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SAZETAK

Celijakija ili glutenska enteropatija je slozena autoimunosna bolest s genetickom
predispozicijom pri kojoj organizam ne tolerira gluten te spada medu gastroenteroloske
bolesti. Gluten se nalazi u svim oblicima zrna pSenice, razi i jema. Celijakija se Cesto
dijagnosticira u prvim godinama zivota premda se bolest moze pojaviti kod svih dobnih
skupina a uz nju je nerijetko zdruzeno i niz drugih bolesti. S obzirom na genetsku podloznost
za bolesti dobro je poznata povezanost s HLA regijom, dok je interes ovog rada bio istraziti

povezanost gena za CC kemokinskog receptora 5 (CCRS) s podloznosti i tijekom celijakije.

Istrazivanje je provedeno na 175 ispitanika oboljelih od celijakije ( 67 muskaraca i 108
zena). Prema dobu, spolu i mjestu prebivanja ispitanika formirana je i uskladena kontrolna
skupina od 175 zdravih osoba. Koristili smo metode izolacije DNA, lancanu reakciju
polimeraze (PCR) 1 elektroforezu pomocu kojih su analizirani genotipovi za delecija A32
CCRS5 gena. Statisticki znacaj (p<0,05) se pokazao kod usporedbe oboljelih i1 kontrolne
skupine odnosno ispitanici oboljeli od celijakije ¢eS¢e imaju deleciju CCR5-A32 gena te je
frekvencija ovog alela statisticki znacajno veca u bolesnika (p=0.028). Provedena je i
usporeba izmedu spolova pri cemu razlika u distribuciji genotipova i alela nije bila statisticki
znacajna (p>0,05). Pojavnost bolesti s obzirom na tip celijakije, dob dijagnoze i pridruzene

bolesti obzirom na deleciju CCR5-A32 nije bila statisticki znacajna (p>0,05).

Zaklju¢no mozemo re¢i da bi CCR5-A32 polimorfizam mogao imati utjecaj na

podloznost za celijakiju ali ne i utjecaj na razvoj bolesti.

Kljuéne rijeci: celijakija, CC kemokinski receptor 5, genski polimorfizam



ABSTRACT

Celiac disease is a disease in which the body does not tolerate gluten and is one of the
gastroenterological diseases. It is also called gluten enetropathy because it is associated with
anti-protein gluten tolerance. Gluten is found in all forms of wheat,rye and barley grains. The
disease occurs in all age groups and can be accompanied by a number of other diseases. Given
the genetic susceptibility of the disease, it is of interest in this study to investigate the

susceptibility of CC chemokine receptor 5 in patients with celiac disease.

The study was conducted on 175 subjects with celiac disease, of whom 67 were men
and 108 were women. According to age, gender and place of residence of the respondents, a
control group of 175 healthy persons joined. Methods of DNA isolation, polymerase chain
reaction (PCR) and electrophoresis were used to examine the genotypes for deletion of CCRS5-
A32. Of celiac disease more often have a deletion of the CCR5-A32 gene. Based on these
result, allele frequencies were also statistically significantly different (p=0,028). There was
also a gender comparison, with the result that male gender is more likely to develop, but not
statistically significant. According to the breakdown by age groups, the results also show that

there is no statistical significance.

In conclusion, it could be said that although we have statistical significance in the first
part of the study, but it does not show that CCRS5 is certainly one of the factors in the

development of celiac disease.

Key words: Celiac disease, CC chemokine receptor 5, gene polymorphism



1. UvoD

Prevalencija celijakije prema istrazivanjima u populacijama diljem svijeta iznosi od 0,5 do
1% (1). U Republici Hrvatskoj ustanovljeno je da jedna osoba na osamdeset ljudi boluje od
kroni¢ne bolesti celijakije. Veliki broj oboljelih ni ne zna da boluje od te bolesti te to moze
dovesti do ozbiljnih zdravstvenih problema. Vjeruje se da preko milijun Europljana boluje od
celijakije $to je potaknulo Europsku komisiju da od 2000. godine provode istrazivanja pri
kojem sudjeluju Sesnaest laboratorija iz sedam europskih zemalja. Istrazivanje se fokusira na
pracenju bioloskih i genskih sastavnica te na mjere prevencije bolesti. Uzrok celijakije moze
biti genetski povezan s anti-tolerancijom na prehranu koja sadrzi gluten, medutim znacajan
moze biti i doprinos neke infekcije ili stresa (2). Celijakija je bolest koju obiljezava imunosni
odgovor na gluten iz pSenice, razi i jema te dovodi do oSteéenja tankog crijeva. Prema
dosadasnjim spoznajama, celijakija je autoimunosna bolest pri kojoj vaznu ulogu imaju
urodenti 1 steCeni imunosni odgovor zbog kojih dolazi do eneropatije. Njen etioloSki cimbenik
je poznat te je donekle poznata i genetska predispozicija. Aktivacija steCenog imunosnog
odgovora dovodi do aktiviranja B-limfocita 1 citokina koji se stvaraju kao odgovor na
autoantitijela 1 uniStavaju resice tankog crijeva. Bolest se moZe razviti kod inace zdravih ljudi,
no i neke ostale bolesti mogu biti povezane s celijakijom, te se moZze re¢i da osobe oboljele od
drugih bolesti imaju ve¢i rizik za obolijevanje od celijakije 1 obrnuto. Tako npr. osobe koje
boluju od celijakije imaju 1 do tri puta veci rizik od obolijevanja od dijabetesa tipa jedan.
Bolesti koje joS mogu biti povezane s celijakijom su autoimunosne bolesti Stitnjace,
autoimunosne bolesti jetre, upalne bolne bolesti crijeva, bolesti pluc¢a 1 srca, te mogu biti

povezane i s nekim sindromima kao $to su Downov 1 Turnerov sindrom (1).



