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1.0 UVOD

Dijabetes melitus tip 1 ili Se¢erna bolest tip 1 (T1SB) je slozena, poligenska,

autoagresivna bolest koju uzrokuje vise razlicitih cimbenika (1). Prije se je smatrala

bolesc¢u od koje iskljucivo obolijevaju djeca, adolescenti i mlade odrasle osobe, pa su

je nazivali i mladenacki (engl. iuvenile) dijabetes. Novija saznanja upucuju da bolest

moze nastati u bilo kojoj Zivotnoj dobi. Smatra se da 5 do 30 % odraslih pacijenata s

pocetnom dijagnozom 3ecerne bolesti tipa 2 (T2SB) ima prikriveni, autoimunosni

T1SB (engl. latent autoimmune diabetes of adults, LADA) (2-5).

Najvaznija obiljezja triju tipova Secerne bolesti navedena su u Tablici 1.

Tablica 1. Glavna obiljezja T2SB, LADA i T1SB (4).

T2SB LADA TISB
DOB JAVLJANJA (godina)
od - do 30-90 35-70 0-35
izrazito >40 35-50 <20
postotak Secernih bolesnika 70-80% 10-20% 10%
prisutnost protutijela ne da (35%) da (64%)
veza s HLA* ne da da
povecani rizik za autoimunosne bolesti ne da da
vrijeme u godinama do inzulinske terapije 8 (6-10) 4 (2-6) 0

funkcija beta stanica u vrijeme dijagnoze

povecana ili

normalna ili

smanjena ili

normalna smanjena odsutna
otpornost na inzulin izrazito povecana ne
povecana
prevalencija komplikacija
1. makrovaskularne vrlo visoka visoka niska
2. mikrovaskularne relativno niska  relativno visoka visoka

prevalencija metaboli¢kog sindroma

vrlo visoka

manje ucestala

nije prisutna

* HLA (engl. human leukocyte antigen complex, HLA): sustav antigena tkivne

podudarnosti

Moderni model tumacenja nastanka T1SB uvazava najnovija saznanja o

poremecéenoj imunosnoj regulaciji, o poremecaju rada beta stanica gusterace i

medudjelovanju primljivih i zaStitnih gena u kombinaciji s djelovanjem ¢imbenika




okolisa (Slika 1). Taj je model u suprotnosti s tradicionalnim modelom koji je

naglaSavao ulogu ¢imbenika okoliSa u zapocinjanju uniStavanja beta stanica. Moderni

model tvrdi da ¢imbenici okoliSa djeluju razli¢itom snagom i u razli¢ito vrijeme

dugog patogenetskog puta nastanka T1SB kao tzv. uskladivaéi (Slika 1) (2).

MODERNI MODEL

Cimbenici okoli$a
Imunoloska
disregulacija

. IAA
2 GADA ICA
e OsSteéenje prve faze
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i
]
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g gena B - stanicna tolerancija glukoze
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Slika 1. Moderni i tradicionalni model nastanka T1SB (2). ICA - protutijela na antigen

citoplazme stanica Langerhansovih otoci¢a, GADA - protutijela na membranski protein

beta stanica, IAA - protutijela na endogeni inzulin, IVGTT — intravenski test tolerancije

glukoze




Pojavi T1SB prethodi dugotrajni, prikriveni proces samorazaranja beta stanica, tzv.
predijabetes. Nakon unistenja 70 do 90% beta stanica dolazi do simptoma T1SB
(Slika 2) (1,2).

mnogobrojni udari ifili oporavak

100 B_staniﬁni aparat

funkcionalne g
stanice (%)

fulminantna

an \ @ dijagnoza
20 \ dijagnoza
10 A dijagnoza

djetinjstvo adolescencija odrasla dob (LADA)

Zivotna dob kod postavljanja dijagnoze T15B

Slika 2. Propadanje beta stanica u odnosu na dob pojave T1SB (5)

Vaznu ulogu u razvoju T1SB imaju T-stanice i pove¢ana proizvodnja citokina
koji uzrokuju apoptozu (6-8). Kod oboljelih, kao i1 kod osoba u stadiju predijabetesa,
prisutna je inflitracija stanica guSterace limfocitima T (CD8+ 1 CD4+), limfocitima B
1 makrofagima, tzv. insulitis. Vjerojatni mehanizam uniStavanja beta stanica jest
citotoksi¢nost pokrenuta limfocitima CD8+ preko Fasa i apoptogenoga pobudnog Fas
liganda (FasL). Fas (CD95/Apo-1) po svojoj gradi pripada receptorskoj obitelji
¢imbenika nekroze tumora (engl. tumor necrosis factor, TNF) 1 neuronskog ¢imbenika
rasta. Fas ligand se nalazi u mononuklearnim stanicama, ponajprije u pobudenim
limfocitima T. Fas i Fas-L su imunohistokemijski dokazani u beta stanicama osoba s
insulitisom, ali ne i u onih bez insulitisa. Vjerojatni mehanizam samorazaranja je
upalnim citokinima potaknut izrazaj Fasa kod beta stanica gusterace, dok
mononuklearne stanice izlazu FasL. Spajanje Fas/Fas-L potie apoptozu beta stanica

gusterate, dovodeéi do autoagresivnog T1SB (8).



1.1 Genetska podloga Secerne bolesti tipa 1

Populacijske, obiteljske i blizanacke studije navode na zakljucak po kojemu je
vecéina oboljelih (vjerojatno svi) genetski primljiva za nastanak bolesti. Glavno mjesto
primljivosti nalazi se u blizini centromere Sestog kromosoma, u regiji koja kodira
glavni sustav antigena tkivne podudarnosti (engl. human leukocyte antigen complex,
HLA). Najznacajniji su geni HLA skupine II koji pridonose oko 44 % primljivosti za
T1SB. Kako HLA antigeni skupine II sudjeluju u predo¢avanju antigena limfocitima
T, §to moze biti vazno u autoimunosnim bolestima, logi¢na je i njihova uloga u
nastanku T1SB (9,10).

Oznaka gena HLA sastoji se od mjesta, iza kojeg slijedi identifikacijski broj
alela, zvjezdicom odvojen od oznake mjesta. U nazivlju gena skupine II, uz oznaku
mjesta dodaje se i oznaka gena za polimorfni lanac: A za alfa lanac, a B za beta lanac
(npr. DQA1*0101 1 DQB1*0501). Regija HLA razreda II ima tri podskupine (DQ,
DP i DR), a njihovi proteinski produkti prisutni su na povrsini stanica koje
predocavaju antigen. Utvrdeno je da alel DQA1 koji na 52-aminokiselinskom mjestu
kodira arginin (tzv. Arg52-plus aleli) i DQBI alel, koji na 57-aminokiselinskom
mjestu ne kodira asparagin (tzv. AspS7-minus aleli), znatno povecavaju rizik pojave
T1SB te se smatraju primljivim genima (Tablica 2). Osobe homozigotne za alele
DQAT (Arg52-plus) i DQB1 (Asp57-minus) imaju najveci relativni rizik za pojavu
T1SB. Nazoénost arginina na mjestu 52 DQAI i odsutnost aspartata na mjestu 57
DQBI lanca dopusta autoantigenu smjestanje u predo¢nu molekulu (u tzv.
Borkmanov kanal), nakon Cega slijedi prepoznavanje autoantigena i pobuda limfocita
T (11). Nadalje, uoéeno je da do 90 % oboljelih od T1SB imaju HLA-DR3 ili -DR4
ili DQB*0201 ili *0302 (tzv. T1SB potencijalno primljivi lokus broj 1).

Osim primljivih, postoje i zastitni aleli HLA. Tako dvadeset posto ljudi bijele
rase u Europi i Americi ima zastitni haplotip HLA-DR2 (DQB1*0602), dok je manje
od 1 % djece s TISB pozitivno na taj genski biljeg. Stoga izgleda da je nastanak
T1SB uvjetovan poremecajem ravnoteZe u¢inaka zastitnih i primljivih gena (2,9,12).

