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1. UVOD

Autoimune endokrinoloske bolesti su organ-specifi¢ne bolesti u kojima su ciljni organi
imunoloskog odgovora endokrine Zlijezde, a najceS¢e medu njima su dijabetes melitus tip 1
(DMT1) i autoimuna bolest Stitnjace (engl. Autoimmune Thyroid Disease, AITD). Od svih
autoimunih endokrinopatija koje se javljaju zajedno te se dvije bolesti daleko najées¢e mogu
nadi u iste osobe (1,2) te se taj fenotip klasificira kao varijanta autoimunog poliglandularog

sindroma tip 3 (engl. Autoimmune Polyglandular Syndrome type 3 variant, APS3v) (3,4).

1.1.AITD

AITD se javlja u oko 2% zenske i 0,2% muske populacije (5) te ukljucuje dvije glavne
autoimune bolesti Stitnjace, autoimuni tiroiditis (AT) i Gravesovu bolest (GB). U AT
limfocitna infiltracija Stitnjace vodi apoptozi tiroidnih stanica i hipotireozi. U GB limfocitna
infiltracija stitnjace dovodi do aktivacije B-stanica koje lu¢e stimulirajuca antitijela za
receptor za TSH (TSHr At) koja ga aktiviraju i dovode do hiperplazije folikularnih stanica i
hipersekrecije tiroidnih hormona, te uzrokuju hipertireozu. Vaznost ravnoteze Th1l stanica
koje posreduju u imunoloskom odgovora koji poti¢e stani¢nu imunost i Th2 stanica koje
posreduju u imunoloskom odgovoru koji poti¢e humoralnu imunost, u regulaciji autoimunosti
na tiroidne antigene i fenotipsku ekspresiju autoimune bolesti Stitnjace prikazana je na slici

1.1.1.

Iako se AT i GB klinicki razlikuju, mnogi etioloski faktori su im zajednicki. Obje se
bolesti mogu naci u istoj obitelji i u iste osobe (6), a opisani su jednojajcani blizanci od kojih
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jedan je imao GB a drugi AT (7). U nekih osoba bolest prelazi iz jednog oblika u drugi s time
da GB c¢esce spontano zavrsava hipotireozom uzrokovanom AT (8) dok je nastanak GB iz AT
bitno rjedi (9).

Genetski Faktori
o \ ‘ o
IL-12 l IL-4
Thi stanice Th2 stanice
\ }
$tanitna imunost Humoralna imunost
¢ v
Ekspresija Fas na stanicama TSH receptor amitijela
stitnjace
Apoptoza tirocita S timulirajuca Blokirajuca
4 + }
Autoimuni Gravesova Atroficni
tiroiditis bolest tiroiditis

Slika 1.1.1. Vaznost ravnoteze Th1/Th2 u regulaciji autoimunosti na tiroidne antigene i fenotipsku

ekspresiju autoimune bolesti Stitnjace.

Prevlast Thl-posredovanog imunoloskog odgovora koji potic¢e stani¢nu imunost, moze dovesti do pro-
apoptoze tiroidnih stanica. Fas i/ili TRAIL (od enlg. TNF-related apoptosis-inducing ligand) ovisni
apoptoticki putevi aktiviraju se putem tip-1 proinflamatornih citokina kao §to su TNF-alpha, INF
gamma i IL-2 i zapo€inju apoptozu tiroidnih stanica s posljedi¢nim nastankom AT ili njegovih
varijanti. Prevlast Th2—posredovanog imunolo§kog odgovora koji poti¢e humoralnu imunost, moze
dovesti do aktivacije antigen specifi¢nih B limfocita i produkcije anti-TSHr antitijela. Ako prevladava
stimulirajuéi tip anti TSHr antitijela nastati ¢e hiperplazija tiroidnih stanica s posljedi¢cnom
hiperfunkcijom i Gravesovom hipertireozom. S druge strane, ako dominiraju TSHr-blokirajuca
antiitjela, doc¢i ¢e do atrofije tiroidnih stanica i posljedi¢ne hipofunkcije i atroficnog tiroiditisa.
Fenotipska ekspresija tiroidne autoimunosti u smjeru GB ili AT ovisna je o ravnotezi Th1:Th2
imunoloskog odgovora kojeg reguliraju antigen prezentirajuce stanice (APC) i tip citokina koji
predominira u parenhimu titnjace. Cinjenica da ista osoba moze imati AT i GB govori u prilog tome

da je Th1l: Th2 ravnoteza dinamicki proces na koji mogu utjecati vanjski faktori koji djeluju preko



APC-a. (Peuzeto iz: A Tsatsoulis, C Limniati. Stress-Induced Th2 Shift & Thyroid Autoimmunity:
Unifying Hypothesis. 2012, http://brainimmune.com/the-modifying-role-of-stress-induced-th2-shift-

in-the-clinical-expression-of-thyroid-autoimmunity-a-brief-overview-and-unifying-hypothesis/) (10)

AT je najces¢i uzrok primarne hipotireoze u djece starije od 6 godina i adolescenata u
podruc¢jima s dostatnom koli¢inom joda u hrani. Prvi ga je opisao Hashimoto 1912. godine
(11). Tiroidna antitijela kao dokaz autoimune bolesti §titnjace nadu se u oko 2% djece skolske
dobi i u 4-6% adolescenata (9). Ucestalost bolesti je u djevoj¢ica oko 2,5-5 puta vecéa nego u
djecaka, a u odrasloj dobi taj je omjer oko 10-15 puta veci (9). U Hrvatskoj je provedeno
epidemiolosko istrazivanje o ucestalosti strume i AT u Sibenskoj regiji i utvrdena prevalencija
AT od 0,35% u djece Skolske dobi (11 do 18 godina) s omjerom 8:1 u korist djevojcica (12).
Familijarno javljanje bolesti je Cesto, bolest se moZe naci u oko 25% ¢lanova uze obitelji
(brace, sestara 1 roditelja) bolesnika s AT. Dva su osnovna oblika AT; klasi¢ni, autoimuni
tiroiditis sa strumom i atrofi¢ni autoimuni tiroiditis (koji je rijedak u djece). Odredeni antigeni
HLA (HLA-DRS5, HLA-DRA4) povezani su s AT i strumom, dok se drugi (HLA-DR3) ¢esce

javljaju u atrofi¢cnom obliku bolesti (9).

GB je relativno rijetka u djece. Ucestalost u djevojcica je 4-5 puta vecéa (13). Godisnja
incidencija je 8 na 1.000.000 djece mlade od 15 godina i 1 na 1.000.000 djece mlade od 4
godine. U Hrvatskoj je prema studiji Jaksi¢ i sur. (12) prevalencija GB u Sibenskom podrucju
iznosila 7.3 na 10.000 djece i adolescenata u dobi od 11 do 18 godina (4/5462 ispitanika; tri

djevojcice 1 jedan djecak).

Prvi korak u patogenezi AT je aktivacija CD4 pozitivnih T limfocita specifi¢nih za
antigene StitnjaCe. Nakon aktivacije, autoreaktivni CD4 T-limfociti poticu stvaranje
citotoksi¢nih CD8 T-limfocita te autoreaktivnih B-limfocita i autoantitijela u $titnjaci.
Tiroidna autoantitijela vezu se na tiroidnu peroksidazu (TPOALt), tireoglobulin (TgAt) i
receptor za TSH (TSHrAt). TPO antitijela inhibiraju aktivnost enzima TPO in vitro, no smatra
se da hipotireoza in vivo primarno nastaje zbog direktnog citotoksi¢nog uc¢inka CD8 T-
limfocita na stanice $titnjace. Sto se ti¢e blokirajuéih TSHr antitijela, ona doprinose nastanku
hipotireoze u manjeg broja odraslih pacijenata s atroficnim oblikom AT, no to nije potvrdeno

i udjece (10).


http://brainimmune.com/the-modifying-role-of-stress-induced-th2-shift-in-the-clinical-expression-of-thyroid-autoimmunity-a-brief-overview-and-unifying-hypothesis/
http://brainimmune.com/the-modifying-role-of-stress-induced-th2-shift-in-the-clinical-expression-of-thyroid-autoimmunity-a-brief-overview-and-unifying-hypothesis/
http://brainimmune.com/the-modifying-role-of-stress-induced-th2-shift-in-the-clinical-expression-of-thyroid-autoimmunity-a-brief-overview-and-unifying-hypothesis/
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1.1.1. Genetska etiologija AITD

Do danas poznati geni koji nose rizik za AITD mogu se podijeliti u dvije velike
skupine: 1. geni s imunomoduliraju¢om ulogom, 2. geni specifi¢ni za Stitnjacu. U prvu
skupinu pripadaju geni HLA (engl. Human Leukocyte Antigen) razreda Il (kromosom 6p21),
gen CTLA-4 (engl. Cytotoxic T Lymphocyte Associated protein 4 gene; kromosom 2¢33), gen
PTPN22 (engl. Protein Thyrosine Phosphatase Non- receptor type 22, kromosom 1p13) i gen
za CD40 (kromosom 20q13.12). U skupinu gena specifi¢nih za §titnjacu pripadaju gen za
tireoglobulin (Tg) (7) i gen za TSHr (14) ¢iji su produkti glavni ciljevi imunoloskog odgovora
u AITD.

1.1.1.1. Geni HLA razreda Il

Kompleksna regija glavnog sustava histokompatibilnosti (MHC, engl Major
Histocompatibility Complex) u kojoj se nalaze geni HLA koji kodiraju molekule HLA,
glikoproteine, smjestena je na kratkom kraku kromosoma 6 (6p21) (15). Kromosom 6 je
multicentri¢ni kromosom koji ¢ini 6% ljudskog genoma (16). Veéina onoga Sto se danas zna o
genetickim varijacijama i organizaciji haplotipova otkriveno je upravo proucavanjem ove
regije (17). Geni HLA pokazuju veliku raznolikost i ve¢i dio ih je zaduZen za imunoloski
odgovor te se povezuju s razli¢itim autoimunim bolestima. Molekula HLA, veze peptidni
antigen (autoantigen u sluc¢aju autoimunosti) i prezentira ga T-stanicama te kao i T stanice,
odreduje je li antigen vlastiti (i ne pokrece imunoloski odgovor) ili strani kada pokrece
imunoloski odgovor (18).

Regija HLA organizirana je u 3 glavna podrucja u kojima su geni grupirani prema
sli¢nosti svoje strukture kao i strukture svojih produkata u razrede I, II i III (19). U podrucju
HLA razreda I nalaze se klasi¢ni geni HLA-A, -B i —C koji kodiraju molekule HLA-A, -B i —
C, aglavna im je karakteristika velika raznovrsnost alela (19). Osim njih u ovom se podrucju
nalaze i neklasi¢ni geni HLA razreda I (HLA-E, -F, -G) koji imaju manji stupanj raznolikosti

te pseudogeni (HLA-H, -J, -K i —L) ¢iji proteinski produkti nisu poznati (19,20). Regija HLA



razreda Il ili centralna regija, smjestena je izmedu regije gena HLA razreda I i 11, a sadrzi
gene koji kodiraju komponente komplementa i jo§ neke druge gene kao npr gen za TNF (engl.
Tumor Necrosis Factor) (21), te ne sadrzi niti jedan gen HLA.

Unutar regije HLA razreda Il nalazi se 6 podregija, klasicne HLA-DP, -DQ -DR i
neklasicne HLA-DM i1 DO. Samo se produkti klasi¢nih gena ispoljavaju na povrsini stanica
(22).

Podpodru¢je gena HLA-DP sadrzi po dva para gena A i B (DPA1-DPBL1 i par DPA2 i
DPB2 te gen DPB3) od kojih su geni DPA1 i DPB1 funkcionalni dok su ostali geni ovog
podpodrucja nefunkcionalni (23).

Podpodrucje gena HLA-DQ sadrzi funkcionalne gene DQA1 i DQB1 i pseudogene
DQA2, DQB2 i DQB3. Jedna od glavnih znacajki gena HLA-DQ je jaka neravnotezZa
udruzivanja s genima DR, tako da pojedine populacije 1 rase karakterizira odreden broj
uobicajenih, tzv klasi¢nih haplotipova, s uvijek to¢no odredenim kombinacijama gena DR i
DQ (24).

Podpodrucje gena HLA-DR posebno je slozeno zbog velikog broja usko vezanih gena
koji ¢ine stabilne haplotipske skupine. Haplotipska skupina sadrzi jedan gen HLA-DRAL i
promjenjiv broj aktivnih gena DRB i pseudogena (25). Upravo razli¢iti geni HLA-DRB ¢ine
haplotipove DRB. Tako se na kraju blizem centromeri uvijek nalazi gen HLA-DRB1, na kraju
blizem telomeri HLA-DRAL te pseudogen HLA-DRB9, a izmedu se mogu nalaziti i dodatni
aktivni geni HLA-DRB i pseudogeni. Gen HLA-DRA1 pokazuje vrlo mali polimorfizam, dok
se geni HLA-DRBL1 odlikuju velikom raznoliko$¢u, vise od 1000 razlicitih alela (25).

Molekule koje kodiraju geni HLA polimorfni su glikoproteini u kojima proteinski dio
tvore dva razli¢ita 1 odvojena polipeptidna lanca (heterodimeri): teski ili a lanac 1 laki ili B
lanac (26). Ove molekule se ispoljavaju na povrsini stanica i u stranoj jedinki predstavljaju
antigene te su uzrokom stvaranja specifi¢nih antitijela HLA.

Geni HLA razreda II kodiraju heterodimere ¢ija oba lanca, a i 3, kodiraju geni
smjesteni u parovima (DRA1 i DRB1, DQA1 i DQB1, DPAl i DPB1, DMAL i DMB1). (22).
Geni koji kodiraju lanac o ozna¢avaju se slovom ,,A*, a oni koji kodiraju lanac B slovom ,,B
(26).

Za vecinu spomenutih gena poznat je velik broj razlicitih alela. Ucestalost alela
pojedinih gena HLA u razli¢itim populacijama pokazala su velike razlike tako da se neki aleli

HLA mogu smatrati karakteristicnim za odredenu populaciju ili etnicku skupinu dok su u



drugoj prisutni s vrlo malom ucestalo$¢u ili se uopée ne javljaju (npr. u bijeloj rasi ne
pojavljuje se gen HLA-B*42 koji je prisutan u pripadnika crne rase, nadalje genl HLA-A*43
zastupljen je u visokoj ucestalosti u juznoafrickoj populaciji Khoisan, dok je drugdje vrlo
rijedak ili ga uopc¢e nema (20).

Usprkos velikom broju mogucih kombinacija poznato je da se neki aleli HLA u
haplotipu zajedno javljaju ¢esc¢e nego bi se oc¢ekivalo iz njihovih pojedinacnih ucestalosti. Ta
se pojava naziva neravnotezom udruzivanja (engl. linkage disequilibrium). Neravnoteza
udruzivanja rezultat je niske ucestalosti rekombinacija izmedu odredenih lokusa i Koji su
smjesteni vrlo blizu na kromosomu te vrlo rijetko dolazi do rekombinacija izmedu njih (27).
Tako npr. vrlo jaka veza postoji izmedu alela HLA-DRB1 i HLA-DQB1, HLA -DQALl i
HLA-DQB1. Unutar odredenih populacija povezanost odredenih alela HLA-DRB1, DQA1 i
DQB1 moze biti gotovo potpuna $to znaci da gotovo uvijek dolaze zajedno (27). Tako npr.
alel HLA- DRB1*03:01 koji se nalazi i u populacijama bijele rase i Afrikanaca dolazi
uglavnom u kombinaciji s alelima HLA- DQA1*05:01 i DQB1*02:01, dok se DRB1*03:02
koji je prisutan samo u populaciji Afrikanaca veze s alelima DQA1*04:01 1 DQB1*04:02.
Opcenito, u skladu s razli¢itom ucestaloscu alela HLA u razli¢itim populacijama, broj
haplotipova HLA u odredenim populacijama ¢ini samo mali broj mogucih haplotipskih
kombinacija, a odredene kombinacije tj. haplotipovi HLA mogu biti karakteristi¢ne za

odredene populacije (27).

Povezanost gena HLA razreda Il s AITD

Gen koji kodira molekulu HLA-DR3 (HLA-DRB1*03) prvi je gen za kojeg je
utvrdeno da je povezan s GB (14,28) i primarni je gen rizika za GB (29). Ucestalost antigena
HLA-DR3 u bolesnika s GB je oko 40-50%, dok je u op¢oj populaciji oko 15-30% (30). S
pojavom GB u bijelaca je u manjoj mjeri povezan i alel HLA-DQA1*05:01 (29,30). Huber i
sur (28) sekvencionirali su gen HLA-DRB1 u populaciji bolesnika s GB i u kontrolnoj skupini
i identificirali su Arginin na poziciji 74. lanca HLA-DR1 (DRB-Arg-74) kao kriticnu
aminokiselinu lanca molekule DR, koja nosi rizik za nastanak GB (29). S druge strane,

pokazalo se da aminokiselina Glutamin na istoj poziciji smanjuje rizik za nastanak GB (29),



Sto upucuje na vaznost poziciji 74 lanca DRB1 u patogenezi GB.

Ranije studije su pokazale povezanost AT i strume s genom koji kodira molekulu
HLA-DR5 (29), te atroficnog AT s genom koji kodira molekulu HLA-DR3 u bijelaca (31),
dok su nedavne studije u bijelaca pokazale slabiju povezanost AT s antigenima HLA-DR3
(32,33) i HLA-DR4 (34).

1.1.12. Gen CTLA-4

Od drugih imunomoduliraju¢ih gena koji nose rizik za AITD, geni CTLA-4 i PTPN22

glavni su inhibitori aktivacije T stanica (35).

Gen CTLA-4 kodira citotoksi¢ni limfocit-vezani protein 4 (engl. Cytotoxic T
Lymphocyte Associated Protein 4). Uloga gena CTLA-4 je supresija imunoloskog odgovora.
Neaktivirani T-limfociti ne eksprimiraju CTLA-4, dok s aktivacijom T- limfocita dolazi do
ekspresije CTLA-4 koji se veze na receptor antigen-prezentirajucih stanica, onemogucuje
aktivaciju T stanica i tako prekida daljnji imunoloski odgovor. Razumljivo je stoga da

mutacije gena za CTLA-4 mogu predisponirati nastanku autoimunosti. (36,37)

Polimorfizam gena CTLA-4 povezan je s nastankom mnogih autoimunih bolesti
ukljucujuéi astmu (38), Addisonovu bolest (39), mijasteniju gravis (40), Sjogrenov sindrom
(41), sistemski lupus eritematosus (42), sistemnu sklerozu (43) i ulcerozni kolitis (44), a do
sada je najjaca povezanost dokazana s AITD. Svi oblici AITD, ukljuc¢uju¢i GB, AT kao i
prisutnost tiroidnih antitijela bez klinickih znakova bolesti povezani su s polimorfizmom gena
CTLA-4. Prvi su opisali tu povezanost DeGroot i suradnici (45), a od tada su brojne studije
potvrdile njegovu vaznost u nastanku AITD (45,46). Povezanost polimorfizma gena CTLA-4
1 AITD dokazana je u razli¢itim populacijama 1 etnickim skupinama (45,47). Odredene
varijante gena CTLA-4 pokazuju povezanost s povisenim titrom tiroidnih antitijela bez
prisustva klini¢kih znakova bolesti (28) ¢ime je potvrdena njegova uloga kao opéeg
imunomodulirajuc¢eg gena. Tri varijanate gena CTLA-4 pokazuju najjacu povezanost s AITD:

(AT)n mikrosatelit unutar regije 3'UTR gena CTLA-4 (45,47), SNP (engl. Single Nucleotide



Polymorphism) na poziciji 49 vodeceg peptida CTLA-4 (49AG) (35,48) i SNP (CT60) lociran
blizu regije 3'UTR gena CTLA-4.

1.1.13. Gen PTPN22

Gen za PTPN22 smjesten je na 1p13 kromosomu i kodira limfoidnu protein kinazu
koja sudjeluje u prevenciji spontane aktivacije T limfocita (36,49). Varijanta PTPN22 R620W
prema nekim je istrazivanjima u bijelaca povezana s GB (50-52) i AT (53), no povezanost s
AT nije potvrdena u svim studijama (48). Za razliku od gena CTLA-4, gen PTPN22 pokazuje
znacajne etnicke razlike obzirom na povezanost s AITD. Tako Ben i sur. (35) nisu nasli
povezanost ovog gena s GB u japanskoj populaciji, $to je potvrdeno i istrazivanjima Mori i

sur. (54).

1.2. DMT1

DMT1 autoimuna je bolest koja nastaje u genetski podloZnih osoba izlozenih
okolisnim faktorima koji aktiviraju autoimunu destrukciju B-stanica Langerhansovih oto¢ica
gusterace autoreaktivnim T limfocitima, §to u konacnici rezultira potpunim nedostatkom
inzulina. Uslijed oSte¢enja B-stanica dolazi do otpuStanja antigena koji do tada nisu bili u
kontaktu s imunoloSkim sustavom 1 stvaranja autoantitijela. To su prvenstveno antitijela na
citoplazmu B-stanice Langerhansovih otoc¢ica (Islet Cell Cytoplasmic Autoantibody, ICA),
antitijela na dekarboksilazu glutamicke kiseline (engl. Glutamic Acid Decarboxylase
Autoantibody; GADA), antitijela na protein 2 tirozin fosfataze (engl. Thyrosin Phosphatase
Islet Autoantibody; I1A-2), inzulinska antitijela (engl. Insulin AutoAntibody; IA/A) i antitijela



na cink transporter 8 (engl. Zinc transporter SIc30A8; ZnT8).

U vise od 95% bijelaca s novootkrivenim DMT1, nade se barem jedno od ovih
autoantitijela. ICA su pozitivna u 70-80% djece s novootkrivenim DMT1 (55), nakon 5
godina trajanja dijabetesa nadu se u oko 25% djece, a nakon 10 godina od pocetka bolesti u
oko 5% djece. Visi titar ICA upucuje na povecan rizik za nastanak DMT1 u osoba koje
nemaju dijabetes, tako da je uCestalost DMTT je u prvih srodnika bolesnika s DMTT sli¢na
ucestalosti pozitivnih ICA (3-5%) u toj rizicnoj grupi. Prisustvo ovih autoantitijela u zdravih
srodnika predskazuje mogucénost nastanka DMT1 (56) i obi¢no se mogu nac¢i mjesecima ili
godinama prije pojave klinickih simptoma bolesti (57,58). Nadalje, u novootkrivenih
bolesnika s DMT1 koji imaju visi titar ICA endogena sekrecija C-peptida gubi se ranije (59),

a sli¢no je dokazano i u bolesnika s vi§im titrom GADA (60).

Autoantigen GAD opisan je 1990. godine kao imunoprecipitiraju¢i autoantigen
Langerhansovih otoci¢a (61). GAD je inhibitorni neurotransmiter odgovoran za sintezu
gamA/Aminomasla¢ne kiseline iz glutamata u Ziv€éanom sustavu. Primarno je izraZzen u
centralnom 1 perifernom Ziv€anom sustavu ali se nalazi i u testisima, ovarijima, nadbubreznoj
zlijezdi, Stitnjaci, otoCi¢ima pankreasa i bubrezima (62). Dok je uloga GAD u ziv€anom tkivu

dobro poznata, njegova uloga u Langerhansovim oto¢i¢ima nije jo§ sasvim jasna.

Autoantigen IA-2 je ¢lan je porodice tirozin fosfataza plazma-membranskih proteina
(36). Osim u Langerhansovim oto¢i¢ima, IA-2 je naden i u drugim endokrinim zlijezdama.
Kao i za GAD, uloga IA-2 u oto¢i¢ima nije u potpunosti jasna. U svakom slu¢aju GAD
antitijela prisutna su u 75% (63) a 1A-2 antitijela u 50-60% bolesnika s DMT1 u vrijeme
postavljanja dijagnoze (64).

Autoantigeni IA/A prisutni su s niskom ucestalo$¢u u vrijeme postavljenja dijagnoze
DMT1 (65,66), a nakon uvodenja inzulinske terapije moze ih se zamijeniti za inzulinska
antitijela (1A) koja se stvaraju nakon primjene egzogenog inzulina (65,67). S druge strane,
razliCite studije su pokazale da je ucestalost pozitivnih IA/A ¢e$ca i uz vise razine titrova u
mlade djece (68) i bolesnika u kojih je naden antigen HLA-DR4 (69,70,71), te se nalaze
gotovo u sve djece s DMT1 u koje je naden pozitivan titar viSe autoantitijela (72-74). Prema
sadasnjim saznanjima, ucestalost pozitivnih IA/A u vrijeme postavljanja dijagnoze znacajno

varira u razli¢itim studijama ovisno o koriStenoj metodi analize, dobi u vrijeme postavljanja



dijagnoze i ispitivanoj populaciji (65).

Autoantigen ZnT8 najkasnije je otkriven. Clan je velike porodice proteina koji imaju
funkciju prijenosa kationa, od kojih je najmanje 7 prisutno u beta stanicama gusterace (65,75).
Autoantitijela na ZnT8 nedavno su otkrivena u bolesnika s novootkrivenim DMT1 (65,76-
78). Osim u bolesnika s DMT1, autoantigen ZnT8 moze Se naci i u bolesnika s drugim
autoimunim bolestima, te u bolesnika s DMT1 u kojih nisu nadena druga autoantitijela na

beta stanice gusterace (65,76)

mmcta TS
disregulacija -
€€ ) okolisa

GADA ICA512A ICA

Gubitak FPIR (IVGTT)

.

Masaf
stanica

Intolerancija glukoze

N

¢ Pre-diiabetes ¥ Kiindd jasandgabetes

Vrileme *  Nemijerljiv C-peptid

Slika 1.2.1. Tijek bolesti DMT1 (lzvor: American Diabetes Association, ADA 2005)

Broj pozitivnih antitijela i njihovi titrovi neovisni su prediktori rizika za DMT1.
Petogodisnji rizik za nastanak DMT1 u osoba s pozitivnim ICA s titrom ve¢im od 40 jedinica
(Juvenile Diabetes Foundation Units) je oko 60-70% (79). Osim toga, rizik za nastanak
DMTT u djece mlade od 5 godina s pozitivnim ICA je gotovo 90%, dok je u osobe u dobi od
40 godina taj rizik znatno manji, oko 30%. U Diabetes Prevention Trial-Type 1 Study

petogodisnji rizik za razvoj DMT1 u osoba sa samo jednim pozitivnim autoantitijelom bio je
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20%- 25%, u osoba s dva pozitivna autoantitijela 50%-60%, u onih s tri pozitivna
autoantitijela 70% i gotovo 80% u onih s Cetiri (80). Studije radene medu blizancima i u
osoba s obiteljskom anamnezom pozitivnom na DMT1 pokazale su da rizik razvoja dijabetesa
unutar 5 godina (knjiga — autoimunost pogl 1,) raste od manje od 5% u osoba koje nemaju
pozitivne antigene na vise 0d 90% u osoba u kojih su pozitivna antitijela na inzulin, GAD i
IA-2 (65,72).

Osim dokaza njihove prisutnosti, u predikciji razvoja DMT1 vaZna je i visina titra
autoantitijela (81). Nadalje, rizik za nastanak DMT1 u osoba s pozitivnim titrom veceg broja
autoantitijela znacajno je visi uz prisustvo visokorizicnog genotipa, tako da u osoba koje su
nosioci HLA DR3/4 antigena iznosi 67% nasuprot 20% u osoba koje su HLA DR3/4
negativne (82).

GADA ZnT8A
82% 50%

Sva antitijela negativna:
6%

Dijabetes tip 1: 94%

Slika 1.2.2. Analiza zajedni¢ke pojavnosti antitijela protiv elemenata B-stanica
Langerhansovih oto¢i¢a u japanskoj populaciji bolesnika s DMT1 u vrijeme postavljanja
dijagnoze bolesti. GADA — GAD antitijela, IA/A — antitijela na inzulin, ZnT8A — antitijela na
cink transporter, 1A-2 - A2 antitijela; Type 1 diabetes — DMT1 (izvor: Kawasaki E. Type 1
diabetes and autoimmunity. Clin Pediatr Endocrinol 2014; 23(4), 99-105) (83)

Autoimunu etiologiju DMTT1 potvrduje i povezanost DMT1 s drugim autoimunim
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bolestima (posebno AT i atrofi¢nim gastritisom) i pove¢anom ucestalo$¢u odredenih gena
lokusa HLA-DR i HLA-DQ (84). No, za razliku od drugih autoimunih bolesti, DMT1 se s
jednakom ucestalos¢u javlja u djecaka i djevojcCica i1 €eSéi je u djetinjstvu nego u odrasloj

dobi.

Incidencija DMT1 medu djecom i adolescentima znacajno je porasla tijekom
posljednjih 50 godina u cijelom svijetu uz istovremeno smanjenje srednje zivotne dobi u
vrijeme postavljanja dijagnoze (85-87). Ovaj trend ukazuje na vaznu ulogu vanjskih faktora
odgovornih za DMT1 obzirom da se samo genetickim faktorima ne moze objasniti tako brzi
porast incidencije (88). Epidemioloske studije o incidenciji DMT]1 u svijetu pokazale su
razli¢itu ucestalost DMT1 u razli¢itim zemljama (85,88-90) od 0,1/100 000/ godisnje u Kini i
Venezueli (89,90) do 64/100 000/godisnje u Finskoj (91,92) uz srednji godisnji porast
incidencije od 5,3% u Sjevernoj Americi, 4,0% u Aziji i 3-4% u Europi, dok se u Centralnoj
Americi i zemljama zapadnog dijela Indijskog oceana uocava negativni trend od -3,6%
(91,93,94).

Incidencija DMT1 u djece i adolescenata u Hrvatskoj takoder je u porastu. U razdoblju
od 1995. do 2003. godine iznosila je 8,87 djece 1 adolescenata mladih od 15 godina godisnje
na 100,000 djece iste dobi (95) s godisnjim porastom incidencije od 9%. U slijede¢em je
razdoblju od 2004 do 2012 godine iznosila 17,23 djece i adolescenata godisnje na 100,000
djece iste dobi (96) s godi$njim porastom incidencije od 5,87% koji je nesto visi od srednjeg
europskog prosjeka (3-4%) (91-94).
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Slika 1.2.2. Raspodjela incidencije DMT1 na 100.000 stanovnika godi$nje prema dobnim
skupinama (lzvor: Rojnic Putarek N i sur. Incidence of type 1 diabetes mellitus in O to 14-yr-
old children in Croatia — 2004 to 2012 study. Pediatric Diabetes 2014) (96)

1.2.1. Genetska etiologija DMT1

Do sada je poznato vise od 18 genskih lokusa povezanih s nastankom DMT1, no samo
su 4 gena/lokusa pokazala funkcionalni uc¢inak koji vodi predispoziciji odnosno prevenciji
nastanka bolesti. Najznacajniji medu njima nalazi se u regiji HLA. Ostali ukljucuju druga dva
imunoregulacijska gena, CTLA-4 i PTPN22 te polimorfizam tkivno specifi¢nog gena koji
ovisi o varijabilnom broju ponavljajuéih sekvenci u genu za inzulin (engl. Variabile Number

of Tandem Repeats, INS-VNTR) (28).
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Slika 1.2.1.1. Geni za koje je prema GWA studijama (engl. Genome-Wide Association
studies) dokazana povezanost s nastankom DMT1. Vecina do sada nadenih povezanosti je
slaba Bojama su prikazane godine kada je povezanost s odredenim genima nadena. (Izvor:

Pociot F i sur. Genetics o Type 1 Diabetes: What's next? Diabetes 2010; 59:1561-71.) (97)

1.2.1.1. Geni HLA razreda Il

Geni HLA, prvenstveno razreda I1, i to oni koji kodiraju molekule HLA-DR i HLA-
DQ u ljudi odreduju ukupan rizik nastanka DMT1 (nose 40-50% rizika za nastanak DMT1)
(90-101), iako se bolest razvije samo u manjeg broja osoba koje nose visoko rizi¢ne
haplotipove. U bijelaca je DMT1 prvenstveno povezan s antigenom HLA-DQ?2 (haplotip
DQB1*02:01-DQA1*05:01) koji dolazi u kombinaciji s genom DRB1*03 i antigenom HLA-
DQ8 (haplotip DQB1*03:02-DQA1*03:01) koji dolazi u kombinaciji s ggnom DRB1*04
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(102,103). U oko 95% osoba s DMT1 dokazani su antigeni HLA-DR3 ili HLA-DR4. Oko
40% bolesnika su slozeni heterozigoti za antigene HLA-DR3/DR4 dok se u op¢oj populaciji

taj haplotip nalazi u oko 3% populacije. Rizik za nastanak bolesti u osoba iz op¢e populacije

S

ovim haplotipom je 7%. VisoKi rizik za nastanak bolesti imaju i osobe koje su homozigoti za

HLA-DR4 (5%), a slijede ga homozigoti HLA-DR3 (2,2%) i sloZeni heterozigoti za antigen
HLA-DR4 i drugi antigen koji ne ukljucuje HLA-DR3 ili -DR4 (1,7%). | neki drugi geni

HLA takoder su povezani s DMT 1, no rizik koji nose manji je nego za gene HLA razreda II.

Osim rizi¢nih haplotipova identificirani su i protektivni haplotipovi kao $to je HLA-
DRB1*15:01- DQA1*01:02-DQB1*06:02 (104,105). Incidencija DMTI razliCita je u
pojedinim zemljama $to je dijelom uzrokovano razlikama u okoli§nim faktorima, a dijelom
razli¢itom raspodjelom haplotipova DR-DQ u razli¢itim populacijama (104). Tako npr.

odsustvo haplotipova koji kodiraju antigen HLA-DR3 u japanskoj populaciji vjerojatno

doprinosi sveukupno manjoj ucestalosti bolesti iako je u toj etnickoj skupini rizik za nastanak

DMT1 vezan uz druge haplotipove HLA-DR4 i HLA-DR9 (106). S druge strane, medu
bijelcima s DMT1 nije uoc¢ena povezanost s haplotipovima HLA-DRO jer je njihova

ucestalost u populacijama bijele rase opcenito niska (106).

Razred |

A

Telomera r R
HLA-C MICA
PRSS16  MASIL® HLA-A HLA-E HLA-B
= El = ki 1 |
27.32 29.56 30.02 30.56 31.43
Razred Il Razred Il
r TNF ar DQA1 b
MIC§ LTA- C:B DRA Dﬁ1-0%81 DPB1 lms
LTB AlF-1 NEU1 TNXB NOTCH4 BTNL2 DRB3/4/5S TAP2TAP1 DPA1  RXRB TAPBP
31.65 32.02 32.66 32.74 33.15 33.70
Centromera

Slika 1.2.1.1.1. Shematski prikaz regije HLA koji prikazuje gene povezane s DMT1.
(1zvor: Noble JA®, Valdes AM. Genetics of the HLA region in the prediction of type 1
diabetes. Curr Diab Rep. 2011;11:533-42.) (107)
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Raspodjela gena HLA razreda II razlikuje se i ovisno o Zivotnoj dobi kada se bolest
javlja, i ¢ini se da je utjecaj gena HLA na pojavu DMT]1 izrazeniji u bolesnika s ranijim
nastupom bolesti, te se smatra da okoli$ni utjecaji imaju vec¢u ulogu u nastanku bolesti u

odrasloj dobi (108,109).

U nas su Zunec i sur. ispitivali (110) udestalost gena HLA razreda I (HLA-DRB1, -
DQAL, -DQB1, -DPB1) medu bolesnicima s DMT1, celijakijom i reumatoidnim artritisom u
svrhu ispitivanja njihove povezanosti, odnosno uloge u nastanku navedenih bolesti.
Podloznost za DMT]1 uocena je za genotipove DRB1*03:01-DQA1*05:01-DQB1*02:01 /
DRB1*04:01-DQA1*03:01-DQB1*03:02 (RR=37,08) i DRB1*03:01-DQA1*05:01-
DQB1*02:01/DRB1*16:01-DQA1*01:02-DQB1*05:02 (RR=14,04), kao i heterodimerima
DQ(al*Arg52+,31*Asp57-) u cis polozaju (RR=20,4). Genotipovi koji nemaju heterodimer
DQ(al*Arg52+,1*Asp57-), ili je on u trans polozaju, imali su zastitnu ulogu u nastanku
DMT1 (RR=0,05) (110).

1.2.1.2. Genzainzulin

Prvi gen izvan regije HLA za koji je nadena povezanost s DMT1 bio je gen za inzulin
(INS) smjesten na kromosomu 11p5. Radi se o polimorfnoj regiji koja sadrzi VNTR unutar
regulacijske regije gena INS smjestene u blizini sekvence DNA koja regulira ekspresiju INS.
Aleli ovog lokusa mogu se podijeliti u tri razreda: aleli razreda | (duljina oko 570 bp), aleli
razreda Il (duljina oko 1640 bp) i aleli razreda 11l (duljina oko 2700 bp). Homozigotnost za
alel razreda I doprinosi 2 do 5 puta vecem riziku za DMT]1, dok su aleli razreda III protektivni
(99).
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1.2.13. Gen CTLA-4

Polimorfizmi gena CTLA-4 povezani su s razli¢itim autoimunim bolestima, no studije
0 povezanosti s DMT1 se razlikuju (46). Neke opisuju povezanost DMT]1 s razli¢itim
varijantama gena CTLA-4 (38) dok druge ne pokazuju tu povezanost (102). Kao i u drugim
autoimunim bolestima i u DMTT1 najjac¢u povezanost su pokazala tri ve¢ spomenuta
polimorfizma: (AT)n mikrosatelit unutar regije 3'UTR gena CTLA-4, CTLA-4 SNP 49AG i
CTLA-4 SNP CT60, koja su i najcesce ispitivani. Dvije velike meta-analize studija koje su
ispitivale utjecaj polimorfizma gena CTLA-4 za DMT1 pokazale su da je alel G
polimorfizma 49AG gena CTLA-4 povezan s nastankom DMT1 (111,112). Kavvoura i sur.
(111) proveli su meta-analizu 33 studije koje su ispitivale povezanost DMT1 s
polimorfizmima gena CTLA-4. Neke od tih studija analizirale su povezanost DMT1 s jednim
polimorfizmom gena CTLAA4, dok su druge analizirale povezanost DMTL1 s dva ili sva tri
najrizi¢nija polimorfizma gena CTLA-4. Tako je u 29 studija ispitivana povezanost DMT1 s
polimorfizmom 49AG, u tri s polimorfizmom CT60 i u $est s polimorfizmom (AT)n
mikrosatelita i to na ukupno 5.637 bolesnika s DMTL1 i 6.759 ispitanika u kontrolnim
skupinama. Nadena je statisticki znacajna povezanost alela G polimorfizma 49AG s
nastankom DMT1 (p<0.001; OR je iznosio 1,45; 95% CI 1,28-1,61) te je jaca povezanost
nadena u bolesnika u kojih je DMT1 dijagnosticiran u mladoj zivotnoj dobi (<20 godine
zivota); OR 1,61. Nije nadena znacajna povezanost DMT1 s 106 pb (AT)n mikrosatelita kao
ni s alelom G polimorfizma CT60 (111).

U studiji Huber i sur. povezanost polimorfizma CT60 gena CTLA-4 s nastankom
DMT1 nadena samo u onih bolesnika s DMT1 koji su imali i AITD (28), §to je potvrdeno i u
studiji radenoj u japanskoj populaciji (113).

