivno (++)
51-80 6 Pozitivno (+++)
81-100 8 Jako pozitivno (++++)

1.7.2. Molekularne metode

1.7.2.1. PCR-SSO (engl. Polymerase chain reaction-Sequence Specific

Oligonucleotids)

PCR-SSO je metoda za odredivanje gena HLA koja se temelji na specificnom

vezanju umnozenih fragmenata DNA 1 oligonukleotidnih proba na povrsini
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mikrosfera. Mikrosfere su sintetski dobivene Cestice koje su obojane crvenom i
infracrvenom bojom. Razli¢iti intenzitet obojenja ocitava se uredajem Luminex
(Luminex LX200 Analyser) koji funkcionira na principu proto¢ne citometrije.
Svaka mikrosfera pojedinacno dolazi do dva lasera od kojih jedan kvantificira
relativnu koli¢inu vezanih proba, a drugi klasificira mikrosferu i odreduje probu

koja se vezala. Rezultati se o€itavaju pomocu za to predvidenih softvera (7).

HLA specifi¢ne

oligonukleotidne

probe vezane za — } .
mikrosfere Hibridizacija Oznacavanje

2. laser

Q
o _

F 797
!

AAAAAS.
B
Mikrosfere Mikrosfere Luminex oéitavanje
+ +
amplificirana DNA SAPE

Slika 6. PCR-SSO metoda

Heinemann, HLA Genotyping and Antibody Characterization Using the
Luminex™ Multiplex Technology

1.7.2.2. 1zvodenje testa PCR-SSO

Uzorak za izvodenje testa je izolirana DNA koja se umnaza PCR metodom (engl.

Polymerase chain reaction).
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Prije postavljanja u aparat potrebno je napraviti reakcijsku smjesu ovisno o lokusu
HLA kojeg Zelimo odrediti. Prvo stavljamo destiliranu vodu (8.8uL), a potom
Master MIX (6uL) odnosno reakcijski pufer specifican za odredeni lokus (sadrzi
oligonukleotidne pocetnice i nukleotide). Kona¢no, u mjeSavinu dodamo Taq
polimerazu (0.2uL), 5ul izolirane DNA i postavimo u ,,Thermocycler”
(LXAMPF RAPID).

Umnazanje DNA se odvija u nekoliko koraka. U prvom koraku deSava se
denaturacija DNA pri kojoj dolazi do razdvajanja lanaca od kojih svaki sluzi kao
kalup za sintezu novog lanca (3-5min, 94°C). U drugom koraku temperatura se
snizava na 50-60°C kako bi se omogucila hibridizacija tj. vezanje
oligonukleotidnih primera. Napokon, u tre¢em koraku, na 72°C pocinje
djelovanje Taq polimeraze i sinteza komplementarnog lanca. Postupak se

ponavlja u 30-40 ciklusa, a kao rezultat dobijemo 68 bilijuna kopija DNA.

30 - 40 cycles of 3 steps :
mwm“mm%w% A . Step 1 : denaturation
‘ ¢ L L 1 minut 94 °C
LUy LR I T
! M Hmey
5" T T T Jt ITITITITTITITT 3 Step 2 : annealing
My, sy, U
kS
s f %m 45 seconds 54 °C
3 3 2 ’ T
T meh-ﬂ‘n’nﬂ | Ll ™ | 7 forward and reverse
I | IWWLJ\ 5 primers 11!
SR U | T . i
RN _ o UL s Step 3 = extension
~ 1 -~ -~ RN ; .
[ <> 1 | SN s T 2 minutes 72 °C
SIWT T (=3 — | | ~ only dANTP's
T — ~ Y
. 1]
: l l I ! l l I 5 CAndy Viersiraste 1999)

Slika 7. Shematski prikaz lanCane reakcije polimerazom

Preuzeto iz: Andy Vierstraete 1999.
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Nakon amplifikacije fragmenata DNA slijedi proces hibridizacije (Lyh hibrid
rapid) za koji je potrebno uzeti SuL PCR produkta i 15uL suspenzije mikrosfera.
Tijekom hibridizacije koja traje 20 minuta, oligonukleotidne sekvence (engl.
SSO- Sequence-Specific Oligonucleotides) koje se nalaze na povrsini mikrosfera

vezu se za specifiéna mjesta na umnozenim fragmentima.

U sljede¢em koraku reakciji se dodaju pripremljene otopine fluorescentne boje
kojima obiljezavamo nastali kompleks. Otopina se priprema od 170uL dilucijske
otopine i 0.75uL streptavidina (R- fikoeritrin konjugirani streptavidin, engl.
Streptavidin—Phycoerytherin, SAPE). Spomenuti streptavidin se veZze na
biotinilizirane djelove (poc¢etnice) DNA PCR produkta te na kompleks nastao
hibridizacijom. Po zavrsetku hibridizacije, Coster plo¢ica na kojoj se izvodi test

stavlja se u Luminex aparat koji analizira uzorak.

Luminex aparat temelji se na principu proto¢ne citometrije. Sastoji se od dva
lasera od kojih jedan detektira kombinaciju proba s pozitivnim signalom na
osnovu njihove povezanosti s mikrosferama (zeleno), a drugi kvantifikaciju
relativne koli¢ine amplifikata hibridiziran sa svakom pojedinom mikrosferom
(crveno). S obzirom da svaka ozna¢ena proba fluorescira razli¢itim intenzitetom,
aparat ih registrira te povezuje s podatcima o probama koje su zapisane u bazi
podataka. Nakon detekcije vezanih proba vr$i se obrada dobivenih podataka
(Match-IT! software) (7).
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Sample Graph o

[ImFr [ show faled amp | Print -

Batch: 20160627 DRB1 111254 / Sample ID: PA0554-16 LOVRIC M -Adjusted Value

Sample Graph | Batch Probe Graph | Probe Historical Graph

Suggested Assignments ™)

» | 01:01:01 16:01:01 DRL DR16(2) Exact
01:01:02 16:01:01 DR1 DRIS(2) Exact
01:07 16:02:01 DR1 DR16(2) Exact
01:01:01 16:01:06 DRL - Exact

01:01:01 16:01:07 DRL - Exact
01:01:01 16:01:08 DRL - Exact v

Slika 8. Rezultati dobiveni PCR-SSO metodom u MATCH IT DNA

(fotografirano u Laboratoriju za tipizaciju tkiva, KBC Split)

1.7.2.3. PCR-SSP (engl. Polymerase chain reaction-Sequence

Specific Primer)

PCR-SSP (PCR-Single Specific Primer) je metoda koja se takoder koristi u svrhu
odredivanja gena HLA. Za razliku od PCR-SSO metode, ona omogucuje
tipizaciju visoke rezolucije (4 znamenke). Kao $to joj 1 samo ime kaze, temelji se
na lan€anoj reakciji polimeraze 1 specifiénim pocetnicama za odredeni alel ili
skupinu alela. Ukoliko specifiéne pocetnice ne odgovaraju slijedu nukleotida na

ispitivanoj DNA, do umnazanja nece do¢i i rezultat je negativan.