Ispitanici s LADA tipom Secerne bolesti imaju nesto nizu ucestalost riziénih
HLA genotipova 1 drugih primljivih gena, ili moZda snaZnije zaStitne gene koji

odgadaju 1 usporavaju pojavu bolesti (2,4,5).



Tablica 2. Rizik za nastanak T1SB i prisutnost haplotipova HLA-DR i HLA-DQ (2).

Brojevi oznacavaju alele koji se povezuju s nastankom TISB

RIZIK HLA
HLA DRBI1 HLA DQAI1 HLA DQB1
Visoki 0401,0402, 0301 0302
0405,0301 0501 0201
umjeren 0801 0401 0402
0101 0101 0501
0901 0301 0303
slab ili umjeren 0401 0301 0301
0403 0301 0302
0701 0201 0201
1101 0501 0301
zaStita 1501 0102 0602
1401 0101 0503
0701 0201 0303

1.1.1 Dodatni dokazi za genetsku podlogu Secerne bolesti tipa 1: obiteljske i

blizanacke studije

Ucestalost TISB je 15 puta veéa u bliskih srodnika oboljelih, nego u opéoj
populaciji. Naime, uéestalost T1SB u bliskih srodnika $e¢ernih bolesnika u dobi do 30
godina iznosi 6 %, dok je ucestalost u op¢oj populaciji oko 0,4 % (9,13). Djeca
oboljelih od T1SB imaju uéestalost obolijevanja od oko 3—6 %. Zanimljivo je da ako
majka boluje od T1SB, rizik obolijevanja djeteta do njegove 20. godine Zivota je 1 do
3 puta manji nego u slucaju bolesti oca (9,13). Dva su objasnjenja: prvo - Secernoj
bolesti skloni fetusi oboljelih majki ¢eS¢e se spontano pobace, drugo - primljivi geni
su slabijeg u¢inka kada se nasljeduju od majke, nego kada se nasljeduju od oca (9,14).

Stopa podudaranja bolesti u jednojajcanih-monozigotnih (MZ) blizanaca, koji
imaju istovjetan nasljedni materijal, veca je nego u dvojajc¢anih-dizigotnih (DZ)
blizanaca. U dobi do 30 godina je stopa podudaranja bolesti u MZ blizanaca 34 %,

unutar 12 godina od pojave bolesti kod jednog blizanca je 43 %, a unutar 40 godina je




50 % (9,13). Iako su MZ blizanci genetski istovjetni te su izloZeni u€inku istih
¢imbenika okoliSa u prenatalnom periodu, vjeruje se da razliCiti negenetski ¢imbenici
(virusne upale, prehrana, otrovi, cijepljenje) kojima su izlozeni kasnije u zivotu
pridonose nastanku T1SB (15-22).

Smatralo se da je dob nastanka bolesti odredena razli¢itim genima, ali najnovije
studije isticu ulogu ¢imbenika okoliSa koji se mogu vezati uz dob (23-25). U oboljelih
MZ blizanaca povezanost Zivotne dobi i nastanka T1SB je ve¢a nego u oboljelih u

bliskom srodstvu (23).

1.1.2 Dodatni dokazi za genetsku podlogu Seéerne bolesti tipa 1: razlicitost

incidencije u razli¢itim populacijama

Zapazene su velike razlike u prevalenciji i incidenciji T1SB u razli¢itim
dijelovima svijeta. Vjeruje se da razli¢iti genetski ¢imbenici, kao i ¢imbenici okoliSa
kojima su izloZene razlicite populacije, uvjetuju razlike medu rasama i narodima.
T1SB je ucestaliji u europskim i ameri¢kim drzavama u odnosu na Aziju i Afriku, a
razlika u incidenciji iznosi gotovo 400 puta izmedu 100 analiziranih populacija (25).
Najveca incidencija bolesti u zivotnoj dobi do 14 godina uocena je u Finskoj — 36 na
100.000 ispitanika iste zivotne dobi. U Hrvatskoj incidencija iznosi 8, a u Zunyi,
regiji u Kini, samo 0,1 (25,26).

Iz godine u godinu poveéava se incidencija T1SB, a razlozi za takvo poveéanje
su nejasni. Studija provedena u 44 europske zemlje i1 Izraelu pokazala je da je
povecanje incidencije u nekim tranzicijskim zemljama isto¢ne i centralne Europe brze
nego u ostalim europskim zemljama, a bolest se sve ¢eSc¢e javlja u mladoj zivotnoj
dobi (27). Tijekom posljednjih 15 godina je u dobi do 4 godine incidencija porasla za
6,3 %, u dobi od 5 do 9 godina za 3,1 %, dok je u dobi od 10 do 14 godina porasla za
2,4 % (28). Na osnovi razli¢itih modela izraunato je da ¢e 2010. godine incidencija
T1SB biti 40 % veéa u odnosu na 1997. godinu.

Polarno-ekvatorijalni ili sjeverno-juzni geografski polozaj nema tako snazan
uc¢inak na incidenciju T1SB kao $to se vjerovalo. Veéina populacija s visokom
incidencijom bolesti su europskog porijekla, ali je visoka incidencija uocena i u nekim
drugim populacijama, kao $to su Portoriko 1 Kuvajt. Dvije zemlje s najviSom
incidencijom su Finska i Sardinija, a udaljene su oko 3000 km jedna od druge, dok

Estonija ima tek jednu &etvrtinu incidencije T1SB svog prvog susjeda Finske (29-31).



1.1.3 Dodatni dokazi za genetsku podlogu Secerne bolesti tipa 1: protutijela

Manifestaciji bolesti prethodi dugotrajni, prikriveni proces razaranja beta stanica
gusterace — tzv. predijabetes. Tijekom tog razdoblja mononuklearne stanice (primarno
limfociti T) ulaze u otoCic¢e beta stanica te poti¢u njihovo razaranje. Osim stani¢nih
elemenata, i humoralni dio imunologkog sustava ima ulogu u nastanku T1SB.
Dokazana su razlicita protutijela kao Sto su: protutijela na jo§ nepoznati antigen
citoplazme stanica Langerhansovih otoci¢a (ICA), protutijela na endogeni inzulin
(IAA), protutijela usmjerena na membranski protein beta stanica (GADA), te
protutijela na protein tirozin fosfatazu (IA-2). Spomenuta protutijela se Cesto
pojavljuju u krvi novooboljelih te u osoba u fazi predijabetesa (32-35). Nejasno je
jesu li protutijela nastala kao posljedica uniStavanja beta stanica i izlaganja do tada
nepoznatim antigenima ili su imala pocetnu ulogu u razaranju stanica (36). S obzirom
na pojavu protutijela u kasnoj dojenackoj i ranoj djecjoj dobi, moguce je da
autoagresivni proces posredovan protutijelima pocinje vrlo rano (37-39). Kako su
protutijela tzv. biljezi predijabetesa, vazno je znati jesu li znak prisutnosti genetske
primljivosti ili moZda nastaju kao posljedica djelovanja negenetskih T1SB ¢imbenika
(npr. virusa). U op€oj je populaciji u€estalost pojedinacne pojave ICA, IAA, GADA,
[A-2 protutijela od 2 do 4 %, u brace i sestara oboljelih 6 do 11 %, u DZ blizanaca od
39 %, a u MZ blizanaca do 50 % (40-43). Navedeno podupire tvrdnju o sudjelovanju
genetskih (razli¢itost u€estalosti pojavljivanja protutijela u MZ 1 DZ blizanaca), ali i
negenetskih ¢cimbenika (razli¢itost ucestalosti pojavljivanja protutijela u DZ blizanaca
i najblizih srodnika oboljelih) u nastanku T1SB. Treba istaknuti kako samo prisutnost
vi$e razli€itih protutijela u visokom titru i u ispitanika iz rizi¢ne skupine (srodnici
oboljelih), i u onih u opéoj populaciji, donosi izgledan rizik za razvoj T1SB (44,45).
Moze se pretpostaviti da primljivi geni poveéavaju sklonost nastanku T1SB djelujuéi
na ranu fazu beta stani¢ne autoagresivnosti, a ako su 1 virusi ukljuceni u pocetak
autoagresivnosti, onda genetske razli¢itosti u imunosnom odazivu prema virusima

mogu djelovati na primljivost za T1SB.