Wang i sur. (112) analizirali su 58 studija koje su ispitivale povezanost razli¢itih
polimorfizama gena CTLA-4 (49AG i CT60) i rizika za nastanak DMT1 te su ustanovili da

postoji znacajna povezanost alela G u oba ova polimorfizama s nastankom DMT1.
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1.2.14. Gen PTPN22

Limfoidna tirozin fosfataza kodirana genom PTPN22 snazan je inhibitor T stani¢nog
signalnog puta (103). Kodiraju¢a SNP u nukleotidu 1858 PTPN22 gena koja uzrokuje
zamjenu arginina za triptofan na poziciji 620 (R620W) pokazala je znacajnu povezanost s
DMT1, i to je nakon gena HLA 1 INS najznacajniji gen koji predisponira nastanku DMT1
(114-116). Povezanost polimorfizma R620W gena PTPN22 s razvojem DMT1 dokazali su
Bottini i sur. (114) u dvije skupine bolesnika iz Sardinije i SAD-a, a nakon toga Smyth i sur.
(50) nasli su tu povezanost u 1599 bolesnika s DMT1 iz Velike Britanije te potvrdili u
Britanije, SAD-a i Rumunjske. U dvije studije nadena je spolna predispozicija za povezanost
gena PTPN22 i DMT1, naime pokazalo se da je polimorfizam R620W povezan s DMT1 samo
u zena, dok u muskaraca ta povezanost nije dokazana (115,117). Dvije studije radene u
Spanjolskoj (116) i Danskoj (118) ukazuju na povezanost varijante R620W gena PTPN22 ne

samo s zenskim spolom vec¢ i s mladom dobi pojave DMT]1.

Korolija i sur (119) pokazali su zna¢ajnu povezanost polimorfizma R620W gena
PTPN22 s DMT1 u Hrvatskoj, dok povezanost s polimorfizmom 49AG gena CTLA-4 nije

bila statisticki znac¢ajna.

1.3. Povezanost AITD i DMT1 (APSv3)

Odavno je poznato i u razli¢itim populacijama potvrdeno ¢es¢e zajednicko
pojavljivanje DMTL1 i AITD u iste osobe i unutar iste obitelji i ta se povezanost klasificira kao
varijanta autoimunog poliglandularnog sindroma tip 3 (engl. Autoimmune Polyglandular
Syndrome type 3 Variant; APS3v). Pokazalo se da su antitiroidna antitijela prisutna u oko 8%-
44% bolesnika s DMT1, a 50% tih bolesnika razvije klinicki oblik AITD (28,36).
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Slika 1.3.1. Rizik za nastanak AITD u djece s DMTL.
TPO — antitijela na tiroidnu peroksidazu. (Izvor: American Diabetes Association from
Glastras SJ, i sur.: The role of autoimmunity at diagnosis of type 1 diabetes in the
development of thyroid and celiac disease and microvascular complications. Diabetes Care
2005; 28(9): 2170-2175.) (120)

Zanimljivo je kako je vrlo malo studija u kojima je u bolesnika s AITD ispitivana
ucestalost autoantitijela protiv stanica Langerhansovih oto¢ic¢a. U studiji Bright i sur. (121) od
438 ispitanika (117 u kontrolnoj skupini, 88 bolesnika s AITD, 201 bolesnik s DMT1, 24
bolesnica s Turnerovim sindromom i 8 bolesnika s Addisonovom boles¢u), 2,3% bolesnika s

AITD imalo je pozitivna ICA antitijela u odnosu na 0% u kontrolnih ispitanika.

U studiji Moriguchi i sur. provedenoj u Japanu iz 2010. godine (122), u koju je bilo
ukljuceno 866 bolesnika s AITD (od toga 546 s GB 1320 s AT) i 282 zdravih ispitanika,
pozitivha GADA ¢eSc¢e su i u viSem titru nadena u bolesnika s AITD (5,8%) u odnosu na
ispitanike iz kontrolne skupine (2,1%). Medutim, kada je gledano odvojeno onda su pozitivna
GADA nadena znacajno ¢e$ce u bolesnika s GB nego u kontrolnih ispitanika (7,1% vs 2,1%)
kao §to je dokazano u ranijim studijama (123,124), dok su u bolesnika s AT pozitivha GADA

nadena ¢es¢e, no ne znacajno u odnosu na kontrolnu skupinu (3,4% vs 2,1%).
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S druge strane Kawasaki i sur su (125) nasli su ve¢u ucestalost pozitivnih GADA u
bolesnika s AT nego u bolesnika s GB (7,9% vs 6,1%). Zanimljivo je kako ni jedan od
njihovih bolesnika s pozitivnim GADA nije imao pozitivna ICA niti IA-2 antitijela, te su
pretpostavili da u bolesnika s AITD autoimuni odgovor na GAD mozZe nastati i neovisno o

stvaranju drugih antitijela na beta stanice.

U studiji Yamaguchi i sur. (126) koja je provedena takoder u japanskoj populaciji
nadena je znacajno veca ucestalost ICA u populaciji bolesnika s AITD (7,6%; 24/316) nego u
zdravih kontrola (0,7%; 1/144). Osim toga vec¢ina ICA pozitivnih bolesnika s AITD imali su
DMT1 (20 od 24 ICA pozitivnih bolesnika, 83%). Takoder su pokazali da su pozitivna ICA u
bolesnika s AITD jednako Cesta u japanskoj populaciji kao u bijelaca, iako je incidencija
DMT1 u toj populaciji samo 1/5 do 1/3 od one u bijelaca.

U studiji Mariguchi i sur. analiza gena HLA u bolesnika s AITD i pozitivnim GADA
pokazala je vecu ucestalost haplotipova za koje je poznato da predisponiraju tipu 1 dijabetesa
u Japanaca (DRB1*04:05-DQB1*04:01) i nisku ucestalost haplotipova za koje je poznato da
imaju protektivni u¢inak na nastanak DMT1 (122). Polimorfizam CTLA-4 gena (rs3087243)
u ispitivanoj grupi bolesnika bio je povezan s AITD ali ne i s pozitivnim GADA.

U jednoj od rijetkih studija radenih u populaciji bijelaca u ranoj fazi GB u Europi
klini¢ki manifestan dijabetes je imalo 1,7% bolesnika (123). Pozitivan titar ICA naden je u
4,9% bolesnika s GB bez znakova dijabetesa $to je znacajno vise nego u opc¢oj populaciji i
odgovara prevalenciji ICA u prvih srodnika bolesnika s DMT1 (127). Prevalencija GADA u
bolesnika s GB iz ove studije (10,6%) bila je viSa nego u kontrolnoj skupini (1,3%) 1 prvih
srodnika bolesnika s DMT1 (4,2%) (123) Povecana ucestalost GADA, ali ne i ICA, dokazana
je u bolesnika s AITD i u ranijim istrazivanjima, no nije nadena povezanost izmedu ta dva
markera (125,128). Tako je §vedska studija Hallengrena i sur. iz 1996. godine (86) pokazala
vecu ucestalost GADA (11/85 ispitanika, 13%), dok pozitivna ICA nisu bila statisticki
znacajno ¢eSc¢a u bolesnika s GB (2/92 ispitanika, 2,2%) nego u zdravoj kontrolnoj skupini
(0/37 ispitanika, 0%). Druga Svedska studija iz 2002. godine, Lethagena i sur. (129), radena je
sa ciljem ispitivanja jesu li pozitivna GADA povezana sa subklini¢ckim oste¢enjem beta
stanica i poreme¢enom sekrecijom inzulina u bolesnika s AT. Pozitivna GADA nadena su u
3,4% bolesnika. U tih je bolesnika potom mjerena razina inzulina, C peptida te odgovor

glukagona na stimulaciju glukozom i argininom. Kako je u bolesnika s pozitivnim GADA
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nadena smanjena sposobnost sekrecije inzulina, zakljuc¢eno je da bi pozitivna GADA mogla

biti marker subklini¢kog insulitisa (129) u bolesnika s AT.

1.3.1. Genetska etiologija APS3v

Rezultati dosadasnjih istrazivanja ukazali su na nedvojbenu vaznost genetickog
utjecaja na zajednicko pojavljivanje AITD i DMT1 unutar APS3v i identificirali najmanje 3
gena koji se ¢e$¢e nadu u bolesnika s ovim sindromom. To su geni HLA razreda 11, gen
CTLA-4 i gen PTPN22. Svi do sada identificirani geni ukljuujuci i ova tri, reguliraju

imunoloski odgovor, posebno prezentaciju antigena T stanicama.

1.3.1.1. Gen CTLA-4

Povezanost polimorfizama gena CTLA-4 s APS3v (28) dokazana je u veéini
dosadasnjih istrazivanja. U studiji Kemp i sur. (130) polimorfizam gena CTLA-4 bio je
najjace povezan s podskupinom bolesnika koji su imali vitiligo 1 AITD ili DMT1. U japanskoj
studiji Takara i sur. (131) dokazana je povezanost G alela polimorfizma 49AG gena CTLA-4
s DMT1 u mladih bolesnika s AITD. Howson i sur. (132) ispitivali su polimorfizam gena
CTLA-4 u velikoj skupini od vise od 4000 bolesnika s DMT1 koju su podijelili na
podskupinu s pozitivnim titrom TPO antitijela (APS3v) i podskupinu s negativnim titrom
TPO antitijela. Polimorfizam gena CTLA-4 bio je povezan samo sa podskupinom bolesnika s
APS3v. Ikegami i sur (113) nasli su povezanost polimorfizma 49AG gena CTLA-4 samo sa
skupinom bolesnika s APS3v, a ne i sa skupinom bolesnika s DMT1 bez AITD. Ovi podaci
sveukupno upucéuju na ulogu gena CTLA-4 u zajednickoj pojavi DMTT1 i AITD ali ne i za

izolirani nastanak DMT1.
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1.3.1.2. Gen PTPN22

Pokazalo se da u populaciji bijelaca gen PTPN22 igra znacajnu ulogu u sklonosti
razli¢itim organ specifi¢nim autoimunim bolestima. Rijetke su studije u kojima je ispitivana
uloga gen PTPN2 u bolesnika s DMTL1 i AITD. Saccucci i sur (133) u talijanskoj su populaciji
bolesnika s DMT1 pokazali povezanost s varijantom R620W gena PTPN22. Osim
povezanosti s DMT1 ispitivali su i povezanost R620W varijante PTPN22 gena s drugim
autoimunim bolestima te su nasli povezanost s AT, ali ne i sa celijakijom (133). Povezanost
polimorfizma gena PTPN22 s DMT1 i GB, kao i obiteljske studije koje su ispitivale vaznost
gena PTPN22 u obiteljima s multiplim autoimunim bolestima (49-53) ukazuju na njegovu

vaznost u zajednic¢koj podloznosti za DMT]1 i AITD.

1.3.1.3. Geni HLA razreda Il

Veéina studija pokazala je jak utjecaj gena HLA razreda Il na pojavu APS3v u iste
osobe ili unutar obitelji u razli¢itim etnickim grupama ukljucujuéi bijelce (134-136), Japanace
(137), Koreanace (138) i Kineze (139). Povezanost s genima HLA jaca je u bolesnika s obje
bolesti, nego u onih s izoliranim AITD (95). Dokazano je da haplotipove HLA-DR3-
DQB1*02:01 i DR4-DQB1*03:02 ¢esce nasljeduju potomci koji imaju DMT1 ili DMTT i
AITD, dok potomci koji imaju samo AITD ¢esc¢e nasljeduju samo haplotip DR3-
DQB1*02:01. To upucuje na povezanost haplotipa HLA-DR3-DQB1*02:01 s istovremenom
pojavom obje bolesti, dok je haplotip HLA-DR4-DQB1*03:02 specifican za DMT1 (140).
Populacijske studije radene s istim ciljem takoder su pokazale da bolesnici koji nose
kombinaciju HLA-DR3/DR4 ¢esce imaju pozitivna tiroidna antitijela u odnosu na bolesnike
koji su nosili druge antigene HLA-DR (DR3/DRx, DR4/DRX i DRX/DRX pri ¢emu X nije
niti antigen HLA-DR3, ni antigen HLA-DR4) $to upucuje na povezanost kako HLA-DR3
tako i HLA-DR4 s tiroidnom autoimuno$¢u u bolesnika s DMT1 (140).

U samo tri relativno stare studije u ispitana je ucestalost antitijela na 3 stanice
Langerhansovih (ICA, IA/A, GAD i IA-2) otocic¢a u bolesnika s AITD u bijelaca (123, 128,

129) no niti jedna od tih studija nije ispitivala povezanost s do sada poznatim riziénim genima
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za nastanak DMT1.

Tocan mehanizam povezanosti AITD i DMTT jos nije u potpunosti jasan, no sve je
viSe dokaza da odlu¢ujucu ulogu imaju geneticki faktori. Jedna od spoznaja do kojih se doslo
istrazivanjem genetickih utjecaja na zajednic¢ko javljanje kompleksnih bolesti ukazuje na
vaznost analize “slabije” podloznih gena u podskupinama bolesnika (kao Sto je APS3v).
Naime pokazano je da geni koji ,,slabo* predisponiraju Sirem fenotipu (npr AITD ili DMT1)
mogu imati znacajan ucinak u odredenim podskupinama (kao sto je pokazano na primjeru
gena CTLA-4 koji je vazan u zajednickoj pojavi DMT1 1 AITD dok mu je doprinos u
izoliranom nastanku DMT1 bitno manji) (28). Neki preliminarni rezultati istrazivanja ukazuju
na to da i unutar podskupina bolesnika s AITD i DMT1 (tj. APSv3) postoji dodatna
podskupina (pr. mladi bolesnici, zene, visi titar antitroidnih antitijela i dr) na koje je geneticki
utjecaj znacajniji (28). Takoder, s dovrSavanjem projekata humane gentike ukljucujuéi i
projekt HapMap (141), vjerojatno ¢e se identificirati jo$ neki geni i njihovi polimorfizmi koji
¢e pokazati povezanost s nastankom DMT1 i/ili AITD te ¢e biti potrebne dodatne studije da bi
se utvrdila njihova eventualna uloga u etiologiji ovih kompleksnih bolesti (28).
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2. HIPOTEZA | CILJEVI RADA

2.1. HIPOTEZA

Bolesnici s AITD koji imaju pozitivna ICA, GAD ili IA-2 antitijela razviti ¢e DMT1.
Polimorfizam gena HLA razreda Il, CTLA-4 i PTPN22 povezan s nastankom DMT1 ¢esce
¢emo naci u bolesnika s AITD mlade dobi, Zzenskog spola i s vi§im titrom antitijela na beta

stanice Langerhansovih otocic¢a.

2.2. CILJEVI RADA

2.2.1. OPCI CILJ

U populaciji bolesnika s AITD podijeljenih u dvije grupe (bolesnici s AT i bolesnici s
GB) ispitati povezanost humoralnih markera autoimunosti na 3 stanice Langerhansovih
otocica pankreasa te polimorfizma gena HLA razreda Il (HLA-DRB1 i HLA-DQBL1), CTLA-
4 1 PTPN22 s nastankom DMT1.

2.2.2. SPECIFICNI CILJEVI

(1) Ispitati ucestalost pozitivnih antitijela protiv beta stanica oto¢ica (ICA, GAD; IA-2) u
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bolesnika s AITD te usporediti klinicke i genetske karakteristike podskupine bolesnika

s pozitivnim antitijelima na stanice otoc¢i¢a u odnosu na one s negativnim

(2) Odrediti gene HLA razreda II u sve Cetiri skupine bolesnika (DMT1, AITD, AITD i
pozitivnim antitijelima na stanice otoc¢i¢a, te AITD i DMTT1) i u kontrolnoj skupini.
Odrediti koji je od gena HLA razreda Il (HLA-DRB1 i HLA-DQBL1) najjace povezan
s pozitivnim antitijelima na stanice otoc¢i¢a u populaciji bolesnika s AITD, odnosno
koji su geni HLA rizi¢ni, a koji protektivni za nastanak DMT1 u bolesnika s AITD.

Bolesnici s AITD biti ¢e podijeljeni u dvije podskupine, bolesnici s AT i bolesnici s
GB.

(3) Ispitati ucestalost polimorfizma gena CTLA-4 u sve Cetiri skupine bolesnika (DMT],
AITD, AITD i pozitivnim antitijelima na stanice otoci¢a, te AITD i DMT1)iu
kontrolnoj skupini. Ispitati povezanost polimorfizma gena CTLA-4 s nastankom
DMT1 u populaciji bolesnika s AITD koji su podijeljeni u dvije podskupine, bolesnici
s AT i bolesnici s GB.

(4) Ispitati ucestalost polimorfizma gena PTPN22 u sve Cetiri skupine bolesnika (s AITD,
AITD i DMTI1, DMTI, te s AITD 1 pozitivnim antitijelima na stanice oto¢i¢a) i u
kontrolnoj skupini. Odrediti povezanost polimorfizma gena PTPN22 s nastankom
DMT1 u populaciji bolesnika s AITD koji su podijeljeni u dvije podskupine, bolesnici
s AT i bolesnici s GB.

(5) Procijeniti postoji li povezanost rizi¢nih gena HLA razreda II i polimorfizma gena
CTLA-4 i PTPN22 u sve Cetiri grupe bolesnika s Zivotnom dobi u vrijeme pojave
simptoma bolesti

(6) Ispitati da li postoji povezanost visine titra TPO i1 Tg antitijela sa zivotnom dobi, te

koja se od njih ranije javljaju

(7) Ispitati koja su od antitiroidnih antitijela (TPO ili h'TgAt) ¢es¢e povezana s pojavom

autoantitijela na stanice otocica te postoji li povezanost visine titra TPO i Tg antitijela
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s pojavom autoimunosti na stanice Langerhanstovih otoci¢a gusterace

(8) Obzirom na poznatu vecu incidenciju AITD u osoba Zenskog spola, uz jednaku
ucestalost DMT1 u djecaka i djevojcica, ispitati razlikuje 1i se ucestalost pozitivnih
antitijela na stanice otocic¢a u bolesnika s AITD po spolu (posebno u grupi bolesnika s

AT odnosno GB)

(9) U svih ¢lanova uZze obitelji bolesnika s AITD (roditelji, braca i sestre) u kojih su
dokazana pozitivna antitijela na beta stanice Langerhansovih otoc¢ica ispitati ucestalost
pozitivnih antitijela na beta stanice pankreasa, polimorfizam gena HLA razreda I, te
polimorfizam gena CTLA-4 i PTPN22
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3. ISPITANICI | METODE

3.1. PLAN ISTRAZIVANJA

1. faza - sastanak sa svakim ispitanikom:

- Punoljetni ispitanici, odnosno roditelji ili staratelji malodobnih ispitanika upuceni su u
pojedinosti istrazivanja i potpisali su informirani pristanak.
— Intervju, klinicki pregled
— Uzimanje uzoraka krvi (5 ml venske krvi za odredivanje autoantitijela, te 5 ml venske
krvi u epruvetu s antikoagulansom EDTA za potrebe izolacije DNA i odredivanja
gena HLA razreda Il, CTLA-4 i PTPN22).
2. faza:

— Provodenje testova za odredivanje autoantigena
— Odredivanje polimorfizma gena HLA razreda II, CTLA-4 i PTPN22
3. faza:

— Obrada i statisti¢ka analiza rezultata.

3.2. ISPITANICI

U ovu prospektivnu studiju ukljuceno je 417 ispitanika dobi od 1,1 do 25,8 godina oba
spola (158 bolesnika s AITD, 165 bolesnika s DMT1 od kojih 94 bolesnika s DMT1 bez
AITD i 71 bolesnika s DMT1 i AITD te 94 zdravi ispitanik odgovarajuce dobi i spola), iz

razlicitih dijelova RH, lije¢enih u Zavodu za endokrinologiju i dijabetes Klinike za pedijatriju
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KBC Zagreb u razdoblju od 1. lipnja 2012 godine do 31. lipnja 2014 godine koji su

zadovoljili ulazne kriterije i potpisali informirani pristanak za sudjelovanje u istrazivanju, te

18 ¢lanova uze obitelji bolesnika s AITD (roditelji, brac¢a i sestre) s pozitivnim ICA, GADA

ili 1A-2.

Tablica 3.2.1. Karakteristike ispitanika uklju¢enih u studiju

f Broj bolesnika Dob kod dijagnoze — Spol
(N) srednja dob (raspon)
M V4
DMT1 ukupno 165 8,35 (1,12-19,36) 68 97
DMT1 94 8,76 (1,45-16,72) 48 46
APS3y 71 7,83 (1,12-19,36) 20 51
AITD 158 12,49 (4,17-25,87) 36 122
AT 127 11,75 (4,17-19,04) 29 98
GB 31 15,43 (6,50-25,87) 7 24
Kontrolna skupina 94 11,99 (4,65-21,46) 46 48

M — muskarci; Z — Zene; DMT1 — dijabetes melitus tip 1; AITD — autoimuna bolest §titnjace;

APS3v engl. Autoimmune Polyglandular Syndrome type 3 variant; AT — autoimuni tiroiditis;

GB — Gravesova bolest

Kontrolnu skupinu su ¢inili zdravi ispitanici odgovarajuce dobi i spola, iz razli¢itih

dijelova RH, primljeni u Kliniku zbog interkurentog infekta, a u kojih su iskljucene kroni¢ne

bolesti i imali su negativne titrove TPO, Tg, ICA, GAD i IA-2 antitijela.

3.3. METODE

3.3.1. Klini¢ke metode:

Istrazivanje je provedeno u Klini¢kom bolnickom centru Zagreb, Kispati¢eva 12,
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Zagreb, u Zavodu za endokinologiju i dijabetes Klinike za pedijatriju i Medicinskog fakulteta

Sveucilista u Zagrebu.

Odredivanje ICA, GAD i IA-2 antitijela provedeno je u Endokrinoloskom laboratoriju

Klini¢ke bolnice Merkur

Odredivanje gena HLA provedeno je u Zavodu za tipizaciju tkiva, Klinickog

bolnickog centra Zagreb i Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu.

Odredivanje polimorfizma gena CTLA-4 i PTPN22 provedno je u Zavodu ua

fiziologiju 1 imunologiju, Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu.

Dijagnoza GB postavljena je na osnovu klinicke slike, suprimirane koncentracije TSH
i poviSenih koncentracija T3 i T4, te pozitivnog titra stimuliraju¢ih TSHr antitijela i/ili

ultrazvucnog nalaza povecanog protoka u Stitnjaci.

Dijagnoza AT postavljena je na osnovu povisenog titra antitijela na TPO i Tg, te

UZV-a stitnjace.

Dijagnoza DMT1 postavljena je na osnovu klini¢kih znakova dijabetesa,
hiperglikemije, niske razine C peptide, povisene koncentracije HbAlc i pozitivnih ICA, GAD
i/ili IA-2 antitijela (kriteriji American Diabetes Association; ADA).

Gornja granica normalne vrijednosti titra GAD antitijela je 10 IU/ml, IA-2 antitijela
15 IU/ml, a ICA antitijela 1 IF. Gornja granica normalnih vrijednosti titra za Tg antitijela je
60.0 [U/ml, za TPO antitijela 20.0 [U/mL 1 za stimuliraju¢a TSHr antitijela 9 IU/ml.

U svih je ispitanika izracunata zivotna dob u vrijeme pojave simptoma bolesti (AITD 1
DMTL).

Svim ispitanicima uklju¢ujuci i one iz kontrolne skupine jednokratno su odredeni
titrovi TPO, Tg, ICA, GAD i IA-2 antitijela, tipizirani su geni HLA-DRB1 i HLA-DQB1 te
odredene varijante gena CTLA-4 (SNP A/Gy49; SNP CT60; 3'UTR (AT)n mikrosatelit) i
mutacija R620W u genu PTPN22 (rs2476601)

U bolesnika s AITD 1 u kojih je naden poviSen titar antitijela na B stanice otoci¢a
procijenjen je klinicki stadij dijabetesa na osnovu OGTT, HbA1c¢, koncentracije inzulina i C

peptida prema kriterijima ISPAD-a (,,International Society of Pediatric and Adolescent
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Diabetes®, ISPAD Clinical Practice Consensus Guidelines 2014 Compendium) (142).

U ¢lanova uZze obitelji (roditelji, braca i sestre) bolesnika s AITD i pozitivnim GADA,
ICA i/ili 1A-2 takoder su jednokratno odredeni titrovi TPO, Tg, ICA, GAD i IA-2 antitijela,
tipizirani su geni HLA-DR/-DQ, te odredene varijante gena CTLA-4 (SNP A/G49; SNP CT60;
3'UTR (AT)n mikrosatelit) i mutacija R620W u genu PTPN22 (rs2476601).

Provodenje studije je odobreno od Etickog povjerenstva KBC Zagreb i Medicinskog

fakulteta Sveucilista u Zagrebu.

3.3.2. Analiti¢ke metode

U biokemijsku epruvetu izvadeno je 5 ml venske krvi za potrebe testova detekcije
autoantitijela, te 5 ml venske krvi u epruvetu s antikoagulansom EDTA za potrebe izolacije
DNK i odredivanja gena HLA razreda Il (HLA-DRB1 i HLA-DQB1), CTLA-4 i PTPN22.

3.3.2.1. Testovi odredivanja autoantitijela

(1) Imunoenzimska metoda — ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) koristi se za
odredivanje titra GAD i IA-2 antitijela. Test je kvantitativni laboratorijski test za
odredivanje antitijela u uzorku seruma/EDTA plazme na principu ,,sendvic* eseja,
primjenom primarnog i sekundarnog antitijela. U jaZice mikrotitracijske plocice koje su
oblozene prociS¢enim, biokemijski odredenim antigenom, dodaju se uzorci kalibratora,
kontrola (pozitivnih i negativnih) i seruma ispitanika. Ako u ispitivanom uzorku postoje
antigen-specifi¢na antitijela (primarna) vezu se na istrazivani antigen. Vezana antitijela
djeluju dvovalentno 1 stvaraju most izmedu ispitivanog antigena na stjenkama jazica i
biotinom-oznacenog ispitivanog antigena koji se dodaje u drugom koraku testa. Nakon
inkubacije, ispiranjem mikrotitracijske plo€ice, zaustavlja se reakcija kompeticije. Nastali
kompleks otkriva se dodavanjem peroksidazom oznaéenog avidina. Dodatkom otopine
kromogena / supstrata (TMB/H202) razvija se boja koja se odreduje fotometrijski
(koli¢ina antitijela proporcionalna je koncentraciji ispitivanih antitijela).
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(2) Antitijela ICA ispituju se na kriostatskim presjecima humanog pankreasa (dobivenog od
kadavera, krvna grupa "0", bez ikakvih autoimunih poremecaja u anamnezi). Tkivo se
zamrzava na specifican nacin te reze na priblizno 5 mikrometara u kriostatu. Indirektna
imunofluorescencija je seroloska metoda kojom se opaza reakcija antigen-antitijelo.
Odredivanjem ICA antitijela utvrduje se postoje li u serumu ispitanika auto-antitijela
usmjerena protiv razli¢itih proteina B-stanica. Kao sekundarno antitijelo bojanja koristi se
konjugat 1G/G,A,M antitijela markiranog fluoresceinizotiocijanatom (FITC) ¢ime reakcija
postaje vidljiva fluorescentnim mikroskopom. Pretraga se radi na najmanje 2 razli¢ita
pankreasa (u duplikatu) i ¢itanje obavljaju najmanje 2 educirana Citac¢a. Rezultati e se

izraziti uz pomo¢ titracije standradom WHO 97/550 i kvalitativno u vidu JDF jedinica.

3.3.2.2. Odredivanje gena HLA razreda I1

Odredivanje gena HLA provedeno je uz pomo¢ komercijalnog seta LIFECODES
(Gen-Probe Transplant Diagnostics, Stamford, SAD). Metoda se temelji na hibridizaciji
oznacenog produkta PCR (engl. Polymerase Chain Reaction) s oligoprobama specificnim za
slijed nukleotida. Umnazanje DNA se provodi metodom lan¢ane reakcije polimeraze, pri
¢emu se koriste po€etnice specificne za pojedini gen HLA. U reakciji umnaZanja koriste se
dvije pocetnice, pri ¢emu je jedna pocetnica prisutna u suvisku. Na taj nacin ¢e u poc€etnim
cikusima reakcije umnazanja nastajati dvolancana DNA kao produkt. Jednom kad se iscrpi
koli¢ina ogranicavajuce pocetnice, u slijede¢im koracima ¢e se uz pomo¢ preostale pocetnice,
stvarati jednolan¢ana DNA. I dvolancana i jednolanc¢ana DNA ¢e, nakom postupka
denaturacije, biti koriStene u reakciji hibridizacije. Oligoprobe na mikrosferama (kuglicama)
koje se koriste u reakciji hibridizacije su homologne sa slijedom nukleotida u umnozenoj
DNA koja je jedinstvena ili za alel HLA ili za grupu alela HLA, odnosno gen HLA. One se
stoga hibridiziraju s komplementarnom regijom ukoliko je ta regija prisutna u umnozenoj
DNA, odnosno ukoliko je osoba kojoj se odreduju aleli na pojedinom lokusu HLA nosilac
alela HLA s tim specifi¢nim slijedom nukleotida. U reakciji hibridizacije se takoder koristi i

tzv. "kontrolna", oligoproba koje imaju slijed nukleotida homologan slijedu nukleotida

31



prisutnom na svim alelima pojedinog lokusa HLA. Na taj nacin se kontrolira uspjeh samog
postupka umnazanja i hibridizacije. Same oligoprobe su vezane za Luminex mikrosfere koje
su napravljene za uporabu u Luminex aparatu (Luminex Corp., Austin, SAD). Budu¢i su
populacije mikrosfera obiljeZene s jedinstvenom fluorescentnom bojom, aparat moze
istovremeno ocitati i razlikovati signal sa 100 razli¢itih mikrosfera. To znaci da se pojedine
oligoprobe mogu razlikovati s obzirom na fluorescentnu boju mikrosfere na koju su vezane.
Luminex aparat moze odrediti relativnu koli¢inu oznac¢enog produkta PCR koji se hibridizirao
s oligoprobom na pojedinoj mikrosferi te na taj nacin, prema jacini dobivenog signala,
odrediti da li je za pojedinu probu doslo do hibridizacije (pozitivna reakcija) ili ne (negativna
reakcija), Sto zauzvrat daje informaciju o tome koji je alel na lokusu HLA prisutan u

analiziranom uzorku.

Haplotipske veze HLA u skupinama bolesnika i ispitanika kontrolne skupine odredeni
su na osnovu podataka o neravnotezi udruzivanja alela HLA-DRB1, HLA-DQAL i HLA-
DQB1 u hrvatskoj populaciji i u drugim populacijama bijele rase (27,143). Aleli lokusa HLA-

DR i lokusa DQ nalaze se u jakoj neravnotezi udruzivanja.

Obzirom da se radi o skupini nesrodnih osoba te kombinacije alela nisu uocene
pracenjem segregacije pravih haplotipova unutar obitelji ve¢ su odredene racunskim putem,
pravilnije je govoriti o haplotipskim vezama, no zbog kratkoce izrazavanja u daljnjem tekstu

¢e se koristiti izraz haplotip u istom znacenu.

Popis najcescih klasicnih haplotipova u hrvatskoj populaciji prikazan je tablicom
3.3.2.2.1. (27). Iako ovim istrazivanjem nije obuhvacen lokus DQA1, zbog jake neravnoteze
udruzivanja, moguce je ovu tablicu koristiti za usporedbu s haplotipovima HLA-DRB1-

DQBI1 izostavivsi lokus HLA-DQAL.
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Tablica 3.3.2.2.1. Najces¢i haplotipovi HLA-DRB1-DQA1-DQBL1 u hrvatskoj populaciji.

HAPLOTIP Broj haplotipova %
HLA-DRB1-DQA1-DQB1
01:01/01:01/05:01 29 9,29
15:01/01:02 / 06:02 28 8,97
15:02/01:03/06:01 4 1,28
16:01/01:02 / 05:02 35 11,21
16:02 /01:02 / 05:01 4 1,28
03:01/05:01/02:01 27 8,65
04:01/03:01/03:01 4 1,28
04:01/03:01/03:02 7 2,24
04:03/03:01/03:02 6 1,92
11:01/05:01/03:01 22 7,05
11:04/05:01/03:01 25 8,01
12:01/05:01/03:01 6 1,92
13:01/01:03/06:03 9 2,88
13:02/01:02 / 06:04 8 2,56
13:03/05:01/03:01 6 1,92
14:01/01:01/05:03 10 3,20
07:01/02:02/02:01 23 7,37
07:01/02:02/03:03 7 2,24
08:01/04:01/04:01 4 1,28
10:01/01:01/05:01 6 1,92

3.3.2.3.  Odredivanje polimorfizma gena CTLA-4 i PTPN22

Izolirana genomska DNA analizirana je na uredaju za kvantitativni PCR ABI PRISM
7500 Sequence Detection System (Applied Biosystems). Polimorfizam gena za CTLA-4 i
PTPN-22 odreden je pomoc¢u komercijalnog kita TagMan Assay (Applied Biosystems) prema
uputama proizvodaca. TagMan Assay sastoji se od para specificnih zaetnika i probe koja na
5" kraju ima fluorescentnu boju 6-FAM, a na 3' kraju hvata¢ fluorescencije (NFQ, prema engl.
nonfluorescent quencher). Proba se veze na ¢ DNA izmedu oba zacetnika, a produljenjem
zacetnika, DNA polimeraza cijepa probu i odvaja fluorescentnu boju od NFQ $to dovodi do
porasta fluorescencije sa svakim ciklusom umnazanja. Za svaki gen koriStena su dva seta, s
istim zacetnicima i po dvije probe (oznacene razli¢itim fluorescentnim bojama) od kojih je

svaka specifi¢na za odredenu mutaciju [u genu CTLA-4 mutaciju SNP 49AG (rs231775) i
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SNP 6230A > G (CT60, rs3087243), te u genu PTPN22 mutaciju R620W (rs2476601)].
Svaka reakcija odvijala se u duplikatu. Uzorci izolirane genomske DNA (0,5 mL po jazici),
set TagMan Assay (s dvije fluorescentne probe) i set kemikalija za PCR (TagMan Genotyping
Master Mix) su prvo inkubirani tijekom 2 minute na 50 °C kako bi se aktivirao enzim uracil
N-glikozilaza, a potom 10 minuta na +95 °C da bi se uracil N-glikozilaza inaktivirala, a
aktivirala DNA polimeraza. Potom slijedi 40 ciklusa tijekom kojih ¢e se uzorci inkubirati na:
95 °C 15 s 1 60 °C 60s. Ocitanja fluorescencije je prikazano graficki. Na apscisi se nalazi broj
ciklusa, a na ordinati intenzitet fluorescencije prikazan logaritamski. Na sredini linearnog
dijela krivulje umnoZzavanja postavljen je arbitrarni prag i prema njemu odreden kriti¢ni broj
ciklusa (Ct) kao onaj ciklus na kojem razina fluorescencije prelazi arbitrarni prag. Na kraju je
analizirano postojanje polimorfizma na grafikonu koji prikazuje odnos dvije fluoresencije,
tako da fluoresenciju 6-FAM detektiramo u uzorcima koji imaju trazeni DNA-slijed CTLA-4
SNP 49AG (rs231775); CTLA-4 SNP 6230A > G (CT60, rs3087243) ili PTPN22 R620W
(rs2476601).
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Allelic Discrimination Plot
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Grafikon prikazuje rezultat analize kvantitativnom reakcijom lancane polimeraze (QPCR, prema engl.
Qunatitative Polymerase Chain Reaction). U reakciji se koriste fluorescentno oznacene probe (eseji
TagMan), dizajnirane tako da su pojedini aleli (prisutnost odredenog nukleotida) oznaceni razli¢itim
fluorescentnim bojama (Fam i Vic). U grafikonu koji prikazuje odnos dvije fluorescencije rezultati se
prikazuju u obliku ,klastera “, odnosno podskupine uzoraka koji pokazuju isti fluorescentni biljeg.
Detekcija samo jedne fluorescencije zna¢i homozigotni fenotip (crvene tocke za nukleotid A
(adenozin); plave tocke za nukleotid G (gvanozin), dok detekcija obje fluorescencije znaci
heterozigotni fenotip (zelene tocke). Crni kvadrat oznacava kontrolni uzorak umnozen bez dodavanja
DNA (negativna kontrola). Reakcija se odvija u plocici s 96 jazica po standardnom protokolu, gdje uz
uzorke DNA nepoznatog genotipa usporedno umnazamo negativnu kontrolu i pozitivne kontrole svih
alelnih varijanti na uredaju za qPCR (Applied Biosystems 7500 Real-time PCR System). Na temelju

rezultata detektirane fluorescencije u pojedinom uzorku zakljucujemo o genotipu, odnosno alelu.
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3.4. STATISTICKE METODE

Za statisticku obradu koristen je program SPSS 21.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

U svim obradama podataka koristeni su dvosmjerni (eng. two-tailed) testovi statistiCke

znacajnosti, a grani¢na vrijednost statisticke znac¢ajnosti je 0,05.

Ucestalost svakog alela i haplotipa gena HLA-DRB1 i HLA-DQBL, izmedu pojedine
skupine bolesnika (DMT1 svi, DMT1 bez AITD, APS3v, AITD, AT i GB) i kontrolne
skupine usporedena je hi-kvadrat testom, odnosno Fisherovim egzaktnim testom. Fisherov
egzaktni test koristi se u sluc¢aju kad je u jednoj ili vise skupina o¢ekivana vrijednost manja od
5. Ovim testovima se odreduje da li postoji statisticki znacajna razlika u ucestalostima
genotipova ili alela izmedu oboljelih i kontrole. Dobivene p vrijednosti korigirati ¢e se s
brojem otkrivenih polimorfizama na pojedinom lokusu HLA i tako dobiti korigirana p

vrijednost (pk)

Ucestalost svakog od genotipova i alela gena CTLA-4 49AG, CTLA-4 CT60 i
PTPN22 R620W, izmedu djecaka i djevojCica pojedine skupine bolesnika (DMT1 svi, DMT1
bez AITD, APS3v, AITD, AT i GB) usporedena je hi-kvadrat testom, odnosno Fisherovim
egzaktnim testom. Ovim testovima se odreduje da li postoji statisticki znacajna razlika u

ucestalostima genotipova ili alela izmedu oboljelih djecaka i1 djevojcica.

Da bi utvrdili da li je populacija u Hardy-Weinberg ravnotezi, odnosno da li
ucestalosti ispitivanih genotipova i alela odstupaju od Hardy-Weinbergove ravnoteze,
ocekivane frekvencije genotipova usporeduju se sa stvarnim frekvencijama u konkretnoj
populaciji koriste¢i hi kvadrat test. Odstupanja od Hardy-Weinbergove ravnoteze kod
kontrolne skupine izracunata su koriste¢i Michael H. Court's (2005-2008) online kalkulator
(144).

37



4. REZULTATI

Provedeno je istrazivanje povezanosti gena HLA razreda Il, CTLA-4 i PTPN22 u
skupini od 165 nesrodnih bolesnika s DMT1 (68 djecaka i 97 djevojc€ica) od kojih je 71 imalo
1 AITD, te u Cetvero brace i sestara koji takoder imaju DMT1. U ¢etvero bolesnika s DMT1
analiza HLA gena nije ucinjena iz tehnickih razloga. Genetske analize povezanosti
polimorfizma gena HLA razreda Il, CTLA-4 i PTPN22 ispitane su u skupinama nesrodnih
bolesnika. Braca i sestre s DMT1 (s ili bez AITD) analizirani su i opisani posebno (Tablica
45.1.).

Ispitivanje povezanosti polimorfizma gena HLA razreda 11, CTLA-4 i PTPN22 te
specificnih autoantitijela protiv beta stanica Langerhansovih otoc¢i¢a s nastankom DMT]1
provedeno je u skupini od 158 nesrodnih bolesnika s AITD (36 muskih i 122 Zenskih), od
kojih je 31 bolesnika imalo GB (7 muskih i 24 zenskih) i 127 bolesnika AT (29 muskih i 98
zenskih). U skupini bolesnika s AT ispitano je i 10 brace i sestara. U Cetvero bolesnika s
AITD (troje bolesnika s AT i jedan s GB) analiza HLA gena nije u¢injena iz tehnic¢kih
razloga. Genetske analize povezanosti gena HLA razreda Il, CTLA-4 i PTPN22 ispitane su u
skupinama nesrodnih bolesnika. Braca i sestre s AT analizirani su i opisani posebno (Tablica

45.1).