Provjera umnozenih fragmenata vrsi se uz pomo¢ elektroforeze na obojenom
agaroznom gelu. Rezultati se dokumentiraju fotografiranjem reakcije kamerom u
tamnoj komori. Reakcija se prema veli¢ini specificnih produkata PCR-a oznacava
kao pozitivna ili negativna. Pozitivna reakcija mora se slagati s pozitivnom

kontrolom. Dobiveni rezultati analiziraju se u za to namijenjenim programima (1).
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DNA izolacija

A \ \
[ ‘ A '
DNA amplifikacija koristeci specifiéne oligonukleidne primere
-~
Podudaranje Nepodudaranje
- N
Amplifikacija Izostanak amplifikacije
- = N
Detekcija
Nastali
produkt ’
Pozitivna ’ ’

kontrola oy
Pozitivna kontrola

. -
Interpretacija rezultata

Slika 9. PCR-SSP metoda
Preuzeto s: http://www.topdiag.com/top/0,27 tipizare-

hla-ssp.html?sLang=en

1.7.2.4. Izvodenje testa PCR-SSP

Nakon izolacije DNA iz uzorka pune krvi potrebno je napraviti reakcijsku

mjeSavinu. Za nju nam je ponovo potreban Master Mix koji sadrzi Taq

polimerazu, destilirana voda te uzorak DNA. Ovakvu mjeSavinu (10uL)

pipetiramo u jaZice na Olerup SSP® plo¢ici u kojima se ve¢ nalazi dehidrirana

otopina pocetnica. Ista se stavlja u termoblok (OLERUP program) u kojem se

dogada amplifikacija DNA.

UmnozZene fragmente potrebno je razdvojiti koristec¢i gel elektroforezu zajedno s

bojom (etidni bromid, Simply Safe) te ih vizualizirati ispod UV svijetla. Osim
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pozitivne kontrole kojom odredujemo nastale produkte potrebna nam je i
negativna kontrola koja upucuje na kvalitetu izvedenog testa. Rezultati se

interpretiraju u programu Helmberg SCORE.

Slika 10. Vizualizacija rezultata PCR-SSP analize

Preuzeto s:

http://www.allenex.com/sv/transplantation/olerup-ssp/
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1.8. Celijakija

Celijakija (GE- glutenska enteropatija) je kroni¢na upalna autoimuna bolest koja
primarno utjece na proksimalne dijelove tankog crijeva (5). Bitne karakteristike su
trajna (dozivotna) nepodnosljivost glutena, razli¢it stupanj oStecenja sluznice
tankog crijeva i razli¢it spektar klinickih simptoma (10). Tipi¢ni simptomi
ukljucuju nadutost, dijareju te posebno nenapredovanje (eng. FTT- failure to thrive)
zbog malapsorpcije nutrijenata. Na molekularnoj razini, okida¢ celijakije
predstavlja imuna reakcija na gluten u genetski predisponiranih osoba. Gluten je
zastupljen u psenici (zitu), brasnu, razi, jemu te u manjoj koli¢ini u zobi. Gotovo
svi pacijenti s celijakijom imaju barem jednu kopiju ili HLA-DQ?2 ili HLA-DQ8
varijanti humanog leukocitnog antigena (HLA). Ipak ovi antigeni su relativno Cesti
u europeida, a samo 1% osoba razvije bolest. S toga mozemo zakljuciti da na pojavu
bolesti utjecu i drugi faktori poput okolisnih ¢imbenika (9). Izmedu ostalog,
dokazana je i povezanost celijakije s drugim autoimunim bolestima poput
dijabetesa tipa 1, autoimunog tiroiditisa te Sjogren sindroma, zbog ¢ega ju neki
smatraju boles¢u cijelog organizma (8). Zlatni standard za dijagnozu celijakije su
endoskopska biopsija tankog crijeva te seroloska detekcija anti-tkivne
transglutaminaze (anti-tTG) i/ili antiendomizijskih protutijela (EMA) (9).

1.8.1. Epidemiologija

Samuel Gee (1839-1911.) je bio lije¢nik koji je celijakiju opisao kao jednom od
rijetkih bolesti djetinjstva koja se pojavljuje u osoba europskog porijekla.
Istrazivanja iz  1985. godine procijenila su incidenciju celijakije na 0.1%
populacije, dok ona danas iznosi ~1% . Simptomi mogu biti vrlo suptilni, a sama
bolest moze biti i asimptomatska zbog cega je veliki broj ljudi ostao
nedijagnosticiran. Osim toga, kao $to je prethodno navedeno, bolest je Cesto opisana
kao bolest europeida zbog Cega se testovi na celijakiju kod drugih rasa rijetko
provode. Kako su varijante HLA-DQ2 i HLA-DQ8 prisutne u svim rasama ovaj

previd takoder rezultira neto¢nim podatcima o incidenciji i prevalenciji celijakije

(9).
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Primjeri koji se uglavnom navode su oni iz 60. godina 20. stolje¢a iz Svedske
(1:250), Danske (1:5000) te SAD-a (1:3.500- 1:10.000). Velike razlike u incidenciji
mogu se pripisati drugacijoj genskoj konstelaciji pojedinih populacija ali 1 nekim
vanjskim ¢imbenicima poput nejednake koncentracije glijadinskih frakcija u

brasnu, razli¢itih prehrambenih navika i razli¢itih dijagnostickih postupaka.

Sve ucestalija istrazivanja celijakije posljednjih su godina imala veliki utjecaj na

statisticke podatke prevalencije i incidencije (10).

1.8.2. PatoloSke promjene

Morfoloske promjene tankog crijeva uglavnom se odnose na promjene na sluznici
koje moZemo utvrditi jedino uzimanjem bioptata. Uzorci se naj¢eS¢e obraduju
metodama svjetlosne mikroskopije, no nerijetko se u dijagnostiku moraju ukljuciti

I histokemijske, enzimske i elektronskomikroskopske analize.