1.1.4 Metode detekcije ili otkrivanja primljivih gena

Postoje dvije razlicite, ali nadopunjujuée metode.



1.1.4.1 Metoda odredivanja povezanosti (engl. Linkage analysis)

Metoda odredivanja vjerojatnosti povezanosti izmedu bolesti i odredenoga
genskog lokusa unutar obitelji s dvoje i viSe oboljele djece. Testira se zajednicko
nasljedivanje odredenog lokusa (gena) i pojava bolesti. Njihovo zajednicko
nasljedivanje upucuje na mogucu uzrocno-posljedi¢nu povezanost. Za ovu analizu
istrazivac treba pretpostaviti obrazac nasljedivanja lokusa, prodiranje svakog genotipa
i uCestalost alela, 1 tada spomenuta metoda postaje najsnaznija metoda za lokalizaciju
gena bolesti. PoSto su mnoge odrednice ¢esto nepoznate, za multigenske bolesti se
koristi tzv. model neovisne metode, kojim se procjenjuje prosjecna proporcija alela na
oznacenom lokusu u dvoje oboljelih u bliskom srodstvu (braca i sestre). Ako
pretrazeni sumnjivi lokus ima udjela vise od 50 %, znaci da pokazuje primljivost za

bolest (46,47).

1.1.4.2 Metoda odredivanja udruZenosti (engl. Association analysis)

Metoda usporedivanja genotipske ucestalosti ili oznacenih alela izmedu
nesrodnih oboljelih ispitanika i nesrodnih zdravih ispitanika usporedne skupine.
Koristi se u populacijskim 1 obiteljskim studijama. Ako se uoc¢i neravnomjerna
raspodjela testiranog alela izmedu skupina oboljelih i zdravih ispitanika, onda to
upucuje na povezanost gena i bolesti, tj. vjerojatno znaci funkcijsku ulogu testiranog
alela u nastanku bolesti. Neravnomjernost razdiobe alela procjenjuje se s obzirom na
razdiobu koja bi bila slucajna (tj. prema Hardy-Weinbergevom zakonu). Tako se
otkrila primljivost HLA-DRB1, DQB1*0302, DQA1 genotipa (tzv. T1SB primljivi
lokus broj 1) te zastitnost HLA-DR2, DRB1*1501, DQB1*0602 genotipa (48,49).

S obzirom na problem etnicke razli¢itosti ispitivanih populacija, razvijena je
metoda nazvana AFBAC (engl. Affected-Family-Based Controls-AFBAC), kojom se
usporeduje ucestalost prenesenih 1 neprenesenih alela s roditelja na bolesno dijete
(50). Drugi, obiteljski temeljen, asocijacijski test je TDT (engl. Transmission
Disequilibrium Test-TDT), kojim se pronadena ucestalost prijenosa alela s
heterozigotnih roditelja na oboljelo dijete usporeduje s 50 % ocekivanom slucajnoscu
(51).

Asocijacijske analize su primjenjivije od linkage analiza u pronalaZenju gena

slabog ili umjerenog uc¢inka na nastanak bolesti (9).



1.1.5 Primljivi geni za Secernu bolest tipa 1

Do sada je pronadeno vise od 20 potencijalno primljivih gena (Tablica 3).

Tablica 3. Potencijalno primljivi genski lokusi za T1SB (2). Oznacene su

kromosomske regije i ime lokusa

LOKUS REGIJA BILJEG
TISB 1 6p21.3 HLA-DRBI, DOB1,DOAI
TISB 2 l1pl5 INS VNTR
TI1SB 3 15926 D155107

TISB 4 11ql3 FGF3,D1181337
TI1SB 5 6q25 ESR

TI1SB 6 18q21 JK, D18S487
TISB 7 2g31 HOXDS, D2S152
T1SB 8 6927 D6S264, D6S446
TI1SB 9 3q21-g25 D3S1576

TISB 10 10pl1-ql1 D10S193

TI1SB 11 14q24.3-q31 D14S67

TISB 12 2933 CTLA4

TISB 13 2935 D2S164

T1SB 14 - -

TISB 15 6q21 D6S283

TI1SB 16 14932.3 D14S542, IGH
T1SB 17 1025 D10S554

TISB 18 5933-q34 ILI2B

T1SB neoznaden 1q42 DI1S1617

T1SB neoznaden 16g22-q24 D16S3098
T1SB neoznaden 19p13 D19S247

T1SB neoznaden 19q13 D19S225

T1SB neoznaden Xpl13-pll DXS1068
T1SB neoznaden pl3 GCK

T1SB neoznaden 12q14-ql5 IFNG

1.2 Cimbenici okolia i razvoj Seéerne bolesti tipa 1

Prema dosada$njim istrazivanjima, rizi¢ni ¢cimbenici okoliSa za razvoj T1SB

svrstavaju se u tri grupe: a) virusne upale (posebno s citomegalo virusima i coxackiae



virusima); b) nac¢in prehrane u dojenackoj dobi (dojenje u odnosu prema ranom
uvodenju kravljeg mlijeka) i; ¢) otrovi (npr. N-nitritni derivati). Opisuju se i drugi
rizi¢ni negenetski ¢imbenici, kao $to su: program cijepljenja, psiholoski stres i
klimatski u€inci. Treba naglasiti da postoji vise studija u kojima nije dokazana
povezanost bolesti s nekim gore navedenim ¢imbenicima poput dojenja i prehrane
kravljim mlijekom, programom cijepljenja te enterovirusnim upalama (15-22).
Tesko je odrediti cimbenike okolisa koji imaju najsnazniji uc¢inak na razvoj
bolesti, a zbog teskoc¢a u prepoznavanju i izraCunavanju duzine trajanja i jacine
njihovih u¢inaka u prvim godinama Zivota, posebno stoga jer ¢cimbenici okolisa

djeluju neistodobno i mnogostruko (20-22).

2.0 POVEZANOST POLIMORFIZAMA GENA ZA INTERLEUKIN-1
RECEPTOR TIP 11 GENA ZA VITAMIN D RECEPTOR S NASTANKOM
SECERNE BOLESTI TIPA 1

Dva su nacina pristupa u prouc¢avanju povezanosti polimorfizma odredenih gena
i nastanka T1SB. Populacijske studije usporeduju polimorfizam izmedu oboljelih i
zdravih ispitanika te obiteljske studije u kojima se Zeli pokazati nacin nasljedivanja
gena koji se povezuju s nastankom bolesti.

Gen za tip 1 receptor interleukina-1 (IL-1R1) i gen za receptor vitamina D

(VDR) su izgleda ukljuéeni u razvoj i nastanak T1SB (52-67).

2.1 Receptor interleukina-1 i veza sa Se¢ernom bolesti tipa 1

Interleukin-1 (IL-1) je citokin koji nastaje nakon pobude makrofaga i ima
viSestruku ulogu u fizioloskim 1 patoloskim procesima (66). Ubraja se u vazne
posrednike upalnih bolesti i autoagresivnih endokrinih bolesti kao §to je TISB (67-
68). IL-1 je citotoksican za beta stanice gusterace sudjelujuci u Fas/FasL pokrenutoj
beta stani¢noj apoptozi, §to dovodi do smanjenja stvaranja inzulina (8). Polimorfizam
samog gena za IL-1 nije pokazao povezanost s nastankom T1SB (69).