Klini¢ke karakteristike bolesnika i ispitanika kontrolne skupine prikazane su u tablici
4.1.

38



Tablica 4.1. Klinicke karakteristike nesrodnih bolesnika s DMT1 i AITD i ispitanika
kontrolne skupine.

DMT1 AITD Kontrolna
skupina
N* 165 158 94
Spol (M/Z) 68/97 36/122 46/48

Srednja dob u vrijeme postavljanja dg
Srednja dob (95%Cl) 8,36 (7,75-8,97) 12,43 (11,81-13,06)

Srednja dob M/Z (god) 8,10/8,54 12,45/12,43
Antitijela na beta stanice 100 (100%) 17 (10,8%) 0(0%)
Langerhansovih oto¢ic¢a (%)
ICA | 91 (54,8%), 4 NR** 8 (5,1%) 0
GAD | 142 (84,5%), 6 NR** 10 (6,3%) 0
IA-2 | 112 (66,7%), 14 NR** 8 (5,1%) 0
Bracéa i sestre 8 20 8
AITD (ukupno) 71 158 0
GB 3 31 0
AT 68 127 0
Pozitivna Tg i/ili TPO antitijela 71 158 0

*N — ukupan broj ispitanika, **NR — nije radeno

Ispitivanje gena HLA razreda Il, CTLA-4 i PTPN22 provedeno je i u skupini od 165
nesrodnih bolesnika s DMT1 (68 djecaka i 97 djevojéica) od kojih je 71 imalo i AITD, te u
Cetvero brace i sestara koji takoder imaju DMT1. U Cetvero bolesnika s DMT]1 tipizacija HLA
nije u¢injena iz tehnickih razloga. Genetske analize povezanosti gena HLA razreda I, CTLA-
4 1 PTPN22 ispitane su u skupinama nesrodnih bolesnika. Brac¢a i sestre s DMT1 (s ili bez

AITD) analizirani su i opisani posebno (Tablica 4.5.1.).

Svaka skupina i podskupina bolesnika usporedena je s kontrolnom skupinom od 94
nesrodnih ispitanika (46 djecak i 48 djevoj¢ica) obzirom na ucestalost antitjela protiv beta
stanica Langerhansovih otoci¢a te polimorfizam gena CTLA-4 i PTPN22. U jednog ispitanika

kontrolne skupine tipizacija HLA nije u€injena iz tehnickih razloga.

U 17 bolesnika s AITD nadena su pozitivna antitijela na stanice Langerhansovih
oto¢i¢a. U 15 bolesnika iz te skupine ucinjena je dodatna obrada u svrhu procjene klinickog
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stadija dijabetesa (oralni test opterec¢enja glukozom i/ili razina C-peptid i HbAlc). Dvoje
bolesnika se nije odazvalo na dodatno testiranje. U 18 ¢lanova uZze obitelji tih bolesnika
provedeno je ispitivanje polimorfizma gena HLA razreda I, CTLA-4 i PTPN22 te titar

antitijela na stanice Langerhansovih otoci¢a.

4.1. Geni HLA razreda Il

U skupini bolesnika s DMTL1, ukupno i podjeljeno u podskupine (DMT1 bez AITD i
APS3v) te u skupini bolesnika s AITD, ukupno i podjeljeno u podskupine (AT i GB)
provedena je analiza ucestalosti pojedinih gena HLA-DRB1 i DQB1, te analiza haplotipova
HLA-DRB1-DQBI1 u odnosu na ucestalost istih alela HLA, odnosno haplotipova HLA u

kontrolnoj skupini bolesnika koristeci.

4.1.1. Geni lokusa HLA-DRB1

4.1.1.1. Bolesnici s DMT1

U skupini bolesnika s DMT1 uoceno je 13 razli¢itih gena HLA-DRB1 (Tablica
4.1.1.1).

U bolesnika s DMT1 neovisno o prisustvu AITD medu genima koji se mogu povezati
s nastankom bolesti najcesce je naden gen HLA-DRB1*04 u 32% bolesnika u odnosu na
5,9% ispitanika kontrolne skupine (p<0,001, OR 7,48, 95% CI 3,90 — 14,37). Drugi najces¢i
alel u skupini bolesnika bio je HLA-DRB1*03, u 22,7% bolesnika u odnosu na 10,8%
ispitanika kontrolne skupine (p=0,001, OR 2,43, 95% CI 1,43-4,14). Treci po ucestalosti je u
bolesnika s DMT1 izoliran gen HLA-DRB1*01 u 12,1% bolesnika sto je ¢ak manje no ne i
statisticki znac¢ajno u odnosu na ispitanike kontrolne skupine u kojih je isti alel izoliran u
15,1% bolesnika (p=0,035)
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S druge strane, geni koji su statisticki znacajno rjede uoceni u bolesnika s DMT1
neovisno o prisustvu AITD u odnosu na ispitanike kontrolne skupine te se mogu povezati s
protektivnom ulogom u nastanku DMT1 su HLA-DRB1*11 (DMT1 neovisno o AITD 5,9%,
kontrolna skupina 17,2% ispitanika, p<0.001), a slijede ga HLA-DRB1*07 (DMT1 neovisno
0 AITD 5,0%, kontrolna skupina 10,8%, p=0.014), HLA-DRB1*15 (DMT1 neovisno o AITD
2,2%, kontrolna skupina 8.6%, p=0.001) i HLA-DRB1*12 (DMT1 neovisno o AITD 0,6%,
kontrolna skupina 3,8%, p=0,014).

Tablica 4.1.1.1. Ucestalost gena HLA-DRB1 u skupini svih bolesnika s DMT1 (N=322) u

odnosu na ucestalost istih gena u kontrolnoj skupini ispitanika (N=186).

Gen Kc:(ntrplna DMTl OR (95% Cl)
SKUpina Svi (0]

HLA-DRB1 . (E)’A,) nh) P
01 28 (15,1) 39 (12,1) 0,78 (0,46 — 1,31) 0,345
03 20 (10,8) 73 (22,7) 2,43 (1,43 — 4,14) 0,001
04 11 (5,9) 103 (32,0) 7,48 (3,90 — 14,37) <0,001
07 20 (10,8) 16 (5,0) 0,43 (0,22 - 0,86) 0,014
08 8 (4,3) 17 (5,3) 1,24 (0,53 — 2,93) 0,623
09 1(0,5) 2 (0,6) 1,16 (0,10 — 12,84) 1,000
10 0 1(0,3) 1,000
11 32 (17,2) 19 (5,9) 0,30 (0,17 - 0,55) <0,001
12 7 (3.8) 2 (0,6) 0,16 (0,03 - 0,78) 0,014
13 15 (8,1) 14 (4,3) 0,52 (0,24 — 1,10) 0,082
14 4(22) 1(0,3) 0,14 (0,02 — 1,28) 0,063
15 16 (8,6) 7(2,2) 0,24 (0,09 — 0,56) 0,001
16 24 (12,9) 28 (8,7) 0,64 (0,36 — 1,15) 0,132

n - broj pojedinih gena, OR — omjer vjerojatnosti, DMT1 — dijabetes melitus tip 1

Kada se skupina bolesnika s DMT1 podijeli na podskupine bolesnika s DMT1 bez
AITD te s APS3v odredeno je 13 gena HLA-DRB1 (Tablica 4.1.1.2.).

U bolesnika s DMT1 bez AITD medu alelima koji se mogu povezati s nastankom

bolesti najéesce je naden gen HLA-DRB1*04 u 31,5% bolesnika u odnosu na 5,9% ispitanika
kontrolne skupine (p<0,001, OR 7,32, 95% CI 3,70 — 14,51). Drugi najc¢es¢i gen u skupini
bolesnika bio je HLA-DRB1*03, u 20,1% bolesnika u odnosu na 10,8% ispitanika kontrolne
skupine (p=0,013, OR 2,09, 95% CI 1,16-3,76). Treci po ucestalosti je u bolesnika s DMT]1

izoliran gen HLA-DRB1*01 u 14,1% bolesnika no bez znacajnije razlike u odnosu na




ispitanike kontrolne skupine u kojih je isti gen izoliran u 15,1% bolesnika (p=0,801)

S druge strane, geni koji su statisticki znac¢ajno rjede uoceni u bolesnika s DMT1 bez
AITD u odnosu na kontrolnu skupinu te se mogu povezati s protektivnom ulogom u nastanku
DMT1 su gen HLA-DRB1*11 (DMT1 bez AITD 4,9%, kontrolna skupina 17,2%, p<0.001)
te gen HLA-DRB1*15 (DMT1 bez AITD 1,1%, kontrolna skupina 8,6%, p=0,001).

U bolesnika s APS3v medu genima koji se mogu povezati s nastankom bolesti ponovo
je najcesce naden gen HLA-DRB1*04 (APS3v 32,6%, kontrolna skupina 5,9%, p<0,001, OR
7,70, 95% CI 3,80-15,60). Kao i u bolesnika s DMT1 bez AITD i u bolesnika s APS3v drugi
naj¢es¢i gen HLA bio je HLA-DRB1*03 (APS3v 26,1%, kontrolna skupina 10,8%, p<0,001,
OR 2,93, 95% CI 1,61-5,34).

Geni HLA-DRBL koji su statisti¢ki znacajno manje prisutni u bolesnika s ARS3v u
odnosu kontrolnu skupinu te se mogu povezati s protektivnom ulogom u nastanku APS3v su
gen HLA-DRB1*11 (APS3v 7,2%, kontrolna skupina 17,2%, p=0,008), a slijede ga gen
HLA-DRB1*07 (APS3v 3,6%, kontrolna skupina 10,8%, p=0,017) i gen HLA-DRB1*12
(APS3v 0%, kontrolna skupina 3,8%, p=0,022) i gen HLA-DRB1*13 (APS3v 2,9%,
kontrolna skupina 8,1%, p=0,05). U bolesnika s APS3v gen HLA-DRB1*15 takoder je naden
rjede nego u ispitanika kontrolne skupine (APS3v 3,6%, kontrolna skupina 8,6%), no ta

razlika nije statisticki znacajna (p=0,072).
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Tablica 4.1.1.2. Ucestalost gena HLA-DRBL1 u skupini bolesnika s DMT1 bez AITD (N=184)
I u skupini bolesnika s APS3v (N=138) u odnosu na ucestalost istih alela u kontrolnoj skupini

ispitanika (N=186).
Kontrolna | DMT1bez
Gen . APS3v
skupina AITD OR (95% CI OR (95% CI
HLA-DRB1 . (f,’A)) D %) ( ) P n (%) ( ) P
01 28 (15,1) 26 (14,1) | 0,93 (0,52 —1,65) 0,801 | 13(9,4) | 0,59 (0,29 —1,18) 0,132
03 20 (10,8) 37 (20,1) | 2,09 (1,16 - 3,76) 0,013 | 36(26,1) | 2,93 (1,61 —5,34) <0,001
04 11 (5,9) 58 (31,5) | 7,32 (3,70-14,51) | <0,001 | 45(32,6) | 7,70 (3,80 —15,60) | <0,001
07 20 (10,8) 11 (6,0) | 0,53 (0,25 1,14) 0,097 5(3,6) | 0,49 (0,13 -1,90) 0,017
08 8 (4,3) 14 (7.6) | 1,83 (0,75 4,48) 0,179 3(22) | 1,83(0,75-4,48) 0,365
09 1(0,5) 0 1,000 2(1,4) | 2,72(0,24-30,31) 0,577
10 0 0 1(0,7) 0,426
11 32 (17,2) 9(4,9 | 0,25(0,12-0,54) <0,001 | 10(7,2) | 0,38 (0,18 —0,80) 0,008
12 7(3,8) 2(1,1) | 0,28(0,06-1,37) 0,174 0 0,022
13 15 (8,1) 10 (5.4) | 0,66 (0,29 — 1,50) 0,314 4(2,9) | 0,34(0,11-1,05) 0,050
14 4(2,2) 0 0,123 1(0,7) | 0,33(0,04-3,01) 0,399
15 16 (8,6) 2(1,1) | 0,12 (0,03-0,52) 0,001 5(3,6) | 0,40 (0,14-0,12) 0,072
16 24 (12,9) 15(8,2) | 0,60 (0,30 —1,18) 0,137 | 13(9,4) | 0,70 (0,34 — 1,43) 0,330

n — broj pojedinih gena; OR — omjer vjerojatnosti; DMT1 bez AITD — dijabetes melitus tip 1

bez autoimne bolesti titnjace; APS3v - engl. Autoimmune Polyglandular Syndrome type 3

variant

41.1.3.

4.1.1.2. Bolesnici s AITD

U skupini bolesnika s AITD uoceno je 13 razli¢itih gena HLA-DRB1 (Tablica

)-

U skupini svih bolesnika s AITD medu gnima koji se mogu povezati s nastankom

bolesti otkriven je gena HLA-DRB1*04 (AITD 14,3%, kontrolna skupina 5,9%; p=0,004, OR

2,65, 95% CI 1,33-5,28). Drugi najcesc¢i gen u skupini bolesnika bio je HLA-DRB1*03

(AITD 14,6%, kontrolna skupina 10,8%), no ta razlika nije statisti¢ki znac¢ajna (p=0.219).

S druge strane, gen HLA-DRB1*01 je statisticki znacajno rjede prisutan u bolesnika s

AITD u odnosu na ispitanike kontrolne skupine te se moze povezati s protektivnom ulogom u
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nastanku AITD (AITD 8,8%, kontrolna skupina 15,1%, p=0,031). Ucestalost drugih gena

HLA-DRB1 podjednaka je u bolesnika s AITD i ispitanika kontrolne skupine (p>0,05)

Tablica 4.1.1.3. Ucestalost alela HLA-DRB1 u skupini svih bolesnika s AITD (N=308) u

odnosu na ucestalost istih alela u kontrolnoj skupini ispitanika (N=186).

Geni Kontrolna AITD
HLA-DRB1 skupina n (%) OR (95% CI) p
n (%)
01 28 (15,1) 27 (8,8) 0,54 (0,31 -0,95) 0,031
03 20 (10,8) 45 (14,6) 1,42 (0,81 - 2,49) 0,219
04 11 (5,9) 44 (14,3) 2,65 (1,33 - 5,28) 0,004
07 20 (10,8) 28 (9,1) 0,83 (0,45 -1,52) 0,546
08 8 (4,3) 9(2,9) 0,67 (0,25 - 1,77) 0,415
09 1(0,5) 1(0,3) 0,60 (0,04 —9,69) 1,000
10 0 1(0,3) 1,000
11 32(17,2) 52 (16,9) 0,98 (0,60 — 1,59) 0,927
12 7 (3,8) 6 (1,9) 0,51 (0,17 — 1,54) 0,253
13 15 (8,1) 34 (11,0) 1,42 (0,75 -2,67) 0,284
14 4(2,2) 6 (1,9) 0,90 (0,25 - 3,25) 1,000
15 16 (8,6) 23 (7,5) 0,86 (0,44 - 1,67) 0,650
16 24 (12,9) 32 (10,4) 0,78 (0,45 —1,38) 0,393

n — broj pojedinih gena; AITD — autoimuna bolest Stitnja¢e; OR — omjer vjerojatnosti

Kada se skupina bolesnika s AITD podijeli na podskupine bolesnika s AT i GB
uoceno je 13 razligitih gena HLA-DRB1 (Tablica 4.1.1.4.).

U skupini bolesnika s AT medu genima koji se mogu povezati s nastankom bolesti
naden je gen HLA-DRB1*04 (AT 16,9%, kontrolna skupina 5,9%; p=0,001, OR 3,24, 95%

Cl 1,62-6,49).

S druge strane, gen HLA-DRB1*01 je statisti¢ki zna¢ajno rjede naden u bolesnika s

AT u odnosu na kontrolnu skupinu te se moze povezati s protektivnom ulogom u nastanku
AT (AT 8,1%, kontrolna skupina 15,1%; p=0,022). Ucestalost drugih gena HLA-DRBL je

podjednaka u bolesnika s AT i ispitanika kontrolne skupine (p>0,05).

U bolesnika s GB gen HLA-DRB1*03 je uocen statisti¢ki znacajno ¢esée (GB 26,7%,
kontrolna skupina 10,8%; p=0,002, OR 3,02, 95% CI 1,45-6,31).

Gen HLA-DRB1*07 je statisti¢ki znacajno rjede prisutan u bolesnika s GB u odnosu
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na kontrolnu skupinu te se moze povezati s protektivnom ulogom u nastanku GB (GB 0%,
kontrola 10,8%; p=0,005). Ucestalost drugih gena HLA-DRBL je podjednaka u bolesnika s

GB i kontrolnih ispitanika (p>0,05)

Tablica 4.1.1.4. Ucestalost gena HLA-DRBL1 u skupini bolesnika s AT (N=248) i GB (N=60)

u odnosu na kontrolnu skupinu ispitanika (N=186).

Kontrolna

Geni - AT GB

HLA-DRB1 sﬁu&ga n (%) OR (95% CI) p n (%) OR (95% CI) p
01 28 (15,1) 20(8,1) 0,50 (0,27-0,91) 0,022 7(11,7) 0,75(0,31-1,81) | 0,514
03 20 (10,8) 29 (11,7) 1,10 (0,60-2,01) 0,759 | 16 (26,7) 3,02 (1,45-6,31) | 0,002
04 11 (5,9) 42 (16,9) 3,24 (1,62-6,49) 0,001 2(33) 0,55 (0,12-2,55) | 0,740
07 20 (10,8) 28 (11,3) 1,06 (0,58-1,94) 0,860 0 0,005
08 8(4,3) 5(2,0) 0,46 (0,15-1,42) 0,167 4 (6,7) 1,24 (0,53-2,93) | 0,494
09 1(0,5) 1(0,4) 0,75 (0,05-12,05) 1,000 0 1,000
10 0 1(0,3) 1,000 0 0
11 32(17,2) 39 (15,7) 0,90 (0,54-1,50) 0,680 | 13(21,7) 1,33 (0,65-2,74) | 0,437
12 7(3,8) 6(2,4) 0,63 (0,21-1,92) 0,416 0 0,200
13 15(8,1) 27 (10,9) 1,39 (0,72-2,70) 0,325 7(11,7) 1,51 (0,58-3,89) | 0,395
14 4(2,2) 5(2,0) 0,94 (0,25-3,54) 1,000 1(1,7) 0,77 (0,09-7,04) 1,000
15 16 (8,6) 17 (6,9) 0,78 (0,38-1,59) 0,497 6 (10,0) 1,18 (0,44-3,17) | 0,741
16 24 (12,9) 28 (11,3) 0,86 (0,48-1,54) 0,609 4 (6,7) 0,48 (0,16-1,45) | 0,186

n — broj pojedinih gena; AT — autoimuni tiroiditis; GB — Gravesova bolest; OR — omjer vjerojatnosti

4.1.2. Geni lokusa HLA-DQB1

4.1.2.1. Bolesnici s DMT1

U skupini bolesnika s DMT1 neovisno o prisutnosti AITD odredeno je 7 gena lokusa

HLA-DQBI (Tablica 4.1.2.1.). U bolesnika s DMT1 neovisno o prisustvu AITD medu

genima koji se mogu povezati s podloznoséu za nastanak bolesti najcesce je naden gen HLA-
DQB1*03(DQ8) u 29,5% bolesnika sto je priblizno 4 puta vise nego u kontroli 5,9%;
p<0,001, OR 6,66, 95% CI 3,46-12,81). Drugi najcesc¢i gen u skupini bolesnika bio je HLA-
DQB1*02 u 27,6% bolesnika u odnosu na 18,8% ispitanika kontrolne skupine (p=0,026, OR

1,65, 95% CI 1,06-2,56).

Geni HLA-DQB1 koji su statisticki znacajno manje prisutni medu bolesnicima DMT1
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te su mozda protektivni u nastanku DMT1 su gen HLA-DQB1*03(DQ7) (DMT1 9,9%,
kontrolna skupina 23,7%, p<0,001) te gen HLA-DBQ1*05 (DMT1 22,0%, kontrolna skupina
31,7%; p=0,021) i gen HLA-DQB1*06 (DMT1 5,6%, kontrolna skupina 13,4%, p=0,002).

Tablica 4.1.2.1. Ucestalost gena HLA-DQB1 u skupini svih bolesnika s DMT1 (N=322) u

odnosu na kontrolnu skupinu ispitanika (N=186).

. Kontrolna .
Geni . DMT1 svi o
HLA-DQB1 sl:]u(E))/lor;a n (%) OR (95% CI) p
02 35(18,8) 89 (27,6) 1,65 (1,06-2,56) 0,026
03(DQY7) 44 (23,7) 32 (9,9) 0,36 (0,22-0,57) <0,001
03(DQ8) 11 (5,9) 95 (29,5) 6,66 (3,46-12,81) <0,001
03(DQ9) 7 (3,8) 4(1,2) 0,32 (0,09-1,11) 0,108
04 5(2,7) 13 (4,0) 1,52 (0,53-4,34) 0,428
05 59 (31,7) 71 (22,0) 0,61 (0,41-0,91) 0,021
06 25 (13,4) 18 (5,6) 0,38 (0,20-0,72) 0,002

n — broj pojedinih gena; DMT1 — dijabetes melitus tip 1, OR — omer vjerojatnosti

U tablici 4.1.2.2. prikazana je raspodjela gena lokusa HLA-DQB1 u bolesnika s
DMT1 bez AITD i bolesnika s APS3v.

U bolesnika s DMT1 bez AITD najées¢i su opet bili gen HLA-DQB1*03(DQ8) u
28,3% bolesnika u odnosu na 5,9% ispitanika kontrolne skupine (p<0,001, OR 6,27, 95% CI
3,15-12,48) te gen HLA-DQB1*02 u 25,5% bolesnika u odnosu na 18,8% kontrolnih

ispitanika, no ta rzlika nije bila statisti¢ki znacajna (p=0,119).

Istovremeno, geni koji su rjede nadeni u bolesnika s DMT1 bez AITD te se mogu
povezati s protektivnom ulogom za nastanak DMT1 su gen HLA-DQB1*03(DQ7) (DMT1
bez AITD 10,3%, kontrola 23,7%; p=0,001), gen HLA-DBQ1*05 (DMT1 bez AITD 2,3%,
kontrola 31,7%; p=0,041) i gen HLA-DQB1*06 (DMT1 bez AITD 6,5%, kontrola 13,4%;
p=0,027).

U bolesnika s APS3v medu genima koji se mogu povezati s podloznoscu za bolest
najéesce je opet naden gen HLA-DQB1*03(DQ8), (31,2% bolesnika; 5,9% kontrola;
p<0,001, OR 7,20, 95% CI 3,55-14,61) i gen HLA-DQB1*02 (30,4% bolesnika; 18,8%

kontrola), no ta razlika nije bila statisti¢ki znacajna (p=0,015).
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Geni HLA-DQB1 koji su statisticki znacajno rijede prisutni u bolesnika s APS3v te se
mogu povezati s protektivnom ulogom su gen HLA-DQB1*03(DQ7) (APS3v 9,4%; kontrola
23,7%; p=0,001), gen HLA-DBQ1*05 (APS3v 21,7%, kontrola 31,7%; p=0,047) i gen HLA-
DQB1*06 (APS3v 4,3%, kontrola 13,4%, p=0,006).

Tablica 4.1.2.2. Ucestalost gena HLA-DQB1 u skupini bolesnika s DMT1 bez AITD (N=184)
i u skupini bolesnika s APS3v (N=138) u odnosu na kontrolnu skupinu ispitanika (N=186).

i v | Pato | or (95% Cl) APS3V | o (95% CI) p
SKUpIina () (]
HLA-DQB1 o (EA)) " (%) P n (%)

02 35(18,8) | 47(255) | 148(0,90243) | 0,119 | 42(30,4) | 1,89 (L,13-316) | 0015
03(DQ7) 44(237) | 19(103) | 037(0,21-067) | 0001 | 13(94) | 0,34(0.17-0.65) | 0,001
03(DQ8) 11(59) | 52(283) | 627(315-1248) | <0,001 | 43 (31,2) | 7,20 (3,55-14,61) | <0,001
03(DQY) 7(3.8) 2(11) | 028(006-137) | 00174 | 2(1L4) | 038(0,08-1,84) | 0,310

04 5(2.7) 11(60) | 230(078-676) | 0120 | 2(14) | 053(010-279) | 0703

05 59 (3L7) | 41(223) | 0,62(0.39-098) | 0041 | 30(21,7) | 0.60(0.36-1,00) | 0,047

06 25(134) | 12(65) | 045(022-092) | 0027 | 6(43) | 029(042-0.74) | 0.006

n — broj pojedinih gena; DMT1 — dijabetes melitus tip 1; AITD — autoimuna bolest $titnjace;

APS3v - engl. Autoimmune Polyglandular Syndrome type 3 variant; OR — omjer vjerojatnosti

4.1.2.2. Bolesnici s AITD

Raspodjela gena HLA-DQBL1 prikazana je u tablici 4.1.2.3. U bolesnika s AITD
najéescée je naden gen HLA-DQB1*03(DQ8) (13,0% bolesnika, 5,9% kontrola; p=0,012, OR
2,27,95% C11,19-4,75).

S druge strane, gen HLA-DBQ1*05 statisticki je znacajno manje zastupljen medu
bolesnicima s AITD (22,7% bolesnika; 31,7% kontrola, p=0,027).
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Tablica 4.1.2.3. Ucestalost alela HLA-DQB1 u skupini svih bolesnika s AITD (N=308) u

odnosu na kontrolnu skupinu ispitanika (N=186).

Geni Kontrolna AITD
HLA-DQB1 skupina n (%) OR (95% CI) p
n (%)

02 35 (18,8) 68 (22,1) 1,22 (0,78-1,93) 0,387
03(DQ7) 44 (23,7) 67 (21,8) 0,90 (0,58-1,38) 0,623
03(DQ8) 11 (5,9) 40 (13,0) 2,27 (1,19-4,75) 0,012
03(DQ9) 7(3,8) 6 (1,9) 0,51 (0,17-1,54) 0,253

04 5(2,7) 4 (1,9) 0,72 (0,22-2,39) 0,754

05 59 (31,7) 70 (22,7) 0,63 (0,42-0,95) 0,027

06 25 (13,4) 51 (16,6) 1,28 (0,76-2,14) 0,352

n — broj pojedinih gena; AITD — autoimuna bolest Stitnjace; OR — omjer vjerojatnosti

U tablici 4.1.2.4. prikazana je raspodjela gena lokusa HLA-DQB1 u bolesnika s AT i

bolesnika s GB.

U bolesnika s AT najcesce je naden gen HLA-DQB1*03(DQ8) (14,9% bolesnika;
5,9% kontrola; p=0,003, OR 2,79, 95% CI 1,38-5,63).

Gen HLA-DBQ1*05 je pokazao manju ucestalost medu bolesnicima s AT (23,0%)

nego u kontroli (31,7%) §to je statisti¢ki znacajno (p=0,041).

U bolesnika s GB nije nadena statisticki znacajna razlika u uéestalosti gena HLA-

DQB1 u odnosu na kontrolnu skupinu ispitanika.
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Tablica 4.1.2.4. Ucestalost alela HLA-DQB1 u skupini bolesnika s AT (N=248) i GB (N=60)

u odnosu na kontrolnu skupinu ispitanika (N=186).

Kontrolna

HLE_‘;S('?Bl smpoga nA(OTA) ; OR (95% CI) D n(?oi ) OR (95% ClI) D
02 35(18.8) | 52(21.0) | 1.15(0.71-185) | 0580 | 16 (26,7) | 157(0.803.10) | 0.192
03(DQ7) 44(237) | 52(21.0) | 0.86(054-1.35 | 0504 | 15(250) | 1.08(055-2.11) | 0.832
03(DQ8) 11 (5,9) 37(149) | 2.79(1.38-5.63) | 0,003 | 3(50) | 084(0.23-311) | 1,000
03(DQY) 7(8) 6(24) | 063(021-1.92) | 0416 | 0(00) 0,200
04 5 (2.7) 3(12) | 044(011-188) | 0297 | 3(12) | 1.91(044-822) | 0408
05 59(3L7) | 57(230) | 064(042-099) | 0,042 | 13(21,7) | 0,60 (0,30-1.18) | 0,137
06 25(134) | 14(165) | 128(075-219) | 0375 | 10(16;7) | 1.29(0.58-2.86) | 0534

n — broj pojedinih gena, AT — autoimuni tiroiditis; GB — Gravesova bolest; OR — omjer
vjerojatnosti

4.1.3. Analiza haplotipova HLA-DRB1 - DQB1

Nakon analize ucestalosti gena HLA, analizirali smo i haplotipove HLA-DRB1-
DQBI. Usporedba je ucinjena s kontrolnom skupinom ispitanika koja je obradena na isti

nadin.

U nasoj kontrolnoj skupini otkrivena je 17 razli¢ita kombinacija alela od kojih je
HLA-DRB1*09-DQB1*03(DQ9) naden samo jednom, a 16 ih se pojavljuje dva ili vise puta
(Tablica 4.1.3.1.).

Ucestalost haplotipova HLA-DRB1-DQBI1 u kontrolnoj skupini ispitanika usporedena
je s ucestalo$¢u najcescih klasi¢nih haplotipova HLA-DRB1-DQBL1 u hrvatskoj populaciji
(122). U obje skupine ispitanika najcesce je naden haplotip HLA-DRB1*11-DQB1*03(DQ7)
i to u 16,7% ispitanika naSe kontrolne skupine i 17,4% ispitanika iz studije Grubi¢ i sur, Na
drugom mjestu u kontrolnoj skupini iz ovog rada nalazi se haplotip HLA-DRB1*01-
DQB1*05 u 15,1% ispitanika koji je u studiji Grubic i sur naden u 9,29% ispitanika, razlika
nije statisticki znac¢ajna. Haplotip HLA-DRB1*16-DQB1*05 koji je bio prisutan u 12,9%

kontrolnih ispitanika i po u¢setalo§¢u bio na tre¢em mjestu, u radu iz 1995. godine pokazao je
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ucestalost od 14,4%. Usporedba raspodjele haplotipova izmedu ove dvije skupine zdravih

ispitanika nije pokazala statisticki znacajne razlike (Tablica 4.1.3.1.).

Tablica 4.1.3.1. Ucestalost najcesc¢ih haplotipova HLA-DRB1-DQBL1 u hrvatskoj populaciji
(122) i u kontrolnoj skupini ispitanika.

HAPLOTIP (Grubi¢ i sur, 1995) % Kontrolna skupina %
HLA-DRB1- DQB1 N=270 N=186
01- 05 29 9,3 28 15,1
15-05 0 0 2 11
15 - 06 32 11,9 14 7,5
16 - 05 39 14,4 24 12,9
03 - 02 27 8,6 20 10,7
04 - 03(DQ7) 4 1,3 2 11
04 - 03(DQ8) 13 4,8 9 4,8
11 - 03(DQ7) 47 17,4 32 17,2
12 - 03(DQ7) 6 1,9 7 3,8
13-06 17 6,3 11 5,9
13 - 03(DQY7) 6 1,9 4 2,2
14 - 05 10 3,2 4 2,2
07 - 02 23 7,4 14 7,6
07 - 03(DQ9) 7 2,2 6 3,2
08 - 03(DQ8) 0 0 3 1,6
08 - 04 4 1,3 5 2,7
09 - 03(DQ9) 0 0 1 0,5
10 - 05 6 1,9 0 0

4.1.3.1. Bolesnici s DMT1

U skupini svih bolesnika s DMT1 nadeno je 20 razli¢itih kombinacija gena HLA-
DRB1-DQBL. Tri od 17 razli¢itih haplotipa HLA-DRB1-DQB1 uocenih u kontrolnoj skupini

pokazala su ucestalost od 0,3%, a nisu nadeni u bolesnika s DMT]1.

U skupini svih bolesnika s DMT1 medu haplotipovima koji se mogu povezati S
nastankom bolesti naj¢esce je naden haplotip HLA-DRB1*04-DQB1*03(DQ8) u 28,3%
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bolesnika u odnosu na 4,8% ispitanika kontrolne skupine (p<0,001). Drugi najc¢esc¢i haplotip u
skupini bolesnika bio je HLA-DRB1*03-DQB1*02 u 22,7% bolesnika u odnosu na 10,7%
ispitanika kontrolne skupine (p<0,001).

Haplotipovi HLA-DRB1-DQBI1 koji su statisti¢ki znac¢ajno manje prisutni u bolesnika
s DMT1 u odnosu na kontrolnu skupinu te se mogu povezati s protektivnom ulogom u
nastanku DMT1 su haplotip HLA-DRB1*11-DQB1*03(DQ7) (DMT1 5,9%; kontrolna
skupina 17,2%; p<0,001) te haplotip HLA-DRB1*15-DBQ1*06 (DMT1 1,6%; kontrolna
skupina 7,5%; p=0,001), haplotip HLA-DRB1*12-DQ*03(DQ7) (DMT1 0,6%; kontrolna
skupina 3,8%, p=0,014) te haplotip HLA-DRB1*07-DQB1*03(DQ9) (DMT1 0,3%; kontrola
3,2%; p=0.011) (Slika 4.1.3.1., Tablica 4.1.3.2)

U skupini svih bolesnika s DMT]1 nije nadena statisticki znacajna razlika u ucestalosti
pojedinog haplotipa izmedu djecaka i djevojcica (p>0,05).

Kapplan Mayerove krivulje utjecaja polimorfizma gena HLA razreda Il na dob u
vrijeme postavljanja dijagnoze DMT1 nisu pokazale statisti¢ki znacajnu razliku u dobi u
vrijeme postavljanja dijagnoze u svim skupinama bolesnika s DMTL1 s/ili bez AITD ovisno o
haplotipu HLA-DRB1-DQBL1 (p>0,05).
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Tablica 4.1.3.2. Raspodjela haplotipova HLA-DRB1-DQB1 u skupini svih bolesnika s DMT1
(N=161) u odnosu na kontrolnu skupinu (N=93).

HAPLOTIP HLA- ':r)]'\(’(',/To)l Kontror:’zf,‘/j‘)k”pi“a OR (95% CI) p*
DRB1*01-DQB1*05 39 (12,1) 28 (15,1) | 0,755 (0,446 — 1,277) 0,294
DRB1*15-DQB1*05 2(0,6) 2(1,1) | 0,575 (0,808 - 4,116) 0,626
DRB1*15-DQB1*06 5 (1,6) 14 (7,5) | 0,194 (0,069 — 0,547) 0,001
DRB1*16-DQB1*05 28 (8,7) 24 (12,9) | 0,618 (0,345 — 1,106) 0,103
DRB1*03-DQB1*02 73 (22,7) 20 (10,7) | 2,577 (1,499 — 4,429) <0,001
DRB1*04-DQB1*03(DQ7) 11 (3,4) 2(1,1) | 6543 (0,838 -51,093) 0,064
DRB1*04-DQB1*03(DQ8) 91 (28,3) 9(48) | 8,368 (3,954 — 17,706) <0,001
DRB1*04-DQB1*03(DQ9) 2(0,6) 0 0,535
DRB1*11-DQB1*03(DQ7) 19 (5,9) 32 (17,2) | 0,261 (0,139 - 0,493) <0,001
DRB1*12-DQB1*03(DQ7) 2(0,6) 7(38) | 0,160 (0,033 —0,778) 0,014
DRB1*13-DQB1*03(DQ7) 1(0,3) 4(22) | 0,142 (0,016 1,278) 0,063
DRB1*13-DQB1*06 13 (4,0) 11 (5,9) | 0,669 (0,294 — 1,526) 0,337
DRB1*14-DQB1*05 1(0,3) 4(22) | 0,142 (0,016 1,278) 0,063
DRB1*07-DQB1*02 15 (4,7) 14 (7,5) | 0,600 (0,283 — 1,273) 0,179
DRB1*07-DQB1*03(DQ9) 1(03) 6(32) | 0,093 (0,011 -0,782) 0,011
DRB1*08-DQB1*03(DQ8) 4(1,2) 3(1,6) | 0,767 (0,170 — 3,466) 0,711
DRB1*08-DQB1*04 13 (4,0) 5(27) | 1523(0,534 - 4,342) 0,428
DRB1*09-DQB1*02 1(0,3) 0 1,000
DRB1*09-DQB1*03(DQY) 1(0,3) 1(05) | 0,576 (0,036 — 9,268) 1,000
DRB1*10-DQB1*05 1(0,3) 0 1,000

*y kvadrat odnosno Fisherov test kod ucestalosti <5; n — broj pojedinih haplotipova; DMT1 —
dijabetes melitus tip 1, OR — omjer vjerojatnosti

52




H DRB1*01-DQB1*05 12,1%

m DRB1*15-DQB1*05 0,6%

m DRB1*15-DQB1*06 1,6%

H DRB1*16-DQB1*05 8,7%

H DRB1*03-DQB1*02 22,7%

m DRB1*04-DQB1*03(DQ7) 3,4%

m DRB1*04-DQB1*03(DQ8) 28,3%

W DRB1*04-DQB1*03(DQY) 0,6%

m DRB1*11-DQB1*03(DQ7) 5,9%

m DRB1*¥12-DQB1*03(DQ7) 0,6%

m DRB1*13-DQB1*03(DQ7) 0,3%

= DRB1*13-DQB1*06 4,0%

B DRB1*14-DQB1*05 0,3%

m DRB1*07-DQB1*02 4,7%
DRB1*07-DQB1*03(DQ9) 0,3%

® DRB1*08-DQB1*03(DQ8) 1,2%

= DRB1*08-DQB1*04 4,0%
DRB1*09-DQB1*02 0,3%
DRB1*09-DQB1*03(DQY) 0,3%
DRB1*10-DQB1*05 0,3%

Slika 4.1.3.1. Ucestalost haplotipova HLA-DRB1-DQB1 u bolesnika s DMT1 (N=161)

Kada se skupina svih bolesnika s DMT1 podijeli na podskupine bolesnika s DMT1
bez AITD te s APS3v, u skupini bolesnika s DMT1 bez AITD otkriveno je 14 razli¢itih
haplotipova HLA-DRB1-DQB1, od kojih su 2 nadeni samo jednom a 12 ih se pojavljuje dva
ili viSe puta. Jedan haplotip naden je samo u skupini bolesnika s DMT1 bez AITD a nije
naden u kontrolnoj skupini, dok od 4 haplotipa HLA-DRB1-DQB1 koji su nadeni u
kontrolnoj skupini, a nisu nadeni u bolesnika s DMT1 bez AITD ucestalost ne prelazi vise od
2,2%.

U bolesnika s DMT1 bez AITD medu haplotipovima HLA-DRB1-DQBL1 najéesce je
naden haplotip HLA-DRB1*04-DQB1*03(DQ8) u 26,6% bolesnika u odnosu na 4,3%
ispitanika kontrolne skupine (p<0,001), Drugi naj¢es¢i haplotip u skupini bolesnika bio je
HLA-DRB1*03:DQB1*02 u 20,1% bolesnika u odnosu na 10,7% ispitanika kontrolne
skupine (p=0,008). Tre¢i haplotip, HLA-DRB1*04-DQB1*03(DQ7) koji je bio statisticki
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znacajno ¢e$¢i medu bolesnicima s DMT1 be AITD uocen je kod 4,9% bolesnika u odnosu na

1,1% kontrola (p=0,01).

Haplotipovi HLA-DRB1-DQB1 koji su statisticki znacajno rjede prisutni u bolesnika s
DMT1 bez AITD u odnosu na kontrolnu skupinu te se mogu povezati s protektivnom ulogom
u nastanku DMT1 su haplotip HLA-DRB1*11-DQB1*03(DQ7) (DMTL1 bez AITD 4,3%;
kontrola 17.2%; p<0,001) te haplotip HLA-DRB1*15-DBQ1*06 (DMT1 bez AITD 1,1%;
kontrola 7,5%; p=0,002) (Slika 4.1.3.2., Tablica 4.1.3.3.)