Osnovni kriterij dijagnoze ocituje se kao vilozna atrofija koja mijenja arhitekturu
sluznice tankog crijeva. Resice postaju zadebljane i skrac¢uju se, a u teZim oblicima
bolesti dolazi do potpune promjene njihovog izgleda pa se moze uociti i potpuno

izravnata povrsina sluznice.

Za nalaz je neophodno izvrsiti mikrometrijsku analizu uzorka bioptata koja nam

jedina daje precizne broj¢ane pokazatelje stupnja ostecenja sluznice (10).

1.8.3. Etiopatogeneza i dijagnostika

Glavnu poveznicu izmedu genetskih ¢imbenika i razvoja celijakije predstavlja
prisustvo odredenih tipova humanog antigena HLA. U dijagnostici se najcesce
analizira veza izmedu gena za HLA-DQ2 i HLA-DQ8 ¢iji pozitivni rezultat ide u

prilog dijagnozi celijakije.

Ipak, kako bi doslo do razvoja bolesti, osim HLA-DQ gena i glutena potreban nam

je 1 tre¢i faktor koji djeluje kao posrednik izmedu genetske predispozicije i same
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bolesti (9). Kao najvjerojatniji faktor spominje se autoantigen tkivna
transglutaminaza (tTG). Tkivna transglutaminaza je enzim s kojim reagiraju
endomizijska protutijela, a isti se naj¢esc¢e analizira vrlo preciznim testom poznatim
kao EMA test. On ima vrlo bitnu ulogu u celijakiji jer katalizira deaminaciju
glutaminskih ostataka u glutenskih peptida. Na taj nacin povecava njihov afinitet
za vezanje s HLA molekulama, posljedicno ubrzavajuéi aktivaciju T stanica.
Nadalje, tTG takoder deaminira glijadinsku frakciju glutena ¢ime mijenja njegovu
strukturu i omogucava svoje vezanje na njega tvoreéi pritom stabilnu strukturu.
Istrazivanja pokazuju da se tek nakon ovog procesa gluten pojac¢ano veze na DQ2
molekule antigen-prezentirajucih stanica (npr. makrofagi) i stimulira HLA-DQ2
determinirane CD4+ limfocite T lamine proprije. T stanice ne mogu prepoznati

,»toksi¢ni“ dio glijadina ukoliko isti nije vezan na povrSinu molekule HLA (10).

Celijakija se prezentira brojnim imunoloskim poremecajima od kojih se neki koriste
i za njegovu dijagnozu. Medu jedne od analiza ubraja se nalaz cirkulirajucih
antitijela na glijadinske frakcije u serumu bolesnika (AGA). Ipak, 25% pozitivnih
nalaza moZe se povezati 1 s drugim bolestima probavnog sustava zbog cega se,
samostalno, ne moze smatrati pouzdanim dijagnostickim pokazateljem bolesti.
Antiretikulinska protutijela (ARA) ne potjecu iz hrane, no u aktivnoj celijakiji
imaju vrlo visoku specifi¢nost od ¢ak 96 do 100%, dok im je osjetljivost od 16 do
76%. Ve¢ spomenuta antiendomizijska protutijela (EMA) su takoder visoko
specifi¢na te su pozitivna kod gotovo svih nelijecenih pacijenata. Ona zajedno s
specifiénim anti tTG protutijelima (stvaraju se u crijevnoj sluznici) predstavljaju

vaznu ulogu u dijagnostici celijakije (9,10).

Ipak, nijedan od navedenih testova ne moze zamijeniti biopsiju sluznice tankog

crijeva koja ostaje glavni dijagnosticki alat.

1.8.4. Klinic¢ka slika

Klini¢ki simptomi variraju od blagih, jedva uocljivih, do vrlo izrazenih i teskih.
Bolest se uglavnom prezentira u ranoj Zivotnoj dobi tj. izmedu 7. i 24. mjeseca

zivota. S obzirom da se tada javljaju za celijakiju vrlo tipi¢ni simptomi, dijagnoza

25



je lakSa nego kod osoba ¢iji se prvi simptomi pojavljuju u sedmom ili osmom
desetlje¢u zivota. Glavni simptomi kod djece ukljucuju kroni¢ni proljev,
povracanje, abdominalnu distenziju, mrSavljenje, anoreksiju, razdrazljivost te
zaostatak u rastu i razvoju (10). Stariji pacijenti imaju atipi¢ne i manje izraZzene
simptome poput manjka energije (uzrokovanog anemijom), deficijencije Zeljeza,
folne kiseline, vitamina K, vitamina D i vitamina B12. Manjak ovih elemenata

rezultira malapsorpcijom ostalih nutrijenata (9).

Najozbiljnije komplikacije GE su predmaligna stanja i maligne bolesti te karcinomi
1 limfomi crijeva koji se javljaju ve¢inom u nedijagnosticiranih bolesnika koji s toga

ne slijede bezglutensku dijetu (10).

1.8.5. Lijefenje i prognoza

Temelj lijecenja je doZivotna bezglutenska dijeta koja se primjenjuje bez obzira na
izrazenost klinickih simptoma (ukoliko je oStecenje sluznice dokazano vezano za
konzumaciju glutena). Iako je gluten ¢imbenik koji nedvojbeno dovodi do GE,
osjetljivost varira medu bolesnicima, ali i u iste osobe u razli¢itoj Zivotnoj dobi i
fazama bolesti. Osim izbjegavanja glutena prehrana mora biti bogata i

bjelan¢evinama, mineralima 1 proteinima.

Prognoza bolesti je odlicna ukoliko se pacijent pridrzava propisane dijete. Ve
nakon nekoliko tjedana tj. mjeseci dolazi do potpune normalizacije stolice i
oporavka crijevne sluznice. Neprovodenje bezglutenske dijete pak nosi rizik od

razvoja malignih bolesti crijeva, a u krajnjem sluc¢aju moze rezultirati i smréu (10).