Dva oblika IL-1, tzv. interleukin-1 alfa (IL-1 o) i interleukin-1 beta (IL-1 (),

zajedno sa strukturno povezanim antagonistom, interleukin-1 receptor antagonistom
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(IL-1ra) su razli¢iti genski produkti, ali se vezu na zajednicki membranski receptor,
interleukin-1 receptor ( IL-1R). IL-1R1 je prijenosnik signala za IL-1. Receptor je
pronaden na mnogim stanicama, ukljucuju¢i i T limfocite i beta stanice (70).
Regulacija izrazaja IL-1R1 gena ima glavnu ulogu u kontroliranju uc¢inka IL-1 na
stanice (52). Nejasno je jesu li pojedinacne razlike u IL-1R1 izrazaju povezane s
razli¢itostima unutar regulatornog podrucja gena. Pokazalo se da su beta stanice
gusterace jako osjetljive na IL-1 pa trebaju neocekivano visoku koncentraciju IL-1ra
da bi sprijecile IL-1 pokrenute promjene funkcijske stani¢ne aktivnosti (67).

Gen za IL-1R1 se nalazi u skupini IL-1R gena na kromosomu 2 (slika 3).

2¢ 12-13

IL-R1 IL-1RL1

IL-1R2 IL-1RL2 IL-18R1

CEN TEL

Slika 3. Shema ustroja skupine (engl. cluster) ljudskog gena interleukin-1 receptora

(IL-1R) na kromosomu 2q12-13. CEN-centromera; TEL-telomera, gen za IL-1R2 (tip 2 receptor

interleukina-1); gen za IL-1R1 (tip I receptor interleukina-1); gen za IL-1RL?2 (interleukin-1 receptoru
pridruzeni protein 2); gen za IL-RL1 ( interleukin-1 receptoru pridruzeni protein 1); gen za IL-18R1
(interleukin-18 receptor 1) (54)

Gen za IL-1R1 dug je 74 kb, ima tri razli¢ita promotora 1 dvanaest egzona. Tri
razli¢ite glasniCke ribonukleinske kiseline (engl. massenger ribonucleic acid, mRNA)
5" kraja kodirane su egzonima 1A, 1B, 1C. Na 3' kraju je slijed koji odreduje
izrezivanje mRNA. Egzon 2 kodira 5’ neprepisujuce podrucje. Uputa za sintezu
signalnog peptida nalazi se u egzonu 3. Izvanstani¢ni dio receptorskog proteina
kodiran je egzonima 4 — 9. Transmembransko podrucje receptora je kodirano

egzonom 10. Dio citoplazmatskoga receptorskog proteina je kodiran egzonima 11 —

12.
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Do sada je ispitivano vise polimorfizama gena za IL-1R1 unutar egzona 1B i unutar
podrucja koje razgranicava egzone 1B i 1C (52-4). U nasoj studiji ispitivana su tri
polimorfizma smjestena unutar podrucja koje razgranicava egzone 1B i 1C: Hinfl
G—A i Pstl G—>A u uzvodnom dijelu introna, te A/ul T—C u nizvodnom dijelu
introna (54) (slika 4).

Hinfl, Pstl, Alul polimorfizmi nemaju za sada poznat izravni funkcijski ucinak.

IL-1R1
5' Hinfl  Pstl Alul 3
)/
W .
i AR

Slika 4. Shema ustroja ljudskog gena za interleukin-1 receptor tip 1 (IL-1R1). Egzoni su

oznaceni brojevima. Pozicija restrikcijskih mjesta Hinfl, Pstl, Alul smjeStena je izmedu egzona IBi I1C

(52-54)

Saznanja o utjecaju IL-1R1 na primljivost za T1SB su sporna. U pokusima na
zivotinjama je primjena topivog IL-1R1 u tzv. NOD (engl. non-obese diabetic)
miseva sprije¢ila pojavu eksperimentalnog T1SB (71). U populacijskim studijama u
Danskoj 1 Velikoj Britaniji uocena je povezanost polimorfizma gena za IL-1R1 1
T1SB, to kasnije nije potvrdeno u obiteljskim studijama (52-54).

Analiza do sada objavljenih rezultata polimorfizma gena za IL-1R1 i T1SB:
Bergholdt i sur. pokazali su povezanost polimorfnog biljega PstI s nastankom T1SB.
Polimorfizam je rezultat zamjene baze citozina s timinom u egzonu 1B gena za tip 1
receptor interleukina-1 (52).

Metcalfe i sur. napravili su populacijsku studiju u tri etnicki vrlo razli¢ite skupine s
razli¢itom incidencijom T1SB. U ispitanika iz Velike Britanije pronasli su povezanost
polimorfnog biljega PstI smjestenog u egzonu 1B gena za IL-1R1 i nastanka T1SB, u

ispitanika iz Finske potvrdena je povezanost samo kod oboljelih od T1SB koji nemaju
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visoko rizi¢ne haplotipove HLA-DR3 I DR4, a u ispitanika iz juzne Indije nije uocena
povezanost (53).

Bergholdt i sur. u svojoj drugoj studiji pokazali su znacajnu vezu polimorfnog
biljega HinfT unutar podrudja koje razgrani¢ava egzone 1B i 1C i nastanka T1SB.
Grupa oboljelih imala je ve¢u koncentraciju IL-1R1, ali rezultat nije bio znacajan.
Homozigoti s prisutnim restrikcijskim mjestom za endonukleazu Hinfl imali su vise

koncentracije IL-1R1, a isti genotip bio je ¢es¢i u oboljelih (54).

Tablica 4. Sazetak do sada objavljenih rezultata polimorfizama gena za tip 1 receptor

interleukina-1i T1SB

Autori Tip studije Populacija Ispitanici Rezultati
Oboljeli Usporedba
Bergholdti Kombinirana Danske 162+165 189 Povezanost polimorfnog
sur. biljega Pstl egzona 1B i
T1SB
Metcalfei  Populacijska  Velike 117 62 Povezanost polimorfnog
sur. Britanije biljega Pstl egzona 1B i
T1SB
Finske 153 96 Povezanost polimorfnog

biljega Pstl egzona 1B i

T1SB
Indije 81 96 Nije uocena povezanost
Bergholdti  Obiteljska Danske 103+150 112+138 Povezanost polimorfnog
sur. biljega HinfI introna 1A i
T1SB

2.2 Receptor vitamina D i veza sa SeCernom bolesti tipa 1

Nekoliko je dokaza povezanosti vitamina D, VDR i T1SB.

In vitro pokusima, u beta stanicama rahiti¢nih Zivotinja pokazan je poremecaj
stvaranja 1 izlu¢ivanja inzulina. Nakon terapije s najaktivnim oblikom vitamina D
kalcitriolom, funkcija beta stanica se potpuno vratila u normalne okvire (72-74). U

NOD miseva s nedostatkom vitamina D uocio se raniji i agresivniji pocetak bolesti i
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veca incidencija T1SB, a pokazano je da visoke doze kalcitriola sprje¢avaju nastanak
bolesti, posebno ako se lijeCenje zapocne u ranoj zivotnoj dobi (75).

Djeca koja primaju dopune vitamina D kao profilaksu protiv nastanka rahitisa,
imaju nizu incidenciju T1SB (76,77). Nadalje, davanje vitamina D trudnicama snizuje
incidenciju T1SB u potomstva (78).

Kalcitriol potice stvaranje 1 izlu¢ivanje inzulina, djeluju imunosupresivno
sprjeCavajuci pobudu T-limfocita te Stiteci beta stanicu od oStecenja upalnim
citokinima. Kalcitriol regulira diferencijaciju i sazrijevanje dendriti¢nih stanica koje
su vazne u indukciji T-stani¢no posredovanoga imunosnog odaziva (72,79-84).