U skupini bolesnika s DMT1 bez AITD nije nadena statisticki znacajna razlika u

ucestalosti pojedinog haplotipa izmedu djecaka i djevojéica (p>0,05).
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Tablica 4.1.3.3. Raspodjela haplotipova HLA-DRB1-DQB1 u skupini bolesnika s DMT1 bez
AITD (N=92) u odnosu na kontrolnu skupinu ispitanika (N=93).

HALPOTIP HLA- D'V'Ti] t(’f/(z))A'TD KsiTJt;?r:ga OR (95% CI) p
n (%)
DRB1*01-DQB1*05 26 (14,1) 28 (15,1) | 0,887(0,496 —1,589) 0,687
DRB1*15-DQB1*05 0 2(1,1) 0,499
DRB1*15-DQB1*06 2(1,1) 14 (7,5) | 0,135 (0,030 — 0,603) 0,002
DRB1*16-DQB1*05 15 (8,2) 24 (12,9) | 0,556 (0,278 —1,112) 0,093
DRB1*03-DQB1*02 37(20,1) 20 (10,7) | 2,212 (1,219 - 4,015) 0,008
DRB1*04-DQB1*03(DQ7) 9 (4,8) 2(1,1) | 9,514 (1,193 —75,875) 0,010
DRB1*04-DQB1*03(DQ8) 49 (26,6) 9(4,8) | 7,417 (3,390 — 16,228) <0,001
DRB1*04-DQB1*03(DQ9) 1(0,5) 0 0,497
DRB1*11-DQB1*03(DQ7) 8 (4,3) 32 (17,2) | 0,169 (0,069 — 0,415) <0,001
DRB1*12-DQB1*03(DQ7) 2(1,1) 7(3,8) | 0,281 (0,058 - 1,371) 0,174
DRB1*13-DQB1*06 10 (5,4) 11 (5,9) | 0,914 (0,379 — 2,208) 0,842
DRB1*13-DQB1*03(DQ7) 0 4(2,2) 0,123
DRB1*14-DQB1*05 0 4(2,2) 0,123
DRB1*07-DQB1*02 10 (5,4) 14 (7,5) | 0,706 (0,305 —1,633) 0,414
DRB1*07-DQB1*03(DQ9) 1(0,5) 6 (3,2 | 0,164 (0,020 - 1,375) 0,121
DRB1*08-DQB1*03(DQ8) 3(1,6) 3(1,6) | 1,011 (0,201 —5,076) 1,000
DRB1*08-DQB1*04 11 (6,0) 5(2,7) | 2,302 (0,784 —6,761) 0,120
DRB1*09-DQB1*03(DQ9) 0 1(0,5) 1,000

*y kvadrat odnosno Fisherov test kod u¢estalosti <5; DMT1 — dijabetes melitus tip 1; OR —
omjer vjerojatnosti; n- broj pojedinih haplotipova
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= DRB1*01-DQB1*05 14,1%

® DRB1*15-DQB1*06 1,1%

® DRB1*16-DQB1*05 8,2%

B DRB1*03-DQB1*02 20,1%

= DRB1*04-DQB1*03(DQ7) 4,9%

¥ DRB1*04-DQB1*03(DQS8) 26,6%

= DRB1*04-DQB1*03(DQY) 0,5%

= DRB1*11-DQB1*03(DQ7) 4,3%

» DRB1*12-DQB1*03(DQ7) 1,1%

= DRB1*13-DQB1*06 5,4%

= DRB1*07-DQB1*02 5,4%

» DRB1*07-DQB1*03(DQY) 0,5%
DRB1*08-DQB1*03(DQ8) 1,6%
DRB1*08-DQB1*04 6,0%

Slika 4.1.3.2. Ucestalost haplotipova HLA-DRB1-DQB1 u bolesnika s DMT1 bez AITD
(N=92)

U skupini bolesnika s APS3v otkriveno je 18 razli¢itih kombinacija alela od kojih su 7

nadene samo jednom a 11 ih se pojavljuje dva ili viSe puta.

U bolesnika s APS3v medu haplotipovima koji se mogu povezati s nastankom bolesti
najcesce je naden haplotip HLA-DRB1*04-DQB1*03(DQ8) (30,4% bolesnika s APS3v;
4,8% kontrola; p<0,001) i haplotip HLA-DRB1*03-DQB1*02 (26,1% bolesnika s APS3v;
10,7% kontrola; p<0,001).

Haplotipovi HLA-DRB1-DQBL1 koji su statisticki znacajno manje prisutni u
kontrolnoj skupini u odnosu na bolesnike SAPS3v te mogu biti protektivni za nastanak DMT1
su haplotip HLA-DRB1*11-DQB1*03(DQ7) (APS3v 7,2%; kontrola 17,2%; p=0,01) te
haplotip HLA-DRB1*15-DBQ1*06 (APS3v 2,2%; kontrola 7,5%; p=0,03). Haplotipovi
HLA-DRB1*12-DQB1*03(DQ7) (APS3v 0%, kontrola 3,8%, p=0,022), i haplotip HLA-
DRB1*07-DQB1*03(DQ9) (APS3v 0%, kontrola 3,2%; p=0,04) nisu pristuni u bolesnika s
APS3v, a nadeni su u kontrolnoj skupini s u¢estalos¢u ve¢om od 3% razlika je statisticki
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znacajna. (Slika 4.1.3.3., Tablica 4.1.3.4.)

U skupini bolesnika s APS3v nije nadena statisticki znacajna razlika u ucestalosti

pojedinog haplotipa izmedu djecaka i djevojcica (p>0,05).

Tablica 4.1.3.4. Ucestalost haplotipova HLA-DRB1-DQB1 u skupini bolesnika s APS3v
(N=69) u odnosu na kontrolnu skupinu ispitanika (N=93).

APS3V Kontrplna
HALPOTIP HLA- n (%) skupina OR (95% Cl) p
n (%)

DRB1*01-DQB1*05 13 (9,4) 28 (15,1) 0,587 (0,292 — 1,180) 0,132
DRB1*15-DQB1*05 2 (1,4) 2(1,1) 1,353 (0,188 — 9,725) 1,000
DRB1*15-DQB1*06 3(2,2) 14 (7,5) 0,273 (0,077 — 0,969) 0,033
DRB1*16-DQB1*05 13 (9,4) 24 (12,9) 0,702 (0,344 — 1,434) 0,330
DRB1*03-DQB1*02 36 (26,1) 20 (10,7) 3,102 (1,689 —5,697) <0,001
DRB1*04-DQB1*03(DQ7) 2 (1,4) 2(1,1) 2,721 (0,244 -30,310) 0,577
DRB1*04-DQB1*03(DQ8) 43 (31,2) 8 (4,8) 9,734 (4,392 -21,573) <0,001
DRB1*04-DQB1*03(DQ9) 1(0,7) 0 0,426
DRB1*11-DQB1*03(DQ7) 10 (7,2) 32 (17,2) 0,391 (0,184 — 0,827) 0,012
DRB1*12-DQB1*03(DQ7) 0 7 (3,8) 0,022
DRB1*13-DQB1*03(DQ7) 1(0,7) 4(2,2) 0,332 (0,037 — 3,005) 0,399
DRB1*13-DQB1*06 3(2,2) 11 (5,9) 0,354 (0,097 — 1,292) 0,102
DRB1*14-DQB1*05 1(0,7) 4(2,2) 0,332 (0,037 — 3,005) 0,399
DRB1*07-DQB1*02 5 (3,6) 14 (7,5) 0,462 (0,162 — 1,314) 0,139
DRB1*07-DQB1*03(DQ9) 0 6 (3,2) 0,040
DRB1*08-DQB1*03(DQ8) 1(0,7) 3(1,6) 0,445 (0,046 — 4,327) 0,639
DRB1*08-DQB1*04 2(14) 5(2,7) 0,532 (0,102 — 2,785) 0,703
DRB1*09-DQB1*02 1(0,7) 0 0,426
DRB1*09-DQB1*03(DQ9) 1(0,7) 1(0,5) 1,350 (0,084 — 21,780) 1,000
DRB1*10-DQB1*05 1(0,7) 0 0,426

*y kvadrat odnosno Fisherov test kod ucestalosti <5; n — broj pojedinih haplotipova; APS3v -

engl. Autoimmune Polyglandular Syndrome type 3 variant; OR — omjer vjerojatnosti
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B DRB1*01-DQB1*05 9,40%

® DRB1*15-DQB1*05 1,40%

® DRB1*15-DQB1*06 2,20%

B DRB1*16-DQB1*05 9,40%

® DRB1*03-DOB1*02 26,10%

® DRB1*04-DQB1*03(DQ7) 1,40%

m DRB1*04-DQB1*03(DQ8) 31,20%

® DRB1*04-DQB1*03(DQ9) 0,70%

= DRB1*11-DQB1*03(DQ7) 7,20%

m DRB1*13-DQB1*03(DQ7) 0,70%

® DRB1*13 DQB1*06 2,20%

= DRB1*14-DQB1*05 0,70%

m DRB1*07-DQB1*02 3,60%

m DRB1*08-DQB1*03(DQ8) 0,70%
DRB1*08-DQB1*04 1,40%

® DRB1*09-DQB1*02 0,70%

= DRB1*09-DQB1*03(DQ9) 0,70%
DRB1*10-DQB1*05 0,70%

Slika 4.1.3.3. Ucestalost haplotipova HLA-DRB1-DQBL1 u bolesnika s APS3v (N=69)

U tablici 4.1.3.5.a. i b. prikazana je raspodjela genotipova HLA prema do sada
poznatom riziku za nastanak DMT1 (102,103,145-147) u bolesnika s DMT1 (s i bez AITD) i
u kontrolnoj skupini ispitanika, te razlika u ucestalost pojedinih genotipova HLA medu

navedenim skupinama bolesnika.

Visoko rizi¢ni genotip HLA-DRB1*04-DQB1*03(DQ?7 ili DQ8) / HLA-DRB1*03-
DQBI1*02 naden je u statisticki znac¢ajno ¢eSc¢e u sve 3 skupine bolesnika nego u kontroli
(p<0,001).

U skupini srednje rizi¢nih genotipova, genotip HLA-DRB1*04-DQB1*03(DQ7 ili
DQ8) / HLA-DRB1*04-DQB1*03(DQ7 ili DQ8), naden je u 5,4-7,2% bolesnika s DMT1 i u
1% kontrolnih ispitanika, ali razlike nisu bila statisti¢ki znac¢ajne. Genotip HLA- DRB1*03-
DQB1*02 / HLA-DRB1*03-DQB1*02 uocen je samo u bolesnika s APS3v (5/69, 7,2%) sa

statisti¢ki znacajano vec¢om ucestaloss¢u (p=0,013) nego u kontroli. Zanimljivo je spomenuti
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da ovaj genotip nije imao niti jedan bolesnik s DMT1 bez AITD.

Heterozigoti za genotip HLA-DRB1*04-DQB1*03(DQ7 ili DQ8) i drugi haplotip koji
ne ukljucuje HLA-DRB1*04-DQB1*03 odnosno HLA-DRB1*03-DQB1*02, statisticki Su
znacajno ¢e$¢i medu bolesnicima s DMT1 (DMT1 32,1%, DMT1 bez AITD 33,3%; APS3v

30,4%) u odnosu na 7,5% kontrolnih skupina, $to su statisti¢ki znacajne razlike (p<0,001).

Genotip HLA-DRB1*03-DQB1*02/drugi haplotip HLA koji ne ukljuéuje HLA-
DRB1*04-DQB1*03(DQ7 ili DQ8) odnosno HLA-DRB1*03-DQB1*02, naden je s priblizno

jednakimucestalostima u sve 3 analizirane skupine bolesnika kao i u kontroli (p>0,05).

Nisko rizi¢ni genotipovi koji ne ukljuéuju haplotipove HLA-DRB1*04-
DQB1*03(DQ7 ili DQ8) odnosno HLA-DRB1*03-DQB1*02 nadeni su s rasapom od 17,4-
20,4% bolesnika s DMT1 §to je vise od 3 puta manje nego u kontrolnoj skupini (70%;
p<0,001).
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Tablica 4.1.3.5.a. Raspodjela genotipova HLA prema do sada poznatim riziku za nastanak
DMT1 u bolesnika s DMT1 (102,103,145-147), ukupno i podjeljenim u podskupine te u

kontrolnoj skupini ispitanika. 4.1.3.5.b. Razlika ucestalosti pojedinih haplotiova prema

skupinama bolesnika s DMT1 u odnosu na kontrolnu skupinu ispitanika

a.
DMT1 svi beDzl\,:-Ir'l%D APS3v Kontrolna
Rizik Genotip HLA (N=161) (N=92) (N=69) skupina
n (%) n@/o) n(%) | (N=93) (%)
Visoki
rizik DRB1*04-DQB1*03(DQ7iliDQ8)/DRB1*03-DQB1*02 | 31(19,1) | 17(184) | 14(20,3) 0 (0)
Srednji DRB1*04-DQB1*03(DQ7iliDQ8)//DRB1*04-
rizik DQB1*03(DQ7iliDQ8) 10 (6,2) 5(54) | 5(7,2%) 1(1,0)
DRB1*03-DQB1*02/DRB1*03-DQB1*02 5(8,1) 0(0) 5(7,2) 0 (0)
DRB1*04-DQB1*03(DQ7iliDQ8)/DRB1*X-DQB1*X 52(32,1) | 31(333) | 21(304) 7(7,5)
DRB1*03-DQB1*02/DRB1*X-DQB1*X 32(19.7) | 20(215) | 12(17,4) 20 (21,5)
Niski rizik | DRB1*X-DQB1*X/DRB1*X-DQB1*X 31(19,1) | 19(204) | 12(17,4) 65 (70,0)
b.
DMTL svi DMT1 bez AITD
(N=161) APS3v (N=69) (N=92)
Genotipovi HLA- p 95%CI p 95%CI p 95%CI
DRB1*04-DQB1*03(DQ7iliDQ8)
/DRB1*03-DQB1*02 <0,001 <0,001 <0,001
DRB1*04-DQB1*03(DQ7iliDQ8) 6,053 (0,762- 7,188 (0,820- 5,227 (0,599-
/DRB1*04-DQB1*03(DQ7iliDQ8) | 0,060 48,056) 0,084 62,988) 0,211 45 637)
DRB1*03-DQB1*02/DRB1*03-
DQB1*02 0,162 0,013
DRB1*04-DQB1*03(DQ7iliDQ8) 5,808 (2,512- 5,375 (2,130- 6,143 (2,541-
/DRB1*X-DQB1*X <0,001 13,426) <0,001 13,561) <0,001 14,851)
DRB1*03-DQB1*02/DRB1*X- 0,898 (0,480- 0,768 (0,347- 1,000 (0,497-
DQB1*X 0,738 1,683)) 0,515 1,702) 1,000 2,013
DRB1*X-DQB1*X/DRB1*X- 0,102 (0,056- 0,091 (0,042- 0,111 (0,057-
DQB1*X <0,001 0,184) <0,001 0,195) <0,001 0,216)

N- ukupan broj bolesnika; n — broj pojedinih genotipova; DMT1 — dijabetes melitus tip 1;

AITD — autoimuna bolest Stitnja¢e; APS3v - engl. Autoimmune Polyglandular Syndrome type

3 variant; OR — omijer vjerojatnosti; X-gen na lokusu HLA-DRB1 koji nije ni DRB1*04 ni
DRB1*03; X-gen na lokusu HLA-DQBL1 koji nije ni DQB1*03 ni DQB1*02
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4.1.3.2. Bolesnici s AITD

U bolesnika s AITD dokazano je 19 razli¢itih haplotipova HLA-DRB1-DQB1 od

kojih su 2 uocene samo jednom, a 17 ih se pojavljuje dva ili viSe puta.

U bolesnika s AITD medu haplotipovima HLA-DRB1-DQB1 koji se mogu povezati s
nastankom bolesti naden je haplotip HLA-DRB1*04-DQB1*03(DQ8) (12,3% bolesnika,
4,8%), Sto je statisti¢ki znacajna razlika (p=0,005).

Haplotip HLA-DRB1-DQBL1 koji je statisti¢ki znacajno manje prisutni u bolesnika s
AITD u odnosu na kontrolu je haplotip HLA-DRB1*01-DQB1*05 (AITD 8,8%; kontrola
15,1%; p=0,03) (Slika 4.1.3.4., Tablica 4.1.3.6.)

U skupini bolesnika s AITD nije nadena statisticki znac¢ajna razlika u ucestalosti
pojedinog haplotipa izmedu djecaka i djevojcica (p>0,05).

Kapplan Mayerove krivulje utjecaja polimorfizma gena HLA razreda Il na dob u
vrijeme postavljanja dijagnoze DMT]1 nisu pokazale statisticki znacajnu razliku u dobi u
vrijeme postavljanja dijagnoze u svim skupinama bolesnika s AITD ovisno o haplotipu HLA-
DRB1-DQBL1 (p>0,05).
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Tablica 4.1.3.6. Ucestalost haplotipova HLA-DRB1-DQB1 u skupini bolesnika s AITD
(N=154) u odnosu na kontrolnu skupinu ispitanika (N=93).

AITD Kontr_olna
HALPOTIP HLA- n (%) sﬁu(g/lor;a OR (95% CI) p
DRB1*01-DQB1*05 27 (8,8) 28 (15,1) | 0,542 (0,309 — 0,952) 0,031
DRB1*15-DQB1*05 4(1,3) 2(1,1) | 1,211 (0,220 - 6,674) 1,000
DRB1*15-DQB1*06 22 (7,1) 14 (7,5) | 0,808 (0,395 — 1,652) 0,558
DRB1*16-DQB1*05 32 (10,4) 24 (12,9) | 0,755 (0,428 —1,332) 0,331
DRB1*03-DQB1*02 45 (14,6) 20 (10,7) | 1,504 (0,850 — 2,660) 0,159
DRB1*04-DQB1*03(DQ7) 4(1,3) 2(1,1) | 2,434 (0,270 — 21,945) 0,655
DRB1*04-DQB1*03(DQ8) 38 (12,3) 9(4,8) | 2,945 (1,338 — 6,482) 0,005
DRB1*11-DQB1*03(DQ7) 52 (16,9) 32(17,2) | 0,992 (0,609 — 1,618) 0,975
DRB1*12-DQB1*03(DQ7) 6 (1,9) 7(3,8) | 0,508 (0,168 — 1,535) 0,253
DRB1*13-DQB1*03(DQ7) 5 (1,6) 4(2,2) | 0,751(0,199 — 2,832) 0,734
DRB1*13-DQB1*06 27 (8,8) 11 (5,9) | 1,529 (0,740 — 3,159) 0,249
DRB1*14-DQB1*05 6 (1,9) 4(2,2) | 0,904 (0,252 — 3,246) 1,000
DRB1*07-DQB1*02 23 (7,5) 14 (7,5) | 0,991 (0,497 — 1,978) 0,981
DRB1*07-DQB1*03(DQ9) 5 (1,6) 6(3,2) | 0,495 (0,149 — 1,645) 0,345
DRB1*08-DQB1*03(DQ8) 2 (0,6) 3(1,6) | 0,399 (0,066 — 2,408) 0,370
DRB1*08-DQB1*04 6 (1,9) 5(2,7) | 0,597 (0,171 - 2,092) 0,513
DRB1*09-DQB1*03(DQ9) 1(0,3) 1(0,5) | 0,603 (0,037 - 9,692) 1,000
DRB1*10-DQB1*05 1(0,3) 0 1,000

*y kvadrat odnosno Fisherov test kod ucestalosti <5, n — broj pojedicnih haplotipova, AITD —
autoimuna bolest $titnja¢e; OR — omjer vjerojatnosti
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B DRB1*01-DQB1*05 8,8%

B DRB1*15-DQB1*05 1,3%

® DRB1*15-DQB1*06 7,1%

® DRB1*16-DQB1*05 10,4%

® DRB1*03-DQB1*02 14,6%

® DRB1*04-DQB1*03(DQ7) 1,3%

= DRB1*04-DQB1*03(DQ8) 12,3%

m DRB1*11-DQB1*03(DQ7) 16,9%

= DRB1*12-DQB1*03(DQ7) 1,9%

® DRB1*13-DQB1*03(DQ7) 1,6%

m DRB1*13-DQB1*06 8,8%

= DRB1*14-DQB1*05 1,9%

® DRB1*07-DQB1*02 7,5%

= DRB1*07-DQB1*03(DQY) 1,6%
DRB1*08-DQB1*03(DQ8) 0,6%

= DRB1*08-DQB1*04 1,9%

= DRB1*09-DQB1*03(DQ9Y) 0,3%
DRB1*10-DQB1*05 0,3%

Slika 4.1.3.4. Ucestalost haplotipova HLA-DRB1-DQBL1 u bolesnika s AITD (N=154)

Kada se skupina bolesnika s AITD podijeli na podskupine bolesnikas AT i GB , u
skupini bolesnika s AT otkriveno je 18 razlic¢ita haplotipa HLA-DRB1-DQB1 od kojih je 3

nadeno samo jednom, a 15 ih se pojavljuje dva ili vise puta.

U bolesnika s AT u odnosu na kontrolnu skupinu, statisti¢ki znacajano ¢escée je uocen
haplotip HLA-DRB1*04-DQB1*03(DQ8) (14,5% bolesnika; 4,8% kontrolnih ispitanika;
p<0,001).

S druge strane, ucestalost haplotip HLA-DRB1*01-DQB1*05 statisticki je znacajno
manja u bolesnika s AITD (8,1%) nego kontrolnih ispitanika (15,1%), p=0,02. (Slika 4.1.3.5.,
Tablica 4.1.3.7.)

KoriStenjem y kvadrat testa ustanovljena je statisticki znacajna razlika u ucestalosti
haplotipa HLA-DRB1*11-DQB1*03(DQ7) izmedu djecaka i djevojéica s AT. Ucestalost je
statisticki znacajno vecéa u djecaka (24,1%) nego u djevojcica (12,6%), (p=0,033, OR 2,201;
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95% CI 1,502—4,604). Ucestalost ostalih haplotipova nije znacajnije razli¢ita u djecaka i
djevojcica s AT.

Tablica 4.1.3.7. Ucestalost haplotipova HLA-DRB1-DQBL1 u skupini bolesnika s AT (N=124)

u odnosu na ucestalost istih haplotipova u kontrolnoj skupini ispitanika (N=93).

AT Kontrglna
HALPOTIP HLA 0 (%) skupina OR (95% Cl) p
n (%)
DRB1*01-DQB1*05 20 (8,1) 28 (15,1) | 0,495 (0,269 — 0,910) 0,022
DRB1*15-DQB1*05 3(1,2) 2(1,1) | 1,127 (0,186 — 6,811) 1,000
DRB1*15-DQB1*06 17 (6,9) 14 (7,5) | 0,735(0,342 —1,582) 0,430
DRB1*16-DQB1*05 28 (11,3) 24 (12,9) | 0,859 (0,480 — 1,537) 0,609
DRB1*03-DQB1*02 29 (11,7) 20 (10,7) | 1,164 (0,631 —2,148) 0,627
DRB1*04-DQB1*02 0 1(0,5) 0,429
DRB1*04-DQB1*03(DQ7) 4(1,6) 1(0,5) | 3,033 (0,336 —27,361) 0,398
DRB1*04-DQB1*03(DQ8) 36 (14,5) 8(4,3) | 3,778 (1,712 —8,338) <0,001
DRB1*11-DQB1*03(DQ7) 38 (15,3) 32(17,2) | 0,905 (0,539 — 1,518) 0,705
DRB1*12-DQB1*03(DQ7) 6(2,4) 7(3,8) | 0,634 (0,209 —1,919) 0,416
DRB1*13-DQB1*03(DQ7) 4 (1,6) 4(2,2) | 0,764 (0,184 —3,022) 0,729
DRB1*13-DQB1*06 22 (8,9) 11 (5,9) | 1,549 (0,731 — 3,279) 0,250
DRB1*14-DQB1*05 5(2,0) 4(2,2) | 0,936 (0,248 — 3,535) 1,000
DRB1*07-DQB1*02 23(9,3) 14 (7,5) | 1,256 (0,628 — 2,512) 0,519
DRB1*07-DQB1*03(DQ9) 5(2,0) 6(3,2) | 0,617 (0,185 —2,054) 0,541
DRB1*08-DQB1*03(DQ8) 1(0,4) 3(1,6) | 0,247 (0,025 — 2,393) 0,318
DRB1*08-DQB1*04 3(1,2) 5(2,7) | 0,294 (0,056 — 1,534) 0,144
DRB1*09-DQB1*03(DQ9) 1(0,4) 1(0,5) | 0,749 (0,047 —12,053) 1,000
DRB1*10-DQB1*05 1(0,4) 0 1,000

*y kvadrat odnosno Fisherov test kod ucestalosti <5; n — broj pojedicnih haplotipova, AT —
autoimuni tiroiditis; OR — omjer vjerojatnosti
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m DRB1*01 DQB1*05 8,1%

B DRB1*15-DQB1*05 1,2%

® DRB1*15-DQB1*06 6,9%

m DRB1*16-DQB1*05 11,3%

B DRB1*03-DQB1*02 11,7%

= DRB1*04-DQB1*03(DQ7) 1,6%

m DRB1*04-DQB1*03(DQS) 14,5%

® DRB1*11-DQB1*03(DQ7) 15,3%

= DRB1*12-DQB1*03(DQ7) 2,4%

= DRB1*13 DQB1*03(DQ7) 1,6%

® DRB1*13-DQB1*06 8,9%

= DRB1*14-DQB1*05 2,0%

= DRB1*07-DQB1*02 9,3%

= DRB1*07-DQB1*03(DQY) 2,0%
DRB1*08-DQB1*03(DQS) 0,4%

= DRB1*08-DQB1*04 1,2%

= DRB1*09-DQB1*03(DQ9) 0,4%
DRB1*10-DQB1*05 0,4%

Slika 4.1.3.5. Ucestalost haplotipova HLA-DRB1-DQB1 u bolesnika s AT (N=124)

U skupini bolesnika s GB otkriveno je 12 razlicitih haplotipova HLA-DRB1-DQBL.

U bolesnika s GB medu haplotipovima HLA-DRB1-DQBL1 koji se mogu povezati s
nastankom bolesti naden je haplotip HLA-DRB1*03-DQB1*02 (26,7% bolesnika; 10,2%
kontrolnih ispitanika), sto je statisticki znacajna razlika (p=0,002).

Haplotipa HLA-DRB1*07-DQB1*02 nije naden u bolesnika s GB, te je njegova
ucestalost u bolesnika s GB statisti¢ki zna¢ajno manja u odnosu na kontrolne ispitanike
(7,6%), p=0,03 (Slika 4.1.3.5., Tablica 4.1.3.8.)

U skupini bolesnika s GB nije nadena statisticki zna¢ajna razlika u ucestalosti

pojedinog haplotipa HLA izmedu djecaka i djevojéica.
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Tablica 4.1.3.8. Ucestalost haplotipova HLA-DRB1-DQBL1 u skupini bolesnika s GB (N=30)

u odnosu na ucestalost istih haplotipova u kontrolnoj skupini ispitanika (N=93).

GB Kontr_olna
HALPOTIP HLA n (%) skupina OR (95% CI) p
n (%)
DRB1*01-DQB1*05 7(11,7) 28 (15,1) | 0,745 (0,308 — 1,805) 0,514
DRB1*15-DQB1*06 5 (8,3) 14 (7,5) | 1,117 (0,385 — 3,241) 0,786
DRB1*16-DQB1*05 4 (6,6) 24 (12,9) | 0,355 (0,103 — 1,225) 0,089
DRB1*03-DQB1*02 16 (26,7) 20 (10,7) | 3,196 (1,520 - 6,772) 0,002
DRB1*04-DQB1*02 0 1(0,5) 1,000
DRB1*04-DQB1*03(DQ7) 0 2(1,1) 1,000
DRB1*04-DQB1*03(DQ8) 2(3,3) 9(4,8) | 0,767 (0,158 — 3,716) 1,000
DRB1*11-DQB1*03(DQ7) 13(21,7) 32(17,2) | 1,383(0,670—2,856) 0,380
DRB1*12-DQB1*03(DQ7) 0 7(3,8) 0,200
DRB1*13-DQB1*03(DQ7) 1(1,7) 4(2,2) | 0,771 (0,085 — 7,036) 1,000
DRB1*13-DQB1*06 5 (8,3) 11 (5,9) | 1,446 (0,482 — 4,344) 0,549
DRB1*14-DQB1*05 1(,7) 4(2,2) | 0,771 (0,085 — 7,036) 1,000
DRB1*15-DQB1*05 1(1,7) 2(1,1) | 1,559 (0,139 -17,506) 0,569
DRB1*07-DQB1*02 0 14 (7,6) 0,025
DRB1*07-DQB1*03(DQ9) 0 6 (3,2) 0,341
DRB1*08-DQB1*03(DQ8) 1(1,7) 3(1,6) | 1,034 (0,106 — 10,129) 1,000
DRB1*08-DQB1*04 3(5,0) 5(2,7) | 1,905 (0,442 — 8,220) 0,408
DRB1*9-DQB1*03(DQ9) 0 1(0,5) 1,000

*y kvadrat odnosno Fisherov test kod ucestalosti <5; n — broj pojedicnih haplotipova, GB —

Gravesova bolest; OR — omjer vjerojatnosti
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m DRB1*01-DQB1*05 11,7%

H DRB1*15-DQB1*06 8,3%

H DRB1*16-DQB1*05 6,6%

m DRB1*03-DQB1*02 26,7%

H DRB1*04-DQB1*03(DQ8) 3,3%
H DRB1*11-DQB1*03(DQ7) 21,7%
M DRB1*13-DQB1*03(DQ7) 1,7%
H DRB1*13-DQB1*06 8,3%

m DRB1*14-DQB1*05 1,7%

M DRB1*15-DQB1*05 1,7%

H DRB1*08-DQB1*03(DQ8) 1,7%
= DRB1*08-DQB1*04 5,0%

Slika 4.1.3.6. Ucestalost haplotipova HLA-DRB1-DQB1 u bolesnika s GB (N=30)

4.1.4. Analiza homozigota HLA-DRB1-DQB1

U populaciji bolesnika s DMT1 i AITD nadeno je 15 homozigota HLA-DRB1-DQB1
u bolesnika s DMT1 te 7 u bolesnika s AITD (Tablica4.1.4.1.).

U skupini bolesnika s DMT1 naj¢esc¢e nadeni homozigoti bili su HLA-DRB1*04-
DQB1*03(DQ8) u 7 bolesnika (3 bolesnika s DMT1 bez AITD i 4 bolesnika s APS3v) i
HLA-DRB1*03-DQB1*02 u 5 bolesnika (svih 5 bolesnika s APS3v) dok je u skupini
bolesnika s AITD najcesce bila prisutna kombinacija dva haplotipa HLA-DRB1*11-
DQB1*03(DQ7) u 4 bolesnika (2 bolesnika s AT i 2 bolesnika s GB.
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Tablica 4.1.4.1. Ucestalost homozigota HLA-DRB1-DQB1 u skupinama bolesnika s DMTL1 i

AITD
Skupine bolesnika Homozigoti HLA-DRB1-DQB1 Ucestalost (n)
DRB1*03-DQB1*02 5(3,1)
DMT1 svi DRB1*04-DQB1*03(DQ8) 7(43)
N=161 DRB1*16-DQB1*05 2(1,2)
DRB1*11-DQB1*03(DQ7) 1(0,6)
DMT1 bez AITD DRB1*04-DQB1*03(DQ8) 3(3,2)
N=92 DRB1*16-DQB1*05 1(1,1)
DRB1*03-DQB1*02 5(7,2)
APS3v DRB1*04-DQB1*03(DQ8) 4 (5,8)
N=69 DRB1*16-DQB1*05 1(1,4)
DRB1*11-DQB1*03(DQ7) 1(1,4)
DRB1*03-DQB1*02 2(13)
ﬁ'legﬂr DRB1*14-DQB1*05 1(0,6)
DRB1*11-DQB1*03(DQ7) 4 (2,6)
DRB1*03-DQB1*02 1(0,8)
QLZ P DRB1*14-DQB1*05 1(0,8)
DRB1*11-DQB1*03(DQ7) 2 (1,6)
GB DRB1*03-DQB1*02 1(0,8)
N=30 DRB1*11-DQB1*03(DQ7) 2 (1,6)

n — broj pojedinih homozigota; N — ukupan broj bolesnika; DMT1 — dijabetes melitus tip 1,
AITD — autoimuna bolest §titnjace; APS3v - engl. Autoimmune Polyglandular Syndrome type
3 variant; AT — autoimuni tiroiditis, GB — Gravesova bolest

4.2.  Polimorfizam gena CTLA-4

U kontrolnoj skupini ispitanika za oba polimorfizma zadovoljen je Hardy-Weinbergov
ekvilibrij (p=0,65 za CTLA-4 49AG; p=0,06 za CTLA-4 CT60) (Tablica 4.2.1.)
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Tablica 4.2.1. Hardy-Weinbergov ekvilibrij (HWE) ispitan je koriste¢i Michael H. Courtov
(2005-2008) online kalkulator (144)

HWE CTLA-4 49AG CTLA-4CT60

0.55

DMT1 svi ;2 0.357 0?69053
0.85

DMT1 ;2 0.036 0?67876
0.57

APS3V ;)2 0.323 00.68610
0.09

AITD )?2 2.808 3?;50861
0.27

AT ;2 1.218 49'204:11
0.14

GB ;2 2.126 00.69038

Kontrolna p 0.65 0.06

skupina r 0.207 3.625

HWE - Hardy-Weinbergov ekvilibrij; DMT1 — dijabetes melitus tip 1; APS3v - engl.
Autoimmune Polyglandular Syndrome type 3 variant; AITD — autoimuna bolest $titnjace; AT

— autoimuni tiroiditis; GB — Gravesova bolest

4.2.1. CTLA-4 49AG

Genotip i ucestalost alela G polimorfizma CTLA-4 49AG prikazani su u tablici
4.2.1.1.

U nasSoj skupini bolesnika nije nadena statisti¢ki znacajna povezanost polimorfizma
gena CTLA-4 49AG s rizikom za nastanak DMT1 (s ili bez AITD) s omjerom vjerojatnosti
od 1,64 (95% CI 0,80-3,37). Takoder, nije nadena statisti¢ki znac¢ajna povezanost
polimorfizma 49AG s rizikom za nastanak AITD, s omjerom vjerojatnosti od 1,67 (95% ClI
0,81-3,43). Veca ucestalost genotipa G/G nadena je u bolesnika s DMT1 i AITD u odnosu na
zdrave ispitanike (bolesnici s DMT1 - 19,4; bolesnici s AITD - 19,6%; kontrolna skupina —
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12,8%), no ta razlika nije statisti¢ki znacajna (p>0,05). Najveca tendencija povezanosti
nadena je u bolesnika s APS3v (OR 2,15; 95% CI 0,85-4,86) u odnosu na kontrolnu skupinu
ispitanika iako nije dostigla statisticku znac¢ajnost (p=0,06).

Ucestalost alela G takoder se ne razlikuje statisti¢ki znac¢ajno u bolesnika s DMT1 (s
ili bez AITD) i bolesnika s AITD od ispitanika kontrolne skupine (42,7% u bolesnika s
DMT1,; 40,5% u bolesnika s AITD; 37,2% kontrolna skupina, p>0,05) (Tablica4.2.1.1.)

Tablica 4.2.1.1. Ucestalost genotipova i alela G polimorfizma gena CTLA-4 49AG u
bolesnika s DMT1 i AITD u odnosu na skupinu zdravih ispitanika.

. Genotipovi
Genotipovi alel G
G/G AIG AIA OR* (95% CI) p OR* (95% CI) p
CTLA-4 49AG n (%)
n (%) n (%) n (%)
DMT1
Svi; N=165 32(19,4) 77(46,7) 56(33,9) 1,64 (0,80-3,37) 0,17 141 (42,7) 1,26 (0,87-1,82) 0,22
APS3v; N=71 17(23,9) 33(46,5) 21(29,6) 2,15 (0,95-4,86) 0,06 67 (47,2 1,51 (0,96-2,35) 0,07
DMT1 bez AITD; 15(16,0) 44(46,8) 35(37,2) 1,30 (0,57-2,95) 0,53 74(394) 1,09 (0,72-1,66) 0,67
N=94
AITD
Svi; N=158 31(19,6) 66(41,8) 61(38,6) 1,67 (0,81-3,43) 0,16 128 (40,5) 1,15 (0,79-1,66) 0,47
AT; N=127 26(20,5) 56(44,1) 45(354) 1,76 (0,84-3,70) 0,13 108 (42,5) 1,25 (0,85-1,84) 0,26
GB; N=31 5(16,1) 10(32,3) 16(51,6) 1,31(0,42-4,08) 0,76  20(32,3) 0,80 (0,44-1,48) 0,48
Kontrolna skupina; 12 (12,8) 46 (48,9) 36(38,3) 70 (37,2)
N=94

*za G/G genotip; n — broj pojedinih genotipova/alela; DMT1 — dijabetes melitus tip 1, AITD
— autoimuna bolest $titnjace; APS3v - engl. Autoimmune Polyglandular Syndrome type 3
variant; AT — autoimuni tiroiditis, GB — Gravesova bolest; OR — omjer vjerojatnosti

Kapplan Mayerove krivulje utjecaja polimorfizma 49AG na dob u vrijeme
postavljanja dijagnoze DMT1 nisu pokazale statisticki znacajnu povezanost polimorfizma
49AG gena CTLA-4 na dob u vrijeme postavljanja dijagnoze u svim skupinama bolesnika s
DMT1 s/ili bez AITD (p>0,05) (Slika 4.2.1.1.. Tablica4.2.1.2.).
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Tablica 4.2.1.2. Srednja dob u vrijeme postavljanja dijagnoze DMT1 ovisno o genotipu
polimorfizma 49AG gena CTLA-4.

Srednja dob u vrijeme postavljanja dijagnoze
Genotipovi DMT1 svi* (N=165) DMT1 bez AITD** APS3v*** (N=71)
CTLA-4 49AG (N=94)

Dob 95% ClI Dob 95% ClI Dob 95% ClI
A/A 8,03 6,93-9,14 8,34 7,07-9,60 7,55 5,51-9,59
A/G 8,27 7,40-9,14 8,79 7,70-9,89 7,57 6,18-8,97
G/G 9,11 7,45-10,47 9,60 7,60-11,60 8,67 6,78-10,57
Ukupno 8,36 7,75-8,97 8,76 8,00-9,52 7,83 6,84-8,82

*Log Rank (Mentel-Cox) x* 1.220. p=0.54; **y* 1.815. p=0.40; ***y* 0.353. p=0.84; n — broj
pojedinih genotipova/alela; DMT1 — dijabetes melitus tip 1, AITD — autoimuna bolest
Stitnjace; APS3v - engl. Autoimmune Polyglandular Syndrome type 3 variant

U bolesnika s AITD nadena je statisticki znacajna razlika u srednjoj dobi bolesnika u
vrijeme postavljanja dijagnoze (p=0,047) tako da je u bolesnika nosioca rizi¢énog genotipa
G/G te u bolesnika nosioca genotipa A/G srednja dob u vrijeme postavljanja dijagnoze niza u
odnosu na nosioce genotipa A/A (11,82 godina u bolesnika s genotipom G/G; 11,79 godina u
bolesnika s genotipom A/G i 13,44 godine u bolesnika s genotipom A/A).

Kada se skupina bolesnika s AITD podijeli na podskupine bolesnika s AT i GB, u
bolesnika s AT takoder je srednja dob u vrijeme postavljanja dijagnoze niza u bolesnika koji
nose genotip G/G (11,05 godina) i genotip AG (11,32 godina) u odnosu na nosioce genotipa
AJ/A (12,54 godine), no ta razlika nije bila statisticki znacajna (p=0,13).