1.1 CELIJAKIJA

Celjjakija je jedna od najces¢ih gastroenteroloskih bolesti. Jo§ se naziva i glutenska
enetropatija jer je vezana uz anti-toleranciju na bjelancevinu gluten (2). Opisana je prvi put u
drugom stolje¢u prije Krista od strane Areteja, a 1887. godine opisana je kod djece s
tipi¢inom klini¢kom slikom te se krenula lijeciti dijetom. Nakon poboljSanja u djece na dijeti
krenula su istrazivanja te su ustanovljena patogeneza bolesti, klinicka slika i tijek bolesti.
Autoantigen koji je ,,dokaz* da je celijakija autoimunosna bolest je tkivna transglutaminaza
(tTG) koja deaminira protein gluten te je potaknuta njegovim unosom. Gluten se nalazi u svim
oblicima zrna pSenice, razi i je¢ma. Gluten u pSenici sastoji se od glutenina i glijadina.
Glijadin je bitan dio §to se tiCe patogeneze celijakije medutim samo jedan dio tog proteina
potice imunosni odgovor (3). Taj protein je bitan u proizvodnji pekarskih proizvoda jer
poboljsava njihovu strukturu i kvalitetu. Osim pekarskih proizvoda ima i Siru primjenu zbog
svojstva elasti¢nosti 1 vezivanja. Celijakija se naj¢esce razvija kod djece prilikom prelaska s
maj¢inog mlijeka na svakodnevnu hranu (4). Danas se celijakija pojavljuje kod svih dobnih
skupina te se zna uz nju paralelno pojaviti 1 niz pridruzenih bolesti kao Sto su bolesti koZze,
bolesti Zlijezda s unutarnjim izlu€ivanjem, kardiovaskularne bolesti te bolesti Ziv€anog
sustava.” Osobe bolesne od nekih drugih bolesti, osobe koje su bile izlozene virusnim
infekcijama, osobe sklone stresu te 1 osobe koje imaju loSije socioekonomske uvjete imaju
povecani rizik razvoju celijakije, dok suprotno ocekivanju, puSenje smanjuje rizik od

razvijanja celijakije premda provedene studije daju nekonzistentne rezultate (3,5).

1.1.1. PATOGENEZA



U danasSnje vrijeme se zna da je celijakija autoimuna bolest koju potice 1 aktivira
gluten. Gluten je glavni ¢imbenik u patogenezi celijakije, a ostali ¢imbenici su genetska
predispozicija, sluzni¢na barijera, steceni i urodeni imunosni odgovor (3). Kod zdravih osoba
gluten ne predstavlja problem jer prilikom probave se razgradi do manjih podjedinica te se
iskoriStava u metabolickim putevima dok kod osoba oboljelih od celijakije organizam gluten
prepoznaje kao stranu i Stetnu bjelancevinu pri kojoj se pokre¢e imunoloski odgovor (Slika 1).
Imunoloskim odgovorom smatra se stvaranje antitijela koja inace §tite organizam od opasnosti
kao npr. pri unosu virusa ili bakterija koji bi uzrokovali neku infekciju. Najveéi dio razgradnje
se odvija u tankom crijevu te se tamo odvija i imunoloska reakcija §to dovodi do osStecenja
crijevne sluznice tj. crijevne resice postaju sve manje i povrsina tankog crijeva postaje sve
tanja (6). Prema istrazivanjima dokazano je da je kod celijakije izrazena genetska
predispozicija tako Sto postoji povezanost s alelima humanog leukocitnog antigena (engl.
human leukocyte antigen — HLA) razreda II. koji je glavni kompleks tkivne snosljivosti.
Sluznicna barijera je bitna za kontrolu transporta transcelularnog 1 paracelularnog antigena te i
odrzavanja ravnoteze tolerancije 1 reakcije na strane antigene. Crijevni epitel je kod zdravih
osoba nepropustan za glijadin. Kod oboljelih od celijakije pojacana je paracelularna
propusnost. Propusnost se poveca uz djelovanje zonulina (intestinalni peptid) i1 citokina $to
dovodi do spajanja alfa-glijadina na kemokin receptor CXCR3 1 do imunoloskog odgovora,

reakcije (4).



Tissue transglut-
aminase ({TG})

HLA T cell Anfi-gliadin
(DQ2 or DQE) receptor Anti-endomysium
Anti-tTG

Slika 1. Patogeneza celijakije

(https://www.studyblue.com/notes/note/n/robbins-gi/deck/12008614)

1.1.2 KLINICKA SLIKA


https://www.studyblue.com/notes/note/n/robbins-gi/deck/12008614

Klini¢ku sliku celijakije mozemo podijeliti na dve dobne vrste simptoma: simptomi
kod djece te simptomi kod odraslih. Simptomi kod djece su klasicni tj. ucestala povracanja,
proljevi, mrSavljenje, umor, usporeni rast i razvoj, povecanje trbuha te mlitavost muskulature
Sto je niz godina bilo uvjerenje da je celijakija pedijatrijski sindrom. Simptomi kod odraslih
osoba mnogo su brojniji i raznoliki (3,4). Prema klinickoj formi celijakiju mozemo podijeliti
na pet podtipova: tipi¢na, atipi¢na, tiha, latentna i potencijalna celijakija. Pod tipi¢nu klnicku
sliku pripadaju simptomi kod djece tzv. pedijatrijski sindrom, kod atipi¢ne su simptomi kod
odraslih kao Sto su: nizak krvni tlak, gubitak tjelesne mase, gastrointestinalni simptomi
(nadutost, bolovi u trbuhu, proljevi, mucnine i povraéanje, anoreksija), metaboli¢ki (anemija,
ucestalo krvarenje), misi¢no-kostani (bolovi u kostima, artritis), neurolosko-psihijatrijski
(glavobolja, anksioznost, depresija, epilepsija), reprodukcijski (smetnje kod menstrualnog
ciklusa, smanjenje plodnosti) te kozne (osipi, crvenila, hematomi). Kod tihe celijakije prisutna
su pozitivna protutijela bez tipi¢nih znakova, dok se latentna celijakija procijeni prilikom
pozitivne genetske predispozicije, te potencijalnu celijakiju obiljezavaju lezije na tankom
crijevu §to s viemenom moze dovesti do potpune crijevne atrofije. Na temelju klinickih slika