Receptor za vitamin D (VDR) je unutarstanicni receptor i ujedno transkripcijski
¢imbenik. Vezivanjem kalcitriola receptori se pobude, vezu na specifi¢ne genske
pobudivace te poticu izrazaj gena koji sadrzavaju takve pobudivace. VDR je pronaden
u vise tkiva, ukljucujuéi beta stanice guSterace, monocite, dendriticne stanice i
pobudene T-limfocite. Gen za VDR nalazi se na kromosomu 12q12-q14, sadrzi osam
kodirajucih egzona (egzoni 2-9), promotorsko i regulacijsko podrucje te pripadajuce
introne. Promotorsko podrucje regulira stvaranje mRNA, regulacijsko podrucje je
ukljuceno u stabilnost/degradaciju mRNA, a njihovo medudjelovanje na raspoloZivost
mRNA za translaciju u VDR bjelan¢evinu (85-87).

Do sada je opisano vise polimorfizama, a najceSce su ispitivana Cetiri: Fokl T—C,
Bsml A—>G, Apal G—T i Taql C—T. Bsml, Apal, Taql polimorfizmi nemaju za sada
poznat izravni funkcijski uc¢inak. Fokl polimorfizam se naziva potencijalno
funkcijskim jer se pokazalo da je "F” alel transkripcijski aktivniji u odnosu na "f”

oblik. (85,87) (slika 5).
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100 kb

F 3
v

5' PROMOTOR EGZONI - kodirajudi 3'REGULATORNO P
1
1 ead b c 2 3 456 7 8 3'UTR
n_nr-n - - mM—Tnnga 1.
ml HH—] : R
T
Cdx2 Fokl* T
G/ A c/T
| | [
RFLP: BsmI Tru9l EcoRY Apal Tagl*
bp: A/G  G/A G/A G/T T/C

Slika 5. Shema ustroja ljudskog gena za vitamin D-receptor. Egzoni su oznaceni

brojevima. Pozicija restrikcijskih mjesta pokazana je strelicama. * su oznaceni polimorfizmi

u egzonima. P.= podrucje (87)

Posljednjih godina u nekoliko populacijskih i obiteljskih studija, u Velikoj
Britaniji (u Indijaca), Njemackoj, Tajvanu, Japanu, Rumunjskoj, Madarskoj te u
Dalmaciji, utvrdena je veza izmedu gena za VDR i T1SB (55-64). Jedna studija
opisuje povezanost polimorfizma gena za i T2SB (88).

Analiza do sada objavljenih rezultata polimorfizma gena za VDR:

McDermott i sur. u obiteljskoj studiji indijskih Azijata opisali su povezanost triju
polimorfizma gena za VDR i nastanka T1SB. Pokazali su da se aleli "b” polimorfnog
biljega Bsm! u prvom redu prenosi na oboljele potomke. Analizirajuci dva alela,
znacajnost u prijenosu je pokazao haplotip "bT” polimorfnih biljega Bsml 1 Taql, dok
je analiza triju alela, ukljucujuéi polimorfni biljeg Apal, pokazala znacajnost u
prijenosu haplotipa "bAT" (55).

Pani i sur. u obiteljskoj studiji u Njemackoj analizirali su Cetiri polimorfna biljega

Fokl, BsmlI, Apal, Tagl gena za VDR i njihovu povezanost s T1SB. Pokazali su da se
haplotip "BAt” prenosi na potomstvo s ucestalo$¢u od 64 %. Kombinacija alela "At” 1
"Bt pokazala je primljivost za T1SB. Nije uotena povezanost u nastanku T1SB s

polimorfnim biljegom FokI (56).
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Chang i sur. pokazali su da je ucestalost alela polimorfnog biljega Bsml gena za VDR
pokazala razliku izmedu oboljelih 1 usporednih ispitanika, pokazujuci Cetiri puta
ucestaliji genotip "BB” medu oboljelima (57).

Ban i sur. analizirali su polimorfne biljege Bsml i Fokl gena za VDR. Pokazali su da
je genotip homozigota s prisutnim restrikcijskim mjestom za restrikcijsku
endonukleazu Fokl znaéajno udestaliji medu oboljelima od T1SB s pozitivnim
GADA (58).

Guja i sur. ispitali su povezanost polimorfnih biljega Fokl, Apal, Taql gena za VDR i
nastanka T1SB. Transmisija alela “F” s roditelja na oboljelu djecu, kao i prijenos
alela”T” s roditelja na zdravu djecu bila je ucestalija, ali nije dosegnula prag
statisticke znacajnosti (59).

Fassbender i sur. u populacijskoj studiji u Njemackoj ispitali su povezanost
polimorfnih biljega Bsml, Tagl i FokI gena za VDR i nastanak T1SB. Pokazali su
povezanost genotipa “TT” s nastankom T1SB. Uo¢ili su da su homozigotne osobe za
prisutnost reznog mjesta za restrikcijsku endonukleazu Fokl (genotip "ff”) ranije
manifestirali bolest u odnosu na oboljele heterozigote ("Ff”) i one bez prisutnosti
restrikcijskog mjesta ("FF”) (60).

Gyorffy i sur. u populacijskoj studiji u Madarskoj analizirali su polimorfne biljege
Apal, Bsml, Fokl, Taql 1 Trul gena za VDR u ispitanika mlade Zivotne dobi. Uocili su
da prisutnost alela "b”, “a” i "u” donosi primljivost za T1SB u djevojéica (61).
Skrabic i sur. objavili su rezultate populacijske studije u Dalmaciji. Genotipizacija
gena za VDR s restrikcijskim enzimima Bsml, Apal i Taql, pokazala je da genotip
"BBAALt” donosi primljivost za nastanak T1SB (62).

Motohashi i sur. su u populacijskoj studiji analizirali polimorfni biljeg Bsml gena za
VDR. Alel "B” bio je ucestaliji u oboljelih u odnosu na zdrave te u onih s akutno
nastalim T1SB (63).

Turpeinen i sur. analizirali su tri polimorfna biljega Apal, Bsml i Fokl gena zaVDR.
Dobili su znacajnu razlicitost u€estalosti alela 1 pojedina¢nih genotipova gena za VDR
u populacijama triju razli¢itih regija Finske, grani¢nu statisticku znacajnost u
ucestalosti polimorfizma polimorfnih biljega Bsml i Fokl izmedu oboljelih i zdravih,
te povecani prijenos haplotipa "AA”, "bb” 1 "FF” s roditelja na oboljele muske
potomke. Nakon korekcije multiplog testiranja zakljucili su da navedena tri

polimorfizma gena za VDR nisu povezana s nastankom T1SB (64).
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Tablica 5. Sazetak do sada objavijenih rezultata polimorfizama gena za vitamin D

receptor u odnosu na T1SB

Autori Tip studije ~ Populacija Ispitanici Rezultati
Oboljeli Kontrola

Mc obiteljska Indije 93 0 Prijenos alela “b”, haplotipa "bT" i

Dermott haplotipa “bAT" na oboljele

Pani obiteljska Njemacke 152 0 Prijenos haplotipa "BAt" na
potomstvo u 64% slucajeva,
kombinacija alela "At” i "Bt”
pokazuje primljivost za TISB

Chang populacijska  Tajvana 157 248 Genotip "BB” Cetiri puta ucestaliji u
oboljelih od TISB

Ban populacijska  Japana 110 250 Genotip "ff” je ucestaliji u oboljelih
od T1SB

Guja obiteljska Rumunjske 212 0 Moguéa primljivost alela "F” i
protektivnost alela”T” u oboljelih od
T1SB

Fassbe- populacijska  Njemacke 75 57 Genotip “TT" ucestaliji u oboljelih od

nder T1SB

Gyorffy populacijska  Madarske 107 103 Aleli "b”, "a”, "u” su primljivi za
nastanak T1SB u djevojéica

Skrabié¢ populacijska  Hrvatske 134 132 Genotip "BBAALt” Cetiri puta

Dalmacije udestaliji u oboljelih od T1SB

Motohashi populacijska  Japana 203 222 Alel "B” ucestaliji u bolesnih i u onih
s akutno nastalim T1SB

Turpeinen  populacijska  Finske 1064 2000 Nakon korekcije multiplog testiranja

obiteljska 544 nema znacajne povezanosti

polimorfnih biljega Apal, Bsml i
FokIiT1SB
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Ortlepp i sur. su analizirali povezanost polimorfnog biljega Bsml gena za VDR
u oboljelih od T2SB. Prevalencija T2SB i koronarne arterijske bolesti ovisila je o

frekvenciji alela "B”. 8% ispitanika s T2SB imalo je haplotip "BB” (88).