S druge strane, dob bolesnika s GB u vrijeme postavljanja dijagnoze u nosioca sva tri
genotipa polimorfizma CTLA-4 49AG je podjednaka (za genotip G/G bila je 15,97 godina,
genotip A/G 14,44 godine i genotipa A/A 15,81 godina; p=0,87) (Slika 4.2.1.2. Tablica
4.2.1.3))

71




Tablica 4.2.1.3. Srednja dob u vrijeme postavljanja dijagnoze AITD ovisno o genotipu

CTLA-4 49AG.
Srednja dob u vrijeme postavljanja dijagnoze
Genotipovi AITD* (N=158) AT** (N=127) GB*** (N=31)
CTLA-449AG Dob 95% CI Dob 95% ClI Dob 95% CI

A/A 13,44 12,50-14,38 12,54 11,61-13,50 15,97 13,92-18,02
A/G 11,79 10,82-12,76 11,32 10,36-12,27 14,44 11,25-17,64
G/IG 11,82 10,40-13,24 11,05 9,71-12,39 15,81 11,62-20,00
ukupno 12,43 11,81-13,06 11,70 11,09-12,30 15,45 13,87-17,04

* Log Rank (Mentel-Cox) y° 6.124. p=0.047 **y* 4.157. p=0.13; ***4° 0.270. p=0.87; AITD

— autoimuna bolest Stitnjace; AT — autoimuni tiroiditis, GB — Gravesova bolest
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Slika 4.2.1.1. Kapplan Mayerove krivulje utjecaja polimorfizma 49AG na dob u vrijeme

postavljanja dijagnoze DMT1. Grafovi pokazuju u¢inak genotipa CTLA-4 49AG nadob u

vrijeme postavljanja dijagnoze DMT1 (sa ili bez AITD). Vrijeme ispod krivulje ekvivalentno

je dobi u vrijeme postavljanja dijagnoze
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Slika 4.2.1.2. Kapplan Mayerove krivulje utjecaja polimorfizma 49AG na dob u vrijeme

postavljanja dijagnoze AITD. Grafovi pokazuju u¢inak genotipa CTLA-4 49AG nadob u

vrijeme postavljanja dijagnoze AITD (AT i GB). Vrijeme ispod krivulje ekvivalentno je dobi

u vrijeme postavljanja dijagnoze
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Nije nadena statisticki znacajna razlika u ucestalosti alela G i raspodjeli genotipa
polimorfizma 49AG gena CTLA-4 izmedu djecaka i djevojcica (Tablica 4.2.1.4.)

Tablica 4.2.1.4. Raspodjela genotipova i u¢estalost alela G polimorfizma 49AG gena CTLA-4
u bolesnika s DMT1 (N=165) i AITD (N=158) ovisno o spolu.

CTLA4 DMT1 AITD
5 OR* (95%CI)  p 5 OR* (95%CI)  p
49AG M (%) 7 (%) M (%) 7. (%)
AIA 23(33,8) 33(340) 1,14 (0,61-211) 098 15(417) 46(37,7) 1,18 (0,55-2,52) 0,67
AIG 33(4855) 44 (454) 092 (0,41-208) 069 17(472) 49(402) 1,33 (0,63-2,82) 045
GIG 12(176) 20(206) 0,83 (0,37-1,83) 0,64 4(11,1)  27(221) 044(0,14-1,35) 0,14
alel G 57(41,9) 84(433) 0095(0,61-147) 080 25(347) 103 (422) 0,73 (0,41-1,26) 0,26

M — muskarci, Z — Zene; DMT1 — dijabetes melitus tip 1, AITD — autoimuna bolesti §titnjade,

OR — omjer vjerojatnosti

42.2. CTLA-4CT60

Genotip i ucestalost genotipa G/G te alela G polimorfizma CTLA-4 CT60 prikazani su
u tablici 4.2.2.1.

Polimorfizam gena CTLA-4 CT60statisticki je znacajno ¢es¢i u svih bolesnika s
DMT1 s omjerom vjerojatnosti za genotip G/G od 2,18 (95% CI 1,23-3,86; p=0,007) jednako
u bolesnika s DMT1 bez AITD i APS3v (OR 2,12; p=0,02 i OR 2,26; p=0,01, kako slijedi).

Riziéni genotip G/G polimorfizma CTLA-4 CT60 takoder je statisticki znacajno ¢eSci
u skupini bolesnika s AITD u odnosu na kontrolnu skupinu (40,5% prema 23,4%. kako
slijedi) s omjerom vjerojatnosti od 2,23 (95% CI 1,25-3,95).

Kada se skupina bolesnika s AITD podijeli na podskupine bolesnika s AT i GB,
genotip G/G naden je statisticki znacajno ¢eSce u bolesnika s AT, s omjerom vjerojatnosti za
nastanak bolesti od 2,42 (95% CI 1,34-4,38); p=0,003 dok je u bolesnika s GB ucestalost
genotipa G/G bila vec¢a no ne i statisticki znacajno razli¢ita u odnosu na ispitanike kontrolne
skupine (OR 1,56; 95% CI 0,64-3,80; p=0,33). Genotip A/G naden je statisticki zna¢ajno
manje u bolesnika s AT (38,6%; p=0,002) odnosno AITD (40,5%; p=0,003) u odnosu na
kontrolnu skupinu (59,6%).
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Ucestalost alela G statisticki je znacajno vecéa u bolesnika s DMT1 (OR 1,52, 95% ClI
1,06 — 2,19, p=0,02) i to na rac¢un bolesnika s DMT1 bez AITD (OR 1,52, 95% CI 1,01 —
2,30, p=0,047) u odnosu na kontrolu, dok je u bolesnika s APS3v kao i u bolesnika s AITD
ucestalost alela G vec¢a u odnosu na kontrolnu skupinu, no ta razlika nije statisti¢ki znacajna

(Tablica 4.2.2.1.).

Tablica 4.2.2.1. Genotip i frekvencija alela G polimirfizma gena CTLA-4 CT60 u bolesnika s
DMT1 (N=165) i AITD (N=158) u odnosu na skupinu zdravih ispitanika (N=94).

Genotipovi el G
ale
CTLA-4 CT60 GIG AlG AIA OR* (95% CI) p (%) OR* (95% CI) p
n (%o
n (%) n (%) n (%)

DMT1

Svi (N=165) 66 (40,0) 77 (46,7)  22(133) 2,18 (1,23-3,86)  <0,01 209 (633) 1,52 (1,06-2,19) 0,02
APS3v (N=71) 29(408) 32(451)  10(14,1) 2,26 (1,15-443) 002 90 (63,4) 152 (0,98-2,38) 0,06
DMT1bez AITD 37(394) 45(479) 12(128) 212(1,13-399) 002  119(633)  1,52(1,01-230) 0,04

(N=94)
AITD
Svi (N=158) 64 (40,5) 64 (40,5) 30(19,0) 2,23 (1,26-3,95) <0,01 192 (60,8) 1,36 (0,95-1,96) 0,10
AT (N=127) 54 (42,5) 49 (38,6) 24 (18,9) 2,42 (1,34-4,38) 0,003 157 (61,8) 1,42 (0,97-2,09) 0,07
GB (N=31) 10(32,3) 15(48,4) 6 (19,4) 1,56 (0,64-3,80) 0,33 35 (56,5) 1,14 (0,64-2,03) 0,65
Kontrolna skupina 22 (23,4) 56 (59,6) 16 (17,0) 100 (53,2)

(N=94)

*za G/G genotip; n — broj pojedinij genotipova/alela; DMT1 — dijabetes melitus tip 1, AITD —
autoimuna bolest stitnjace; APS3v - engl. Autoimmune Polyglandular Syndrome type 3
variant; AT — autoimuni tiroiditis, GB — Gravesova bolest; OR — omjer vjerojatnosti

Kapplan Mayerove krivulje nisu pokazale statisti¢ki znacajnu povezanost
polimorfizma CT60 gena CTLA-4 na dob u vrijeme postavljanja dijagnoze u svim skupinama
bolesnika s DMT1 s/ili bez AITD (p>0,05) iako je srednja dob u vrijeme postavljanja
dijagnoze u bolesnika s APS3v nosioca genotipa G/G i AG niza (8,24 godine i 6,71 godina)
nego u bolesnika nosioca A/A genotipa (10,22 godina), no ta razlika nije statisticki znacajna
(Slika 4.2.2.1., Tablica 4.2.2.2.).
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Tablica 4.2.2.2. Srednja dob u vrijeme postavljanja dijagnoze DMT1 ovisno o genotipu
CTLA-4 CT60.

Srednja dob u vrijeme postavljanja dijagnoze DMT1
Genotipovi DMT1 svi* (N=165) DMT1 bez AITD** APS3v*** (N=71)
CTLA-4 CT60 (N=94)

Dob 95% ClI Dob 95% ClI Dob 95% ClI
A/A 8,79 6,81-10,77 7,48 5,00-9,96 10,22 7,21-13,24
AlG 7,93 7,02-8,83 8,81 7,75-9,89 6,71 5,24-8,19
G/G 8,72 7,82-9,62 9,09 7,89-10,29 8,24 6,89-9,59
ukupno 8,36 7,75-8,97 8,76 8,00-9,53 7,83 6,84-8,82

*Log Rank (Mentel-Cox) x* 1,235, p=0,54; **y* 0,70, p=0,70; ***y* 3,087, p=0,21; n — broj
pojedinij genotipova/alela; DMT1 — dijabetes melitus tip 1, AITD — autoimuna bolest

Stitnjace; APS3v - engl. Autoimmune Polyglandular Syndrome type 3 variant

U bolesnika s AITD nadena je statisticki znacajna razlika u dobi bolesnika u vrijeme
postavljanja dijagnoze (p=0,03) tako da su bolesnici nosioci rizicnog genotipa G/G najmladi
(11,48 godina), slijede nosioci genotipa A/G (12,92 godine), dok su nosioci genotipa A/A u
vrijeme postavljanja dijagnoze bili najstariji (13,44 godina) (Slika 4.2.2.2.. tablica 4.2.2.3).

S druge strane kada se skupina bolesnika s AITD podijeli na podskupine bolesnika s
AT ili GB nije nadena statisti¢ki zna¢ajna razlika izmedu dobi u vrijeme postavljanja
dijagnoze i genotipa CTLA-4 CT60 (p>0,05) iako su bolesnici s AT, nosioci genotipa G/G
takoder bili mladi u vrijeme postavljanja dijagnoze (10,94 godina) u odnosu na nosioce
genotipa A/G (12,3 godine) i nosioce genotipa A/A (12,16 godina), ali ta razlika nije
statisti¢ki znacajna (Slika 4.2.2.2.. Tablica 4.2.2.3)
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Tablica 4.2.2.3. Srednja dob u vrijeme postavljanja dijagnoze AITD ovisno o genotipu

CTLA-4 CT60.
Srednja dob u vrijeme postavljanja dijagnoze AITD
Genotipovi AITD* (N=158) AT** (N=127) GB*** (N=31)
CTLA-4 CT60 Dob 95% Cl Dob 95% Cl Dob 95% Cl

A/A 13,44 11,92-14,95 | 12,16 | 11,80-13,55 15,97 13,92-18,02
A/G 12,92 12,01-13,83 | 12,30 | 11,41-13,19 14,44 11,25-17,64
G/IG 11,48 10,50-12,46 | 10,94 9,95-11,93 15,81 11,62-20,00
Ukupno 12,43 11,81-13,06 | 11,70 | 11,09-12,30 15,45 13,87-17,04

* Log Rank (Mentel-Cox) % 6,800, p=0,03, **x* 3,043, p=0,22; ***4* 0,270, p=0,87; AITD —

autoimuna bolest $titnjace; AT — autoimuni tiroiditis; GB — Gravesova bolesti
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Slika 4.2.2.1. Kapplan Mayerove krivulje utjecaja polimorfizma CT60 na dob u vrijeme

postavljanja dijagnoze DMT1. Grafovi pokazuju u¢inak genotipa CTLA-4 CT60 na dob u

vrijeme postavljanja dijagnoze DMT1 (s ili bez AITD). Vrijeme ispod krivulje ekvivalentno

je dobi u vrijeme postavljanja dijagnoze.
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Slika 4.2.2.2. Kapplan Mayerove krivulje utjecaja polimorfizma CT60 na dob u vrijeme

postavljanja dijagnoze AITD. Grafovi pokazuju u¢inak genotipa CTLA-4 CT60 na dob u

vrijeme postavljanja dijagnoze AITD (AT i GB). Vrijeme ispod krivulje ekvivalentno je dobi

u vrijeme postavljanja dijagnoze
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Nije nadena statisticki znacajna razlika u ucestalosti alela G i raspodjeli genotipa
polimorfizma CT60 gena CTLA-4 izmedu djecaka i djevojCica (Tablica 4.2.2.4.)

Tablica 4.2.2.4. Raspodjela genotipova i u¢estalost alela G polimorfizma 49AG gena CTLA-4
u bolesnika s DMT1 (N=165) i AITD (N=158) ovisno o spolu.

CTLA-4 DMT1 AITD
CT60 M (%) 7 (%) OR* (95% ClI) p M (%) 7 (%) OR* (95% ClI) p
A/A 11(16,2) 11(113) 1,51(0,61-3,71) 0,37 6 (16,7) 24(19,7) 082(0,31-2,19) 0,69
A/G 30 (44,1)  47(485) 084(0,45-157) 0,58 17(472) 47(385)  1,43(0,68-302) 0,35
GIG 27(39,7) 39(40,2) 098(052-1,84) 0,95 13(36,1) 51(418)  0,79(0,37-1,70) 0,54
alel G 84 (61,8) 125(64,4) 0,89(0,57-1,40) 0,62 43(59,7) 149(61,1) 0,95 (0,55-1,62) 0,84

M — muskarci, Z — Zene; DMT1 — dijabetes melitus tip 1, AITD — autoimuna bolesti ititnjade,

OR — omjer vjerojatnosti

4.3. Polimorfizam R620W gena PTPN22

Ucestalosti genotipova C/C, C/T i T/T te alela T polimorfizma R620W gena PTPN22
prikazani su u Tablici 4.3.1.

Ucestalost alela T gena PTPN22 R20W statisticki je znacajno ¢e$¢a u svih bolesnika s
DMT1 s omjerom vjerojatnosti od 2,62 (95% CI 1,36-5,06; p=0,003) i to prvenstveno u
bolesnika s APS3v (OR 3,93, 95% CI 1,93-7,99; p<0,001) dok je u bolesnika s DMT1 bez
AITD ucestalost T alela takoder ¢esca ali ta razlika u odnosu na zdrave ispitanike nije
statisti¢ki znacajna (OR 1,75; p=0,14). Individualnom analizom takoder je nadena statisticki
znacajno veca ucestalost 0soba s genotipom T/T u svih bolesnika s DMT1 (p=0,01) i to
prvenstveno u bolesnika s APS3v (p<0,01) dok u bolesnika samo s DMT1 ta razlika nije bila
statisticki znacajna (p=0,12).

U bolesnika s AITD, alel T je takoder statisticki znacajno ¢e$ci u cijeloj skupini

bolesnika u odnosu na ispitanike kontrolne skupine s omjerom vjerojatnosti od 2,13 (95% CI
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1,09-4,16, p=0,02) i to prvenstveno u bolesnika s GB (OR 3,16; 95% CI 1,32-7,59, p<0,01)
dok je u bolesnika s AT, alel T takoder bio ¢es¢i nego u kontrolnoj skupini bolesnika no ta
razlika nije bila statisti¢ki znacajna (p=0,07). S druge strane, analizom genotipova nije nadena
statisticki znacajna razlika izmedu bolesnika s AITD i ispitanika kontrolne skupine u

raspodjeli genotipova T/T, C/T i C/C.

Tablica 4.3.1. Genotip i frekvencija alela T polimirfizma R620W gena PTPN22 u bolesnika s
DMTL1 i AITD u odnosu na skupinu zdravih ispitanika.

Genotipovi
PTPN22
TIT TIC CIC OR* (95% CI) p alel T OR* (95% Cl) p
R620W
n (%) n (%) n (%)
DMT1
Svi (N=165) 10 (5,9) 32(18,9) 127 (86,1) / 0,01 52 (15,4) 2,62 (1,36-5,06) 0,003
APS3v (N=71) 6(8,5) 18 (25,4) 47 (66,2) / <0,01 30(21,1) 3,93 (1,93-7,99) <0,001
DMT1bez 4 (4,3) 12 (12,8) 78 (83,0) / 0,12 20 (10,6) 1,75 (0,83-3,68) 0,14
AITD (N=94)
AITD
Svi (N=158) 2 (1.3) 36(22,8) 120 (75,9) / 053  40(12,7) 2,13 (1,09-4,16) 0,02
AT (N=127) 1(0,8) 27(21,3) 99 (78,0) / 1 29 (11,4) 1,89 (0,94-3,81) 0,07
GB (N=31) 1(32) 9(29,0)  21(67,7) / 024  11(17,1) 3,16 (1,32-7,59) <0,01
Kontrolna 0(0) 12 (12,8) 82(87,2) 12 (6,4)

skupina (N=94)

*za genotip T/T; n — broj pojedinij genotipova/alela; DMT1 — dijabetes melitus tip 1, AITD —
autoimuna bolest stitnjace; APS3v - engl. Autoimmune Polyglandular Syndrome type 3
variant; AT — autoimuni tiroiditis, GB — Gravesova bolest; OR — omjer vjerojatnosti

Kapplan Mayerovovim krivuljama utjecaja polimorfizma PTPN22 R620W na dob u
vrijeme postavljanja dijagnoze DMT1 nadena je statisticki znacajna razlika u srednjoj dobi
bolesnika u vrijeme postavljanja dijagnoze (p=0,037), tako da je srednja dob u bolesnika
nosioca genotipa C/C (11,48 godina) visa u odnosu na nosioce genotipa s rizicnim alelom T
(u nosioca genotipa T/T 7,56 godina, a u nosioca genotipa C/T 6,95 godina) (Slika 4.3.1.,
Tablica 4.3.2.).
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Tablica 4.3.2. Srednja dob u vrijeme postavljanja dijagnoze DMT1 ovisno o genotipu

PTPN22 R620W.

Srednja dob u vrijeme postavljanja dijagnoze DMT1

Genotipovi DMTL svi* (N=165) DMT1 bez AITD** APS3v*** (N=71)
PTPN22 R620W (N=94)
Dob 95% Cl Dob 95% ClI Dob 95% CI
CIC 8,77 8,06-9,48 7,48 5,00-9,96 8,37 7,12-9,59
CIT 6,95 5,55-8,3 8,81 7,74-9,88 6,42 4,47-8,38
TIT 7,56 5,78-9,33 9,09 7,89-10,30 7,86 5,93-9,78
ukupno 8,36 7,75-8,97 8,76 8,00-9,53 7,83 6,84-8,82

*Log Rank (Mentel-Cox) x* 6.574. p=0.037; **y° 0.704. p=0.70; ***y* 2.726. p=0.26; DMT1
— dijabetes melitus tip 1, AITD — autoimuna bolest Stitnja¢e; APS3v - engl. Autoimmune

Polyglandular Syndrome type 3 variant

U bolesnika s AITD nije nadena statisti¢ki znacajna razlika u srednjoj dobi bolesnika u

vrijeme postavljanja dijagnoze, osim u bolesnika s AT u kojih je srednja dob u nosioca

rizinog TT genotipa bila statisticki znacajno niza od nosioca druga dva genotipa (p=0,001)
(Slika 4.3.2. Tablica 4.3.3.)

Tablica 4.3.3. Srednja dob u vrijeme postavljanja dijagnoze AITD ovisno o genotipu PTPN22

R620W.

Genotipovi
PTPN22 R620W

Srednja dob u vrijeme postavljanja dijagnoze AITD

AITD* (N=158)

AT** (N=127)

GB*** (N=31)

Dob 95% ClI

Dob 95% ClI

Dob 95% CI

C/C

12,40 11,68-13,12

11,75 11,07-12,42

15,88 14,09-17,68

CIT

12,45 11,17-13,74

11,77 10,40-13,14

14,12 10,64-17,60

T/T

14,09 | 5,66-22,53

5,06 5,06-5,06

18,40 18,40-18,40

ukupno

12,43 11,81-13,06

11,70 11,09-12,30

15,45 13,87-17,04

* Log Rank (Mentel-Cox) y° 0.777. p=0.68 **y* 23.223. p=0.001; ***y* 0.696. p=0.71; AITD

— autoimuna bolest $titnjace, AT — autoimuni tiroiditis, GB — Gravesova bolest
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Slika 4.3.1. Kapplan Mayerove krivulje utjecaja polimorfizma R620W gena PTPN22 na dob

u vrijeme postavljanja dijagnoze DMT1. Grafovi pokazuju u¢inak genotipa PTPN22 R620W

na dob u vrijeme postavljanja dijagnoze DMTL1 (s ili bez AITD). Vrijeme ispod krivulje

ekvivalentno je dobi u vrijeme postavljanja dijagnoze.
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Slika 4.3.2. Kapplan Mayerove krivulje utjecaja polimorfizma R620W gena PTPN22 na dob

u vrijeme postavljanja dijagnoze AITD. Grafovi pokazuju u¢inak genotipa PTPN22 R620W

na dob u vrijeme postavljanja dijagnoze AITD (AT i GB). Vrijeme ispod krivulje

ekvivalentno je dobi u vrijeme postavljanja dijagnoze
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Tablica 4.3.4. Raspodijela genotipova i alela G polimorfizma R620W gena PTPN22u
bolesnika s DMT1 (N=165) i AITD (N=158) ovisno o spolu.

PTPN22 DMT1 AITD
. OR* (95% CI) . OR* (95% CI) p
R620W M (%) 7 (%) M (%) 7. (%)
cIC 55(80,9) 70(72,2) 1,14(0,61-211) 098 28(758) 92(754) 1,41(0,47-277) 0,77
cIT 9(132)  21(21,6) 092(0,41-2,08) 069 7(194)  29(238) 0,77(0,31-195) 058
T 4(5,9) 6(6,2) 0,83(0,37-1,83) 0,64 1(2,8) 1(0,8) 3,45 (0,21-56,69) 0,41
alel T 17(125) 33(17,0) 0,69(0,37-1,31) 0,26 9(125)  31(127) 098(0,44-217) 0,9

M — muskarci, Z — zene; DMT]1 — dijabetes melitus tip 1, AITD — autoimuna bolesti §titnjace,

OR — omjer vjerojatnosti

4.4. Povezanost gena HLA razreda 11, CTLA-4 (49AG i CT60) i PTPN22 s visinom titra
TPO i Tg antitijela u bolesnika s AITD i APS3v

U analizi statisticke zna¢ajnosti razlike u visini titra Tg i TPO antitijela ovisno o
genotipu gena CTLA-4 (49AG i CT60) i PTPN22 u bolesnika s AITD i APS3v koristen je
Kruskal-Wallisov test.

Tablica 4.4.1. Povezanost polimorfizma gena CTLA-4 (49AG i CT60) i PTPN22 u
bolesnika s APS3v i AITD (AT i GB).

APS3v (N=71) AT (N=127) GB (N=31)
Tg At TPO At Tg At TPO At Tg At TPO At
£ (p) £(p) pa()) £(p) L (p) £(p)
CTLA-449AG | 5,79 (0,06) | 4,95(0,08) | 0,91 (0,63) | 0,74 (0,69) | 0,17(0,92) | 0,43 (0,81)
CTLA-4CT60 | 0,43(0,81) | 1,25(0,54) | 6,82(0,03) |202(0,36) | 1,34(0,51) | 1,81 (0,41)
PTPN22 R620W | 2,99 (0,22) | 5,29 (0,07) | 1,05 (0,59) | 3,24 (0,20) | 1,38 (0,50) | 1,09 (0,58)

APS3v - engl. Autoimmune Polyglandular Syndrome type 3 variant; AT — autoimuni

tiroiditis, GB — Gravesova bolest; TPO At — antitijela na tiroidnu peroksidazu, Tg At —

antitijela protiv tiroglobulina; OR — omjer vjerojatnosti
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Koriste¢i Mann-Whitney-ev test u bolesnika s AT nadena je statisticki znacajna razlika u
razini Tg antitijela izmedu genotipa A/G i G/G gena CTLA4 CT60 (z -2.569; p=0,01), tako da
je titar Tg antitijela bio zna¢ajno visi u bolesnika s AT i rizi¢nim genotipom G/G. Ukljucen je

Bonferonijev efekt.

4.5. Raspodjela gena HLA razreda Il, CTLA-4 i PTPN22 u bracée i sestara s DMTI i
AITD

Analiza polimorfizama gena HLA razreda I, CTLA-4 i PTPN22 provedena je u
Cetvero brace i sestara bolesnika s DMT1 (troje s DMT1 bez AITD i jednog s APS3v) te u
desetero brace i sestara bolesnika s AT koji imaju istu bolest.

Od troje parova brace i sestara s DMT1, jedan je par sestara identi¢an HLA, jedan par
brace je haploidentic¢an dok je treci par brace razli¢it za gene DRB1 i DQBL1. S druge strane,

svo troje parova brace i sestara identi¢no je za polimorfizme gena CTLA 4 i PTPN22.

Dvije sestre, dvojajcane blizanke, koje obje boluju od APS3v, identi¢ne su za gene
HLA razreda Il te za polimorfizme CTLA-4 gena, dok je rizi¢ni genotip T/T gena PTPN22
naden u sestre koja ima visi titar antitiroidnih antitijela i antitijela na beta stanice otoci¢a
pankreasa i u koje je ranije dijagnosticiran AITD dok se klinicka slika DMT]1 razvila godinu

dana kasnije nego u sestre u koje je naden genotip C/T gena PTPN22,

Od desetero parova brace i sestara s AT, tri para je identi¢no za gene HLA razreda 11,
a sedam parova haploidenti¢no. U ovoj skupini bolesnika nisu nadeni parovi brace i sestara s
istom bolescu i razli¢itim haplotipovima za gene HLA-DRB1 i DQBL. S druge strane,
podudarnost u polimorfizmu CTLA-4 49AG nadena je u sedam parova braca i sestara, U
polimorfizmu CTLA-4 CT60 gena u pet parova, dok je podudarnost u polimorfizmu gena

PTPN22 nadena u devet parova brace i sestara s AT.
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Tablica 4.5.1. Klini¢ke i demografske karakteristike te raspodjela genotipova gena HLA-
DRB1 i DQB1, polimorfizama 49AG i CT60 gena CTLA-4 i polimorfizama R620W gena
PTPN22 u brace i sestara s DMT1, APS3v i AITD.
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Broj inicijal spol dg dob ICA GAD 1A-2 ToAt TPOAL DRBl-ICD:JgnBOEpDFF:LBAl-DQBl CTLA-4 49AG CTI_C;e-ZCC)It'II'F:SO PTPN22 R620W
1 BL m DMTL | 1382 | 05 | 117 0 11 03-02/04-03(DQ8) AG GIG cIT
2 BL m DMTL | 928 | 0 0 | 2448 01-05/04-03(DQ8) AG GIG cIT
3 PA 7 DMT1 | 11,03 6517 | O 03-02/04-03(DQ8) AIA AG cic
4 PI 7 DMT1 | 511 | 2 0 216 | 31 03-02/04-03(DQ8) AIA AIG cic
5 VD m DMTL | 1347 | 15 0 0 04-03(DQ8)/11-03(DQ7) GIG GIG cic
6 VM m DMTL | 4,37 0 0 14 01-05/03-02 GIG GIG cic
7 MA 7 APS3v | 531 | 3 434 0 62 608 03-02/04-03(DQ8) AIG AG cIT
8 MM 7 APS3v | 673 | 05 693 | 30,8 | 269,7 | >2000 03-02/04-03(DQ8) AIG AIG T
9 BL 3 AT | 1354 755 | 269 11-03(DQ7)/14-05 AA AG cIT
10 BM 3 AT | 12,14 7225 | 1099 11-03(DQ7)/04-03(DQ8) AIG GIG cIT
11 BK 7 AT | 1547 | 05 0 00 | 321 25 07-02/16-05 AIG AG cIT
12 BM 7 AT | 1099 | 05 0 00 | 28 51 07-02/03-02 GIG GIG cIT
13 JF m AT | 1616 | O 0 00 | 43 201 03-02/04-03(DQ8) AA AIA cic
14 M 3 AT | 1467 | 05 0 00 | 83 | 1712 03-02/04-03(DQ8) AIA AA cic
15 KI m AT | 1585 | 0 0 00 | 421 | >2000 01-05/03-02 AIG GIG cIT
16 KL m AT | 1108 | 05 0 00 | 56 585 01-05/07-02 AIG AG cic
17 KG 3 AT | 1779 | 0 0 00 | 68 | >2000 07-02/13-06 AIA AIG cic
18 KM 3 AT | 1544 | 0 0 00 | 27 157 07-02/13-06 AA AIA cic
19 PK 7 AT | 1063 | 05 0 00 | 3855 | 4793 04-03(DQ7)/09-03(DQY) AIG GIG cic
20 PM 3 AT 7,14 0 00 | 4385 | >2000 04-03(DQ7)/09-03(DQY) AIG GIG cic
21 PM 3 AT | 11,07 0 00 | 24 27 15-06/16-05 AIA AIA cic
22 PN 3 AT 764 | 0 0 00 | 1195 | 21 13-06/16-05 AA AIA c/c
23 RB 3 AT | 1316 | 15 0 00 | 177,2 | >2000 03-02/13-06 AIA AG cic
24 RP 3 AT 893 | 0 0 00 | 21 | >2000 01-05/13-06 AIG AG cic
25 RA 7 AT | 1539 | O 0 00 | 2663 | 122 03-02/13-06 AIA AIA cIT
26 RK 3 AT | 1728 | 1 1193 | 00 | 6426 | 1112 03-02/16-05 AA AIA cIT
27 SA m AT 974 | 05 0 00 | 995 | >2000 11-03(DQ7)/16-05 AIG AG cic
28 N m AT | 1343 | 0 0 00 | 440 | >2000 11-03(DQ7)/11-03(DQ7) AIG GIG cic
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DMT1 — dijabetes melitus tip 1, APS3v - engl. Autoimmune Polyglandular Syndrome type 3
variant; AT — autoimuni tiroiditis, TPO At — antitijela na tiroidnu peroksidazu, Tg At —
antitijela protiv tiroglobulina; ICA - engl. Islet Cell Cytoplasmic Autoantibody; GAD - engl.
Glutamic Acid Decarboxylase Autoantibody, 1A-2 - engl. Thyrosin Phosphatase Islet

Autoantibod; m — muskarci; Z — Zene;

4.6. Bolesnici s AITD u kojih su nadeni poviSeni titrovi antitijela na f# stanice

Langerhansovih otociéa gusSterace

U tablici 4.6.1 prikazane su demografske i klinicke karakteristike te raspodjela
genotipova HLA-DRB1 i DQB1, polimorfizama 49AG i CT60 gena CTLA-4 i polimorfizma
R620W gena PTPN22 u bolesnika s AITD i povisenim titrovima antitijela na 3 stanice

Langerhansovih otoci¢a gusterace.

Poviseni titar antitijela na p stanice Langerhansovih otocic¢a gusterace nadeni su u 17
od 158 bolesnika s AITD (10,76%), statisti¢ki znac¢ajno vise nego u kontrolnoj skupini u kojoj
povisen titar antitijela na 3 stanice Langerhansovih otoci¢a nije naden u niti jednog ispitanika
(p=0,001), od toga u 15 od 127 bolesnika s AT (11,81%), takoder statisti¢ki znacajno vise
negu u kontrolnoj skupini ispitanika (p=0,001) i u 2 od 31 bolesnika s GB (6,45%) §to nije

dostiglo statisticki znac¢ajnu razliku u odnosu na kontrolnu skupinu (p=0,06).

U skupini bolesnika s AT poviseni titar antitijela na § stanice Langerhansovih otocica
gusterace nadena su U 2 od 29 djecaka (6.90%) Sto nije statisticki znacajna razlika u odnosu
na kontrolnu skupinu (0/46 djecaka, p=0,16). Trinaest od 98 djevojcica (13,26%) takoder je
imalo poviSen titar antitijela na  stanice Langerhansovih otocica, §to je statisti¢ki znacajno
viSe negu u kontrolnoj skupini (0/48, p=0,005). U skupini bolesnika s GB poviseni titrovi
antitijela na P stanice Langerhansovih otoc¢ica gusterace nadena u dvije od 24 djevojéice

(8,33%), i u ni jednog od 7 djecaka.

Povisen titar ICA antitijela uocen je u 8 bolesnika (5,1% svih bolesnika s AITD, u
odnosu na 0/94 kontrolnih ispitanika, p=0,027), od toga samostalno u 3 bolesnika. Jedan je
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bolesnik imao povisen titar ICA antitijela u kombinaciji s povisenim titrom GAD antitijela,
jeadn je bolesnik imao povisene titrove ICA i IA-2 antitijela, dok su preostala tri bolesnika

imala poviSene titrove sve tri vrste antitijela.

Povisen titar GAD antitijela naden je u 10 bolesnika (6,3% svih bolesnika s AITD, sto
je statisticki znacajno vise U odnosu na 0/94 kontrolnih ispitanika, p=0,015). Pet bolesnika je
imalo povisena samo GAD antitijela, jedan bolesnik je imao u kombinaciji s povisenim titrom
ICA antitijela, kao i jedan bolesnik u kombinaciji s povisenim titrom 1A-2 antitijela, dok su tri

bolesnika imala u kombinaciji s povisenim titrovima ICA i IA-2 antitijela.

Povisen titar IA-2 antitijela naden je u 8 bolesnika (5,1% svih bolesnika s AITD, u
odnosu na 0/94 kontrolnih ispitanika, p=0,027) i to samostalno u 3 bolesnika, u kombinaciji s
povisenim titrom ICA antitijela u jednog bolesnika, u kombinaciji s povisenim titrom GAD
antitijela u jednog bolesnika te u kombinaciji s povisenim titrovima ICA i GAD antitijela u tri

bolesnika.

PoviSeni titrovi sva tri antitijela nadeni su u 3 od 158 bolesnika (1,9% od ukupnog
broja bolesnika s AITD), a poviseni titrovi dva antitijela nadeni su takoder u 3 od 158
bolesnika (1,9% od ukupnog broja bolesnika s AITD) .

Svih 6 bolesnika (troje bolesnika s AITD u kojih je naden poviSen titar sva tri antitijela
na 3 stanice Langerhansovih otoci¢a gusterace te tri bolesnika u kojih je naden povisen titar

dva antitijela na B stanice Langerhansovih otoc¢i¢a gusterace), razvilo je klini¢ku sliku i

laboratorijske znakove DMT1 (Tablica 4.6.2.)
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Tablica 4.6.1. Klinicke, demografske karakteristike te raspodjela genotipova HLA-DRB1 i DQB1, polimorfizama 49AG i CT60 gena CTLA-4 i

polimorfizma PTPN22 R620W u bolesnika s AITD i povisenim titrovima antitijela na  stanice Langerhansovih otocica gusterace.

o dob kod dg Genotip HLA Genotip | Genotip | Genotip

Inicijali | dg | spol (godine) ICA | GAD | IA-2 | TgAt | TPOAt CTLA4 | CTLA4 | PTPN22

DRB1-DQB1/DRB1-DQB1 49AG CT60 R620W
1 BL AT | > 13,54 1,0 0 16,7 755 269 11-03(DQ7)/14-05 A/A AIG CIT
2 BT AT | > 11,34 05 | 22,7 0,0 147 >2000 04-03(DQ8)/11-03(DQ7) GIG GIG Cc/C
3 GA AT | > 11,80 3 676 | 2586 | 442 | >2000 04-03(DQ8)/07-02 GIG GIG cIC
4 GK AT | > 19,04 0 | 17,7 0,0 0 159 NT NT NT NT
5 HP AT | > 11,55 1 | 237 0,0 2000 93,3 04-06/13-06 GIG GIG c/C
6 Jl AT | m 13,75 1 0 21,0 0 46 04-03(DQ8)/11-03(DQ7) AIG GIG CIT
7 KV AT | > 12,31 0,5 0 22,3 28,2 1191 04-03(DQ8)/15-06 A/A A/G CIC
8 KK AT | > 8,02 3 0 12450 | 140 40 03-02/13-06 GIG GIG CIT
9 KM AT | > 7,79 2 0 0,0 0 15 11-03(DQ7)/13-06 A/G A/G CIC
10 Kl AT | > 11,39 1 | 686 | 2260 25 >2000 04-03(DQ8)/11-03(DQ7) GIG GIG CIT
11 RB AT | 2 13,16 15 0 0,0 177,2 | >2000 03-02/13-06 A/A A/G Cc/C
12 RM AT | > 10,08 3 859 | 136,1 0 >2000 01-05/07-02 A/A A/A ciC
13 RT AT | > 12,18 0 | 27,4 0,0 155 96 03-02/14-05 A/G A/G c/C
14 RK AT | > 17,28 1 | 1193 0,0 642,6 | 1112 03-02/16-05 A/A A/A CIT
15 VD AT | m 8,11 15 | 149 0,0 584 >2000 03-02/04-03(DQ8) A/G A/G c/C
16 DT GB | z 15,38 1,5 0 0 27 279 01-05/08-04 GIG GIG Cc/C
17 JB GB | z 6,50 35 | 2509 | 1882 71,1 | >2000 03-02/03-02 A/A A/G c/C

m — muskarci; Z — zene; ICA — antitijela na citoplazmu B-stanice Langerhansovih oto¢i¢a; GAD — antitijela na glutamicku dekarboksilazu; IA-2 —
antitijela na tirozin fosfatazu, NT — nije testiran
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Tablica 4.6.2. Procjena klinickog stadija DMT1 u bolesnika s AITD i povisenim titrovima

antitijela na P stanice Langerhansovih otoc¢i¢a gusterace.

dob kod d OGTT . . dob kod d
Inicijali | dg | spol | AITD ’ IR ('r:ﬁ/'l';* (rfmpglr;lt)'g* gﬁ;},{g DMTL

(godine) | (mmol/1) | (mmolil) (god)
1| BL |AT]| z 13,54 45 6,7 9,8 0,43 55
2| BT |AT]| 2 11,34 5.2 59 6,8 0,49 5,20
3| GA |AT| 2 11,80 / / / 0,08 14,00 12,49
4| ok [AT] 2 19,04 47 2 8,2 0,51 5,00
5| HP |AT]| z 11,55 5,2 6.5 14,8 0,82 5,20
6 I |AT| m 13,75 / / / / /
7| Kv |[AT]| 2 12,31 48 6 8.1 0,69 5,30
8 | KK |AT| 2 8,02 / / / / 11,5 10,61
9| KM |AT]| 2 7,79 5,2 55 9,1 0,41 4,70
10 KI |AT| z 11,39 / / 37 0,25 13,40 11,41
11| RB |[AT]| z 13,16 38 5.1 / 0,65 5,10
12| RM |AT| z 10,08 48 11,8 81 |[039,006 [540,103| 10,56
13| RT |AT| z 12,18 47 5,0 6,5 0,59 5.2
14| RK |[AT] z 17,28 / / / / /
15/ VD |AT| m 8,11 / / / 0,11 13,50 13,24
16| DT |GB| > 15,38 5,0 3.1 6,2 0,68 54
17| B |GB| z 6,50 5,1 8,1 / 0,53 58,68 10,28

*Inzulin: referentni raspon 2.6-24.9 mlJ/I; **C-peptid: referentni raspon 0.37-1.47 nmol/I;
HbAlc: referentni raspon 4.6-6.6% (DCA2000); OGTT — oralni test opterecenja glukozom

Analizom gena HLA-DRB1 i DQB1 samo u jednog od 16 (6,3%) bolesnika s AITD

(kod jednog bolesnika nisu odredeni geni HLA) u kojih su nadeni poviseni titrovi antitijela na

B-stanice Langerhansovih oto¢i¢a naden je visoko rizi¢ni genotip:

HLA-DRB1*04-DQB1*03/DRB1*03-DQB1*02. Djecak je imao povisene titrove dva

antitijela na B-stanice Langerhansovih otoc¢i¢a (ICA 1 GADA) te je razvio DMTI.