1.9. Povezanost sustava HLA i celijakije

Celijakija je multifaktorska kroni¢na bolest tankog crijeva koja se moze pojaviti u
bilo kojoj zivotnoj dobi. Simptome uzrokuje netolerancija na gluten koji se nalazi

u pSenici, razi i je¢mu. S obzirom da se bolest uvrijezeno smatra autoimunom, za
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njen razvoj potrebna je snazna genska predispozicija. Brojnim istrazivanjima
najveca je povezanost bolesti dokazana s genima lokusa HLA-DQAL1 i HLA-DQB1
koji su odgovorni za produkciju brojnih heterodimera izraZzenih na povrsini antigen
prezentirajucih stanica. HUGO- Gene Nomenclature Commitee je navedene gene
razreda Il imenovao CELIACL1 (11). Objavljeni rezultati navode da bi u budu¢nosti
detekcija HLA haplotipa koji predstavljaju rizik razvoju bolesti bila efektivna za
skrining populacije. Posebno zbog njihove visoke negativne predikativne

vrijednosti koja je vrlo blizu stopostotnoj osjetljivosti (11-14).

Prvi dokaz povezanosti sustava MHC i celijakije utvrdena je prije nesto manje od
50 godina kada je bolest dovedena u svezu s antigenom lokusa HLA razreda I,
HLA-B8. Intenzivnim istrazivanjima povezanosti sustava HLA 1 celijakije, razni
autori navode i vezu s antigenima HLA-A1, HLA-DR3, HLA-DR7, HLA-DQ?2 te
HLA-DQ8. Asocijacija izmedu navedenih antigena objasnjena je neravnoteZzom

udruzivanja koja predstavlja jedan od fenomena sustava HLA.

Aleli (HLA-DQA1 i HLA-DQBL1) su odgovorni za stvaranje viSe razli¢itih
heterodimera od kojih su glavni predispozicijski HLA-DQ?2 i/ili HLA-DQ8. Oni
su receptori koji se nalaze na povrSini antigen prezentirajucih stanica te sudjeluju u

patogenezi celijakije (12).

HLA-DQ2 receptor, kao takav, postoji u obliku dvije razli¢ite konfiguracije- Cis i
trans®. Cis konfiguraciju oznacavamo kao HLA-DQ2.5 (ili samo DQ2.5) te se
prema njoj jo§ referiramo i kao prema DR3-DQ2 haplotipu kodiranom HLA-
DQA1*05:01- HLA-DQB1*02:01 alelima. U trans konfiguraciji poznajemo dva
haplotipa DQ2.2 (DR7-DQ2% i DQ7.5 (DR5/6-DQ7) koje definiraju aleli: HLA-
DQA1*02:01-HLA-DQB1*02:02(za DQ2.2) te HLA-DQA1*05:05- HLA-
DQB1*03:01 (DQ7.5) (13). Primjetno je da su aleli ove dvije konfiguracije skoro
identi¢ni zbog Cega jedinke DR3-DQ2 i DR5-DQ7/ DR7-DQ2 prezentiraju skoro
istovjetnu, HLA-DQ molekulu (15).

3 Cis konfiguracija- aleli koji se nalaze na istom kromosomu te se nasljeduju zajedno

Trans konfiguracija- aleli koji se nalaze na dva homologna kromosoma i nasljeduju odvojeno (16)
4 Regije na p kraku Sestog kromosoma koje kodiraju DR i DQ haplotipove nalaze se vrlo blizu jedna  drugoj te se s toga vrlo ¢esto
nasljeduju zajedno (15).
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Tablica 3. Pregled genetske ovisnosti HLA i celijakije

Podatci preuzeti iz: (13,15)

Antigeni Haplotip Aleli
HLA-DQ2.5
) HLA-DQA1*05:01
Cis (DR3-DQ2)
HLA-DQB1*02:01
HLA-DQ2.2 HLA-DQA1*02:01
HLA-DQ?2
(DR7-DQ2) HLA-DQB1*02:02
Trans
HLA-DQ7.5 HLA-DQA1*05:05
(DR5/7- DQ7) HLA-DQB1*03:01
HLA-DQ8 HLA-DQA1*03
HLA-DQ8
(DR-DQS8) HLA-DQB1*03:02

HLA-DQ8 receptor se prezentira kao DQ8 haplotip, poznat i kao DR-DQ8 kojeg
kodiraju aleli HLA-DQA1*03-HLA-DQB1*03:02. Uzimaju¢i u obzir skoro
stopostotnu prisutnost barem jednog od navedenih heterodimera u pacijenata s
celijakijom, oko 90% njih nose HLA-DQ2, a vecina preostalih 10% HLA-DQ8
(13).

Vecina oboljelih od celijakije koji su DQ2./DQ8 negativni stvaraju molekule
DQ2.x koje pak kodiraju DQB1*02 riskantni aleli u odsustvu DQA1*05 varijante.
Vrlo rijetko pacijenti prezentiraju neke druge DQ molekule poput DQX.5
(DQAL1*05 u odsustvu DQB1*02/*03:02) te DQX.x koje formira DQA1£*05 alfa
1 DQB1#*02/ #%03:02 beta lanac (16).

Osnovna asocijacija HLA-DQ molekula u pacijenata s celijkijom je dokazana
testovima provedenima na CD4+ T limfocitima. Antigen prezentirajuce stanice
koje na sebi nose heterodimere DQ2.5/DQ8 prikazuju visok afinitet za negativno

nabijene aminokiseline (16). Gluten ih pak skoro i ne sadrzi pa do otkri¢a njegove
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veze s tTG (engl. Tissue transglutaminase) nije bilo jasno na koji nacin nastaje taj
kompleks. Diskrepancija je rijeSena kada se doSlo do saznanja da enzim tTG
pretvara glutaminom bogat gluten u glutaminsku kiselinu stvaraju¢i negativni naboj
potreban za vezanje s DQ2 molekulama (17). Sve bitne interakcije deSavaju se u
centralnoj regiji devet aminokiselinskih ostataka ¢iji se lateralni lanci vezu na
pozicije P1, P4, P6, P7 i P9 DQ molekula. Heterodimer DQ2.5 veZze negativno
nabijene lance peptida na pozicijama P4, P6 1 P7 dok molekula DQS isto ¢ini na

pozicijama P1 i P9.

Poznato je da osim sigurne povezanosti ovih heterodimera i celijakije na istu utjecu
1 neke druge DQ molekule. Pokrenuta su brojna istrazivanja s ciljem objaSnjenja
to¢nog mehanizam koji dovodi do razvoja celijakije. Najvazniji korak je
prezentacija glutenskih peptida CD4+ T limfocitima koja stimulira kako imuni tako
1 humoralni odgovor. Istrazivanja su dokazala da lu¢enje citokina (TNF-a i IFN-y)
potiCe fibroblaste na ekskreciju MMP-1 i MMP-2 enzima. Navedeni enzimi u
crijevima uzrokuju atrofiju vila i hiperplaziju kripti. Osim toga sazrijevanje B
stanica rezultira stvaranjem autoantitijela protiv TG2 i TG2- gluten kompleksa (16).