3.0 CILJ ISTRAZIVANJA

1.) Utvrditi je li polimorfizam unutar svakog polimorfnog biljega gena za
IL-1R1 i gena za VDR povezan s nastankom T1SB u populaciji Dalmacije. Usporedit
¢emo ucestalost razlicitih pojedinac¢nih genotipova i kombinacije genotipova
testiranih polimorfnih biljega kod oboljelih i zdravih ispitanika.

2.) Pridonijeti saznanjima koja bi omogucila uvrstavanje (ili odbacivanju) gena

zaIL-1R1 i gena za VDR u postojeéu skupinu primljivih gena za nastanak T1SB.

4.0 ISPITANICI I METODE RADA

4.1 Ispitanici

Istrazivanje smo proveli medu stanovniS§tvom Dalmacije na 134 djece oboljele
od T1SB i 132 kontrolna ispitanika.

Skupinu oboljelih &inili su ispitanici s T1SB koji se manifestirao izmedu 1 — 16
godine zivota. Dijagnoza bolesti je postavljena na osnovi kriterija Svjetske
zdravstvene organizacije (89). Na kontrolnim pregledima ili tijekom bolni¢kog
lijecenja, kada se oboljelima vadila venska krv radi procjene stanja metabolizma,
istodobno smo izdvojili epruvetu s 1 do 2 ml pune krvi na EDTA potrebnu za ovo
ispitivanje 1 pohranili je na -20°C. Prikupljanje uzoraka krvi trajalo je 5 mjeseci.
Obuhvatili smo 134 rodbinski nepovezana ispitanika s TISB (72 ili 53,7% djecaka i
62 ili 46,3% djevojcica), srednje zivotne dobi 8.6 £+ 4.3 godine (srednja vrijednost =
standardna devijacija). U Klinici za djecje bolesti u razdoblju prikupljanja uzoraka za
ovu studiju bilo je registrirano 149 ispitanika.

Usporednu skupinu predstavljali su slu¢ajno odabrani i rodbinski nepovezani
ispitanici u dobi od 1 do 16 godina koji su se primali u Kliniku za djecje bolesti radi

lije¢enja i medicinske obrade. Odsutnost T1SB u ispitanika potvrdili smo
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anamnesti¢kim i klini¢kim pokazateljima. Prisutnost T1SB i T2SB u roditelja
ispitanika i podatak o prisutnosti neke od znanih autoagresivnih bolesti u ispitanika
bili su kriteriji za iskljucenje iz usporedne skupine. 1z venske krvi uzete za procjenu
hematoloskih i biokemijskih pokazatelja potrebnih za nadzor i lije¢enje njihovih
bolesti, izdvojili smo epruvetu s 1 do 2 ml pune krvi na EDTA potrebne za nase
ispitivanje, 1 pohranili na -20°C. Prikupljanje uzoraka krvi trajalo je 4 mjeseca.
Obuhvatili smo 132 djece 1 adolescenata (62 ili 47% djecaka 1 70 ili 53% djevojcica).
Srednja zivotna dob u toj skupini iznosila je 8.2 £ 4.9 godina (srednja vrijednost +

standardna devijacija).

4.2 Izdvajanje deoksiribonukleinske kiseline iz pune krvi

Genomsku deoksiribonukleinsku kiselinu (engl. deoxyribonucleic acid, DNA)
izdvojili smo iz leukocita periferne krvi pomocu Perfect gDNA Blood Mini kitova
(Eppendorf, Hamburg, Njemacka).

Prema protokolu proizvodaca, uzeli smo 20 pl proteinaze K u 1.5 ml tubice.
Dodali smo 200 pl pune krvi u tubice 1 350 pl otopine G1 (pufer-detergent otopina).
[zmijeSali smo na Vortexu, na velikoj brzini 5 s. Inkubirali smo u termomikseru na
70°C, 900 okretaja u minuti, 10 minuta. Centrifugirali smo 3 minute pri 15000
okretaja u minuti. Supernatant smo ulili u €istu tubicu. Dodali smo 200 pul G2 otopine
(isopropanol-detergent otopina) u tubicu koja sadrzi supernatant. Uzorak smo mijeSali
na velikoj brzini 5 sekundi. Zatim smo uzorak prebacili u novu tubicu s fiksiranim
filtrom. Uzorak smo inkubirali na sobnoj temperaturi 1 minutu, pa ponovno
centrifugirali 2 minute na 12000-16000 okretaja u minuti. Filtar smo isprali
prikladnim puferom, a na kraju smo DNA oslobodili s filtra pomoc¢u 200 pl pufera za
otapanje (engl. elution buffer). Uzorak smo inkubirali na 70°C 3 min. Nakon

centrifugiranja dobili smo genomski DNA koji smo pohranili na -20°C.

4.3 Polimerazna lancana reakcija i polimorfizam duljine restrikcijskih

ulomaka

Umnozavanje Zeljenih odsjecaka slijeda nukleotida DNA gena za VDR i

gena IL-1R1 napravili smo metodom polimerazne lancane reakcije (engl. polymerase
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chain reaction, PCR). Produkt reakcije PCR cijepali smo uz pomo¢ specifi¢nih
restrikcijskih enzima. Zatim je uslijedila analiza polimorfizama duljine restrikcijskih
ulomaka (engl. restriction fragment length polymorphism, RFLP). Rezultati duljine
restrikcijskih ulomaka odredeni su elektroforezom na gelu agaroze (90,91).

PCR je metoda selektivnog umnozavanja DNA segmenata. Sastoji se od serije
ponavljajucih ciklusa koji se temelje na koristenju termostabilne DNA polimeraze u
proizvodnji milijuna kopija odredene sekvencije, pocevsi od vrlo male koli¢ine
bioloSkog materijala. Reakcija obuhvaca oko 30 ponavljajucih ciklusa grijanja i
hladenja. Segmenti su definirani specifiénim pocetnim oligonukleotidima (90).

U novije su vrijeme metode rekombinantnog DNA omogucile da se kao genetski
biljezi koriste kratki slijedovi DNA koji se razlikuju medu normalnim jedinkama.
Siroko koristeni biljezi temelje se na ovisnosti o na¢inu na koji male razlike u slijedu
DNA mogu mijenjati uzorak cijepanja restrikcijskih enzima. Razlika u jednom paru
nukleotida na odredenoj poziciji u kromosomu moZze dovesti do nastanka ili nestanka
mjesta cijepanja restrikcijskog enzima. Posljedica te razlike je promjena u duzini
restrikcijskih ulomaka. Sama metoda PCR nakon koje slijedi digestija s
odgovaraju¢im enzimom temelji se na tome da se metodom PCR umnozi Zeljeni
ulomak slijeda nukleotida DNA, te se zatim produkt reakcije PCR podvrgne cijepanju
uz pomoc¢ specificnoga restrikcijskog enzima (90,91).

Polimorfizam predstavlja dvije ili viSe varijanti nukleotidnih slijedova koji su
u populaciji zastupljeni odredenom ucestalos¢u. Slobodnije govoreci, polimorfizmi
su: a) bilo koje promjene slijeda nukleotida s ucestalos¢u u populaciji ve¢om od 1%,
ili b) su to nepatogenetske nukleotidne promjene bez obzira na njihovu ucestalost
(92). Polimorfizam koji ne dovodi do promjene u aminokiselinskom slijedu
bjelancevina zove se titha mutacija (eng. silent mutation) (92).