Ucestalost genotipa HLA visokog rizika nije se znacajnije razlikovala izmedu

bolesnika s AITD i poviSenim titrovima antitijela na B-stanice Langerhansovih oto¢ica (1/16,
6,3%) u odnosu na bolesnike s APS3v (14/69, 20,3%; p=0,283) i kontrolnu skupinu ispitanika
(0/94, 0%; p=0,147)

Genotipovi HLA srednjeg rizika nadeni su u 10 od 16 djevojcica (62,5%), dok u
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preostalih 5 od 16 (31,2%) djevojcica nisu nadeni rizi¢ni genotipovi (Tablica 4.6.3.).

Ucestalost genotipova HLA srednjeg rizika za nastanak DMT1 nije se znacajnije
razlikovala izmedu bolesnika s AITD i poviSenim titrovima antitijela na f-stanice
Langerhansovih oto¢ic¢a (10/16, 62,5%) u odnosu na bolesnike s APS3v (43/69, 62,3%);
p=0,578).

U skupini genotipova HLA srednjeg rizika za nastanak DMT1, ucestalost genotipa
HLA-DRB1*04-DQB1*03/DRB1*X-DQB1*X bila je znacajno visa u bolesnikas AITD i
povisenim titrovima antitijela na B-stanice Langerhansovih otoc¢ica (5/16, 31,3%) u odnosu na
kontrolnu skupinu ispitanika (7/94, 7,5%; p=0,015). Uc¢estalost drugih genotipova srednjeg
rizika za nastanak DMT]1 nije se znacajnije razlikovala izmedu ove dvije skupine ispitanika

(Tablica 4.6.3.)

Ucestalost genotipova HLA-DRB1-DQBL1 koji nose niski rizik za nastanak DMT1 bila
je znacajno manja u bolesnika s AITD i poviSenim titrovima antitijela na p-stanice
Langerhansovih otoci¢a (5/16, 31,3%) nego u kontrolnoj skupini (65/94, 69,9%; p=0,003).
Nije nadena statisti¢ki znacajna razlika u ucestalosti genotipova niska rizika za nastanak
DMT1 izmedu bolesnika s AITD i poviSenim titrovima antitijela na 3-stanice Langerhansovih
otocica (5/16, 31,3%) u odnosu na bolesnike s APS3v (12/69, 17,4%; p=0,296).

94



Tablica 4.6.3. Raspodijela genotipova HLA prema do sada poznatim riziku za nastanak DMT1
(102,103,145-147) u bolesnika s AITD i poviSenim titrom antitijela na [3-stanice
Langerhansovih oto¢i¢a (N=17) u odnosu na bolesnike s APS3v (N=71) i kontrolnu skupinu
ispitanika (N=94).

a.
AITD Kontrolna
1 2
Rizik Genotip HLA (+ ICAIGAD/IA-2) | skupina | P ﬁf};’ P
n (%) n (%) o
DRBL*04-DOB1*03(DQ7,D08)/ DRBI*03-
Visoki rizik | DQB1*02 32(19,8) 0(0) | 0,147 14(20,3) | 0,283
Srednji DRBL*04-DQB1*03(DQ7,DQ8)/
rizik DRB1*04-DQB1*03(DQ7.DQ8) 10 (6,2) 1(1,0) | 1,000 5(7,2%) | 0578
DRB1*03-DQB1*02/DRB1*03-DQB1*02 5(8.1) 0(0) | 0147 5(7.2) | 1,000
DRBL*04-DQB1*03(DQ7,D08)/DRBL*X-
DQB1*X 52 (32,1) 7(15) | 0015 21(30,4) | 1,000
DRB1*03-DQB1*02/DRB1*X-DQBL*X 32(19.7) | 20(215) | 0,749 12 (17,4) | 0,489
Niski rizik | DRBI*X-DQB1*X/DRB1*X-DQBL*X 31(19.1) | 65(70,0) | 0,003 12(17,4) | 0,296

n — broj pojedinih genotipova; AITD (+ ICA/GAD/IA-2) —bolesnici s AITD i povisenim
titrom antitijela na B-stanice Langerhansovih oto¢i¢a; APS3v - engl. Autoimmune
Polyglandular Syndrome type 3 variant; X-gen na lokusu HLA-DRB1 koji nije ni DRB1*04
ni DRB1*03; X-gen na lokusu HLA-DQB1 koji nije ni DQB1*03 ni DQB1*02; pl-—
usporedba bolesnika s AITD (+ ICA/GAD/IA-2) u odnosu na kontrulnu skupinu, p2 —
usporedba bolesnika s AITD (+ ICA/GAD/IA-2) u odnosu na bolesnike s APS3v

U tablicama 4.6.3., 4.6.4., 4.6.5. prikazane su raspodijele polimorfizama 49AG i CT60 gena
CTLA-4 te PTPN22 u bolesnika s AITD i poviSenim titrovima antitijela na  stanice
Langerhansovih oto¢i¢a u odnosu na skupine bolesnika s DMT1, APS3v i AITD kod kojih
nisu nadeni povisenti titrovi antitijela na 3 stanice Langerhansovih otoc¢i¢a. Nisu nadene
statisticki znacajne razlike izmedu ovih skupina bolesnika 0sim za ucestalost genotipa G/G
polimorfizma 49AG gena CTLA-4 u bolesnika s AITD i povisenim titrovima antitijela na 8

stanice Langerhansovih otoc¢i¢a koja je pove¢ana u odnosu kontrolnu skupinu.
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Tablica 4.6.3. Raspodjela genotipova polimirfizma 49AG gena CTLA-4 u bolesnika s AITD i poviSenim titrovima antitijela na 3 stanice
Langerhansovih otoc¢i¢a u odnosu na skupine bolesnika s DMT1 (N=165), APS3v (N=71), AITD (N=158) i zdravih ispitanika (N=94).

AITD + Kontrolna
Crlest at na f st b U2 OR (95% ClI), p APS3v OR (95% ClI), p i OR (95% Cl), p skupina OR (95% ClI), p
49AG n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)

1,01 (0,34-3,02), 1,43 (0,46- 4,44), 1,09 (0,37-3,21), 0,97 (0,32- 2,89),

A/A 6 (37,5) 35 (37,2) p=0,98 21 (29,6) 0=0,56 45 (35,4) p=0,87 36 (38,3) 0=0,95
0,38 (0,11-1,26), 0,38 (0,11-1,31), 0,42 (0,13-1,38), 0,35 (0,11-1,16),

A/IG 4 (25,0) 44 (46,8) 0=0,10 33 (46,5) 0=0,11 56 (44,1) 0=0,15 46 (48,9) 0=0,08
3,16 (1,00-10,0), 1,91 (0,60-6,02), 2,33 (0,78-7,00), 4,1 (1,26-13,34),

G/G 6 (37,5) 15 (16,0) 0=0,08 17 /23,9) 0=0,34 26 (20,5) 0=0,20 12 (12,8) 00,024

n — broj pojedinih genotipova; AITD +at na B st - bolesnici s AITD i poviSenim titrom antitijela na B-stanice Langerhansovih otoci¢a; APS3v -

engl. Autoimmune Polyglandular Syndrome type 3 variant; DMT1 — dijabetes melitus tip 1; OR — omjer vjerojatnosti

Tablica 4.6.4. Raspodjela genotipova polimirfizma CT60 gena CTLA-4 u bolesnika s AITD i poviSenim titrovima antitijela na B stanice
Langerhansovih oto¢i¢a u odnosu na skupine bolesnika s DMT1 (N=165), APS3v (N=71), AITD (N=158) i zdravih ispitanika (N=94).

AITD + Kontrolna
Sl at na B st PDMTL | op @s9ch,p | 2PV | or@swcy,p | AP | oR @5%ci), p skupina OR (95% Cl), p
CT60 o) n (%) n (%) n (%) N
0,98 (0,20-4,84), 0,87 (0,17-4,43), 0,61 (0,13-2,88), 0,70 (0,14-3,37),
AA 2 (12,5) 12 (12,8) e 10 (14,1) 5o 24 (18,9) L 16 (17,0) oy
0,85 (0,29-2,46), 0,95 (0,32-2,83), 1,24 (0,43-3,54), 0,53 (0,18-1,54),
AIG 7 (438) 45 (47,9) 5 32 (45,1) s 49 (38,6) e 56 (59,6) S00d
1,20 (0,41-3,50), 1,13 (0,38-3,37), 1,05 (0,37-3,00), 254 (0,85-7,63),
GIG 7 (438) 37 (39,4) e 29 (40,8) s 54 (42,5) e 22 (23,4) s

n — broj pojedinih genotipova; AITD +at na [ st - bolesnici s AITD i poviSenim titrom antitijela na B-stanice Langerhansovih oto¢i¢a; APS3v -

engl. Autoimmune Polyglandular Syndrome type 3 variant; DMT1 — dijabetes melitus tip 1; OR — omjer vjerojatnosti
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Tablica 4.6.5. Raspodjela genotipa polimirfizma R620W gena PTPN22 u bolesnika s AITD i poviSenim titrovima antitijela na f stanice
Langerhansovih oto¢i¢a u odnosu na skupine bolesnika s DMT1 (N=165), APS3v (N=71), AITD (N=158) i zdravih ispitanika (N=94).

AITD + Kontrolna
PPN At na f§ st b U2 OR (95% CI), p APS3v OR (95% CI), p Py OR (95% CI), p skupina OR (95% Cl), p
R620W n (%) n (%)
n (%) n (%) n (%)
0,45 (0,14-1,48), 1,12 (0,35-3,61), 0,62 (0,20-1,94), 0,32 (0,09-1,10),
Cc/C 11 (68,8) 78 (83,0) p=0,18 47 (66,2) 0=0,85 99 (78,0) 0=0,53 82 (87,2) 0=0,07
3,11 (0,92- 1,34 (0,41-4,38), 1,68 (0,54-5,26), 3,11 (0,92-10,5),
CIT 5 (31,3) 12 (12,8) 10,50), p=0,07 18 (25,4) 0=0,75 27 (21,3) 0=0,35 12 (12,8) 0=0,07
T/T 0 (0) 4 (4,3) p=1,00 6 (8,5) p=0,59 1(0,8) p=1,00 0(0)

n — broj pojedinih genotipova; AITD +at na f3 st - bolesnici s AITD i poviSenim titrom antitijela na f-stanice Langerhansovih otoci¢a; APS3v -

engl. Autoimmune Polyglandular Syndrome type 3 variant; DMT1 — dijabetes melitus tip 1; OR — omjer vjerojatnosti
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Koristenjem Mann-Whitney testa ustanovljeno je da bolesnici s AITD i povisenim titrovima
antitijela na B stanice Langerhansovih otoc¢i¢a imaju visi titar TPO antitijela i Tg antitijela u
odnosu na bolesnike s AITD i s nemjerljivim titrom antitijela na  stanice Langerhansovih
otoCica, no da ta razlika nije statisticki znacajna (Tg At - U=965, z --1,363, p=0,173; TPO At
- U=931, z -1,553; p=0,120).

Tablica 4.6.5.a i b. Usporedba visine titra antitiroidnih antitijela (Tg At i TPO At) u bolesnika
s AITD u kojih su nadeni poviseni titrovi antitijela na B stanice Langerhansovih oto¢i¢a u

odnosu na bolesnika s AITD s nemjerljivim titrom antitijela na B stanice Langerhansovih

otoCica
a Skupine bolesnika Broj bolesnika | Zajednic¢ki rang Suma
rangova
AITD (- ICAIGADI/IA-2) 142 78,30 11118,00
TgAt AITD (+ ICA/GAD/IA-2) 17 94,24 1602,00
Ukupno 159
AITD (- ICAIGADI/IA-2) 142 78,06 11084,50
TPOAt |AITD (+ ICA/IGAD/IA-2) 17 96,21 1635,50
Ukupno 159
b. TgAt TPOAL
Mann-Whitney U 965,000 931,500
Wilcoxon W 11118,000 11084,500
y -1,363 -1,553
Asimptotska znac¢ajnost (dvostrani test) p=0,173 p=0,120

AITD (+ ICA/IGAD/IA-2) — bolesnici s autoimunom bolescu Stitnjace i povisenim titrovima
antitijela na B stanice Langerhansovih otocic¢a; AITD (- ICA/GAD/IA-2) - bolesnici s
autoimunom boles¢u $titnjace i povisenim titrovima antitijela na p stanice Langerhansovih

otoCica; Tg At — antitijela na tiroglobulin, TPO At — antitijela na tiroidnu peroksidazu

Koristenjem Mann-Whitney testa ustanovljeno je da su bolesnici s AITD i povisenim

titrovima antitijela na B stanice Langerhansovih oto¢i¢a mladi u odnosu na one s nemjerljivim
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titrom antitijela na B stanice Langerhansovih oto¢i¢a no da ta razlika nije statisticki znacajna

(U=1076, z =-0,730, p=0,465).

Tablica 4.6.6.a i b. Usporedba dobi kod postavljanja dijagnoze AITD u bolesnika s
AITD u kojih su nadeni poviseni titrovi antitijela na B stanice Langerhansovih otoc¢i¢a [AITD
(+ ICA/GAD/1A-2)] u odnosu na bolesnika s AITD s nemjerljivim titrom antitijela na 3
stanice Langerhansovih oto¢i¢a [AITD (- ICA/IGAD/IA-2)].

a. Skupine bolesnika Broj bolesnika | Zajednicki rang Suma rangova
AITD (- ICA/GAD/IA-2) 142 80,92 11491,00
dob AITD (+ ICA/GAD/IA-2) 17 72,29 1229,00
Ukupno 159
b. dob
Mann-Whitney U 1076,000
Wilcoxon W 1229,000
Z -0,730
Asimptotska zna¢ajnost (dvostrani p=0,465
test)

AITD (+ ICA/GAD/IA-2) — bolesnici s autoimunom boles¢u §titnjace i povisenim titrovima
antitijela na P stanice Langerhansovih oto¢i¢a; AITD (- ICA/GAD/1A-2) - bolesnici s
autoimunom bole$cu §titnjace i poviSenim titrovima antitijela na f stanice Langerhansovih

otocCica; Tg At — antitijela na tiroglobulin, TPO At — antitijela na tiroidnu peroksidazu

KoriStenjem Fisher's Exact testa ustanovljeno je da ne postoji statisticki znacajna
razlika u ucestalosti poviSenih titrova antitjela p stanice Langerhansovih otoci¢a izmedu

djecaka i djevojéica s AITD (p=0,364; OR 2,361, 95% Cl 0,514 — 10,849).
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Tablica 4.6.7. Ucestalost poviSenih titrova antitijela na p stanice Langerhansovih otoc¢i¢a u

bolesnika s AITD ovisno o spolu.

spol ukupno
djecaci djevojcice

Broj bolesnika 34 108 142

AITD (- ICA/GAD/IA-2) 90 4% 57 8% 59.3%
% unutar spola ' ' '
Broj bolesnika 2 15 17
+ -

AANE (= [EerBy LA % unutar spola 5,6% 12,2% 10,7%*

UkUDNO Broj bolesnika 36 123 159
P % unutar spola 100,0% 100,0% 100,0%

*% bolesnika u odnosu na ukupan broj bolesnika; AITD (+ ICA/GAD/IA-2) — bolesnici s

autoimunom boles¢u $titnjace i povisenim titrovima antitijela na p stanice Langerhansovih
oto¢i¢a; AITD (- ICA/IGAD/IA-2) - bolesnici s autoimunom boles¢u $titnjace i poviSenim

titrovima antitijela na B stanice Langerhansovih otoc¢i¢a; Tg At — antitijela na tiroglobulin,

TPO At — antitijela na tiroidnu peroksidazu

4.7. Raspodjela gena HLA-DRB1-DQB1, CTLA-4 i PTPN22 u obitelji bolesnika s AITD

| poviSenim titrovima antitijela na f-stanice Langerhansovih otociéa

Od 17 bolesnika s AITD i povisenim titrovima antitijela na f-stanice Langerhansovih
otocica, ¢lanovi obitelji 10 bolesnika s AITD odazvali su se na tipizaciju gena HLA-DRB1 i
DQB1, CTLA-4 i PTPN22 te im je izmjerena visina titra antitijela na B-stanice
Langerhansovih oto¢i¢a. Ukupno je ispitano 20 ¢lanova uze obitelji, 18 roditelja i 2 sestre

ovih 10 bolesnika.

Antitijela na B-stanice Langerhansovih otoci¢a nadena su u 5 (25%) ¢lanova obitelji

bolesnika (3/8 ¢eva i 2/10 majki).

Jednoj majci dokazana su pozitivna sva tri antitijela i ona boluje od DMTL1. Roditelji
djevojcice (KV) u koje je naden blaze povisen titar |A-2 antitijela imali su: majka takoder
blaze povisen titar [A-2 antitijela, a otac poviseni titrovi ICA i GAD antitijela. Od preostala

dva roditelja, oba su o¢evi djevojcica u kojih su nadeni poviseni titrovi dva odnosno sva tri
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antitijela na -stanica Langerhansovih otoci¢a te koje su nekoliko mjeseci nakon postavljanja
dijagnoze AT razvile DMTI1. U oceva obje djevoj¢ice nadeni su poviseni titrovi ICA i GADA

antitijela.

Analizom gena HLA-DRB1 i DQBL1 u troje od pet roditelja (dva oca i jedna majka) u
kojih su nadeni poviSeni titrovi anatitijela na B-stanice Langerhansovih otoc¢ica, nisu nadeni
rizi¢ni haplotipovi, dok je u dvoje roditelja (jedan otac i jedna majka) otkriven genotip HLA-
DRB1*03-DQB1*02/DRB1*X-DQB1*X.

U 15 ¢lanova obitelji u kojih nisu nadeni poviseni titrovi na -stanice Langerhansovih
otocica visoko rizi¢ni genotip HLA-DRB1*04-DQB1*03(DQ7 ili DQ8)/DRB1*03-DQB1*02
naden je u jednog ispitanika (6,7%) i to u oca djevojéice U koje je nekoliko mjeseci nakon
postavljanja dijagnoze AT dijagnosticiran DMT]1 te ¢ija majka takoder boluje od DMT1 i u
koje je naden genotip srednjeg rizika (HLA-DRB1*03-DQB1*02/DRB1*X-DQB1*X).

Rizi¢ne kombinacije HLA-DRB1*04-DQB1*03(DQ?7 ili DQ8)/DRB1*X-DQB1*X te
DRB1*03-DQB1*02/DRB1*X-DQB1*X nadeni su u 3 (20%) od 15 &lanova obitelji. Nisko
riziéne kombinacije haplotipova HLA-DRB1-DQB1 nadene su u 9 od 15 ¢lanova obitelji S

niskim titrom antitijela na B-stanice Langerhansovih otocica.
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Tablica 4.7.1. Visina titra antitijela na B-stanice Langerhansovih otoci¢a i raspodjela genotipova HLA-DRB1-DQB1, CTLA4 i PTPN22 u

¢lanova obitelji bolesnika s AITD i poviSenim titrovima antitijela na f-stanice Langerhansovih otocica.

Genotip HLA Genotip Genotip Genotip

bolesnici s AITD CTLA-4 CTLA4 | PTPN22-

br +At na B st spol | majka | otac | sestra | ICA | ICA (JDF-U) | GAD | IA-2 DRB1-DQB1/DRB1-DQB1 49AG CT60 R620W
1| RM y/ RV 0,5 <5 0 0 07-02/11-03(DQ7) AJA AIA CIC
RM 2 180 546 0 01-05/15-06 AlG AlG C/C
RG 0 <5 9 0 01-05/11-03(DQ7) AIG AlG CIC
2 | KV 4 KLJ 0,5 15 0] 245 11-03(DQ7)/15-06 A/A A/A C/C
KM 0,5 10 | 1871 0 04-06/13-06 AIA GIG CIT
3| AL 7 AM 0,5 <5 0 0 07-03(DQ9)/11-03(DQ7) AIA GIG c/C
AD 0 <0,5 0 0 03-02/07-02 A/G A/G CIC
4 | RB Z RI 0 <5 0 0 13-06/14-05 A/A A/G CIC
RP 0 <5 0 0 01-05/13-06 AlG A/G CIC
5] GA Z GLJ 3 350 | 2890 | 1061 03-02/07-02 GIG GIG C/C
GA 0,5 10 0 0 03-02/04-03(DQ8) G/G G/G CIC
6 | VD m VLJ 0 <5 0 0 03-02/11-03(DQ7) G/G G/G CIT
vV 0 <5 0 0 04-03(DQ8)/11-03(DQ7) AIA AIA c/C
7| BT Z BM 0 <5 0 0 08-04/11-03(DQ7) G/G G/G CIT
BF 0,5 10 0 0 04-03(DQ8)/15-06 G/G G/G CIC
8 | Kl 7 KA 0 <5 0 0 04-03(DQ8)/08-04 AlG GIG CIT
KD 0 <5 0 0 01-05/11-03(DQ7) AIG AIG ciC
9 | KK V4 KK 0.5 7 0 0 13-06/13-06 G/G G/G CIT
KK 15 105 | 2109 0 03-02/07-02 AIG AIG C/C
10 | KM 4 Kl 0 <5 0 0 11-03(DQ7)/15-06 AIG G/G C/C

m — muskarci; Z — zene; ICA — antitijela na citoplazmu B-stanice Langerhansovih oto¢i¢a; GAD — antitijela na glutamicku dekarboksilazu; IA-2 —
antitijela na tirozin fosfatazu
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5. RASPRAVA

Istrazivanja genetske podloge autoimunih bolesti promijenila su nase razumijevanje.
Otkrivanjem novih gena, identificirani su i novi mehanizmi koji su podloga autoimunosti.
Tako je s otkricem gena HLA-DR (148,149) 1 jo§ 5 gena koji ne priradaju sustavu HLA (150)
kao glavnih gena nosioca rizika za nastanak AITD, istaknuta vaznost imunoloskih sinapsi (t;.
sucelja izmedu antigen prezentirajuc¢ih stanica i T imfocita u postupku prezentacije antigena

(151,152) u etiologiji tiroidne autoimunosti.

Zadnjih je godina postalo jasno da se genetski rizik dijeli medu razli¢itim autoimunim
bolestima (153,154). Naime, klinicki razli¢ite autoimune bolesti grupiraju se unutar obitelji
(155,156) sugerirajuci postojanje gena koji nose zajednicki rizik za nastanak tih bolesti. Od
svih autoimunih bolesti, familijarno grupiranje najizrazenije je za DMTI1 i AITD
(14,157,158), 1 u tom slu€aju govorimo o fenotipu APS3v. Ucestalost tiroidne autoimunosti u
srodnika bolesnika s DMT1 je i do 48%, dok se u op¢oj populaciji nade u oko 3-10% osoba
(157, 159-161). Nadalje, DMT1 i AITD se Cesto nalaze i u iste osobe, i prema nekim
istrazivanjima i do 50% bolesnika s DMT1 ima pozitivna tiroidna autoantitijela (14). S druge
strane, samo je u rijetkim studijama ispitivana ucestalost antitijela na beta stanice
Langerhansovih otoc¢i¢a gusterace u bolesnika s AITD i pokazalo se da su prisutna u 2,3%-
7,6% bolesnika s AITD u odnosu na 0-0,7% kontrolnih ispitanika (121-126).

Usprkos dobro poznatoj genetskoj povezanosti DMT1 i AITD (APS3v), tek unatrag
nekoliko godina istraZzuju se geni koji mogu nositi zajednicki rizik za nastanak obje bolesti

(148), pa se pokazalo da su neki od njih zajednicki za obje bolesti dok su drugi specifi¢ni za

svaki pojedini oblik bolesti (Slika 5.1.)
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PTPN22

HLA-DR3/DR4| HLA-DQ2/DQ8

IFIH1/MDAS

IL2RA/CD25

AITD T1D

Slika 5.1. Zajednicka genetska povezanost DMT1 i AITD (Izvor: Tomer i sur. Type 1
diabetes and autoimmune thyroiditis: the getic connection. Thyroid 2009; 19:99-102) (147)

Zanimljivo je, da produkti sva Cetiri gena koja nose rizik za APS3v (14) sudjeluju u
funkcioniranju imunoloske sinapse i aktivaciji T limfocita. Prvenstveno se radi o molekulama
HLA-DR koje prezentiraju peptide T stanicama; molekuli CTLA-4, koja ima vaznu
kostimulatornu funkciju, genu PTPN22 koji je znacajan u regulaciji signalnih puteva i genu
FOXP3 za kojeg se smatra da je glavni regulator razvoja i funkcije T stanica (12).
Identifikacija gena koji predisponiraju nastanku APS3v omogucava bolje razumijevanje

molekularnih mehanizama koji uzrokuju povezanost DMT1 i AITD.

5.1. Geni HLA razreda Il

Regija HLA visoko je polimorfna, ukljuuje viSe gena odgovornih za imunoloski
odgovor i1 smatra se da je povezana s nastankom razli¢itth autoimunih bolesti (15). U
razli¢itim populacijama nadene su velike razlike u ucestalosti alela pojedinih gena HLA tako
da se neki aleli mogu smatrati karakteristicnim za odredenu populaciju ili viSe populacija dok
su u drugim populacijama prisutni s vrlo malom ucestalos¢u ili ih uop¢e nema (31). Unato¢
veliko broju alela HLA 1 teorijskoj moguénosti velikog broja razli¢itih haplotipiva HLA,
uoceni broj haplotipova u odredenoj populaciji, odnosno populacijma ¢ini samo mali broj

mogucih haplotipskih kombinacija. Takoder i odredene kombinacije alela HLA na jednom
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kromosomu 6 tj. haplotovi HLA mogu biti prisutni samo u odredenim populacijama ili
rasprostranjeni Sirom svijeta (27).

U hrvatskoj populaciji ucestalost razlic¢itih alela HLA, kao i haplotipskih veza,
odnosno haplotipova HLA, istrazivana je u nekoliko istrazivanja (27,143,163-165). Napravili
smo usporedbu nase kontrolne skupine s podacima iz literature za naSu populaciju, kako za
gene HLA-DRBL1 i -DQB1, tako i za haplotipove HLA-DRB1-DQB1. Usporedba kontrolne
skupine koriStene u ovoj studiji s podacima za hrvatsku populaciju za ucestalosti gena lokusa
HLA-DRB1 i -DQBI nije pokazala nikakve statisti¢i znaCajne razlike (164). Ucestalost
haplotipova HLA-DRB1-DQBI1 u nasoj kontrolnoj skupini bila je sliéna s ucestalo$¢u
najces¢ih klasi¢nih haplotipova HLA-DRB1-DQBI1 nadenih u studiji Grubi¢ i sur. (164). U
obje skupine ispitanika najce$¢i haplotip bio je: HLA-DRB1*11-DQB1*03(DQ7) i to u
16,7% ispitanika naSe kontrolne skupine i 17,4% ispitanika iz studije Grubi¢ i sur. Na drugom
mjestu u kontrolnoj skupini u ovom radu nalazi se haplotip: HLA-DRB1*01-DQB1*05
(15,1%) koji je u studiji Grubi¢ i sur. bio na 4. mjestu po zastupljenosti (uocen kod 9,3%
ispitanika). Ovakva raspodjela haplotipova HLA-DRB1-DQB1 u nasoj kontrolnoj skupini ne
odstupa od raspodjele tih haplotipova ni u drugim europskim populacijama (143). Haplotip
HLA-DRB1*03-DQB1*02 (s ucestalos¢u od 10,2% u nasih kontrolnih ispitanika) je haplotip
koji je prisutan u brojnim populacijama u svijetu i1 pokazao je slicnu ucestalost i u drugim
populacijama u Europi (npr. Francuska - 8,5%; Italija 9,3%; Austrija - 10,5%; Njemacka -
11,6%) (143).

5.1.1. Geni HLA i DMT1

Uloga gena HLA u nastanku DMT1 uocena je jo§ 70-tih godina proslog stoljeca (166-
168). lako se danas zna da su i mnogi drugi geni povezani s nastankom DMT1, geni HLA i
dalje nose najveci rizik za nastanak DMT1 (169-171). Smatra se da 40-60% nasljednog rizika
za nastanak DMT1 nosi upravo geni HLA razreda Il, prvenstveno lokusi koji kodiraju
molekule HLA-DR i -DQ (104,172).

Takoder je poznatno da ucestalost odredenih alela i haplotipova HLA znacajno varira
medu razli¢itim etnickim grupama (173-175) kao i rizik za DMT1 (176). Tako je u

populacijama azijskog porijekla ucestalost visokorizi¢nih haplotipova HLA-DR-DQ znacajno
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niza, dok je relativnho visoka medu populacijama europskog porijekla Sto rezultira i u
razlikama u incidencijama DMT1 u te dvije populacije (167).

U nasSoj studiji u bolesnika s DMT1, neovisno o prisustvu AITD, dokazana je snazna
povezanost s genom HLA-DRB1*04 (p<0,001; pk<0,001). Rezultati ovog istrazivanja u
skladu su s podacima iz rada Zunec (110) u kojem autorica takoder iznosi podatke o
povecanoj ucestalosti ova dva gena medu bolesnicima s DMTI1. Isto tako snazna povezanost
dokazana je za gen HLA-DQB1*03(DQ8) (p<0,001; px<0,001), dok je utvrdena slaba
povezanost s genom HLA-DQB1*02 (p=0,026; px>0,05) bila statisticki znacajna samo prije
korekcije vrijednosti p. Dobiveni rezultat je u skladu s prethodno navedenim radom u kojem
je takoder uocCena statistiCki znacajno poviSena ucestalost gena DQBI1*03(DQS8) (110).
Razlika u vrijednosti p izmedu dva rada za gen DQB1*02 vjerojatno lezi u Cinjenici da je
prethodnom istrazivanju analizirana raspodjela alela DQBI1, a ne gena. Naime, dva naj¢esca
alela gena DQB1*02 (DQB1*02:01 i DQB1*02:02) dolaze u kombinacijama, odnosno
haplotipovima s razli¢itim genima na lokusu DRB1. Alel DQB1*02:01 s genom DRB1*03, a
alel DQB1*02:02 s genom DRB1*07 koji je medu bolesnicima s DMTI1 pokazao nisku

zastupljenost.

Kada smo skupinu bolesnika s DMT1 podijelili na podskupine bolesnika s DMTL1 bez
AITD i one s APS3v dobili smo sli¢ne rezultate. Analizom gena HLA-DRB1, ponovo je u
obje skupine bolesnika najjata povezanost dokazana s genom HLA-DRBI1*04, medu
bolesnicima s DMT1 bez AITD statisticka znacajnost iznosila je p<0,001, odnosno px<0,001)
kao i medu bolesnicima s APS3v. Dokazana je i povezanost s genom HLA-DRB1*03 koji je
u bolesnika s DMT1 bez AITD bio statisticki znac¢ajno vise prisutan (p=0,013; px>0,05) ali
samo prije korekcije vrijednosti p, dok je povezanost u bolesnika s APS3v zadrzana 1 nakon
korekcije vrijednosti p (p<0,001; pk<0,001). Medu genima HLA-DQBI1 snaZznu povezanost s
obje skupine bolesnika pokazao je gen HLA-DQBI1*03(DQ8) sa statisticki znacajnom
vrijednosti p i nakon korekcije s brojem testiranih gena (p<0,001; px<0,001). Dobiveni
rezultati su u skadu s rezultatima drugih istrazivanja (28). U istrazivanju Hall i suradnika (28)
koji su ispitivali korelaciju alela HLA-DRBI i ucestalost tiroidne autoimunosti u populaicji
495 djece 1 adolescenata s dijabetesom u Njemackoj, u bolesnika s genotipom antigena HLA-
DR3/DR4 nadena je veca ucestalost tiroidne autoimunosti u odnosu na bolensike koji su imali
druge genotipove HLA-DRB1. Golden i sur (140) su takoder pokazali da haplotipovi HLA-
DR3-DQB1*02:01 i HLA-DR4-DQB1*03:02 predisponiraju nastanku APS3v u iste osobe.
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Nadalje, Huang i suradnici (28) ispitivali su gene HLA u bolesnika s APS2 (autoimuni
adrenalitis 1 jo$ jedna autoimuna bolest) koje su podijelili u skupine na one koji imaju
povisene titrove ICA 1/ili GAD antitijela i one u kojih su ta antitijela negativna. U skupini
bolesnika s poviSenim titrovima antitijela na 3-stanice Langerhansovih oto¢i¢a nadena je veca
ucestalost haplotipova HLA-DR3-DQB1*02:01 i HLA-DR4-DQB1*03:02 u odnosu na
kontrolu. S druge strane, u bolesnika s APS2 u kojih autoimunost na [-stanice
Langerhansovih otoci¢a nije nadena samo je haplotip HLA-DR3-DQB1*02:01 bio ¢es¢i Sto je
dodatna potvrda da je haplotip HLA-DR3-DQB1*02:01 povezan s autoimuno$¢u koja

zahvaca vise endokrinoloskih organa.

Analizom haplotipova u svih bolesnika s DMT1 te nakon podjele u podskupine
bolesnika s DMT1 bez AITD i APS3v, najsnaznija povezanost nadena je s haplotipom HLA-
DRB1*04-DQB1*03(DQ8) (p<0,001; px<0,001). Nadalje, snazna povezanost uoCena je
izmedu DMT1, neovisno o prisutnosti AITD, kao i nakon podjele u dva oblika bolesti s
haplotipom HLA-DRB1*03-DQB1*02. Jedina razlika uocena je u vrijednosti p, DMT1 i
APS3v - p<0,001; pk<0,001, dok je vrijednost p za DMT1 bez AITD bila statisti¢ki znacajna
samo prije korekcije (p=0,008, odnosno px>0,05). S druge strane, samo u bolesnika s DMT1
bez AITD nadena je slaba povezanost s haplotipom HLA-DRB1*04-DQB1*03(DQ7) za koju
je vrijednost p iznosila (p=0,01; px>0,05). Ovaj haplotip HLA nije statisti¢cki znacajno
povezan s APS3v (p>0,05), kao ni s DMT1 (p>0,05), ali ni sa samim AITD (p>0,05). Brojne
su studije analizirale povezanost gena HLA razreda I i DMT1 te je nedvojbeno potvrdena
snazna povezanost s haplotipom HLA-DRB1*03-DQB1*02:01-DQA1*05:01 i haplotipom
HLA-DRB1*04-DQB1*03:02-DQA1*03:01 u bijelaca (97, 104, 140, 177-179) §to se
podudara s podacima dobivenim u ovoj disertaciji. Thomson i suradnici (165) su u meta-
analizi 38 studija analizirali povezanost haplotipova i genotipova HLA-DR-DQ i pokazali istu
relativnu predispoziciju u razli¢itim etnickim skupinama 1 populacijama, pri ¢emu su
identificirali kategorije visoko predisponirajucih i predisponirajucih haplotipova [HLA-
DRB1*04:05, 04:01 i 04:02 s HLA-DQB1*0302, zatim HLA-DR3 (DRB1*03:01-
DQB1*02:01) i HLA- DRB1*04:04-DQB1*03:02], neutralnih haplotpipova [HLA-
DRB1*08:00-DQB1*04:02, HLA-DRB1*09:01-DQB1*03:03 (DR9) i HLA-DRB1*01:00-
DQB1*05:01 (DR1)] i protektivnih i vrlo protektivnih haplotipova kao §to su HLA-
DRB1*14:00-DQB1*05:03 i HLA-DRB1*15:00-DQB1*06:02.
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Medutim, ono §to treba svakako istaknuti je da je donoSenje zakljucaka o povezanosti
gena HLA s pojedinim bolestima vrlo slozeno i to ne samo zbog izuzetno velikog broja do
sada otkrivenih alela odredenog gena HLA, ucestalosti tih alela HLA, kao i haplotipskih
kombinacija, ve¢ i zbog neavnoteze uduzivanja medu genima HLA. Iz tog razloga je vrlo
tesko re¢i koja je povezanost primarna, a koja sekundarna odnosno posljedica neravnoteze
uduzivanja. Vazno je u svemu ovome spomenuti i nepotpunu penetraciju rizi€nih gena HLA

te interakciju gena HLA s drugim faktorima rizika za razvoj bolesti.

Osim rizi¢nih haplotipova postoje i zastitni (protektivni) haplotpovi HLA-DRB1-
DQBI za nastanak bolesti. U nasoj smo studiji zabiljeZzili statisti¢ki zna¢ajno manju ucestalost
haplotipa HLA-DRB1*15-DBQ1*06 u oboljelih s DMT1 u odnosu na (p=0,001; px=0,021).
Drugi haplotip HLA-DRB1-DQBI1 znacajno rijede zastupljeni medu nasim bolesnicima s
DMT1 bio je haplotip: HLA-DRB1*11-DQB1*03(DQ7) (p<0,001; px<0,001). Za haplotip,
kao zastitni haplotip za razvoj DMT1, HLA-DRB1*12-DQ*03(DQ7) vrijednost p bila je
statisticki znac¢ajna samo prije korekcije (p=0,014; pi>0,05). Dobiveni rezultati djelomicno se
podudaraju s prethodnim nalazima za hrvatsku populaciju, gdje se govori o neutralnoj ulozi
alela DRB1*15:01, odnosno tog haplotipa, dok u prethodnom istrazivanju nije uocena
smanjena zastupljenost haplotipa DRB1*12-DQB1*03 (110). Dobiveni rezultati u skladu su s
do sada u vise studija potvrdenim rezultatima u kojima su identificirani protektivni
haplotipovi kao §to je npr. haplotip: HLA-DRB1*15:01-DQB1*06:02 odnosno HLA-DR2-
DQA1*01:02-DQB1*06:02 (97,104,179-181). Haplotip HLA-DR2 (HLA-DRB1*15:01-
DQA1*01:02-DQB106:02) smatra se dominantno protektivnim, s tim da se alel DQB1*06:02
nalazi u oko 20% populacije, ali samo u 1% bolesnika s DMT1 (97). Nije za sada razja$njeno
zasto jedan mali udio osoba koje nose HLA-DQB1*06:02 ipak dobije DMT1 (97, 107).

Na povezanost DMT1 s haplotipovima HLA-DR-DQ ukazuje mnogobrojne studije
(28,110,140,165,177-179). Dokazano je da kombinacija dva rizi¢na haplotipa tj. genotip:
DRB1*03:01-DQA1*05:01-DQB1*02:01/DRB1*04-DQA1*03:01-DQB1*03:02 nosi veéi
rizik za nastanak DMT1 od homozigotnosti za bilo koji od ta dva haplotipa HLA-DRB1-
DQBI1 (107). U studiji Spoletini 1 suradnika (145) analiziran je trend ucestalosti rizi¢nih
genotipova u talijanskoj populaciji obzirom na gotovo dvostruki porast incidencije DMT1 u
kontinentalnoj Italiji u razdoblju od 2004.-2009. godine u odnosu na razdoblje 1989.-1993.