napravljena je glavna podjela celijakije na tipi¢nu i atipi¢nu celijakiju (3,4).

Celijakija se nerijetko javlja u kombinaciji s drugim autoimunosnim bolestima te je u
oboljelih od celijakije prevalencija autoimunosnih bolesti ve¢a nego u op¢oj populaciji. lako
nije u potpunosti poznat uzrok takvog komorbiditeta, povezanost je moguca uslijed
zajednicke genetske podloznosti, premda se moze raditi i o ubrzanoj apsorpciji antigena
uslijed vece permeabilnost crijeva. Najcesce bolesti povezane s celijakijom su: Se¢erna bolest
tip 1, autoimunosne bolesti Stitnjace, autoimunosne bolesti jetre, upalne bolesti crijeva, te

Sjoegrenova bolest 1 IgA deficijencija (7).



Celijakija je slozena bolest a u bolesnika postoji veca ucestalost pojave autoimunih
bolesti nego li u opc¢oj populaciji. Dijagnostika prvenstveno krece od klinicke slike, te na
temelju nje slijedi daljnje testiranje. Inicijalno je testiranje seroloSkim metodama tj.
odredivanje imunoglobulina A 1 protutijela na tkivnu transglutaminazu, te endomizijskih
antitijela (EMA). Ukoliko testiranje bude pozitivno, bolesnik se upuéuje na pregled
gastroenterologa te na biopsiju sluznice dvanaesnika. Konac¢na se dijagnoza postavlja nakon
pozitivnih nalaza uz klini¢ku sliku te uz pozitivan oporavak tijekom bezglutenske dijete.
Novooboljele osobe nakon dijagnostike trebali bi se drzati dozivotno bezglutenske dijete i
velikog unosa vode i elektrolita zbog moguée dehidracije te unos nutritivnih vrijednosti (3).
Celijakija ne mora biti neugodna ili otezavajuca u slucaju ako se na vrijeme otkrije. Ujedno uz
pravilnu prehranu tijekom zivota (bezglutenska dijeta) sluznica tankog crijeva se moze u

potpunosti oporaviti te se moze mnogo poboljsati zdravstveno stanje 1 klinicka slika (6).

1.2.GENETSKA PODLOZNOST ZA CELIJAKIJU



Brojna istrazivanja dokazuju da je celijakija genetska bolest. Tre¢ina populacije nosi
rizicni gen za celijakiju te do njegove “aktivacije” dolazi uslijed glutenske prehrane ili se
“aktivira” nakon nekog velikog zahvata kao §to je operacija, porodaj, trudnoca ili ¢ak virusna
infekcija ili teski emocionalni stres(2). Celijakija je sloZzena bolest multifaktorske etiologije
koja nastaje djelovanjem brojnih genetickih ¢imbenika u interakciji s glavnim okoliSnim
¢imbenikom glutenom kao okida¢em bolesti. Danas je genetski utjecaj djelomi¢no razjaSnjen.
Celijakija je slozena bolest determinirana velikim brojem gena dijagnosticirana kod raznih
dobnih skupina (2,3). Istrazivanja su dokazala ispituju¢i rodbinu bolesnika da kod
jednojajcanih blizanaca postoji oko 80% mogucénosti pojave bolesti dok kod dvojajcanih rizik
iznosi oko 30% a kod prvih srodnika nesto je manji od 10-15%. Poznato je 95% da oboljeli
nose gene za HLA DQ2 i HLA DQS8 molekule, medutim od 25% oboljelih koji imaju HLA
DQ2 bolest ¢e razviti njih samo 4%. To je stoga §to rizicni HLA aleli doprinose svega oko
40% podloznosti za bolest, a vec¢i broj rizi€nih genskih varijanti jo§ nije utvrden (8). Mnoga
dosadasnja istrazivanja pokazuju da je celijakija povezana za HLA lokusom kao
dominantnim genetickog elementom koji doprinosi heritabilnosti celijakije oko navedenih
40% Sto ostavlja moguc¢nost djelovanja brojnih drugih gena s manjim ucinkom pa tako i

kemokinskih gena kao Sto je gen za CC kemokinski receptor 5 (CCRY).