T-cell

T-cell
Receptor -]
Peptide
ﬁ i D Q

Antigen
Presenting
Cell

Slika 11. Prezentacija peptida T stani¢nim receptorima

Preuzeto iz: https://commons.wikimedia.org/wiki/File:TCELL -APC_DQ.png
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Rezultati istrazivanja su suglasni da najveci broj pacijenata s celijakijom nosi HLA-
DQ2.5 heterodimer, i to u postotku od 96%. Takoder, ispostavilo se da najveci rizik
kod nosioca navedenog heterodimera predstavlja alel HLA-DQB1*02 kod
homozigota (veca vjerojatnost) ali i heterozigota za heterodimer DQ2.5/DQ2.2
(13,15). Sljedeci najucestaliji haplotip je DQS koji se, ako isklju¢imo DQ2.5, javlja
u 53% pacijenata. Kod njega su takoder pronadene razlike izmedu pojave bolesti u
homozigota tj. heterozigota koja ide u prilog homozigotima (13,15). DQ2.2
haplotip predstavlja tre¢i najfrekventniji faktor rizika uo¢en u 37% pacijenata. Nisu
pronadene razlike izmedu homozigotnih i heterozigotnih nositelja (13). Povezanost
ovog heterodimera (DQ2.2- HLA-DQA1*02:01- HLA-DQB1*02:02) i celijakije
nije znanstveno prihvaéena. Kao primjer navodi se istrazivanje provedeno u Brazilu
koje nije pronaslo poveznicu DQ2.2 varijante i razvoja GE. Od 100 oboljelih njih

samo 5% je bilo pozitivno na ovaj heterodimer (14).

Jedno istrazivanje provedeno u Hrvatskoj, pri Klinici za pedijatriju Klinickog
bolni¢kog centra u Rijeci, traZilo je povezanost odredenih alela s GE. Ispitivanje je
ukljuc¢ivalo 110 pacijenata (60 zena 1 50 muSkaraca) s dijagnosticiranom
celijakijom. Rezultati su potvrdili od prije poznate podatke prema kojima su
najzasluzniji geni HLA-DQAL i HLA-DQBL (svi pacijenti su imali barem jedan
alel) s alelima HLA-DQA1*05 i HL-DQB1*02 koji kodiraju HLA-DQ2 protein

(11). Jedino ti aleli smatraju se dijagnosticki relevantnima u potvrdi celijakije (16).

Osim ve¢ opisane razlike izmedu homozigota 1 heterozigota u ovisnosti o alelima,
seroloSkim testiranjima za HLA-DR potvrdeno je da pacijenti koji izraZavaju
DR3/DR3 te DR3/DR7 proteine nose povecan rizik u odnosu na heterozigote za
DR3 (15). Rezultati jednog drugog istrazivanja provedenog na 6403 djece s
haplotipom DR3-DQ2 i DR4-DQ8 pokazuju da DR3-DQ2 homozigotnost
predstavlja cak 2.5 puta vecu vjerojatnost za razvoj celijakije od DR3-DQ2
haplotipa (18).

Nadalje, dokazana je i poviSena frekvencija, u ovom slucaju, DR3-DQ2 haplotipa
kod djece u ¢ijoj se obitelji isti prezentiraju (16,18). Osim obiteljske veze,
zanimljivo, vidljive su i asocijacije temeljene na spolu pacijenata- zene koje boluju

od celijakije su ¢esto pozitivne na DQ2.5 i/ili DQ8 molekule dok su muskarci na
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navedene antigene uglavnom negativni. S obzirom da je povezanost evidentnija u
bijelaca, istrazivanje provedeno u Latinskoj Americi pokazalo je da ¢ak 9%

pacijenata negativnih za HLA-DQ2/DQ8 naposljetku ipak razvije celijakiju (14).

Iz svega navedenog vidljivo je da je povezanost apsolutno potvrdena te se s toga
ispravno koristi u dijagnosticke svrhe. U Hrvatskoj se za predispoziciju razvoja
celijakije analiziraju HLA-DQB1*02 te HLA-DQB1*03:02 visoko specifi¢ni aleli.
Zbog toga je utvrdivanje istih, te pronalazak povezanosti s navedenom bolesc¢u,

postavljen za cilj provedenog istrazivanja.
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2. CILJ RADA

Cilj rada je objasniti povezanost sustava HLA 1 celijakije te istraziti kolika je
ucestalost alela lokusa HLA-DQA i DQB kod pacijenata oboljelih od celijakije.

Od istrazivanja se o¢ekuje da ¢e najveci broj oboljelih od celijakije prezentirati
alele rizi¢ne za razvoj upravo te bolesti. Takoder, da ¢e se postotak osoba

referiranih na testiranje zbog sumnje na celijakiju prezentirati statisti¢ki znacajnu,

visu, frekvenciju alela u odnosu na kontrolnu skupinu (HLA-DQB1*02).

Tablica 4. Shema izrade rada

Priprema

istrazivanja

Istrazivacki

ciklus Zakljucna

l.IstrazZivanje
teme i povezanosti

faza

1. Metodologija
istrazivanja

2. Planiranje .
istrazivanja 1. Analiza rezultata
2. Usporedba

rezultata

2. Provodenje
laboratorijskih
testova

3. Prikupljanje
uzoraka

3. Donosenje
zakljucka
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3. 1ZVORI PODATAKA | METODE

3.1. Ispitanici

U Laboratoriju za tipizaciju tkiva (Zavod za transfuzijsku medicinu, KBC Split)
provedeno je retrospektivno istrazivanje koje je obuhvatilo 249 pacijenata koji
¢ine dvije skupine. Pedeset pacijenata koji su upucéeni u laboratorij na tipizaciju
tkiva sa sumnjom na celijakiju (dalje u tekstu: prva skupina) u periodu tijekom
2016-2017. godine te kontrolnu skupinu (dalje u tekstu: druga skupina) od 199
ispitanika zdrave populacije Splitsko-dalmatinske Zupanije (dobrovoljni

darivatelji krvi).