Genotip HLA Kklasificiran je u tri rizi€ne kategorije na osnovu apsolutnog rizika (AR)
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prethodno odredenog u kontinentalnoj Italiji i to na: genotip visokog rizika (AR 1:23) za
HLA-DRB*03-DQB1*02:01/DRB1*04-DQB1*03:02; genotipovi srednjeg rizika (AR 1:150)
u koje spadaju homozigoti za haplotip HLA-DRB1*04-DQB1*03:02 ili homozigoti za
haplotip HLA- DRB1*03-DQB1*02:01 kao i genotipovi HLA-DRB1*04-DQB1*03:02/X
odnosno HLA-DRB1*03-DQB1*02:01/X. U Kkategoriju genotipova niskog rizika (AR
1:1100) spadaju svi ostali genotipovi (182). U navedenoj studiji ucestalost visoko rizicnog
genotipa nije se bitno razlikovala u odnosu na prethodna razdoblja (23,4% u razdoblju od
1980.-1989. godine, 21,2% u razdoblju od 1990.-1999. godine, 26,6% u razdoblju iza 2000.
godine). Sli¢ni rezultati zabiljezeni su u studiji provedenoj u njemackoj i austrijskoj populaciji
gdje je ucestalost visoko rizicnog genotipa HLA nadena u 24,8% od 1445 ispitanika s DMT1
mladih od 20 godina (183). S druge strane rezultati studija provedenih u sjevernoj Europi
ukazuju na smanjenje ucestalosti visoko rizi€nog genotipa HLA u bolesnika s DMT1 tijekom
razdoblja pracenja od prije 1979. godine do razdoblja nakon 2000. godine s 25,3% na 18,2%
u Finskoj (184), odnosno s 35.6% na 19.1% u Svedskoj usprkos poveéanju incidencije DMT1
(185). Sli¢no se dogada i u Velikoj Britaniji gdje je ucestalost visoko rizi€nog genotipa HLA
u razdoblju prije 1979. godine bila 47% dok je u razdoblju od 1990.-1999. ta ucestalost
iznosila 35% (186). U Australiji gdje je pad ucestalosti visoko rizi¢nog genotipa bio
najizrazeniji (sa 79% u razdoblju od 1950.-1969. godine na 28% poslije 2000. godine (187),
te u SAD-u gdje je ucestalost visoko riziénog genotipa HLA ranijih godina bila 39-48% u
odnosu na 28-35% u nedavnim istrazivanjima (188,189). Nije jasno zasto se najrizi¢niji
genotip HLA u pojedinim populacijama javlja sa stalnom ucestalo§¢u dok u drugima s
godinama pokazuje tendenciju smanjenja ucestalosti iako je u svim navedenim populacijama
uocen porast ucestalosti DMT1 (srednji porast incidencije DMT1 u Europi iznosi oko 3,9%

godisnje, u Sjevernoj Americi 5,3% godisnje, a u Aziji 4,0% godisnje) (94,96).

U naSoj populaciji do sada nije radena analiza ucestalosti rizi¢nih genotipova u
bolesnika s DMTI1. Prema rezultatima ove studije najriziniji genotip HLA-DRB1*04-
DQB1*03/DRB1*03-DQB1*02 naden je u 19,8% bolesnika s DMT1 (Tablica 4.1.3.5.), §to
je u u skladu s ucestalostima ovog genotipa HLA u bolesnika s DMT1 u populacijama
europskog porijekla koje su istrazivane u razdoblju nakon 2000. godine (Svedska 19,1%,
Finska 18.2%) te nesSto niza nego u Njemackoj (24,8%), Italiji (26,6%), Velikoj Britaniji
(35%), Australiji (28%) i SAD-u (28%) (102).
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Ucestalost genotipova HLA srednjeg rizika u naSem je istrazivanju otkriven u 61,1%
bolesnika (99 od 162), a ucestalost genotipova niskog rizika u 19,1% (31 od 162) bolesnika s
DMT1 neovisno o AITD. Ovi su rezultati u skladu s podacima prikazanim za talijansku i
njemacku populaciju (102,140). U Italiji ucestalost genotipova HLA srednjeg rizika u djece
mlade od 15 godina iznosila je 61,6-62,8% ovisno o razdoblju prac¢enja, dok je ucestalost
genotipova HLA Kkoji nose niski rizik za nastanak DMT1 15-16% ovisno o razdoblju pracenja
(102). U njemackoj studiji Awa i suradnika, koji su analizirali skupinu od 1455 bolesnika,
genotipovi HLA srednjeg rizika nadeni su u 64% bolesnika, visoko rizi¢ni u 24,8% bolesnika

dok je ucestalost genotipova HLA niskog rizika iznosila 11,1% (183).

5.1.2. Geni HLA 1 AITD

U bijelaca prvi lokus HLA za koje je dokazana povezanost s nastankom AITD bio je
HLA-DRBI1 (14,15). Povezanost gena DRB1*03 s GB dokazana je u viSe studija s omjerom
vjerojatnosti od 2,0-3,0 (190-192). Rezultati studija koje su ispitivale povezanost gena HLA s
AT manje su dosljedni iako je veéina pokazala povezanost s antigenima HLA-DR3 i -DR4 u
bijelaca kao i negativhu povezanost odnosno protektivnu ulogu antigena HLA-DR1 i -DR8
(15,193) Zeitlin i sur. (194) u Velikoj Britaniji ispitivali su ucestalost haplotipova HLA-
DRB1-DQB1-DQAL1 u velikoj skupini od 640 bolesnika s AT i 621 ispitanika iz kontrolne
skupine. U navedenom radu otkrivena je snazna povezanost haplotipa HLA-DRB1*04-
DQB1*03-DQA1*03 s nastankom AT, a protektivan ucinak je naden za gen koji kodira
molekulu HLA-DR13, odnosno produzeni halotip HLA (DRB1*13-DQB1*06-DQA1*01)
kao 1 za gen koji kodira molekulu HLA-DR7 (194). U populaciji Japana povezanost s
nastankom AITD uocena je za polimorfizme na drugim lokusima HLA i to razreda I, tako
autori izvjesStavaju o povezanosti antigena HLA-B35 s nastankom GB, dok je medu lokusima
HLA razreda II uo¢ena povezanost antigena HLA-DRw53 s AT (15,195). Ovaj rezultat treba
objasniti ¢injenicom da je antigen HLA-DRw53 produkt gena HLA-DRB4 koji je pisutan u
haplotipu osoba koje na lokusu HLA-DRB1 imaju DRB1*04 ili DRB1*07 ili DRB1*09. U
populaciji Kine otkrivena je povezanost antigena HLA-Bw46 s nastankom GB, dok je
antigen HLA-DR9 bio povezan s nastankom AT (195). Haplotip HLA-B*08-DRB1*03-

DQA1*05-DQB1*02 koji se u studijama radenim u europskim populacijama povezuje s
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nastankom GB, izrazito je nisko zastupljen u populacijama Azije (143,196).

Rezultati naseg istrazivanja podudaraju se s rezultatima studija provedenim u
populacijama europskog porijekla (15). Povezanost nastanka AITD nadena je za gen HLA-
DRB1*04 (p=0,004; px=0,052) ali samo prije korekcije vrijednosti p. Kada je ova skupina
bolesnika podijeljena na bolesnike s AT i one s GB otkrivena je statisticki vrlo znacajna
povezanost s genom HLA-DRB1*04 (p=0,001; px=0,013), dok je u bolesnika s GB
povezanost nadena s genom HLA-DRB1*03 (p=0,002, px=0,026).

Analizom haplotipova HLA-DRB1-DQBL1 koji se mogu povezati s nastankom AITD
dokazana je veca ucestalost haplotipa HLA-DRB1*04-DQB1*03(DQ8) (p=0,005; px>0,05) i
to na racun bolesnika s AT gdje je povezanost haplotipa HLA-DRB1*04-DQB1*03(DQ8) s
nastankom bolesti snazna, s omjerom vjerojatnosti od 3,778 (1,712-8,338; p<0,001;
pk<0,001). U bolesnika s GB nadena je veca ucestalost haplotipa HLA-DRB1*03-DQB1*02 s
omjerom vjerojatnosti od 3,196 (1,520-6,772); p=0,002; px=0,044).

Protektivnu ulogu za nastanak AITD u naSem radu nasli smo za haplotip HLA-
DRB1*01-DQB1*05 (p=0,03 px>0,05), ali samo prije korekcije vrijednosti p (Slika 4.1.3.4.,
Tablica 4.1.3.6.) i to prvenstveno medu bolesnicima s AT. U bolesnika s GB zastitnu ulogu u
nastanku bolesti pokazao je haplotip HLA-DRB1*07-DQB1*02 koji uop¢e nije naden medu
bolesnicima s GB (p=0,002; px=0,044). Protektivna uloga ovog haplotipa HLA u nastanku

GB uocena je i u drugim istrazivanjima (14,33,193).

5.2. Polimorfizam gena CTLA-4

Osim gena HLA razreda II, drugi gen za kojeg se pokazalo da utjeCe na zajednicku
predispoziciju nastanku DMT1 i AITD je gen CTLA-4 (21,105). Do sada je proveden velik
broj studija kako bi se istrazila moguca povezanost polimorfizma gena CTLA-4 i DMT1

odnosno AITD (111,112,197), no rezultati nisu uvijek bili jednoznacni.

111



5.2.1. Polimorfizam CTLA-4 i DMT1

Rezultati ove disertacije ne ukazuju na povezanost polimorfizma CTLA-4 49AG u
patogenezi DMTT1 u nasih bolesnika. Genotip G/G koji se povezuje s nastankom bolesti naden
je s veéom ucestalos¢u u bolesnika s DMT1, s omjerom vjerojatnosti od 1,64 ali bez

statisticke znacajnosti (p=0,17), isto je nadeno i za ucestalost alela G (p=0,22)

S druge strane, u istrazivanju provedenom medu odraslim bolesnicima s DMT1 u
Hrvatskoj opisana je pozitivna povezanost za polimorfizam 49AG (119) s omjerom
vjerojatnosti od 2,7 (p=0,012) dok je ucestalost alela G u populaciji bolesnika s DMT1
(35,3%) bila visa nego u kontrolnoj skupini (28,5%), ali ta razlika nije dostigla statisti¢ku
znacajnost (p=0,089) kao ni razlika medu nasim bolesnicima i kontrolom. Korolija i sur.
analizirali su 1 u¢inak rizi€nog genotipa na dob pojave DMTT 1 nasli su da bolesnici koji nose
rizini alel G bolest nastupi ranije u odnosu na bolesnike koji ne nose rizi¢ni genotip (Srednja
dob u vrijeme postavljanja dijagnoze u bolesnika nosioca rizi¢nog alela G bila je 21,4 godine
u odnosu na 24,8 godine u bolesnika koji nisu nosioci rizi¢nog alela G, p=0,046) (119). U
naSoj studiji nisu nadene razlike u srednjoj dobi u vrijeme postavljanja dijagnoze DMT1
neovisno o tome je li uz DMT1 bio prisutan i AITD obzirom da je srednja dob u vrijeme
postavljanja dijagnoze u bolesnika s DMT1 nosioca rizi¢nog genotipa G/G bila je 9,1 godina,
genotipa A/G 8,3 godina dok je srednja dob u vrijeme postavljanja dijagnoze DMT1 u
nosioca genotipa A/A bila 8,0 godina (p=0,54). Jedno od objasnjenja za navedene razlike
moglo bi biti u ve¢ je ranije postavljenoj sumnji kako polimorfizam CTLA-4 49AG mozda i
nije pravi rizini faktor za razvoj bolesti ve¢ samo marker neravnoteZe udruzivanja (,,linkage
disequilibrium*) te da bi do sada opisane razlike mogle biti samo posljedica razli¢itosti

neravnoteze udruZivanja u razli¢itim populacijama (112,198,199).

Pozitivna povezanost polimorfizma CTLA-4 49AG s DMT1 opisana je i u drugim
studijama ukljucujuci brojne evropske populacije kao Sto su: Spanjolska, francuska, talijanska,
zatim belgijska, estonska (200-202). O pozitivnoj povezanosti polimorfizma CTLA-4 49AG s
DMT1 izvjestili su i autori iz drugih djelova svijeta (Koreja, Iran, Egipat, Japan) u svpojim
radovima (203-205). No istovremeno, brojna druga istrazivanja nisu naSla povezanost

polimorfizma CTLA-4 49AG s nastankom DMT1 kako u Europi (Velika Britanija, Portugal,
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Turska) (198,199), tako ni u svijetu (Kina, Cile, J apan, Brazil, Azerbejdan) (200,206-209).

S druge strane, rezultati ove studije ukazuju na povezanost polimorfizma gena CTLA-
4 CT60 s nastankom DMT1, s omjerom vjerojatnosti za rizi¢ni genotip G/G od 2,18
(p=0,007) kako u bolesnika s DMT1 bez AITD (OR 2,12; p=0,02) tako i APS3v (OR 2,26;
p=0,01). Dobiveni rezultati su u skladu s rezultatima ranijih istrazivanja u kojima je rizi¢ni
genotip G/G takoder statistiCki znacajno ¢eS¢e povezan s nastankom DMT1 (112) iako je u
nekim od tih studija statisticka znaCajna povezanost nadena samo u skupini bolesnika s
APS3v (OR 1,54; p=0,027) (plos one) i u onih koji imaju samo AITD (OR 1,31; p=0,045)
(112) dok nije nadena u bolesnika koji su imali DMT1 bez AITD (14,113). Isti autori nisu
nasli povezanost s polimorfizmom gena CTLA4 49AG i nastanka DMT1 (OR 1,08 (0,87-
1,33), neovisno o prisustvu AITD (113) $to takoder odgovara rezultatima dobivenim u ovoj
dizertaciji (Tablica 4.2.1.1.).

U dvije velika istrazivanja koja su koristila meta-analize i u kojim se ispitivao utjecaj
polimorfizma CTLA-4 gena na DMTI1 nadena je statisticki znaCajna povezanost oba
polimorfizma gena CTLA-4 (49AG i CT60) s nastankom DMT1 (111,112).

Kavvoura i sur. proveli su meta-analizu koja je obuhvatila 33 studije od kojih je u
nekima ispitivana povezanost DMT1 s vise od jednog SNP-a gena CTLA-4. Tako je u 29
studija ispitivana povezanost DMT1 s polimorfizmom CTLA-4 49AG, u Sest s
polimorfizmom (AT)n mokrosatelita, a u tri s polimorfizmom CT60 na ukupno 5.637
bolesnika s DMTI1, dok je kontrola obuhvacala 6.759 ispitanika. Nadena je statistiCki
znacajna povezanost alela G polimorfizma CTLA-4 49AG s nastankom DMT1 (p<0,001; OR
1,45) te je jaCa povezanost (OR 1,61) nadena u bolesnika u kojih je DMT]I dijagnosticiran u

mladoj zivotnoj dobi (<20 godine Zivota).

U drugoj meta-analizi (112) autori su analizirali 58 studija od kojih je 51 ispitivalo
povezanost polimorfizma CTLA-4 49AG, a 15 je analiziralo povezanost polimorfizma
CTLA-4 CT60 s nastankom DMT1 (30723 bolesnika s DMTL1 i 45254 kontrolnih ispitanika).
Ustanovili su da postoji znacajna povezanost alela G u oba polimorfizama s nastankom
DMT1. Ukupni omjer vjerojatnosti za nastanak DMTL1 u osoba koje nose alel G na CTLA-4
49AG bio je 1,42 (95% CI 1,31-1,53; p<10™), a za alel G CTLA-4 CT60 1,23 (95% CI 1,18-
1,29; p<10'5), uz razlike koje su ovisne o etnickoj pripadnosti. Statisti¢ki znacajna povezanost

nadena je u populacijama bijele rase i populacijama Srednjeg istoka za oba polimorfizma,
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dok je u Isto¢noj Aziji znacajna povezanost nadena samo s polimorfizmom CTLA-4 49GA, a
ne i s polimorfizmom CTLA-4 CT60. U indijskoj populaciji nadena je grani¢na povezanost s
polimorfizmom CTLA-4 CT60, a medu pripadnicima populacija iz Afrike povezanost nije
potvrdena. Obrazlozenje zasto isti polimorfizam igra razli¢itu ulogu u pojedinim
populacijama ili razli¢itim studijama tumaci se kompleksnos¢u bolesti i genetskom

heterogenosti DMT1 ali i razlikama u genetskoj strukturi pojedinih populacija (112).

Rezultati nase studije ukazuju da bi polimorfizam gena CTLA-4 49AG mogao igrati
tek manju ulogu u citotoksi¢nom upalnom odgovoru i riziku za nastanak DMT1 neovisno o
prisustvu AITD. S druge strane, nasi rezultati mogu poduprijeti ulogu polimorfizma CTLA-4
CT60 gena u riziku za nastanak DMT1 u nosioca genotipa G/G, kako u bolesnika s APS3v
tako i u bolesnika s DMT1 bez AITD. Nadalje, zanimljivo je da je u ukupnoj populaciji
bolesnika s DMT1 u odnosu na ispitanike kontrolne skupine genotip A/G naden statisticki
znacajno rjede (p=0,047) Sto govori u prilog recesivnoj ulozi polimorfizma CTLA-4 CT60 u
riziku za nastanak DMT1.

5.2.2.Polimorfizam CTLA-4 i AITD

Jedna od najces¢ih organ-specificnih bolesti, AITD, uzrokovana je imunoloskim
odgovorom na vlastite tiroidne antigene i1 zahvaca oko 5% opc¢e populacije (210,211). Tako
etioloSki mehanizmi AITD nisu u potpunosti jasni, dosadasnja saznanja ukazuju na ulogu
nekoliko razliCitih genetskih faktora uklju¢enih u patogenezu ove bolesti koja je
karakterizirana obiteljskom agregacijom (210,212). Medu do sada istrazivanim genima
povezanim s nastankom AITD, dokazana je uloga gena CTLA-4 u sklonosti razvoju razli¢itih
oblika AITD (214). | kod AITD-a analizirana su ve¢ prje spomenuta dva polimorfizma u genu
CTLA-4 (49AG i CT60) u razli¢itim etnickim skupinama i populacijama (214,215).

5.2.2.1. Polimorfizam gena CTLA-4 49AG

U naSem istrazivanju u bolesnika s AITD nije nadena povezanost polimorfizma 49AG
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s nastankom bolesti. Genotip G/G koji se povezuje s nastankom AITD naden je s veCom
ucestalos¢u u nasih bolesnika s omjerom vjerojatnosti od 1,67 (p=0,16), no ta povezanost nije
statisticki znaCajna, kao ni ucestalost alela G koji je u bolesnika s AITD naden gotovo u
jednakoj ucestalosti kao 1 u ispitanika kontrolne skupine (p>0,05). Jednako tako, genotip G/G
naden je s ve¢om ucestalos¢u u bolesnika s AT (20,5%) i1 bolesnika s GB (16,1%) u odnosu
na kontrolu (12,8%) ali ta razlika nije statisticki znacajna (p>0,05). | u brojnim drugim
radovima, radenim u razli¢itim populacijama, ali uglavnom u odraslih bolesnika, takoder nije
nadena povezanost polimorfizma gena CTLA-4 49AG s AITD (112), s izuzetkom istrazivanja
u populaciji Turske u kojoj su autori ukazali na povezanost ali samo s nastankom GB (211).
Nadalje, u jednoj od rjedih studija u kojoj je analizirana povezanost gena CTLA-4 s GB kod
djece, a koja je provedena u Japanu, takoder nije nadena razlika u ucestalosti alela G izmedu
bolesnika i ispitanika kontrolne skupine, iako je ucestalost genotipa A/A bila znacajno manja

u bolesnika s GB u odnosu na kontrolnu skupinu ispitanika (216).

Kavvoura je 2005. godine objavio rezultate kolaborativnog internacionalnog
istrazivanja, koje je ukljucivalo meta-analizu, s ciljem utvrdivanja utjecaja polimorfizma gena
CTLA-4 na povecanje ucestalosti AITD (AT i/ili GB) (153). Bile su ukljuc¢ene 32 studije s
11019 ispitanika i kojih je ispitivana poveznost polimorfizma CTLA-4 49 AG s GB, te 12
studija s ukupno 4479 ispitanika u kojih je ispitivana povezanost istog polimorfizma s
nastankom AT. Nadena je statisticki znacajna povezanost rizicnog alela G s GB s omjerom
vjerojatnosti od 1,49 (p<0,001) i AT (OR 1,29; p<0,001). Rezultati su bili konzistentni u svim

populacijama bez obzira na porijeklo (197) iako uz velike razlike medu studijama.

5.2.2.2. Polimorfizam CTLA-4 CT60

Analiza utjecaja polimorfizma gena CTLA-4 CT60 na nastanak AITD u ovom
istrazivanju, ukazuje na statisticki znacajnu povezanost za rizi¢ni genotip G/G (OR 2,23;
p=0,006). Unutar skupine bolesnika s AITD statisti¢ki znacajna povezanost je nadena samo za
grupu bolesnika s AT (OR 2,42; p=0,003), dok za grupu bolesnika s GB ta povezanost nije
bila statisticki znacajna (OR 1,56; p>0,05). Ucestalost alela G u bolesnika s AITD je veca
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nego u ispitanika kontrolne skupine, no ta razlika nije statisticki znacajna.

U meta-analizi koju je 2007. godine objavio Kavvoura sa suradnicima (197) bilo je
ukljuceno 15 istrazivanja s ukupno 7246 bolesnika koje su ispitivale utjecaj polimorfizma
gena CTLA-4 CT60 na nastanak GB i Sest studija s preko 3000 bolesnika (N=3086) koje su
ispitivale povezanost istog polimorfizma s AT. Nadena je statisticki znacajna povezanost
rizi¢nog alela G s GB (OR 1,45; p<0,001) i AT (OR 1,64; p<0,003). U kontrolnoj skupini
ispitanika ucestalost alela G bila je 64,3% Sto se podudara s ucestaloS¢u nadenom u nasoj
populaciji (53,2%; Tablica 4.2.2.1.). Genotip G/G uocen je u istrazivanju Kavvoura i sur. kod

44%, $to je vise nego u nasih kontrolnih ispitanika (23,4%).

U bolesnika s AT, meta-analizom navedenih studija, nadena je statisticki znac¢ajno
veca ucestalost alela G (OR 1,64; p=0,003), ali s velikom varijabilno§¢u medu pojedinim
studijama. Nadalje, genotip G/G u bolesnika s AT naden je 2,83 puta ¢eSée nego genotip A/A,
odnosno s 1,87 puta ve¢om vjerojatnoS¢u od genotipa A/A i genotipa AG zajedno, $to
upucuje na statisticki znacajnu povezanost genotipa G/G s nastankom AT u svim
populacijama. U naSoj studiji ucestalost alela G medu bolesnicima s AT veca je nego u
kontrolni ali bez statisticke znac¢ajnosti (OR 1,42; p=0,07). S druge strane ucestalost genotipa
G/G je statisticki znacajno veca u bolesnika s AT nego u kontrolnoj skupini ispitanika (OR
2,42; p=0,003) Sto odgovara grupnim rezultatima dobivenim meta-analizom navedenih

istrazivanja (197).

Medu bolesnicima s GB ucestalost alela G bila je statisticki znacajno ve¢a s omjernom
vjerojatnosti od 1,45 (p<0,01) 1 medu bolesnicima iz Azije 1 medu bolesnicima europskog
porijekla. Genotip G/G u bolesnika s GB naden 2,24 puta ¢eS¢e nego genotip A/A, odnosno s
1,62 puta ve¢om vjerojatnoS¢u od genotipa A/A 1 genotipa AG zajedno, $to upucuje na
statistiCki znacajnu povezanost genotipa G/G s nastankom GB bez obzira o kojoj skupini
populacija je rije¢. Ucestalost alela G i genotipa G/G u bolesnika s GB je takoder uocena i u
ovoj studiji i to s omjerom vjerojatnosti od 1,56 za genotip G/G, odnosno 1,14 za alel G no ta

povezanost nije bila statisticki znacajna.

U istrazivanju autora iz Slovenije (215), koje je obuhvatilo slovensku populaciju (123
bolesnika s GB, 53 bolesnika s AT i postpartalnim tiroiditisom te 117 kontrolnih ispitanika),
takoder su istrazivani polimorfizmi gena CTLA-4 (49AG i 60CT). U toj studiji samo je u
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bolesnika s GB nadena statisticki znacajno veca ucestalost genotipa G/G u odnosu na
kontrolne ispitanike za oba polimorfizma (p=0,04 za polimorfizam CTLA-4 49AG i p=0,02
za polimorfizam CTLA-4 60CT). Ucestalost genotipa G/G polimorfizma gena CTLA-4 49AG
u skupini bolesnika s GB bila je 13,8% u odnosu na kontrolu skupinu gdje je ta ucestalost
bila znacajno manja, odnosno 5,1%. No treba istaknuti da u kontrolnoj skupini ispitanika,
ukljucenoj u to istrazivanje, nije bio zadovoljen WHE. Medu naSim bolesnicima s GB
ucestalost genotipa G/G polimorfizam CTLA-4 49AG bila je visa (16,1%), nego u bolesnika
iz Slovenije, ali kako je bila viSa 1 u kontrolnoj skupini (12,8%) razlika nije bila statisticki
znacajna (p=0,65). U slovenskoj studiji ucestalost genotipa G/G za polimorfizam CTLA-4
60CT u bolesnika s GB bila je 40,7%, statisti¢ki znacajno visa nego u ispitanika kontrolne
skupine (25,6%) uz zadovoljen WHE (215). U ovoj studiji ucestalost genotipa G/G
polimorfizma CTLA-4 CT60 medu bolesnicima iznosila je 32,3% S$to je malo nize nego medu
bolenicima iz Slovenije, dok je uCestalost tog genotipa u naSoj kontrolnoj skupini ispitanika
(23,4%) bila skoro ista kao u kontroli u slovenskoj populaciji. NaSe istrazivane skupine
zadovoljavale su WHE.

U bolesnika s AT i postpartalnim tiroiditisom u istoj studiji iz Slovenije (215) nije
nadena statisti¢ki znacajna razlika u ucestalosti genotipa G/G ili alela G u odnosu na kontrolu.
Ucestalost genotipa G/G medu bolesnicima s AT iznosila je 13,4%, a medu zdravim
kontrolnim ispitanicima 5,1%, no ta razlika nije statisti¢ki zna¢ajna (p=0,054). Rezultati nase
studije ukazuju na visSu ucestalost genotipa G/G medu naSim bolesnicima s AT (20,5%), nego
u slovenskoj populaciji, ali je takoder bila visa 1 u kontrolnoj skupini (12,8%), razlika nije bila
statisticki znacajna (p>0,05). S druge strane u naSoj je studiji nadena statisticki znacajna
povezanost genotipa G/G polimorfizma CTLA-4 CT60 s AT (OR 2,42; p=0,003), dok u
slovenskoj populaciji ta povezanost nije utvrdena (p=0,28). Zanimljivo je da je genotip A/G
naden statisticki znacajno manje u bolesnika s AT (38,6%; p=0,002), odnosno AITD (40,5%;
p=0,003) nego u kontrolnoj skupini (59,6%) S§to uz ve¢ ranije uocen obrazac i1 u bolesnika s
APS3v, moze govoriti u prilog protektivnoj ulozi polimorfizma gena CTLA-4 CT60 i to
prvenstveno u riziku za razvoj AITD. Nadalje, povezanost polimorfizma CTLA-4 CT60 s
nastankom AITD, kako GB tako i AT, potvrdena je i u nedavno objavljenoj meta-analizi koja
je obuhvatila rezultate 20 studija od kojih je njih 18 ispitivalo povezanost s GB, a njih 7
povezanost s AT (211). Treba istaknuti da su navedenim istrazivanjem bile obuhvacene

populacije razli¢itih rasa. Rezultati ovog radu su podudarni za bolesnike s AT, dok smo u
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skupini bolesnika s GB takoder nasli vecu ucestalost rizi¢nog genotipa G/G no ta razlika nije
dostigla statisticku znacajnost. Povezanost polimorfizma gena CTLA-4 s AITD nije
konzistentno potvrdena. Na osnovu rezultata naSe studije, genetski rizik polimorfizma gena
CTLA-4 49AG igra tek manju ulogu i u humoralnom i citotoksi¢cnom upalnom odgovoru. S
druge strane, naSi rezultati mogu poduprijeti ulogu polimorfizma gena CTLA-4 CT60
prvenstveno u citotokiscnom upalnom odgovoru i riziku za nastanak AT u nosioca genotipa

G/G, dok je uloga u humoralnoj imunosti upitna.

5.3. Polimorfizam gena PTPN22

5.3.1. Polimorfizam PTPN22 i DMT1

Dosadasnje studije pokazale su povezanost polimorfizma PTPN22 R620W s DMT1 u
etnicki razli¢itim populacijama (48,50,53,116,118,119,217-234) iako rezultati nisu uvijek bili
jednoznacni. S ciljem analize rezultata istrazivanja povezanosti polimorfizma gena PTPN22
R620W i DMT1, Peng i suradnici proveli su meta-analizu koja je ukljucila 26 istrazivanja s
ukupno 16240 bolesnika s DMT]1 1 17997 kontrolnih ispitanika. Ispitivali su ucestalost alela T
u odnosu na alela C te genotip T/T i T/C u odnosu na genotip C/C (236). Utvrdili su
povezanost polimorfizma gena PTPN22 R620W i DMT1 s omjerom vjerojatnosti za alel T u
odnosu na alel C od 1,948 (p<0,001). Nakon podjele po etniCkim skupinama najjacu
povezanost su nasli u populacijama europskog (OR 1,95; p<0,001) i americkog (OR 1,95,
p<0,001) porijekla. Meta-analiza genotipa TT i T/C u odnosu na genotip C/C takoder je
pokazala povezanost polimorfizma gena PTPN22 R620W s DMT1 u prethodno navedenim
populacijama (235), dok za populacije azijskog porijekla analiza nije provedena zbog malog
broja studija.

Rezultati ove dizertacije takoder govore u prilog povezanost alela T gena PTPN22
R20W i DMTL1 neovisno o prisutnosti AITD (OR 2,62; p=0,003) i to prvenstveno u bolesnika
s APS3v (OR 3,93; p<0,001) dok je u bolesnika s DMT1 bez AITD ucestalost alela T takoder
veca ali ta razlika u odnosu na zdrave ispitanike nije bila statisti¢ki znacajna (OR 1,75;

p<0,05). Individualnom analizom takoder je nadena statisticki znaCajno veca ucestalost
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genotipa T/T medu bolesnicima s DMT1 (p=0,01) i to na racun bolesnika s APS3v (p<0,01)
dok u bolesnika samo s DMT]1 bez AITD ta razlika nije bila statisticki znacajna (p>0,05). Do
sli¢nih su rezultata doSao je i Dultz sa suradnicima u radu u kojem su ispitivali povezanost
polimorfizma gena PTPN22 R620W medu bolesnicima s APS3v u odnosu na bolesnike s
DMTT1 bez AITD i bolesnike koji su imali samo AITD (223). Nadena je povezanost alela T s
nastankom bolesti u sve tri grupe bolesnika, no najizraZenija je, kao i u nasem istrazivanju u
bolesnika s APS3v, s 4 puta ve¢om ucestalo$¢u nego u kontroli (OR 4,35; p<0,001), zatim u
bolesnika s AITD (OR 3,42; p=0,006) te u bolesnika s DMT1 bez AITD (OR 2,59; p=0,028).
Stoga se namece pretpostavka da gen PTPN22 prvenstveno igra ulogu u ukupnom riziku za
nastanak obje bolesti, a tek u manjoj mjeri za svaku bolest posebno (223).

Do sliénih su zaklju€aka dosli 1 Saccucci 1 sur. (133) u radu u kojem je ispitivana
povezanosti polimorfizma gena PTPN22 u bolesnika s DMTL, ali i untar male skupine
bolesnika s APS3v. Medu bolesnicima s DMT]1 koji su nosioci alela T autori su uocili ve¢u
ucestalost AITD. Ovi su rezultati u skladu s nasim, no cilj njihovog istrazivanja bio je
prvenstveno istraziti povezanost alela T s DMT1 1 nisu usporedeni bolesnici koji imaju samo

AITD kao su studiji Dultz 1 sur., te nasoj studiji (133).

U Hrvatskoj je do sada ispitivana povezanost polimorfizma gena PTPN22 kod 102
odrasla bolesnika s DMT1 i1 193 kontrolna ispitanika, nadena je statisticki znacajno veca
ucestalost rizi¢nog alela T u skupini bolesnika s DMT1 (OR 3,06; p<0,0001). U tom radu
takoder nije provedna analiza podskupine bolesnika s APS3v (119). Rezultati ovog
istrazivanja ukazuju da polimorfizam gena PTPN22 R620W moze doprinijeti nastanku DMT1

u nasoj populaciji i to posebno u skupini bolesnika s APS3v.

5.3.2. Polimorfizam PTPN22 i AITD

Posljednjih godina, polimorfizam gena PTPN22 R620W intenzivno je istraZivan s
ciljem ispitivanja povezanosti s nastankom AITD u razli¢itim etnickim skupinama no rezultati
nisu uvijek bili jednoznacni (15,48,236,237). Luo 1 sur. proveli su meta-analizu 11 razli¢itih

studija koje su ispitivale povezanost polimorfizma PTPN22 R620W s nastankom AITD, a
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uklju¢ivale su 3764 bolesnika i 3328 zdravih ipitanika (236). Cetiri istrazivanja provedena su
medu bolesnicima azijskog porijekla (Kina, Japan), a sedam medu bolesnicima europskog
porijekla (Poljska, Velika Britanija, Njemacka, Rusija) i populaciji iz Tunisa. U sedam
istrazivanja ukljucenih u tu studiju ispitivana je povezanost s GB, u dvije studije povezanost s
GB i AT zajedno, u jednoj povezanost s GB i AT odvojeno, a u jednoj samo s AT. Nadena je
povezanost polimorfizma C/T s rizikom za nastanak AITD (T/T vs. C/C - OR 2,18; T/C vs.
C/C — OR 1,50). Nadalje, podjelom u podskupine veéi rizik za nastanak bolesti naden je u
bolesnika s GB (T/T vs. C/C — OR 2,18; T/C vs. C/C — OR 1,47) dok medu bolesnisima s AT
taj rizik nije potvrden. U analizi prema etnickim grupama, povezanost je nadena s
bolesnicima s AITD evropskog porijekla (T/T vs. C/C — OR 2,18; T/C vs. C/C — OR 1,47). U
ranije provedenoj meta-analizi Lee i suradnika analizirana je povezanost polimorfizma
PTPN22 R620W s nastankom razli¢itih autoimunih bolesti (238). Ukljuceno je bilo 29
istrazivanja s tim da je u nekima od njih ispitivana povezanost s viSe autoimunih bolesti,
analizirane su sveukupno 43 moguce povezanosti i to u 13 istrazivanja povezanosti
polimorfizma R620W gena PTPN22 s reumatoidnim artritisom (RA), u 6 s sistemskim
lupusom eritematosusom (SLE), u 6 s DMT1, u 4 s upalnom bolesti crijeva, u 3 s GB, u 3 s
juvenilnim idiopatskim artritisom, u 2 s psorijazom, u 2 s multiplom sklerozom, u 2 s
Addisonovom boles¢u te u 2 s celijakijom. Veci rizik za nastanak bolesti (povecan omjer
vjerojatnosti za alel T, te genotip T/C i genotip T/T) otkriven je kod bolesnika s RA, SLE, GB
i DMT1 no ne i u bolesnika s upalnom bolesti crijeva, psorijazom, multiplom sklerozom,
Addisonovom boles¢u i celijakijom (238). Ovi se podaci podudaraju s rezultatima naSeg
istrazivanja. Naime, medu naSim bolesnicima s AITD alel T takoder je statisticki znacajno
¢es¢i u cijeloj skupini bolesnika u odnosu na kontrolu (OR 2,13; p=0,02) i to prvenstveno u
bolesnika s GB (OR 3,16; p<0,01). U bolesnika s AT, alel T je takoder bio ¢eS$¢i nego u
kontrolnoj skupini no ta razlika nije bila statisticki znacajna (p=0,07). S druge strane,
analizom genotipova nije nadena statisticki znacajna razlika izmedu bolesnika s AITD i
kontrolnih ispitanika. Zanimljivo je spomenuti da medu ispitanicima kontrolne skupine
uklju¢enim u ovaj rad nije naden genotip T/T, dok je alel T naden s ucestalos¢u od samo 6,4%
u odnosu na 93,4% ucestalosti alela C. U drugim studijama je takoder uocena velika
raznolikost u zastupljenosti ovih alela. Tako je alel T vrlo rijedak medu amerikancima
africkog porijekla i gotovo odsutan u vecini populacija azijskog porijekla (52,240). Tako je na

primjer u Kini (52), Japanu ili Koreji (238), do sada uocen samo alel C.
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Rezultati naseg rada govore u prilog povezanosti polimorfizam gena PTPN22 R620W
s nastankom AITD, $to je jace izrazeno u bolesnika s GB nego u bolesnika s AT. Genetski
faktori u svakom slucaju igraju vaznu ulogu u nastanku AITD i procijenjuje da nose rizik od
oko 80% (236), dok preostalih 20% utjecaja imaju okoli$ni faktori. Prema naSem saznanju i
pregledanoj literaturi ovo je jedina studija u kojoj je ispitivana povezanost polimorfizma gena
PTPN2 s AITD u populaciji Hrvatske.

5.4. Bolesnici s AITD u kojih su nadeni poviSeni titrovi antitijela na f stanice

Langerhansovih otociéa gusterace

Ucestalost tiroidne autoimunosti u bolesnika s DMT]1 ispitivana je u brojnim radovima
(240-243), dok je rijetko ispitivana ucestalost antitijela na beta stanice Langerhansovih
otocica gusterace (ICA, GADA i IA-2) u bolesnika s AITD (121-126). U ovom istrazivanju u
skupini bolesnika s AITD, njih 10,8% imalo je poviSene titrove antitijela na B-stanice
Langerhansovih otoc¢i¢a (ICA i/ili GAD 1i/ili IA-2) od toga 2 od 31 bolesnika s GB (6,45%) i
15 od 127 bolesnika s AT (11,81%). Tijekom istraZivanja, u razdoblju od 2,5 godine, njih
3,8% (6/158) razvili su DMTI1. Na zalost, od malobrojnih studija koje su ispitivale ucestalost
poviSenih titova antitijela na B-stanice Langerhansovih otoci¢a medu bolesnicima s AITD

samo tri ukljucivale djecu i adolescente (121,244,245).

U studiji Bright i suradnika iz 1982. (121), 2,3% bolesnika s AITD imalo je povisen
titar ICA antitijela u odnosu na 0% u kontrolnih ispitanika. Obzirom da je cilj ispitivanja bio
iskljuéivo analiza razli¢itih autoantitijela (TPO At, Tg At, ICA, antitijela na parijetalne
stanice i stanice adrenalnog korteksa) u razli¢itim skupinama bolesnika (ukupno 438
bolesnika; 88 bolesnika s AITD; 201 bolesnik s DMT1; 24 bolesnice s Turnerovim
sindromom; 8 bolesnika s Addisonovom boles¢u). Bolesnici s AITD u kojih je naden povisen
titar ICA nisu dalje praceni obzirom na moguénost pojave laboratorijskih i klini¢kih znakova
DMTI, a nije niti ispitivana ucestalost drugih autoantitijela na B-stanice Langerhansovih
oto€ica niti je provedena analiza rizi¢nih gena (121). U ovoj dizertaciji poviSen titar antitijela

ICA naden je kod 5,1% bolesnika i to samostalno kod tri bolesnika u kojih su laboratorijski
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pokazatelji moguceg razvoja DMT1 (C-peptid, HbAlc, OGTT) bili uredni. U dvoje bolesnika
povisen titar ICA naden je u kombinaciji s poviSenim titrom jo$ jednog antitijela na -stanice
Langerhansovih otoci¢a (GAD antitijela u jednog bolesnika te IA-2 antitijela u drugog
bolesnika). PovisSeni titrovi sva tri antitijela na B stanice Langerhansovih otoci¢a gusterace
nadeni su kod tri bolesnika s AITD. Svi bolesnici u kojih su nadeni pozitivni titrovi dva ili tri

antitijela na B-stanice Langerhansovih otoc¢i¢a razvili su tijekom pra¢enja DMT].