1.2.1. HUMANI LEUKOCITNI ANTIGEN (HLA)



Celijakija je multifaktorska bolest koja je usko povezana s alelima humanog
leukocitnog antigena koji se prikazuje kao glavni geneticki ¢imbenik etiopatogeneze celijakije
(4). Humani leukocitni antigen je skup proteina koji su smjesteni na povrsini stanice te imaju
funkciju reguliranja imunosnog odgovora kod ljudi(2). HLA sustav (stotine gena imunoloskog
sustava) lociran je na kratkom kraku kromosoma Sest (6p21.3) i izmedu ostalih kodira i
molekule DQ2 i DQS8 i sintezu proteina koji su povezani s antigenima imunosno
kompetentnih stanica. Podru¢je HLA sustava obuhvaca oko 0,12% Iljudskog genoma.
Dokazano je da se rizicni HLA DQ?2 ili DQS8 haplotip nalaze kod vise od 95% oboljelih od
celijakije. Prisutnost HLA-DQ alela je nuzna, ali ne i dovoljna za razvoj bolesti. HLA DQ2 se
sastoji od alfa lanca kojeg determinira alel HLA-DQAT1*05 i beta lanca kojeg odreduje HLA-
DQB1*02 alel, te je prisutan kod 90-95% oboljelih (8,9). Bolesnici za rizi¢ne alele mogu biti
homozigoti ili heterozigoti, na temelju ¢ega se moze procijeniti veéi rizik ili progresija bolesti
povezana s jainom klinicke slike u homozigota zbog veceg broja rizi¢nih alela. Proteini koji
su kodirani na HLA lokusu su jedinstveni kod svake osobe te je HLA sistem vrlo polimorfna
regija (4). HLA na Sestom kromosomu se dijeli na tri razreda, od kojih prvi i drugi razred
imaju ulogu prerade i1 predoCavanje antigena na stanicama limfocita T. Dokazano je da je
drugi razred humanog leukocitnog gena povezan s celijakijom a upravo u njemu su smjeteni

riziéni geni za HLA DQ2 1 DQS8 molekule (2,10).

Do danas je otkriveno oko 50 kemokina koji su povezani s imunoloSkim sustavom. To su
sekretorni proteini koje proizvode leukociti i tkivne stanice. Funkcija kemokina je

usmjeravanje leukocita prema upalnim mjestima putem njihovog gradijenta koji se povecava



prema mjestu upale. Kemokini su vrlo mali naspram citokina te djeluju preko receptora koji
se povezuje s G-proteinom §to utjece na privlacenje leukocita. Kemokini su proteini koji se
sastoje od niza aminokiselina te su im sekvence vrlo sli¢ne, tj. razliCitost im je vrlo mala.
Cistein je aminokiselina koja je vrlo bitna kod podjele kemokina jer prevladava kod vecine
kemokina (11). S obzirom na polozaj dva cisteina, kemokine mozemo podijeliti na Cetiri
skupine: CXC, CC, C i CX3C. Skupina CC tzv. beta kemokini sadrze osamnaest razli¢itih
kemokina. Ciljno mjesto beta kemokina jesu mononuklearne stanice preko kojih posreduju
potuupalne i homeostatske mehanizme. Kemokine te skupine mozemo jo$ podijeliti i na
podskupine: alergenske, protuupalne, hemofiltrirajuée, razvojne i1 ostale. Kemokinski
receptori pripadaju receptorima vezanih s G-proteinom i smjesteni su u membrani. Kemokini
se vezu za kemokinske receptore te ovisno o kemokinima dijelimo ih na: CXCR1 do CXCR®6,
CCR1 do CCR10, XCR1 i CXXXCRI. Nakon vezanja kemokina i kemokinskog receptora
dolazi do vezanja s G-proteinom Sto dovodi do signalnih putova i aktivacije upalnih gena i

promjena stani¢nog metabolizma.

Izrazenost kemokinskih receptora je vrlo vazan biljeg stanice jer primjerice CCRS ima
veliki zna€aj zbog toga Sto sluzi kao koreceptor za ulaz HIV virusa u stanicu. CCRS se veze
za G-protein te djeluje kao kemokinski receptor $to vjerojatno ima neku odredenu ulogu u
upalnim procesima, no medutim njegova to¢na funkcija jo§ nije razjasnjena. Taj kemokinski
receptor ispoljava se na membranama T-stanica, makrofazima i dendriti¢kim stanicama. Gen
koji kodira CCRS protein nalazi se na kraku tre¢eg kromosoma, genski lokus 3p21.31 (slika
2.) te se sastoji od Cetiri egzona 1 dva introna (12). Delecijom CCRS5-A32 dolazi do pomaka
okvira ¢itanja nakon 174. aminokiseline 1 na kodonu 206 dolazi do prekida polipeptidnog
lanca $§to dovodi do neizrazenosti proteina na povrSini stanice (11). Uslijed CCR5-A32 je

genska mutacija CCRS protein postaje nefunkcionalni. Osobe mogu biti homozigoti i



heterozigoti za mutirani gen. Homozigoti imaju mutaciju na oba dva kromosoma, dok

heterozigoti imaju mutaciju samo na jednom kromosomu.
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Slika 2. Lokacija CCRS5 gena na kromosomu 3p21.31

(https://ghr.nlm.nih.gov/gene/CCR5#location)

Do sada je opisano vise rizi¢nih regija podloZnosti za celijakiju od kojih je najznacajnija
regija CELIACI u kojoj se nalazi HLA lokus. CCRS gen takoder se nalazi u jednoj od

rizi¢nih regija oznacenih u OMIM bazi podataka kao CELIAC9 regija (13).

Do sada je publicirano svega nekoliko radova o povezanosti CCRS regije u bolesnika s
celijakijom i pridruzenim bolestima od ¢ega je analiza delecije A32 provedena u dvije studije.
U jednoj studiji probira Sirom genoma (engl. Genome Wide Association Studies — GWAS)
regija CCR5-A32 polimorfizma pokazala se kao zajednicka regija utjecaja u celijakiji 1
dijabetesu tipa 1 (14) dok je u drugom radu ispitivana moguca povezanost CCR5-A32 genske

varijante s celijakijom i autoimunosnom bolesti Stitnjace u bolesnika s dijabetesom tipa 1

(15).