Moguce funkcijske posljedice polimorfizama mogu se oCitovati na razli¢itim
razinama: 1) razini mRNA) (razliCita stabilnost mRNA, razli¢ito izrezivanje pre-
mRNA); 2) na razini bjelancevina (stabilnost, razliciti oblici, medudjelovanje); 3) na
razini stanice (mijenjanje transkripcijske pobude, sprjecavanje stani¢nog rasta); 4) na

razini organizma-jedinke (razina hormona, apsorpcija kalcija) (87).
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4.3.1. Polimorfni biljezi gena za vitamin D-receptor i gena za interleukin-1

receptor tip 1

Gen za VDR analizirali smo na Cetiri polimorfna biljega. Bsml i Apal smjesteni
su izmedu egzona 8 1 9, polimorfni biljeg Tagl smjesSten je unutar egzona 9, dok je
polimorfni biljeg Fokl smjeSten u pocetnom dijelu egzona 2 (57,58,59,85,87).

Gen za IL-1R1 analizirali smo na tri polimorfna biljega: Pstl, Hinfl i Alul.
Polimorfni biljezi smjesteni su unutar promotora, u podrucju koje razgranicava egzon

1B 1C (54).

Tablica 6. Specificni pocetni oligonukleotidi za pojedini polimorfni biljeg gena za
VDR i gena za IL-1R1, temperature sparivanja i velicine produkata PCR

reakcije
Polimorfni Specifi¢ni pocetni oligonukleotidi Temperatura Veli¢ina
biljeg sparivanja produkta
reakcije PCR
Gen za VDR
Bsml 5'CAACCAAGACTACAAGTACCGCGTCAGTGA3' 60°C 825 bp
5'AACCAGCGGGAAGAGGTCAAGGG3'
Apal 5'CAGAGCATGGACAGGGAGC3' 69°C 480 bp
5'AGGAGAGGCAGCGGTACTG3'
Taql 5'CAGAGCATGGACAGGGAGC3Y' 69°C 480 bp
5'AGGAGAGGCAGCGGTACTG3'
Fokl 5'AGCTGGCCCTGGCACTGACTCTGGCTCT3' 60°C 265 bp
5S'ATGGAAACACCTTGCTTCTTCTCCCTC3'
Gen za IL-
1R1
Pstl S'TTGCTATGACCCTGGTGGTGT3' 61°C 537 bp
5S'AAATCCTGGTGTGTTAGGCCA3'
Hinfl 5'CAGGGATGACAGTCTCCACCTT3' 64°C 499 bp
5'GTGTCCAAATGGCAGTTCTGAA3Z'
Alul S'TGATCTGAATTCTCACATGACCTTG3' 60°C 499 bp

5'GGCACCACAAACTTGGAGAATAG3'

Reakcija PCR se odvijala u volumenu od 50 pl, koji je €inilo 5 pl
komercijalno dostupnog 10X PCR pufera (Eppenodorff, Hamburg, Njemacka) (25
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mM TRIS-HCI pH 8,0; 35 mM KCI; 0.1 mM EDTA; ImM DTT, 50% glicerola),
smjesa nukleotida (ANTP tj. dATP, dTTP, dCTP, 1 dGTP, do konacne koncentracije
10 mmol/l) (Eppendorf, Hamburg, Njemacka), pocetni oligonukleotidi (100 ng svaki),
100 ng DNA, 1 jedinica Taq polimeraze te QH20. Svaki od 30 ciklusa reakcije PCR
sastojao se od tri faze. Denaturacija je trajala 30 sekundi pri 94°C, faza sparivanja
trajala je 30 sekundi pri temperaturama navedenim u tablici 6. 1 7., dok je faza

produljivanja lanaca trajala 45 sekundi pri 72°C.

4.3.2 Analiza umnoZenih produkata DNA

Uzorke dobivene umnozavanjem reakcijom PCR provjerili smo horizontalnom

elektroforezom na 1,5%-tnom gelu agaroze (Sigma, Njemacka) (91).

1. grijanjem se otopi 0.75 g agaroze u 100 ml 1X TBE puferu uz dodatak etidium
bromida do kona¢ne koncentacije od 0,5 pg/ml te se izlije u odgovarajuce
kalupe 1 ostavi da se skrutne,

2. 7 wl umnozenog DNA pomijesa se s odgovaraju¢om koli¢inom bromfenolnog
plavila 1 ksilencijanola,

3. kao obiljezivac veli¢ine koristili su se DNA biljezi ( ROSCHE Diagnostics
Corporatio, Indianapolis, USA )

4. zdenci u agaroznom gelu napune se uzorcima te se gel izvrgne istosmjernom
elektricnom polju napona 80V, 20-30 minuta,

5. gel se izlozi ultraljubicastom svjetlu da bi se vidio umnozeni DNA koji
fluorescira zbog interakcije s etidijbromidom te se napravi fotografija.

Nakon §to se dokaZe postojanje fragmenta odgovarajuce veli¢ine, pristupi se

njihovoj daljnjoj analizi RFLP tehnologijom (91).
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4.3.3 Analiza polimorfizma duljine restrikcijskih ulomaka gena za vitamin

D-receptor i gena za interleukin-1 receptor tip 1

Da bismo odredili status alela na temelju postojanja polimorfnog mjesta,
produkt koji smo dobili reakcijom PCR, pocijepali smo odgovaraju¢im enzimom te
analizirali na agaroznom ili poliakrilamidnom gelu. Homozigoti bez prisutnog reznog
mjesta oznaceni su velikim slovima prema koriStenoj restrikcijskoj endonukleazi,
heterozigoti velikim i malim slovom, a homozigoti koji posjeduju restrikcijsko mjesto

za koriSteni restrikcijski enzim oznaceni su malim slovima.
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Tablica 7. Restrikcijski enzim za pojedini polimorfni biljeg gena za VDR i gena za
IL-1R1, temperatura inkubacije, produkt restrikcije i pripadajuci aleli

Polimorfni Restrikeijski Sekvencije Temperatura Produkt reakcije Alel
biljeg enzim restrikcijskih mjesta inkubacije = RFLP (restrikeijski
°O) profil, bp)
Gen za
VDR
Bsml Bsml 5'...GATGCNY...3' 65 N-825 BB
3'...CTTACTGN...5' N/M-825+650+175  Bb
M-650+175 bb
Apal Apal 5'...GGGCCLC..3' 25 N-480 AA
3'...cTCCGGG...5' N/M-480+250+230  Aa
M-250+230 aa
Taql Taql 5. TYCGA...3' 65 N-480 TT
3'..AGCTT...5' N/M-480+280+200 Tt
M-280+200 tt
Fokl Fokl 5'..GGATG(N9) {...3' 37 M-265 FF
3'..CTAC(N13) T..5' N/M- 265+196+69  Ff
N-196+69 ff
Gen za
IL-1R1
Pstl Pstl 5'...CTGCAG...3' 37 N-537 PP
3'...GTACGTC...5' N/M-537+440+97  Pp
M-440+97 PP
Hinfl Hinfl 5. AG{CT..3' 37 N-274+232 HH
3. TCTGA..3' N/M- Hh
274+232+129+103
M-274+129+103 hh
Alul Alul 5'...AGYCT...3' 37 N-445+54 AA
3. TCTGA..5' N/M-445- Aa
406+54+39
M-406+54+39 aa

bp = parova baza; N = normalni; M = mutirani

Postupak reakcije:

1. uzme se 15 ul produkta PCR reakcije,
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A

dodaju se 2 pl 10X restrikcijskog pufera (pufer za enzim Bsml: 50 mM NacCl, 10
mM Tris-HCI1,10 mM MgClz2, 1 mM DTT, ph 7,9; pufer za enzime Apal i Fokl: 50
mM potassium acetate, 20 mM Tris acetate, 10 mM magnesium acetate, 10 mM
DTT, pH 7.9; pufer za enzim Taql: 100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI2, 10 mM
MgCl, pH 8,4; pufer za enzime Hinfl i PstI: 500 mM Tri-HCI, 100 mM MgCl, 10
mM DTT, 1000 mM NaCl, pH 7,5; pufer za enzim A/ul: 100 mM Tris-HCI, 100
mM MgCl, 10mM DTT, pH 7,5),

dodaju se 2 jedinice odgovarajuce restrikcijske endonukleaze,

konac¢ni volumen reakcijske smjese iznosi 20 ul,

inkubira se na odgovarajucoj temperaturi, navedenoj u Tablici 7., preko no¢i,
tako dobiveni uzorci analiziraju se na 1.5-3% agaroznom ili 12%
poliakrilamidnom gelu na sli¢an nacin kao i uzorci dobiveni nakon lancane

reakcije polimeraze.