U drugoj studiji koja je ukljucivala djecju populaciju Pilia i sur. ispitivali su ucestalost
GAD i 1A-2 antitijela u skupini od 236 djece i adolescenata samo s AT sa Sardinije, otoka s
posebno visokom ucestalos¢u DMT1 (96,244), 1 to u vrijeme postavljanja dijagnoze AT i
ponovo nakon godinu dana. Titrovi oba antitijela (GAD i/ili 1A-2) bili su poviseni u 8% u
bolesnika s AT u odnosu na 4,1% u kontrolnoj skupini ispitanika (p=0,017). Kada su zasebno
analizirali ucestalost ova dva antitijela, statisticki znaCajna razlika nadena je samo u
ucestalosti 1A-2 antitijela (3,39% u bolesnika s AT u usporedbi s 1,16% u kontrolnih
ispitanika; p=0,012), dok za GADA nije nadena statisti¢ki znacajna razlika u ucestalosti
izmedu ove dvije skupine (p=0,37). Deset od 17 bolesnika s AT i poviSenim titrovima
autoantitijela na B-stanice Langerhansovih otoc¢i¢a reevaluirano je nakon godinu dana i u 7 od
njih je perzistirala beta stanicna autoimunost, dok je u razdoblju od dvije godine pracenja,

dvoje od te djece razvilo DMT1 (244).

Treca studija Marwaha i sur. (245) provedena je kao dio probira u okviru sistematskih
pregleda djece 1 odraslih u Indiji 2013. godine, ukljucivala je osobe (N=577) u kojih su
otkrivena antitiroidna antitijela i istog tolikog broja ispitanika kontrolne skupine. Skupine su
naknadno podijeljene u dvije podskupine, djeca i adolescenti (<18 g) u kojoj je povisen titar
TPO antitijela imalo 236 ispitanika, te podskupina odraslih (>18 g) u kojoj je poviSen titar
TPO antitijela imalo 342 ispitanika te im je dodatno analizirana tiroidna funkcija i odredeni
titrovi GAD. Hipotireoza je nadena kod 40,2% ispitanika s poviSenim titrom TPO antitijela te
u 4,7% onih s negativnim TPOAt (p<0,001). PoviSen titar GADA naden je u 12,5% ispitanika
s poviSenim titrom TPOAt u odnosu na 4,3% kontrolnih ispitanika (p=0,001) i ta je razlika
bila statisticki znac¢ajna neovisno o dobi (u 10,6% djece i adolescenata, p=0,004; u 13,8%
odraslih p=0,001). Povisen titar GADA bio je statisti¢ki znacajno ¢e$¢i s porastom visine titra

TPOAL (p<0,001).
U ovom radu poviSen titar GAD antitijela naden kod 7,1% bolesnika s AT |,
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samostalno u 3,9% (5/127) bolesnika, a u 1,6% bolesnika (2/127) povisen titar GADA naden
je u kombinaciji s poviSenim titrom jo$ jednog antitijela i to u kombinaciji s ICA kod jednog
te IA-2 kod drugog bolesnika. Povisen titar [A-2 antitijela naden je u 5,5% bolesnika s AT, od
toga samostalno u 2,4% a u kombinaciji s poviSenim titrom jo§ jednog antitijela u 1,6% u
kombinaciji s ICA ili u kombinaciji s GADA. PoviSeni titrovi sva tri antitijela na 3 stanice
Langerhansovih oto¢i¢a gusterae nadeni su samo kod dva bolesniak s AT (1,6%). Razlika
izmedu ucestalosti poviSenih titrova antitijela na pB-stanice Langerhansovih otoCi¢a izmedu
bolesnika s AITD i kontrolne skupine ispitanika bila je statisticki znacajna (p=0,001). Svi
bolesnici u kojih su nadeni poviseni titrovi dva ili tri antitijela razvili su DMT1 u razdoblju od

0,3 do 5,4 godine od postavljanja dijagnoze AT.

Jos su dvije studije, provedene medu odraslim ispitanicima u Svedskoj i Turskoj,
ispitivale ucestalost povisenih antitijela na stanice otocica gusSterace u bolesnika s AT (129,
246). U radu Lethagena i sur. (129) provedenim 2002. godine u Svedskoj, ispitivana je
mogucéu povezanost GADA sa subklinickim oSteCenjem beta stanica 1 poremecenom
sekrecijom inzulina u skupini od 441 bolesnika s AT. PoviSen titar GADA naden je kod 3,4 %
bolesnika, a povisen titar IA-2 u 2 od 15 GADA pozitivnih bolesnika i u jednog u kojeg je
titar GAD antitijela bio nemjerljiv. Izmjerene su im razine inzulina i C peptida te odgovor
glukagona na stimulaciju glukozom i argininom i kako je u bolesnika s povisenim titrom
GADA nadena smanjena sposobnost sekrecije inzulina, zakljuceno je da bt GADA mogla biti
marker subklinickog insulitisa u bolesnika s AT (129). U istrazivanju provedenim od strane
grupe autora iz Turske, poviSen titar GADA naden je u 5,1% bolesnika s AT (246). U 9
bolesnika s poviSenim titrom GADA, kao i u 8 bolesnika s AITD i negativnim GADA
dodatno je ucCinjena intravenski test opterecenja glukozom s ¢estim uzorkovanjem (FSIGTT,
engl. frequently sampled intravenous glucose tolerance test) te na osnovu izmjerenih razina
glukoze 1 inzulina iz testa izra¢unati su HOMA IR, HOMA-beta stani¢na funkcija, prva faza
inzulinskog odgovora na glukozu, indeks osjetljivosti na inzulin i indeks osjetljivosti na
glukozu. Nije nadena statisticki znacajna razlika u inzulinskoj osjetljivosti i lu¢enju izmedu

bolesnika s poviSenim titrom GAD u odnosu na one s negativnim.

Nekoliko istraZivanja analiziralo je bolesnike s GB 1 u€estalost autoimunosti na stanice
otoCi¢a guSterace i nastanak DMT1 (123, 128), odnosno usporedivali su ucestalost beta

stanicne autoimunosti u bolesnika s AT u odnosu na GB (247). Tako je u radu Maugendre i
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suradnika, koje je ukljucilo odrasle ispitanike europskog porijekla, u ranoj fazi GB klinicki
manifestan dijabetes imalo njih 1,7% (29/590 bolesnika) (123). Pozitivan titar ICA naden je u
4,9% bolesnika s GB bez znakova dijabetesa $to je znacajno viSe nego u opcoj populaciji 1
odgovara prevalenciji ICA u prvih srodnika bolesnika s DMTL1 (80,84). Prevalencija GADA u
bolesnika s GB iz ove studije (10,6%) bila je znacajno visa nego u kontrolnoj skupini (1,3%) i

prvih srodnika bolesnika s DMT1 (4,2%) (123).

Povecana ucestalost GADA, ali ne i ICA, dokazana je u odraslih bolesnika s AITD i u
ranijim istrazivanjima (125,128). Tako je Svedska studija Hallengrena 1 sur. iz 1996. godine
(128) provedena u skupini bolesnika s GB, pokazala statisticki znacajno vecu ucestalost
GADA (11/85 ispitanika, 13%), dok povisSen titar ICA nije bio statisticki znacajno ¢es¢i (2/92
ispitanika, 2,2%) nego u zdravoj kontrolnoj skupini (0/37, 0%) (128).

Wiebolt i suradnici (248), ispitivali su ucestalost adrenalne, beta-stani¢ne (GADA),
gatrine autoimunosti i celijakije u skupini odraslih bolesnika s GB (N=523) i skupini
bolesnika s AT (N=359). Povisen titar GADA naden je u 6,6% bolesnika s AT koji nisu imali
DMT]1 u odnosu na 4,6% bolesnika s GB koji nisu imali DMT1, razlika nije bila statisticki
znacajna (p=0,29). Istovremeno je statisticki znacajno (p=0,03) vise bolesnika s AT (15,9%)
nego GB (9,2%) imalo DMTL1. Istrazivanje provedeno u Brazilu 2008. godine u kojem je
ispitivana beta stani¢na autoimunost (GADA, TA-2, antitijela na inzulin, 1A/A, i proinzulin
PA/A) u bolesnika s AITD izvjestilo je da je 6,0% bolesnika s AITD (bez DMT1) imalo

povisene titrove antitijela na beta stanice Langerhansovih otocic¢a (248).

U ovom radu 6,45% bolesnika s GB (oba bolesnika bila su Zenskog spola) imalo je
povisen titar antitijela na B-stanice Langerhansovih otoci¢a. Obje djevojcice imale su povisen
titar ICA antitijela, dok je jedna imala i poviSene titrove sva tri antitijela te je razvila DMT],
3,5 godine nakon postavljanja dijagnoze GB. Povecana ucestalost autoimunosti na B-stanice
Langerhansovih oto¢i¢a u zadnjim istrazivanjima (244,245) kao i u nasih bolesnika s AITD u
odnosu na slicna ranije provedena istrazivanja u europskim zemljama, moze se objasniti
stalnim povecanjem incidencije DMT]1 u cijelom svijetu, posebno u populacijama evropskog
porijekla, ukljucujuci i nasu populaciju. Prema istrazivanjima provedenim u populaciji djece i
adolescenata u Hrvatskoj porast godi$nje incidencije DMT1 u nasoj populaciji je ¢ak i nesto

veéi nego europski prosjek (5,9% vs. 3,9%) (96).
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Nedavno je provedeno nekoliko istrazivanja ucestalosti autorimunosti na [-stanice
Langerhansovih otoci¢a u bolesnika s AITD u populaciji Japana koja su ukazala na povecanu
ucestalost povisenog titra antitijela na B-stanice Langerhansovih otoci¢a u bolesnika s AITD u
odnosu na kontrolu. Tako su Kawasaki i sur. (125) u studiji objavljenoj 1995. godine otkrili
znacajno vecu ucestalost pozitivnih GADA u odraslih bolesnika s AT (7,9%) i1 GB (6,1%) u
odnosu na zdrave ispitanike (0,08%; p<0,005) Zanimljivo je kako ni jedan od njihovih
bolesnika s pozitivnim GADA nije imao pozitivna ICA niti 1A-2 antitijela, te su pretpostavili
da u bolesnika s AITD autoimuni odgovor na GAD moze nastati i neovisno o stvaranju drugih
antitijela na beta stanice. Autori nisu ispitivali poveznost s do sada poznatim rizicnim genima

za nastanak DMT1.

S druge strane, u radu Moriguchi i suradnika provedenoj u Japanu 2010. godine (122),
u koju je bilo uklju¢eno 866 odraslih bolesnika s AITD (546 s GB 1 320 s AT) 1 282 zdravih
ispitanika, poviSen titar GADA dokazan je ¢es¢e 1 u viSem titru u bolesnika s AITD (5,8%) u
odnosu na zdrave ispitanike (2,1%). Gledano odvojeno povisen titar GADA naden je znacajno
¢eSc¢e u bolesnika s GB nego u kontrolnih ispitanika (7,1% vs. 2,1%) kao §to je dokazano u
ranijim studijama (123,124), dok je u bolesnika s AT povisen titar GADA naden ¢eS¢e nego
kod kontrolnih ispitanika, ali bez statisticke zna¢ajnosti (3,4% vs. 2,1%). Titar [A-2 antitijela
ispitivali su samo u skupini bolesnika s povisSnim titrom GADA te su u toj skupini nasi 12 od
44 bolesnika s povisen titar i [A-2 antitijela. Analiza gena HLA razreda Il u skupini bolesnika
s AITD 1 poviSenim titrom GADA pokazala je vecu ucestalost haplotipa za koje je poznato da
je povezan s DMT1 u Japanu (HLA-DRB1*04:05-DQB1*04:01) te nisku ucestalost
haplotipova za koje je poznato da imaju protektivni ucinak na nastanak DMTI1 (122).
Polimorfizam gena CTLA-4 u ispitivanoj grupi bolesnika bio je povezan s AITD ali ne i s
pozitivnim GADA. Dokazan poviSen titar GADA u bolesnika s AITD u oba istrazivanja
podudara se s naSim rezultatima gdje smo nasli 6,3% takvih bolesnika, s tim da je ucestalost
veca u bolesnika s AT (9/127; 7,1%) u odnosu na bolesnike s GB (1/31; 3,2%) kao i u

istrazivanju Kawasaki 1 suradnika (125).

Sliéno kao 1 u studiji Moriguchi 1 sur. ucestalost rizicnog genotipa G/G polimorfizma
CTLA-4 49AG bila je statisticki znacajno veca u nasih bolesnika s AITD i poviSenim titrom
antitijela na P stanice Langerhansovih otoci¢a u odnosu na one s niskim titrom antitijela

(p=0,024). Nismo uocili povezanost s ucestaloS¢u polimorfizma gena PTPN22 i CTLA-4
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CT60 s nastankom DMT1 u bolesnika s AITD. Bolesnici s AITD i poviSenim titrom antitijela
na 3 stanice Langerhansovih otoc¢i¢a u nasoj studiji imali su visi titar antitiroidnih antitijela u
odnosu na bolesnike s AITD i niskim titrom autoantitijela na B stanice Langerhansovih
otocica iako ta razlika nije bila statisticki znacajna. Takoder smo uocili i mladu dob u skupini
bolesnika s AITD i poviSenim titrom antitijela  stanice Langerhansovih oto¢i¢a u odnosu na

one s niskim dok nismo nasli razlike u ucestalosti autoantitijela medu spolovima.

U bolesnika s AITD u kojih je naden povisen titar jedan ili viSe antitijela (ICA,
GADA, la-2) na P stanice Langerhansovih otoc¢i¢a gusterace (17/158; 10,76%), od toga kod
5,56% djecaka i 12,30 djevojcica napravljena je analiza genotipa HLA razreda Il te
polimorfizma gena CTLA-4 i PTPN22. U jednog djecaka analiza gena HLA nije u€injena iz
tehnickih razloga tako da je u analizu gena HLA sustava II uklju¢eno 16 bolesnika (1 djecak i
15 djevojcica) s AITD 1 poviSenim titrom antitijela na B stanice Langerhansovih otoci¢a
guSterace. Visoko rizicni genotip HLA za nastanak DMTI, genotip HLA-DRB1*04-
DQB1*03(DQ8)/DRB1*03-DQB1*02 naden je samo u jednog od 16 (6,3%) bolesnika s
AITD 1 povisenim titrom antitijela na B stanice Langerhansovih otoCi¢a. Rije¢ je bila o
djeCaku kojem su dokazani poviSeni titrovi dva antitijela i koji je razvio DMTI1. Takav
genotip HLA imalo 19,8% bolesnika s DMT1 uklju¢enih u naSu studiju i niti jedan ispitanika

iz kontrolne skupine.

Haplotipovi srednjeg rizika nadeni su u 62,5% djevojéica, sli¢no kao i u bolesnika s
DMT1 neovisno o AITD (61,1%), Sto je znatno viSe nego nego u ispitanika kontrolne skupine

(30,0%).

Zastupljenost bolesnika s AITD 1 poviSenim titrom antitijela na [-stanice
Langerhansovih otoc¢i¢a koji nose haplotipove HLA niskog rizika za nastanak DMT]I1 je
31,2% (5/16 djevojcica) i visa je nego u bolesnika s DMT1 (19,1%) (Tablica 4.6.2.), no niza
nego u ispitanika kontrolne skupine (70%). Moguce objasnjenje lezi u ¢injenici $to jedan dio
djece s AITD u kojih je naden blago poviSen titar samo jednog antitjela na B stanice

Langerhansovih oto¢i¢a najvjerojatnije nece razviti DMTI.

U naSem istrazivanju analizirali smo ucestalost povisenih titrova antitijela na f-stanice
Langerhansovih otocica te polimorfizam gena HLA-DRB1-DQB1, CTLA-4 i PTPN22 i u 20

¢lanova obitelji 10 od 17 bolesnika s AITD u kojih su nadeni poviseni titrovi tih antitijela.
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Zanimljivo je da je u 25,0% clanova obitelji (5/20) nadeni poviSeni titrovi antitijela na
[-stanice Langerhansovih otoci¢a i to ¢eS¢e u oceva (3/8 ofeva) nego majki (2/10 majki).
Jedna majka ima od ranije dijagnosticiran DMT]1 1 poviSene titrove sva tri antitijela (ICA,
GADA i IA-2). Drugo dvoje ¢lanova obitelji su roditelji djevojcica s AITD i pozitivnim
titrom 1A-2 antitijela. U majke djevojCice naden je takoder blaze povisen titar IA-2 antitijela,
dok su u oca nadeni poviSeni titrovi ICA i GAD antitijela. Od preostala dva roditelja, oba su
oc¢evi djevojéica u kojih su nadeni poviSeni titrovi dva odnosno sva tri antitijela na B-stanica
Langerhansovih otocica te koje su nekoliko mjeseci nakon postavljanja dijagnoze AT razvile
DMT]1. U oceva obje djevojcice nadeni su povisSeni titrovi ICA i GADA antitijela. U roditelja
djece u kojih su nadeni poviseni titrovi ICA, GAD i/ili 1A-2 antitijela u planu je napraviti
dodatne laboratorijske pretrage koje bi mogle ukazivati na mogu¢ razvoj DMT1 te ¢e se

odrediti titar antitiroidnih antitijela §to nije bilo obuhvaéeno ovim ispitivanjem.

U c¢lanova obitelji bolesnika s AITD i poviSenim titrom antitijela na [B-Stanice
Langerhansovih otoc¢ica, genotip visokog rizika nije naden. U dvoje roditelja naden je genotip
srednjeg rizika HLA-DRB1*03-DQB1*02/DRB1*X-DQB1*X koji u nasoj studiji nije ¢es¢i u
bolesnika s DMT1 u odnosu na kontrolnu kupinu ispitanika, a u 3 roditelja nadeni su
genotipovi HLA-DRB1-DQBL niskog rizika.

Ucestalost autoantitijela na B-stanice Langerhansovih otocica u bolesnika s AITD u
naSem istrazivanju iznosi 10,76%, niza je u bolesnika s GB (6,45%), nego s AT (11,81%) te
je veca u bolesnika s AT, viSim titrom antitiroidnih antitijela 1 mlade Zivotne dobi iako ta

povezanost nije statisticki znac¢ajna.

Ucestalost autoantitijela na B-stanice Langerhansovih otoCi¢a u bolesnika s AITD
nadena u ovom istrazivanju visa je nego U ranijim studijama provedenim u populacijama
europskog porijekla te odgovara onoj nadenoj u prvih srodnika bolesnika s DMTI
(36,241,242) sto govori u prilog povecanom riziku za nastanak DMT1 u ovoj skupini

bolesnika.

Ovo istrazivanje je jedino do danas, provedeno za neku europsku populaciju, a koje je
medu djecom i adolescentima s AITD istrazivalo visinu titra viSe antitijela na [-stanice
Langerhansovih otoci¢a (GAD, ICA i IA-2) te je analiziralo povezanosti s polimorfizmima do
sada poznatih rizi¢nih gena za nastanak DMT1 (geni HLA razreda I, CTLA-4 i PTPN22).
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6. ZAKLJUCCI

(1) Ucestalost autoantitijela na 3-stanice Langerhansovih otoc¢ic¢a u bolesnika s AITD u ovoj
studiji iznosi 10.76% (17/158 bolesnika), statisti¢ki znac¢ajno vise nego u kontrolnoj
skupini u kojoj poviSen titar antitijela na 3 stanice Langerhansovih otoc¢i¢a nije naden u
niti jednog ispitanika (p=0.001). Kada podijelimo u poskupine, autoantitijela na na p-
stanice Langerhansovih otoci¢a nadena su u bolesnika s AT u 15 od 127 bolesnika,
(11.81%), takoder statisticki znacajno vise negu u kontrolnoj skupini ispitanika (p=0.001),
1u 2 od 31 bolesnika s GB (6.45%) Sto nije dostiglo statisticki znacajnu razliku u odnosu

na kontrolnu skupinu (p=0.06).

Svih 6 bolesnika s AITD u kojih su nadeni poviSeni titrovi dva ili tri antitijela na 3 stanice
Langerhansovih oto¢i¢a (ICA, GADA ili IA-2 antitijela) razvili su tijekom razdoblja
pracenja DMT]1.

Ucestalost poviSenih titrova antitijela na § stanice Langerhansovih oto¢i¢a veca je u
bolesnika s AITD u kojih je naden povisen titar antitiroidnih antitijela bili su mlade

Zivotne dobi iako ta povezanost nije statisticki znacajna.

(2) Visoko rizi¢ni haplotip za nastanak DMT1, HLA-DRB1*04-DQB1*03(DQ8)/DRB1*03-
DQB1*02, je u bolesnika s AITD i poviSenim titrom anatitijela na B-stanice
Langerhansovih oto¢i¢a naden s manjom ucestalos¢u (6.3%) nego u bolesnika s APS3v

(20.3%) no ta razlika nije statisti¢ki znacajna (p=0.28).

Haplotipovi srednjeg rizika za nastanak DMT1 nadeni su s istom ucestalo$¢u u bolesnika
s AITD i poviSenim titrom anatitijela na -stanice Langerhansovih otoci¢a (62.5%) kao i
bolesnika s APS3v (62.3%) ali ¢eS¢e nego u ispitanika kontrolne skupine (30%) iako je
statisticki znacajno razlika nadena samo haplotip HLA-DRB1*04-DQB1*03/ HLA-
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DRB1*XX-DQB1*XX (p=0.015) dok razlika u ucestalosti drugih haplotipova srednjeg

rizika nije bila statisticki znacajna.

Haplotipovi niska rizika za nastanak DMT1 nadeni su u 31.2% bolesnika s AITD i
poviSenim titrom antitijela na B-stanice Langerhansovih otoc¢ica i 17.4% bolesnika s
APS3v (p=0.296), statisti¢ki znacajno rjede nego u ispitanika kontrolne skupine (69.9%,
p=0.003).

Rizi¢ni G/G genotip polimorfizma CTLA-4 49AG statisticki je znacajno ¢e$¢i u bolesnika
s AITD i poviSenim titrom antitijela na 3 stanice Langerhansovih oto¢i¢a u odnosu na one

s niskim titrom antitijela (p=0.024).

Nismo uocili povezanost s ucestalos¢u polimorfizma gena PTPN22 i CT60 CTLA-4 s
nastankom DMT1 u bolesnika s AITD u ovisnosti o titru antitijela na  stanice

Langerhansovih otocica.

(3) Analizom haplotipova gena HLA u svih bolesnika s DMT1 te nakon podjele u podskupine
bolesnika s DMT1 bez AITD i APS3v, u odnosu na kontrolnu skupinu ispitanika
najsnaznija povezanost nadena je s haplotipovima HLA-DRB1*04-DQB1*03(DQ8)
(p<0.001) i HLA-DRB1*03-DQB1*02 (p<0.001 u svih bolesnika s DMT1 te u bolesnika
s APS3v, p=0.008 u bolesnika s DMT1 bez AITD). Samo u bolesnika s DMT1 bez AITD
nadena je povezanost s haplotipom HLA-DRB1*04-DQB1*03(DQ7 (p=0.01). Isti
haplotip nije naden statisticki znacajno ¢es¢e u bolesnika s APS3v (p=0.577) ni u ukupnoj
skupini bolesnika s DMT1 (p=0.064) kao ni u bolesnika koji imaju samo AITD (p=0.665).

Ucestalost pojedinih haplotipova u bolesnika s DMT1 u naSoj studiji nije se znacajnije

razlikovala medu djec¢acima i djevoj¢icama.

Prema rezultatima ove studije najrizi¢niji genotip HLA-DRB1*04-DQB1*03/DRB1*03-
DQB1*02 naden je u 19.8% (32 od 162) bolesnika s DMT1 (Tablica 4.1.3.5.). Ucestalost
genotipova srednjeg rizika u naSoj je studiji nadena u 61.1% bolesnika (99 od 162), a
ucestalost genotipova niskog rizika u 19.1% (31 od 162) bolesnika s DMT1 neovisno o
AITD sto je u skladu su s raspodjelom ucestalosti ovih genotipa u bolesnika s DMT1 u

bijelaca nadenom u studijama radenim u razdoblju nakon 2000 godine u Europi (145,183).
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(4) Analizom haplotipova gena HLA koji se mogu povezati s nastankom AITD dokazana je
veca ucestalost haplotipa HLA-DRB1*04-DQB1*03(DQ8) (p=0.005) i to na racun
bolesnika s AT gdje je povezanost haplotipa HLA-DRB1*04-DQB1*03(DQ8) s
nastankom bolesti snazna, s omjerom vjerojatnosti od 3.778 (1.712 — 8.338, p<0.001). U
bolesnika s GB nadena je veca ucestalost haplotipa HLA-DRB1*03-DQB1*02 s omjerom
vjerojatnosti od 3.196 (1.520 — 6.772), p=0.002. Protektivnu ulogu za nastanak AITD u
nasoj studiji nasli smo za haplotip HLA-DRB1*01-DQB1*05 ( p=0.03) (Slika 4.1.3.4.,
Tablica 4.1.3.6.) i to prvenstveno u bolesnika s AT u kojih je isti haplotip znacajno cesce
naden u ispitanika kontrolne skupine nego u skupini bolesnika s AT ( p=0.02) (Slika
4.1.3.5., Tablica 4.1.3.7.) U bolesnika s GB protektivna uloga je nadena za haplotip HLA-
DRB1*07-DQB1*02 koji je naden u 7.6% ispitanika kontrolne skupine a nije naden u
bolesnika s GB, p=0.002 (Slika 4.1.3.5., Tablica 4.1.3.8.)

(5) Na osnovu rezultata naSe studije, genetski rizik 49AG polimorfizma CTLA-4 gena igra
tek manju ulogu u citotoksicnom upalnom odgovoru i riziku za nastanak DMT1 neovisno
o prisustvu AITD. S druge strane, nasi rezultati mogu poduprijeti ulogu CT60
polimorfizma CTLA-4 gena riziku za nastanak DMT1 u nosioca G/G genotipa, kako u
bolesnika s APS3v tako i u bolesnika s DMT1 bez AITD.

(6) Na osnovu rezultata nase studije, genetski rizik 49AG polimorfizma CTLA-4 gena igra
tek manju ulogu i u humoralnom i citotoksicnom upalnom odgovoru. S druge strane, nasi
rezultati mogu poduprijeti ulogu CT60 polimorfizma gena CTLA-4 prvenstveno u
citotokis¢nom upalnom odgovoru i riziku za nastanak AT u nosioca G/G genotipa, dok je

uloga u humoralnoj imunosti upitna.

(7) Rezultati naseg istrazivanja ukazuju da polimorfizam gena PTPN22 R620W moze
doprinijeti nastanku DMT1 u naSoj populaciji 1 to posebno u skupini bolesnika s APS3v.
Povezanost T alela gena PTPN22 R20W 1 DMT1 neovisno o prisutnosti AITD nadena je
s omjerom vjerojatnosti od 2.62 (95% CI 1.36-5.06; p=0.003) i to prvenstveno u bolesnika
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s APS3v (OR 3.93. 95% CI 1.93-7.99; p<0.001) dok je u bolesnika s DMT1 bez AITD
ucestalost T alela takoder ¢eSc¢a ali ta razlika u odnosu na zdrave ispitanike nije bila

statisticki znacajna (OR 1.75; p=0.14).

Individualnom analizom takoder je nadena statisticki znac¢ajno veca ucestalost osoba s TT
genotipom u svih bolesnika s DMTT1 (p=0.01), takoder na racun bolesnika s APS3v
(p<0.01) dok u bolesnika samo s DMT1 bez AITD ta razlika nije bila statisticki znacajna
(p=0.12).

(8) Rezultati nase studije govore u prilog povezanosti polimorfizma gena PTPN22 R620W s
nastankom AITD, §to je jace izrazeno u bolesnika s GB nego u bolesnika s AT. U cijeloj
skupini nasih bolesnika s AITD, T alel je statisti¢ki znacajno ¢es$¢i u odnosu na ispitanike
kontrolne skupine s omjerom vjerojatnosti od 2.13 (95% CI 1.09-4.16. p=0.02) i to
prvenstveno u bolesnika s GB (OR 3.16; 95% CI 1.32-7.59. p<0.01). U bolesnika s AT, T
alel takoder bio ¢es¢i nego u kontrolnoj skupini bolesnika no ta razlika nije bila statisticki
znacajna (p=0.07). S druge strane, nije nadena statisti¢ki znacajna razlika izmedu
bolesnika s AITD i ispitanika kontrolne skupine u raspodijeli T/T, C/T i C/C genotipova u

odnosu na ispitanike kontrolne skupine.

(9) U skupini svih bolesnika s DMT1 nije nadena statisticki znacajna razlika u ucestalosti
pojedinog haplotipa izmedu djecaka 1 djevojcica (y kvadrat, odnosno Fisherov test,
p>0.05). Kapplan Mayerove krivulje utjecaja polimorfizma gena HLA razreda Il na dob u
vrijeme postavljanja dijagnoze DMT1 nisu pokazale statisti¢ki znacajnu razliku u dobi u
vrijeme postavljanja dijagnoze u svim skupinama bolesnika s DMT1 s/ili bez AITD
ovisno o haplotipu HLA-DRB1*-DQB1* (p>0.05).

(10) U skupini bolesnika s AITD nije nadena statisticki znacajna razlika u ucestalosti
pojedinog haplotipa izmedu djecaka i djevoj€ica (y kvadrat, odnosno Fisherov test,
p>0.05). Kapplan Mayerove krivulje utjecaja polimorfizma gena HLA razreda Il na dob u

vrijeme postavljanja dijagnoze DMT]1 nisu pokazale statisticki znac¢ajnu razliku u dobi u
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vrijeme postavljanja dijagnoze u svim skupinama bolesnika s AITD ovisno o haplotipu
HLA-DRB1*-DQB1* (p>0.05).

(11) Kapplan Mayerove krivulje utjecaja polimorfizma 49AG i CT60 na dob u vrijeme

postavljanja dijagnoze DMT]1 nisu pokazale statisticki znacajnu povezanost na dob u
vrijeme postavljanja dijagnoze u svim skupinama bolesnika s DMT1 s/ili bez AITD
(p>0.05)

(12) Kapplan Mayerove krivulje utjecaja polimorfizma 49AG na dob u vrijeme

postavljanja dijagnoze u bolesnika s AITD pokazale su statisticki znac¢ajnu razliku u
srednjoj dobi bolesnika u vrijeme postavljanja dijagnoze (p=0.047) tako da je u bolesnika
nosioca rizicnog G/G genotipa te u bolesnika nosioca AG genotipa srednja dob u vrijeme
postavljanja dijagnoze niza u odnosu na nosioce genotipa A/A (11.82 godina u bolesnika s
G/G genotipom, 11.79 godina u bolesnika s AG genotipom i 13.44 godine u bolesnika s
AJ/A genotipom). Kada se skupina bolesnika s AITD podijeli na podskupine bolesnika s
AT 1 GB, u bolesnika s AT takoder je srednja dob u vrijeme postavljanja dijagnoze niza u
bolesnika koji nose G/G genotip (11.05 godina) i AG genotipa (11.32 godina) u odnosu na
nosioce A/A genotipa (12.54 godine), no ta razlika nije bila statisticki znac¢ajna (p=0.13).
S druge strane, dob bolesnika s GB u vrijeme postavljanja dijagnoze u nosioca sva tri
genotipa 49AG polimorfizma je podjednaka (za G/G genotip bila je 15.97 godina, AG
genotipa 14.44 godine i A/A genotipa 15.81 godina; p=0.87) (Slika 4.2.1.2. Tablica
4.2.1.3))

(13) Kapplan Mayerove krivulje utjecaja polimorfizma CT60 na dob u vrijeme postavljanja

dijagnoze AITD nisu pokazale statisticki znacajnu povezanost na dob u vrijeme

postavljanja dijagnoze u svim skupinama bolesnika s AITD (p>0.05)

(14) U analizi statisticke znacajnosti razlike u visini titra Tg i TPO antitijela ovisno o

genotipu gena CTLA-4 (SNP 49AG i SNP CT60) i PTPN22 u bolesnika s AITD i APS3v
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koristen je Kruskal-Wallisov test. Statisticki znacajna razlika nadena je samo u bolesnika
s AT u razini Tg antitijela izmedu genotipa A/G 1 G/G gena CTLA4 SNP CT60 (z -2.569.
p=0.01), tako da je titar Tg antitijela bio zna¢ajno visi u bolesnika s AT i rizi¢nim G/G

genotipom.

(15) U naSem istraZivanju nismo nasli statisticki znacajnu razliku u ucestalosti poviSenih
titrova antitijela na  stanice Langerhansovih otoc¢i¢a izmedu djecaka i djevojcica s AITD
(p=0,364; OR 2,361, 95% CI 0,514 — 10,849).

(16) Antitijela na B-stanice Langerhansovih oto¢i¢a nadena su u 25% (5/20 ¢lanova obitelji

bolesnika, i to u 3 od 8 oceva, 2 od 10 majki).

Analizom gena HLA-DRB1 i HLA-DQBL1 u troje od 5 roditelja (dva oca i jedna majka) u
kojih su nadeni poviseni titrovi anatitijela na B-stanice Langerhansovih otoci¢a, nisu
nadeni rizi¢ni haplotipovi, dok je u dvoje roditelja (jedan otac i jedna majka) naden
haplotip HLA-DRB1*03-DQB1*02/DRB1*XX-DQB1*XX koji nosi srednji rizik za
nastanak DMT1, a u nasoj studiji je naden s jednakom ucestalo$¢u u oboljelih s DMT]1

neovisno 0 AITD kao i u kontrolnoj skupini ispitanika (Tablica 4.1.3.4.).

U 15 ¢lanova obitelji u kojih nisu nadeni poviseni titrovi na 3-stanice Langerhansovih
otocica visoko rizi¢ni haplotip HLA-DRB1*04-DQB1*03/DRB1*03-DQB1*02 naden je
u jednog ispitanika (6.7%) i to u oca djevojéice koja je nekoliko mjeseci nakon
postavljanja dijagnoze AT razvila DMT]1 te ¢ija majka takoder boluje od DMT1 i u koje
je naden haplotip srednjeg rizika za nastanak DMT1 (HLA-DRB1*03-
DQB1*02/DRB1*XX-DQB1*XX).

Rizi¢ni haplotipovi HLA-DRB1*04-DQB1*03/DRB1*XX-DQB1*XX te HLA-
DRB1*03-DQB1*02/DRB1*XX-DQB1*XX nadeni su u 3 (dva oca i jedna majka) i 2
(jedan otac i jedna majka) od 15 ¢lanova obitelji. Nisko rizi¢ni haplotipovi nadeni su u 9
od 15 ¢lanova obitelji (jednog oca, 6 majki 1 dvije sestre) s niskim titrom antitijela na 8-

stanice Langerhansovih otoc¢ica.
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7. SAZETAK

UVOD: Zajednicko pojavljivanje dijabetesa melitusa tip 1 (DMT1) i autoimune bolesti
stitnjace (AITD) u iste osobe klasificira se kao varijanta autoimunog poliglandularnog
sindroma tip 3 (APS3v). Do sada su poznata najmanje 3 podlozna gena za nastanak APS3v i
to geni HLA razreda Il, gen CTLA-4 i gen PTPN22, a svi su ukljuéeni u prezentaciju antigena

T stanicama.

ISPITANICI | METODE: U studiju je ukljuéeno 323 nesrodnih bolesnika, 165 s DMT1 (94
s DMT1 bez AITD, 71 s APS3v), u dobi od 1.5-16.7 godina, i 158 s AITD (127 s autoimunim
tiroiditisom, AT i 31 s Gravesovom boles¢u, GB) u dobi od 4.3-25.9 godina. Kontrolna
skupina ¢ini 94 zdravih, nesrodnih ispitanika u dobi od 4.7-21.5 godina. Titrovi antitijela na
citoplazmu p-stanice (ICA), glutamicku kiselu fosfatazu (GAD) i tirozin fosfatazu (1A-2),
genotip HLA-DRBL1, DQBL, polimorfizmi A49G i C60T gena CTLA4 te mutacija R620W
gena PTPN22 ispitani su u svim skupinama ispitanika.

RESULTATI: Ucestalost autoimunosti na B-stanice Langerhansovih oto¢i¢a u bolesnika s
AITD bila je 10.76% (17/158), statisti¢ki zna¢ajno visa nego u kontrolnoj skupini ispitanika
(0%, 0/94; p=0.001). Visa je ucestalost nadena u bolesnika s AT (11.81%, 15/127) nego s GB
(6.45%, 2/31). Poviseni titrovi sva tri antitijela na -stanice Langerhansovih otoci¢a nadeni su
u 3 bolesnika s AITD, a troje je imalo pozitivna dva od ta tri antitijela. Svih Sestero bolesnika
razvilo je DMT1 tijekom razdoblja istraZivanja od 2 i pol godine. Nije nadena statisticki
znacajna razlika u ucestalosti haplotipa HLA visokog i srednjeg rizika za razvoj DMT1 u
bolesnika s AITD i pozitivnom B-stani¢cnom autoimunosti U odnosu na kontrolnu skupinu
ispitanika. Haplotipovi HLA niskog rizika za razvoj DMT1 statisticki su znacajno rjede
prisutni u bolesnika s AITD (31,3%) u odnosu na kontrolne ispitanike (69,9%; p=0,003).
Rizi¢ni G/G genotip polimorfizma A49G gena CTLA4 statisticki je znacajno ¢eséi u

bolesnika s AITD i B-stanicnom autoimunosti u odnosu na one bez (p=0.024).

ZAKLJUCAK: Rezultati ove studije upuéuju da su bolesnici s AITD, posebno s AT skloni
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razvoju B-stani¢ne autoimunosti i DMT1, osobito oni u kojih su nadeni poviseni titrovi vise

antitijela na B-stanice Langerhansovih otocica.

KLJUCNE RIJECI: dijabetes melitus tip 1, autoimuni tiroiditis, Gravesova bolest, ICA,
GAD, IA-2, geni HLA razreda Il, gen CTLA-4, gen PTPN 22
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8. SUMMARY

BACKGROUND: Co-occurrence of type 1 diabetes (T1D) and autoimmune thyroid diseases
(AITD) in the same patient is classified as variant of autoimmune polyglandular syndrome
type 3 (APS3v). At least three susceptibility genes for this syndrome have been identified,
HLA class 1, CTLA-4 and PTPN22 gene, all involved in T-cells antigen presentation.

SUBJECTS AND METHODS: The study comprised of 323 unrelated patients, 165 with
T1D (94 with T1D alone, 71 with APS3v), aged 1.5-16.7 years, and 158 with AITD (127 with
autoimmune thyroiditis, AT and 31 with Graves disease, GD), aged 4.3-25.9 years. The
control group consisted of 94 unrelated healthy subjects, aged 4.7-21.5 years. Islet cell
cytoplasmic (ICA), glutamic acid decarboxylase (GADA) and thyrosin phosphatase islet (I1A-
2) autoantibodies as well as HLA-DRB1, DQBL1 genotypes, A49G and C60T polymorphisms
of CTLA4 gene and R620W mutation of PTPN22 gene were analysed in all groups.
RESULTS: The prevalence of B-cell autoimmunity in patients with AITD was 10.76%
(17/158), significantly higher than in control subjects (0%, 0/94; p=0.001). Higher prevalence
was found in patients with AT (11.81%, 15/127) than GD (6.45%, 2/31). All three B-cell
autoantibodies were found in 3 patients, and three patients were positive to two
autoantibodies. All six of them developed T1D during the investigation period of 2.5 years.
No difference in frequency of high or moderate risk HLA haplotypes for development of T1D
in patients with AITD and B-cell autoimmunity and control subjects was found. Low risk
HLA haplotypes for development of T1D were found more frequently in control subjects than
in patients with AITD and islet autoimmunity (69.9% vs 31.3%, p=0.003). Disease associated
G/G genotype of CTLA4 gene A49G polymorphism was significantly more common in AITD

patient with islet autoimmunity than in ones without (p=0.024).

CONCLUSION: Our results indicate that patients with AITD, and in particular AT, are
prone to develop B-cell autoimmunity and T1D, especially those with positive multiple islet

cell autoantibodies.
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