2. CILJ ISTRAZIVANJA

Kod oboljelih od celijakije postoji genetska predispozicija pri ¢emu su pojedine varijante

HLA gena nuzne, ali ne 1 dovoljne za razvoj bolesti. S obzirom na autoimunosnu prirodu



bolesti, genetskoj podloznosti i tijeku bolesti mogu doprinijeti geni uklju¢eni u imunoloski

odgovor. Gen CCRS5 jedan je od kemokinskih gena ¢iji je produkt ko-receptor za ulaz virusa u

stanice i ima ulogu u upalnom odgovoru

Stoga je cilj naSega istrazivanja bio procijeniti moguci u¢inak A32 polimorfizma CCRS5
gena u podloznost za celijakiju ovisno o spolu bolesnika, tipu bolesti (tipi¢ina i atipi¢na

celijakija) te o drugim zdruzenim bolestima.



3.

ISPITANICI | METODE

Istrazivanjem su obuhvacene dvije skupine ispitanika: oboljeli od celijakije i kontrolna
skupina zdravih osoba. Ukupni broj ispitanika oboljelih od celijakije je 175 od koji je 67
muskaraca 1 108 Zena. Prema revidiranim ESPGHAN (European Society for Paediatric
Gastroenterology Hepatology and Nutrition) kriterijima bolesnicima je dijagnosticirana
celijakija a pregledani su i obradeni na Klinici za internu medicinu ili na Klinici za pedijatriju
KBC-a Rijeka. Oboljeli od celijakije, podijeljeni su u dvije skupine ovisno o tipu celijakije
(tipi¢na 1 atipi¢na celijakija). Skupinu s tipi¢nom celijakijom najées¢e Cine djeca do druge
godine zivota, dok skupinu s atipi¢nom celijakijom ¢ine osobe kasnije dobi tako da je prosjek
godina te skupine 24,9+8,8 godina. Kontrolna skupina se sastoji od 175 zdravih dobrovoljnih
davatelja krvi koji su nesrodni medusobno i s bolesnicima. Kontrolna skupina je uskladena
prema dobi, spolu te mjestu prebivanja prema oboljelim od celijakije. DNA ispitanika
kontrolne skupine pohranjena je na Zavoda za medicinsku biologiju i genetiku Medicinskog

fakulteta u Rijeci u DNA banci Laboratorija za molekularnu genetiku.

Sudionici ovog istrazivanja bili su upoznati s ciljevima istraZivanja, anketirani 1
nakon pristanka im je uzeta krv za molekularno—geneticku analizu u sktadu s bioetickim

principima.



3.2. METODE

Ispitanicima istrazivanja izvadeno je po 3 ml periferne venske krvi. Krv je zamrznuta
u epruvetama s antikoagulansom (EDTA) na -20°C. Prilikom molekularno-geneticke analize
provedena je izolacija DNA, potom lanCana reakcija polimeraze (engl. polymerase chain
reaction - PCR) te elektroforeza i utvrdivanje genotipova za svakog ispitanika. Dobiveni

rezultati statisti¢ki su obradeni.

3.2.1. IZOLACIJA DNA

Za molekularno-geneticku analizu izolirana je genomska DNA iz periferne krvi ispitanika pomocu
komercijalnih kitova za izolaciju (FlexiGene DNA Kit, Qiagen), prema uputama proizvodaca. |zolirana DNA

pohranjena je na -20°C na Zavodu za biologiju i medicinsku genetiku Medicinskog fakulteta u Rijeci.

3.2.2 LANCANA REAKCIJA POLIMERAZE

Lancana reakcija polimeraze, skraceno PCR, je metoda prilikom koje se mali dio DNA
umnaza u veliki broj identi¢nih kopija. Metoda se bazira na sintezi DNA molekula in vitro uz
pomoc¢ specificne DNA termostabilne polimeraze. Najcesce je to Tag polimeraza (iz bakterije
Thermus aquaticus), koja za svoju aktivnost treba DNA slobodne nukleotide, magnezijeve
ione 1 kratke odsjecke DNA odnosno pocetnice (engl. primeri). Pocetnice su kratki
oligonukleotidni lanci komplementarni pocetnom 1 zavrSnom dijelu DNA koji Zelimo
umnoziti. Pocetnice koje smo koristili u analizi CCRS5 delta32 polimorfizma navedene su u
Tablici 1, a sadrzaj reakcijske smjese koja sadrzi PCR pufer uz dodatak MgCl2, pocetnice F-
forward 1 R-reverse, vodu za molekularne analize, enzim 7aq polimerazu te DNA ispitanika u

Tablici 2. Uvjeti reakcije - PCR program prikazan je u Tablici 3. Potrebno je izvrsiti pripremu



reakcijske smjese uz dodatak izolirane DNA za svakog ispitanika posebno. Analiza se provodi

uz pozitivnu (poznati uzorak heterozigota) i negativnu kontrolu (PCR smjesa bez DNA).