3.2. Metode

3.2.1. lIzolacija DNA

Iz uzoraka pune krvi s EDTA koagulansom svih ispitanika i kontrolne skupine
izolirana je DNA. Za izolaciju DNA je koriSten komercijalni kit firme Roche
Diagnostics (High Pure PCR Template Preparation Kit), a izolirana DNA je

pohranjena u frizideru na temperaturi od -20°C do vremena izvodenja testa.

3.2.2. PCR-SSO (engl. Polymerase chain reaction-Sequence
Specific Oligonucleotids)

Aleli lokusa razreda Il (HLA-DQA1/HLA-DQB1) odredeni su pomocéu
komercijalnih kitova tvrtke Immucor (Lifecodes HLA DQA1/B1 SSO Typing Kit,
lot. 3004970) po protokolu proizvodaca (str. 16-19.). Za ocitavanje rezultata
koristio se Luminex uredaj (Luminex LX 100/200 Analyser), a rezultati su

analizirani na Match-1T DNA software-u (version 1.2, baza podataka 3.29.).
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3.2.3. Statisticka obrada podataka

Ucestalost alela lokusa HLA-DQA1 i HLA-DQB1 sustava HLA odredena je
direktnim brojanjem. Za usporedbu razlike izmedu ispitivane i kontrolne skupine
koristena je 2x2 tablica, a za vrijednosti manje od 5 koristen je Fisher-ov egzaktni
test (statisticki znaCajnim rezultatom smatran je svaki kojem je vrijednost

P<0,05). Podaci su statisticki obradeni pomoc¢u on-line web alata VassarStats
(30).
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4. REZULTATI

Ovim istrazivanjem obuhvaceno je ukupno 249 ispitanika populacije Splitsko-
dalmatinske Zupanije Koji su podijeljeni u dvije skupine. Prva skupina su pacijenti
koji su poslani na tipizaciju zbog sumnje na celijakiju (N=50) dok je druga,
kontrolna skupina, sastavljena od 199 nasumi¢no odabranih zdravih dobrovoljnih
darivatelja krvi (N=199). Radena je analiza HLA-DQAL i HLA-DQB1 lokusa ¢ija
je distribucija i frekvencija fenotipova prikazana u tablici 5. Za rizi¢ne alele
smatramo HLA-DQB1*02 i HLA-DQB1*03:02.

U skupini pacijenata koji su na tipizaciju poslani s sumnjom na celijakiju medu
HLA-DQB1 alelima najzastupljeniji je HLA-DQB1*02 (27%), zatim HLA-
DQB1*05 (21%), HLA-DQB1*03 (20%), te HLA-DQB1*03:02 (16%) i HLA-
DQB1*06 (16%) koji imaju istu frekvenciju. Alel HLA-DQB1*04 nije pronaden
ni kod jednog pacijenta. Rizi¢ni aleli (HLA-DQB1*02 i HLA-DQB1*03:02)

identificirani su u 43% ispitanih.

U kontrolnoj skupini, medu HLA-DQB1 alelima najvecu ucestalost redom imaju
HLA-DQB1*05 (26.9%), HLA-DQB1*06 (23.8%), HLA-DQB1*03 (03:01+
03:x)° (21.1%), HLA-DQB1*02 (15.3%), HLA-DQB1*03:02 (10.1%) te HLA-
DQB1*04 (2.8%). Rizi¢ni aleli (HLA-DQB1*02 i HLA-DQB1*03:02) pronadeni
Su u 25.4% ispitanih.

Rezultati tipizacija alela lokusa HLA-DQAL nisu ukljuceni u rezultate rada zbog
njihove nekompletne tipizacije. Posljedi¢no, isti nisu pokazali statisticku

znacajnost.

5 Svi HLA-DQB1*03 aleli izuzev HLA-DQB1*03:01 te HLA-DQB1*03:02.
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Tablica 5. Rezultati tipizacije HLA-DQBL1 alela

AF — frekvencija alela, n — broj pojavljivanja odredenog
alela, N=broj ispitanika (2N=ukupan broj alela u
populaciji)

PACIJENTI S KLINICKOM  KONTROLNA SKUPINA

SLIKOM CELIJAKIJE (N=199)
(N=50)
ALEL BROJ FREKVENCIJA BROJ FREKVENCIJA p
ALELA (n) (AF) ALELA(Nn) (AF)
DQB1*02 27 0.27 61 0.153 0.0083
DOB1*03:02 16 (03:02 0.166 40 0.101 0.1100
+neutvrdeno)
DQB1*03 20 0.2 84 0.211 0.8909
(03:01+03:x)
DQB1*04 - 0.0 11 0.028 0.1318
DQB1*05 21 0.21 107 0.269 0.2512
DQB1*06 16 0.16 95 0.238 0.1067

Nakon analize HLA-DQBL1 gena, statistiCkom analizom izracunata je p vrijednost
tj. vjerojatnost to¢nosti/ neto¢nosti rezultata i njihove statistiCke znacajnosti
(p<0.05- statisticki znacajan rezultat). Statisticki znacajne razlike utvrdene su za
rizi¢ni alel HLA-DQB1*02 (p=0.0083) dok je za alel HLA-DQB1*03:02
primjetna viSa frekvencija u skupini pacijenata s klinickom slikom celijakije
(AF=0.166) u odnosu na kontrolnu grupu (AF=0.101), no ona ipak nije statisticki
znacajna (p=0.1100).

Ocekivano, kod drugih alela p vrijednost je >0.05 $to rezultate €ini statisticki
neznacajnima tj. povezanost istih nije pronadena medu dvima skupinama. Alel
HLA-DQB1*03 imao je p vrijednost od 0.8909, HLA-DQB1*04 od 0.1318,
HLA-DQB1*05 od 0.2512 te HLA-DQB1*06 od 0.1067.
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5. RASPRAVA

Prva poveznica izmedu HLA i celijakije opisana je jos 1970-ih godina. Ipak u to
vrijeme, zbog nedovoljno napredovalih tehnickih mogucénosti veza nije mogla biti
detaljnije opisana. Tek je 2012. godine uloga HLA u dijagnozi celijakije Siroko
priznata te se danas koristi u svrhu odbacivanja dijagnoze (visoka negativna

predikativna vrijednost) ili u svrhu dokazivanja genetske predispozicije za istu (13).

Velika vecina istraZivanja dala su iste rezultate. Genotipovi za HLA-DQ2 (HLA-
DQB1*02:01) i HLA-DQ8 (HLA-DQB1*03:02) najprisutniji su u pacijenata s
celijakijom (11,19). Dva navedena heterodimera su prema rezultatima jednog
istrazivanja bila prisutna u ¢ak 98.4% oboljelih od celijakije (19). Pri nedostatku
istih preporuceno je u obzir uzeti i alele koji kodiraju DQ2.5 (HLA-DQAZL1*05 ili
HLA-DQB1*02) (20). Ipak, frekvencija pojave navedenih genotipova i njihovih
pripadajuéih alela znatno se razlikuje u populaciji. Ve¢ je opisana razlika ucestalosti
izmedu Europe i JuZzne Amerike, sjeverne i juzne Europe ali ¢ak i medu susjednim
drzavama (11,14,20,21). Tako je jedno istrazivanje provedeno na hrvatskoj
populaciji odredilo prisutnost HLA-DQ2 heterodimera u 92.7% te HLA-DQ8 u
20.9% pacijenata. S druge strane u talijanskih pacijenata frekvencija HLA-DQ?2
iznosila je 83.8% dok je istrazivanje provedeno u Nizozemskoj, Velikoj Britaniji i
Irskoj za rezultat dobilo frekvenciju HLA-DQ8 od 10% (11).

Nadalje, istrazivanje provedeno u Siriji takoder potvrduje opisanu vezu. Velika
vecina pacijenata s simptomima indikativnima za celijakiju prezentirala su ili HLA-
DQ2 ili HLA-DQS8 heterodimere. Svi su pak pacijenti s teskim simptomima
celijakije bili homozigoti za alele koji kodiraju dva navedena heterodimera. Cak
87.8% pacijenata bili su nosioci ili DQB1*02:01 ili DQB1*03:02 alela (21).

U prilog velike disproporcije u rasprostranjenosti alela ide i istrazivanje provedeno
na saudijskoj populaciji u kojoj ¢ak 52.7% populacije nosi HLA-DQ genotipove
povezane s razvojem celijakije (22). Ipak, taj postotak u europskoj populaciji iznosi
25-30% (31).
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Slika 12. Rasprostranjenost HLA-DQB1*03:02 alela u svijetu

Preuzeto s: http://pypop.org/popdata/2008/byfreq-DQ.php.html (32)
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Slika 13. Rasprostranjenost HLA-DQB1*02:01 alela u svijetu

Preuzeto s: http://pypop.org/popdata/2008/byfreq-DQ.php.html (32)
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Rasprostranjenost HLA-DQB1*03:02 u svijetu se, o¢ekivano, znatno razlikuje u
razli¢itim populacijama. Frekvencija je vidljivo najvisa u Latinskoj Americi a
najniza u juznim dijelovima Afrike te na jugoistoku Azije. Ipak, istrazivanja
pokazuju da je u Juznoj Americi povezanost alela koji se smatraju za predispoziciju
celijakije niza od prosjeka (<1%) te s toga veci broj (9%) pacijenata negativnih na
rizicne alele razvije bolest (14%). Velika je razlika i u rasprostranjenosti u Europi
pa je tako frekvencija viSa na sjeveru nego na jugu $to potvrduju brojni izvori ali i
ovo provedeno istrazivanje (10,11) Ako usporedimo frekvenciju koja obuhvaca
Hrvatsku (prema prikazanim podatcima) s frekvencijom kontrolne skupine rada,
primjecujemo da je ucestalost HLA-DQB1*03:02 nesto visa od prosjecne. Ovaj
podatak mozemo objasniti malom obuhvacenosti populacije u provedenom
istrazivanju (slika 12). Osim toga, prema prosjeku, Hrvatska se nalazi na visokom
petom mjestu prema ucestalosti HLA-DQB1*03:02 alela (slika 14)

Rasprostranjenost HLA-DQB1*02:01 je u Juznoj Americi pak niza negoli u Europi
u kojoj je frekvencija, kao i u HLA-DQB1*03:02 visa na sjeveru (Slika 13).
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Slika 14. Ucestalost HLA-DQB1*03:02 alela u Europi

Preuzeto s: http://www.allelefrequencies.net/default.asp

39


http://www.allelefrequencies.net/default.asp

Osim same poveznice izmedu HLA-DQ genotipova i celijakije opisane su i razlike
u vjerojatnosti pojave 1 tezine same bolesti u heterozigota i homozigota.
Homozigoti dokazano nose povecan rizik u odnosu na heterozigote. Nadalje,

pronadena je 1 obiteljska veza te asocijacije temeljene na spolu pacijenta (15,16,18).

Istrazivanje provedeno u Sjedinjenim Americkim Drzavama, na pacijentima s
potvrdenom dijagnozom celijakije, trazilo je povezanost te bolesti s alelima HLA-
DQA1*05 i HLA-DQB1*02. Cak 79 od 84 pacijenta s celijakijom prezentiralo je
jedan od dva navedena alela dok je iz kontrolne grupe iste alele imao 1 ispitani od
ukupno 102. Osim toga istrazivanje je pokazalo da pojava HLA-DQB1*02 alela u
obliku heterozigota predstavlja ¢ak pet puta vecu opasnost za razvoj celijakije od
heterozigota istog alela. Ovi rezultati potvrduju sve prethodno opisane rezultate
dobivene drugim istrazivanjima. Upucuje na visoku negativnu predikativnu
vrijednost kojim se sa skoro stopostotnom vjerojatno$¢u moze odbaciti dijagnoza

celijakije (23).

Tipizacija HLA se ne koristi kao potvrda dijagnoze jer pozitivan nalaz na rizicne
alele nije apsolutno povezan s razvojem bolesti. Brojni drugi faktori utjecu na isto,
poput ¢injenice da nisu otkriveni svi aleli niti sve njihove kombinacije koje stvaraju
genetsku predispoziciju. Osim toga, navedeni aleli se povezuju i s drugim bolestima

poput dijabetesa tipa I sniZavajuci specifi¢nost primjene ovakvog nacina dijagnoze.

Cilj rada bio je usporediti rezultate provedenog istrazivanja s rezultatima
objavljenim u brojnim znanstvenim clancima koji se bave ovom tematikom.
Rezultati koji su pokazali statisticki znacajnu razliku izmedu dvije ispitivane
skupine idu u prilog svemu navedenom u ovom radu. Dokazana je povezanost
HLA-DQB1*02 alela (p=0.0083), koji kodira seroloski ekvivalent DQ2, s razvojem
celijakije u populaciji Splitsko- dalmatinske Zupanije. lako statisti¢ki nije potvrdena
znaCajna razlika za alel HLA-DQB1*03:02 ona je ipak vidljiva pri usporedbi
frekvencija.