Tablica 1. Slijed pocetnih oligonukleotida za analizu CCR5-A32 polimorfizma

Pocetnice Sekvenca pocetnih oligonukleotida (5°- 3")
CCRS5-F CAA AAA GAA GGT CTT CAT TAC ACC
CCR5-R CCT GTG CCT CTT CTT CTC ATT TCG

Tablica 2. Reakcijska smjesa u konacnom volumenu od 15 pl

Kolic¢ina (za 1 uzorak) Kona¢na koncentracija
10 x PCR pufer 1,5 ul 1 x PCR pufer
50 Mm MgCl 0,45 pul 1 mM
10 mM dNTP 0,3 ul 0,05 mM
10 x primer CCR5- F 0,75 ul 0,2 uM
10 x primer CCR5- R 0,75 ul 0,2 uM
Bidestilirana voda 10,1 pl
Taq polimeraza 0,15 pul 1,5U
DNA 1l

Tablica 3. Temperaturni ciklusi, PCR-program CCR5-A32

Korak Temperatura Vrijeme Broj ciklusa
94 °C 1 minuta
1. 55°C 1 minuta 5x
72 °C 1 minuta
94 °C 30 sekundi
2. 60 °C 30 sekundi 35x
72 °C 45 sekundi




3.2.3. ELEKTROFOREZA

Elektroforeza je metoda temeljena na kretanju elektriénih nabijenih Cestica zbog
djelovanja elektri¢nog polja. U istrazivanju se koristila agarozna gel elektroforeza u kojoj je
3% gel napravljen od 1,5 g agaroze otopljenog u 50mL pufera TAE uz dodatak 2,5 pl etidij
bromida. PCR produkt dobiven lan¢anom reakcijom polimeraze naneSen je u jazice na gelu
gdje se elektroforeza odvijala na 86V i 10mA tijekom 45min. Potom se na transluminatoru

ocitavalo prisustvo i veli¢ina PCR produkta.

3.2.4. IDENTIFIKACIJA POLIMORFIZMA A32 CCRS GENA

U prisustvu polimorfizma A32 CCRS gena dolazi do delecije 32 bp u genu za CC
kemokinski receptor 5. S obzirom na ovaj polimorfizam postoje tri moguca genotipa: wt/wt,

wt/A32 1 A32/A32 (Tablica 4.).

Tablica 4. Veli¢ina PCR produkata pri utvrdivanju CCR5-A32 genotipova

GENOTIP PCR PRODUKT (bp)
wt/wt 137

wt/A32 105, 137
A32/A32 105

Wt —divlji tip (engl — wild type)



Dobivene rezultate obradili smo pomocu racunalnog programa Statistica for Windows
13.3 — licenca za Medicinski fakultet Sveucilista u Rijeci. Za provjeru razlika ucestalosti alela
1 genotipova izmedu skupina bolesnika s celijakijom i kontrolnih ispitanika koriSten je x* - test
i Fisherov egzaktni test. Ispitivanje klinickih karakteristika bolesti (dob dijagnoze i tip

celijakije) u bolesnika razlicitih genotipova proveli smo jednosmjernim ANOVA testom.



4. REZULTATI

U analizi delecije A32 CCRS5 gena sudjelovalo je 175 ispitanika oboljelih od celijakije
(67 muskaraca i 108 zena), te 175 kontrolnih ispitanika (67 muskaraca i 108 Zena). Analiza
delecije CCR5-A32 prikazana je u Tablici 5. Kod oboljelih od celijakije, od 175 osoba, njih
141 (80,6%) je bez delecije CCR5-A32, a s delecijom ima 32 heterozigota (18,3%) i samo 2
homozigota (1,1%). Ukupni rezultat na temelju dobivenih podataka pokazuju da je delecija
CCR5-A32 gena kod ispitanika oboljelih od celijakije (19,4%) statisticki znacajno cesca
(p<0,05) nego li kod zdravih ispitanika (10,3%). U skladu s tim i frekvencija alela izmedu

bolesnika s celijakijom i kontrolnih ispitanika statisticki se znacajno razlikuje (p = 0,028).

Tablica S. Ucestalost genotipova i frekvancija alela (%) za deleciju CCR5-A32 u oboljelih od

celijakije (N=175) i kontrolnih ispitanika (N=175)

CCR5-A32 Oboljeli od Kontrolna
celijakije skupina OR (95% CI)
Genotlp N (%) N (%) p
141 157 0,48
: 0,018
wiwt (80,6) (89,7) (0,26 0,88) :
32 16 2,22
A32 : 0,015
WUA3 (18,3) (9,2) (1,17- 4,22) :
2 2 1,00
A32/A32 : 1,000
S2A3 (1.1) (1,1) (0.14-7,18) ’
Ukupno 175 175
Aleli (%)
0,53
t 89,7 94,3 ’ 0,028
W . . (0,30-0,93) :
1,90
A32 10,3 5,7 ' 0,028
3 ’ ’ (1,07-3,34) :

Wt — divlji tip (engl — wild type)




U tablici 6. navedeni su podaci kod oboljelih od celijakije prema spolu. Ucestalost nosioca
CCR5-A32 alela u muskih bolesnika (23,9%) nesto je veca nego li u Zena oboljelih od
celijakije (16,7%) ali bez statisticki znacajne razlike (p>0,05). Isto vrijedi i za frekvenciju
CCR5-A32 alela koja kod muskih bolesnika iznosi 12,7% a u zena oboljelih od celijakije
iznosi 11,4% (p>0,05). Na temelju tih podataka iz tablice 6. moze se zakljuciti da se
ucestalost delecije CCR5-A32 s obzirom na spol nije statisticki znacajno razlikovala (p>0,05)

u naSem uzorku bolesnika od 67 muskaraca 1 108 Zena.

CCRS5-A32 Oboljeli od celijakije
Genoti Muskarci Zene OR (95%
P N (%) N (%) CI) P
51 90 0,64
/ ’ 0,243
et (76,1) (83,3) (0,30-1,36) ’
15 17 1,54
/A32 ’ 0,271
e (22.4) (15.8) (0,71-3,35) 21
1 1 1,62
A32/A32 ’ 0,734
(1,5) (0,9) (0,10-26,36) ’
Ukupno 67 108
Aleli (%)
0,67 0,253
87,3 1,2 ’ ’
w 7 oL, (0,33-1,33)
1,50 0,253
A32 12 ’ ’
)7 8,8 (0,75-3,00)

Wt —divlji tip (engl — wild type)

4.2 ANALIZA POLIMORFIZMA A32 CCRS GENA PREMA POJAVNOSTI BOLESTI



Nakon §to smo bolesnike podijelili prema pojavnosti bolesti na one s tipicnom klinickom
slikom (N=92) koja se razvija tijekom prve dvije godine Zivota djeteta i na bolesnike s
atipicnom klini¢kom slikom celijakije (N=83) koja se dijagnosticira u kasnijoj zivotnoj dobi,
kao $to je prikazano u tablici 7, nije bilo statisticki znacajne razlike u ucestalosti pojedinih

genotipova (p=0,23).

Tablica 7. Ucestalost delecije CCR5-A32 u bolesnika s tipicnom (N=92) i atipi¢nom

klini¢kom slikom celijakije (N=83)

Tipi¢na celijakija Atipi¢na celijakija N
CCRS5-A32
N (%) (%)
. 71 70
Bez delecije (77.2) (84.2)
S delecii 21 13
ijom
FIEENO (22,8) (15,8)
UKUPNO 92 83

Dob bolesnika prilikom dijagnoze bolesti u odnosu na razli¢ite CCR5A32 genotipove prikazana je
na slici 3. Rezultati su pokazali da iako je dob dijagnoze za gotovo 3 godine ranija u bolesnika s
CCR5-A32 alelom nego |i bez tog alela, nije bilo statisticki znacajne razlike (p = 0,32). U dva
bolesnika koji su homozigoti za CCR5-A32 bolest je s tipicnom klinickom slikom dijagnosticirana

tijekom prve dvije godine Zivota djeteta.



p=0,3188
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Slika 3. Dob nastupa bolesti u bolesnika s obzirom na prisutvo CCR5-A32 alela

Nakon podijelile bolesnika u tablici 7. na one koji uz celijakiju imaju i1 pridruzene
bolesti (N=34) poput anemije, dermatitisa, osteopenije, diabetes melitusa, glavobolje,
psorijaze, Chronove bolesti i dr., te na one bolesnike bez pridruzenih bolesti (N=141), takoder

nije bilo statisti¢ki znacajne razlike u ucestalosti pojedinih genotipova (p=0,50).

Tablica 8. Ucestalost delecije CCR5-A32 u oboljelih s celijakijom i sa zdruZenim bolestima

(N=34) odnosno bez zdruzenih bolesti (N=141)

Bez zdruzenih bolesti Sa zdruzZenim bolestima
CCR5-A32

N (%) N (%)

Bez delecije 15 26

V4 i

L (81,5) (76.5)

26 8

lecii

S delecijom (18.5) (23.5)

UKUPNO 141 34

5. RASPRAVA




Velik broj razlicitih istrazivanja je dokazalo da je celijakija sloZena bolest koja se javlja u
osoba s genetskom predispozicijom pri ¢emu je gluten poznat kao okida¢ bolesti. Sto se
geneticke podloznosti tice, 40% heritabilnosti otpada na dobro opisane HLA-DQA1 i -DQB1
gene dok 60% genetici celijakije doprinose drugi uglavnom neistrazeni rizi¢ni geni od kojih
svaki ima samo blagi ucinak (9). Prilikom klinicke obrade bolesnika u nasem uzorku genska
analiza provedena je u njih 85% koji su ujedno imali barem jedan rizi¢ni HLA-DQA1 i/ili —

DQBI1 alel.

Neki slucajevi celijakije povezani su i s drugim, u prvom redu autoimunim bolestima ili
dodatnim komplikacijama. Tako je i u nasih bolesnika njih 19,5% imalo zdruzene bolesti.
Celijakija je slozena autoimunosna bolest s izrazenom upalnom komponentom. Opisani su
putevi urodenog i steCenog imunoloskog odgovora a istrazivanja upuéuju na ulogu citokina i
kemokina u regrutiranju stanica imunoloskog sustava S§to vodi patoloSkim procesima.
Migraciju proupalnih memorijskih T-stanica 1 monocita u upalnim tkivima pokrecu Thl-
povezani kemokini 1 njithovi receptori (15). To ukljucuje 1 kemokinski receptor 35,
transmembranski protein ukljuen u unutarstani¢nu signalizaciju. Interakcije izmedu CCRS 1
njegovih liganda igraju vaznu ulogu ne samo u biologiji leukocita, ve¢ 1 u patogenezi
razli¢itih autoimunosnih bolesti (16). Polimorfizam CCRS gena s delecijom od 32 parova
baza CCR5-A32 mijenja okvir ¢itanja gena i posljedicno dolazi do gubitka ekspresije ovog

receptora u homozigota.

Nekoliko studija navelo je mogu¢i doprinos CCR5-A32 polimorfizma s razli¢itim imuno-
posredovanim bolestima. DosadaSnji analize CCRS5 gena u korelaciji s bolestima zdruzenim s
celijakijom publicirane su u pet studija a svega dvije od njih pratile su povezanost upravo
CCR5-A32 genske varijante s celijakijom 1/ili autoimunosnom bolesti Stitnjace u bolesnika s
dijabetesom tipa 1 (15,16). Nasi rezultati pokazali su statisticki znacajnu (p<0,05) razliku u

ferkvenciji CCRS genotipova divljeg tipa i1 heterozigota izmedu oboljelih od celijakije i