Kao nedostatak rada moZe se navesti relativno mali broj ispitanih u odnosu na
populaciju. 1z ovog razloga nije dokazana statisticki znacajna razlika izmedu dviju

tipiziranih skupina za alel HLA-DQB1*03:02. Kako bi rezultati bili §to to¢niji i
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precizniji potrebno je prosiriti istrazivanje na ve¢u skupinu ljudi. Osim toga, u radu
smo za istrazivanu skupinu uzeli osobe s klinickom slikom karakteristicnom za
celijakiju no nemamo podatke o broju pacijenata kojima je bolest u konacnici i
dijagnosticirana. Unato¢ navedenom, rad ima nesumnjiv znacaj jer daje podatke o

HLA genotipovima hrvatskih pacijenata s sumnjom na celijakiju.
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6. ZAKLJUCCI

1. Dobiveni rezultati pokazali su da su najzastupljeniji aleli medu pacijentima
oboljelima od celijakije HLA-DQB1*02 i HLA-DQB1*03 (HLA-
DQB1*03:02), dok je u kontrolnoj skupini zdravih darivatelja krvi Splitsko-
dalmatinske zupanije najucestaliji alel HLA-DQB1*05.

2. Ucestalost alela lokusa HLA-DQB1*02 kod ispitanika oboljelih od celijakije
na podru¢ju SDZ je statisticki znadajno veéa od ulestalosti u kontrolnoj
skupini, dok je alel HLA-DQBI1*03:02 neSto ucestaliji u populaciji

pacijenata, no ne statisticki znacajno.

3. Ovi rezultati ukazuju na povezanost alela HLA-DQB1*02 i celijakije te su u
skladu s istrazivanjima provedenima kako u hrvatskoj tako i u europskim

populacijama.
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8. SAZETAK

Cilj rada

Cilj rada je objasniti povezanost sustava HLA 1 celijakije te istraziti kolika je
ucestalost alela lokusa HLA-DQA i DQB kod pacijenata oboljelih od celijakije.
U provedenom istraZivanju cilj je bio opisati vezu izmedu alela HLA-

DQB1*03:01 i HLA-DQB1*03:02.

Materijali i metode

Ovo istrazivanje provedeno je u Laboratoriju za tipizaciju (Zavod za transfuzijsku
medicinu, KBC Split) te je obuhvatilo 249 pacijenata podijeljenih u dvije skupine.
Ciljnu skupinu s 199 pacijenata s sumnjom na celijakiju te kontrolnu skupinu od
50 ispitanika zdrave populacije Splitsko- dalmatinske Zupanije. U svrhu
genetskog testiranja koriStene su metode izolacije DNA vrSene pomocu
komercijalnog kita firme Roche Diagnostics (High Pure PCR Template
Preparation Kit), te metoda PCR-SSO (engl. Polymerase chain reaction-Sequence
Specific Oligonucleotids). Ucestalost alela lokusa HLA-DQAL i HLA-DQB1
sustava HLA odredena je direktnim brojanjem. Za usporedbu razlike izmedu
ispitivane 1 kontrolne skupine koristena je 2x2 tablica a za vrijednosti manje od 5
koristen je Fisher-ov egzaktni test (statisticki znaCajnim rezultatom smatran je

svaki kojem je vrijednost P<0,05).

46



Rezultati

Testirani lokus HLA-DQB1 u skupini pacijenata s klinickom slikom celijakije
pokazuje najviSu frekvenciju alela HLA-DQB1*02 (27%) za koji je ujedno i
dokazana statisti¢ki znacajna razlika (p=0.0083). S druge strane, za rizi¢ni alel
HLA-DQB1*03:02 prisutan u svega 16% ispitanih spomenute grupe dokazana je
visa frekvencija u odnosu na kontrolnu grupu no ne i njena statisticka znacajnost
(p=0.1100). Oba navedena alela su u prvoj skupini identificirana u 43% ispitanih

a u kontrolnoj u 25.4%

Zakljucci

Frekvencija HLA-DQB1*03:02 je rezultatski visa od ocekivane prosjecne,
ocekivane vrijednosti za Hrvatsku. Radom je dokazana povezanost odredenih
HLA alela i predispozicije za razvoj celijakije. HLA tipizacija ima znacajan

utjecaj u dijagnozi celijakije ali 1 u klinickoj praksi opcenito.
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9. SUMMARY

Bachelor Thesis Title

Association of HLA and Celiac disease

Objective

To explain the association of HLA and celiac disease and to determine the
frequency of HLA-DQA/ HLA-DQB loci in patients with celiac disease. The
aim of the short research was to explore the connection between HLA-
DQB1*03:01 and HLA-DQB1*03:02 loci and GE.

Materials and methods

The study was conducted at the Laboratory for tissue typing in KBC Split. It
involved 249 patients which were split into two groups. The first group was
comprised of 199 patients with the suspicion of Celiac disease while the second
group was formed with 50 healthy individuals residing in the region of Dalmatia
and was considered to be a control group. For the purpose of genetic testing a
technique of DNA isolation was used (commercial kit provided by Roche
Diagnostics- High Pure PCR Template Preparation Kit) after which the PCR-
SSO method was applied. The frequency of alleles in HLA-DQAL and HLA-
DQBL1 loci was determined by direct counting of results. For the analysis of the
association between the two groups a 2x2 table was used. If the value was
presented as less than 5 a Fisher's exact test was applied (a value of p<0.05. was

considered to be statistically significant).
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Results

The highest frequency of HLA-DQB1 locus in patients with a clinical presentation
of Celiac disease was presented by the HLA-DQB1*02 allele (27%). When
compared to the control group the results were found to be of statistical
significance (p=0.0083). On the contrary, the HLA-DQB1*03:02 allele was
present in only 16% of patients. Even though the frequency was greater in the first
group compared to the control one, statistical significance was not proven
(p=0.1100). Both alleles were identified in 43% of the first group subjects and in
25.4% individuals in the control group.

Conclusions

The frequency of HLA-DQB1*03:02 is higher than the expected average value
for Croatia. With this thesis the connection between specific HLA alleles and the
predisposition for the onset of Celiac disease was proven. HLA typing has a
momentous impact in the diagnosis of Celiac disease as well as in general clinical

practice.
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