kontrolnih ispitanika, §to je potvrdila i analiza frekvencijie alela CCR5-A32 (p=0,028). Veca
ucestalost CCR5-A32 alela u oboljelih nego kod kontrolne skupine ukazuje na potencijalnu
ulogu CCR5-A32 delecije kao rizicnog c¢imbenika u podloznosti za celijakiju. Udio
homozigota za ovaj alel nije se razlikovao izmedu bolesnika i kontrole ali obzirom da se radi
o svega dva bolesnika, odnosno kontrolana ispitanika koji su homozigoti, za konacan
zakljuCak broj svih ispitanika uklju¢enih u analizu trebalo bi povecati. Stominski i sur (15)
analizirali su CCR5-A32 polimorfizam u bolesnika s dijabetesom tipa 1 (T1D) koji imaju i
celijakijt te autoimunosnu bolest Stitnjace obzirom da u patogenezi sva tri poremecaja dijele
zajednicku HLA predispoziciju u vidu rizicnih HLA-DQA1*0501 i DQB1*0201 alela.
Medutim, njihov interes bio je usmjeren na bolesnike s T1D za koje se pokazalo da ovaj
polimorfizam ima mogu¢ protektivan uc¢inak. Ipak u T1D bolesnika s celijakijom incidencija

CCR5-A32 polimorfizma bila je visa nego li u T1D bolesnika bez celijakije.

Obzirom na klinicku pojavnost bolesti nakon podijele bolesnika na one koji uz celijakiju
imaju 1 pridruzene bolesti ukljucujuéi 1 diabetes mellitus te na one bolesnike bez pridruzenih
bolesti (tablica 8) nismo uocili znacajne razlike u distribuciji pojedinih CCR5-A32 genotipova
(p=0,50). Bolesnika s celijakijom uz druge pridruZzene bolesti u nasem uzorku bilo je 34
(19,4%) a od tog broja samo njih 5 (2,8%) imalo je diabetes mellitus. Epidemioloske studije

prijavljuju da oko 4% bolesnika s tipom 1 Secerne bolesti ima celijakiju kao pridruzenu bolest.

Celijjakiju prema klinickoj slici i dobi javljanja simptoma mozemo podijeliti na tipicni i
atipcni tip, a usporedbom ucestalosti CCR5-A32 genotipova takoder nije utvrdena statisticki
znacajna razlika izmedu tipova celijakije (tablica 7), premda je udio nositelja delecije CCRS5-
A32 vedi kod tipcne celijakije (22,8%) naspram atipi¢nog oblika (15,8%) koji se razvija u
kasnijoj Zivotnoj dobi. MoZemo napomenuti 1 da su oba homozigota za ovu deleciju u uzorku
naSih bolesnika zabiljeZena u skupini s tipicnim oblikom celijakije koja se javlja tijekom prve

dvije godine zivota. U skladu s time i analiza varijance (ANOVA) (Slika 3) pokazala je da je



celijakija dijagnosticirana gotovo 3 godine ranije u bolesnika s CCR5-A32 alelom nego li u

bolesnika bez ovog alela, takoder bez statisticki znacajne razlike (p = 0,32).

Iako se celijakija, kao i druge autoimunosne bolesti, ¢eS¢e javljaju u zena nego li u
muskaraca, distribucija genotipova i frekvencija alela za CCR5-A32 gensku varijantu (tablica
6) nije se znacajno razlikovala medu spolovima (p>0,05). Omjer zena i muskaraca oboljelih
od celijakije u nasem uzorku bolesnika iznosio je 1,6 : 1, uzroci vece ucestalosti celijakije u

zena kriju se medu drugim ¢imbenicima.

Ogranicavajuci ¢imbenik ovog istrazivanja je relativno mali broj od 175 bolesnika, a uz to
smo vezano s tijekom bolesti pratili svega nekoliko parametara. Unato¢ tome, na osnovi
iznesenih rezultata mozemo zakljuciti da CCR5-A32 genska varijanta moze imati utjecaj u
podloznosti kao rizi¢ni ¢imbenik u celijakiji, dok s druge strane ne utjece na pojavnost bolesti

prac¢enu kroz dob postavljanja dijagnoze i tip celijakije te bolesti pridruzene s celijakijom.

6. ZAKUUCCI

Na temelju rezultata istrazivanja uloge CCR5-A32 polimorfizma u podloznosti i klinickoj

ekspresiji MS na podruc¢ju Gorskog kotara, dosli smo do sljede¢ih zakljucaka:

1. Distribucija CCR5-A32 genotipova divljeg tipa i1 heterozigota kao 1 CCR5-A32 alela
izmedu oboljelih od celijakije 1 zdravih ispitanika statisticki se zna€ajno razlikovala

(p<0,05), osim u slu¢aju homozigota za CCR5-A32 genotip (p>0,05).



2. Nije bilo znacajne razlike u distribuciji CCR5A32 genotipova i alela izmedu muskaraca 1
zena oboljelih od celijakije (p>0,05).

3. Tako je ucestalost delecije A32 CCRS gena visa u bolesnika s tipicnom celijakijom
(22,8%), nego Sto je u bolesnika s atipi¢nim oblikom bolesti (15,8%), te se bolest javlja 2,8
godina ranije u nosioca ovog alela, razlike nisu statisticki znacajne (p=0,23 i p=0,32).

4. Nije utvrdena statisticki znacajna razlika (p=0,50) u nosioca CCRS5-A32 alela izmedu
oboljelih od celijakije s zdruzenim bolestima i oboljelih samo od celijakije, iako je delecija
¢esca u slucaju zdruzenih bolesti (23,5% vs. 18,5%).

5. Na temelju svih dobivenih rezultata proizlazi da bi CCR5-A32 polimorfizam mogao imati
utjecaj na podloznost za celijakiju §to bi trebalo potvrditi na ve¢em broju bolesnika u

razli¢itim populacijama.
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