Priprema 12%-tnoga poliakrilamidnog gela:
2.4 ml 30% akrilamida (Sigma, Njemacka), 0.6 ml 10XTBE, 3 ml deionizirane vode,

25 ul amonijpersulfata (APS) (Sigma, Njemacka) i 10 pl Temeda (Sigma, Njemacka)

izlije se u odgovarajuci kalup 1 ostavi da se skrutne.

4.4 Statisticka analiza podataka

Usporedba ispitanika istrazivane i usporedne grupe obavljena je > testom (uz

Yates korekciju) i tzv. “stepwise” logistickom regresijom (metoda “Forward” po

Waldu). Logisti¢kom regresijom izracunali smo relativnu Sansu (engl. Odds ratio,

OR). Koristili smo statisticki paket SPSS 11.0. P-vrijednost manja od 0,05 smatrana je

statisticki znaajnom.
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5.0 POSTOVANJE ETIKE

Za istrazivanje je zatrazena i dobivena privola Etickog povjerenstva Klinicke
bolnice Split i Medicinskog fakulteta u Splitu. U istrazivanju su se postovala eticka
nacela u skladu s etickim normama odredenim hrvatskim zakonima (Hrvatski
lije¢nicki zbor — Kodeks medicinske etike i deontologije, Zagreb, 2002.) i
medunarodnim konvencijama (World Medical Association Declaration of Helsinki —
524 WMA General Assembly, Edinburgh, Scotland, October, 2000.).

Krv ispitanika uzimala se uz suglasnost predstojnika Klinike i roditelja
ispitanika. Materijal se koristio iskljuc¢ivo za dobivanje znanstvenih rezultata i nece se

koristiti u svrhu stjecanja dobiti.
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5.0 REZULTATI RADA

6.1 Rezultati analize Cetiriju polimorfnih biljega gena za vitamin D receptor

Nakon §to smo umnozili PCR fragmente smjeStene izmedu egzona 8 1 9,
egzona 9 i egzona 2 gena za VDR, podvrgnuli smo ih restrikciji s Cetiri restrikcijske
endonukleaze Bsml, Apal, Taql i Fokl.

Slike 4, 5, 6 1 7 pokazuju rezultate cijepanja s restrikcijskim endonukleazama Bsml,

Apal, Taql i Fokl gena za VDR.

825 bp
650 bp

175 bo

Slika 6. Rezultati restrikcije na polimorfnom biljegu Bsml gena za VDR. PCR
produkt dug je 825 baznih parova (bp). U slucaju prisutnosti reznog mjesta

nastaju fragmenti sa 650 i 175 baznih parova. M — biljeg veli¢ine DNA ulomaka.
Jedinka 1 ima genotip BB, jedinka 2 i 3 Bb, jedinka 4 i 5 bb
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M1 2 3 4 56

Slika 7. Rezultati restrikcije na polimorfnom biljegu Apal gena za VDR. PCR produkt

dug je 480 baznih parova (bp). Fragment je podvrgnut digestiji s Apal

restrikcijskom endonukleazom koja ga u slucaju prisutnosti reznog mjesta reze

na 2501 230 baznih parova. M - DNA biljeg. Jedinke 1 i 2 imaju genotip A4, jedinke 3 i

4 Aa, jedinke 51 6 aa
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M1 2 3 4 56

480 bp
280 bp

200 bp

Slika 8. Rezultati restrikcije na polimorfnom biljegu Taql gena za VDR. PCR produkt
dug je 480 baznih parova (bp). U slucaju prisutnosti reznog mjesta nastaju
fragmenti s 280 i 200 baznih parova. M - DNA biljeg. Jedinke i 2 imaju genotip TT,
jedinke 3 i 4 Tt, jedinke 51 6 tt

M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10111213 14

69 bp

Slika 9. Rezultati restrikcije na polimorfnom biljegu Fokl gena za VDR. PCR produkt
dug je 265 baznih parova (bp), a prisutnost reznog mjesta cijepa ga na

fragmente duzine 196 i 69 baznih parova. M-DNA biljeg. Jedinke 1, 2, 5, 7, 8, 9, 10,
12 i 14 imaju genotip Ff. Jedinke 3, 4, 6, 11 i 13 imqju genotip ff
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Zastupljenost pojedina¢nih genotipova ispitivanih polimorfnih biljega Bsml,

Apal, Taql i FokI gena za VDR u bolesnika s T1SB i usporednih ispitanika

prikazana je u Tablici 8.

Raspodjela ucestalosti pojedina¢nih genotipova polimorfnog biljega Tagl (T/t) medu

skupinama pokazala je znakovitu razliku (%*>=8.04, p=0.018). Genotip "tt” gena za

VDR pojavljivao se uéestalije u TISB bolesnika (Tablica 8.). U&estalost polimorfnog

biljega Fokl medu skupinama takoder je pokazala znakovitu razliku (%*=8.30,

p=0.016), s VDR genotipom " ff ” koji se pojavljivao ucestalije u oboljelih (Tablica

8). Razlika u ucestalosti genotipova polimortnih biljega Bsml i Apal nije zapaZena

(Tablica 8.).

Tablica 8. Raspodjela pojedinacnih genotipova za polimorfne biljege Bsml, Apal,

Taql i Fokl gena za VDR u populaciji Dalmacije, u oboljelih od T1SB i

usporednih ispitanika

Polimorfni biljegi T1SB Usporedna grupa %2
genotip br.(%) br.(%)
N=134 N=132

p-vrijednost

GEN ZA VITAMIN D RECEPTOR

Bsm I: - bb 52 (38.8) 41 (31.0)
-BB 24 (17.9) 17 (12.9) 4.42 0.11
-Bb 58 (43.3) 74 (56.0)

Apal: - aa 16 (11.9) 15 (11.2)
-AA 66 (49.3) 51 (38.9) 3.6 0.17
- Aa 52 (38.8) 66 (50.4)

TagI: -t 25 (18.6) 11 (8.4)
-TT 54 (40.2) 48 (36.6) 8.04 0.018
- Tt 55 (41.0) 72 (55.0)

Fok I: - ff 29 (21.7) 12 (9.1)
- FF 42 (31.3) 44 (33.3) 8.30 0.016
-Ff 63 (47.0) 76 57.6)
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Logistickom regresijom u koju smo ukljucili kao pretkazivace: dobnu skupinu
ispitanika (I. — od 1.0 do 3.9 godina starosti, II. - od 4.0 do 8.9 godina, III. - od 9.0 do
13.9 godina i skupina IV. — stariji od 14.0 godina), spol (musko, zensko), te
polimorfizme gena za VDR polimorfnih biljega BsmI (BB,Bb,bb), Tagl (TT,Tt, tt),
Apal (AA,Aa,aa) i Fokl (FF, Ff, ff), dobili smo da je relativna Sansa za nastanak
T1SB za 1.8 puta veéa u ispitanika s genotipom "tt” prema ispitanicima s genotipom
"TT” (95% CI 0.1-4.1). Relativna Sansa za 2.2 puta veca je u ispitanika s genotipom
"ff” prema onim s genotipom "FF” (95% CI 0.99-4.99) (Tablica 9).

Tablica 9. Rezultati logisticke regresije kojom su obuhvaceni dob, spol te Bsml, Taql,
Apal i Fokl polimorfni biljezi gena za VDR kao zavisne varijable

Varijabla* Baza Relativna Sansa ~ 95% CI P-vrijednost
Taql TT

Tt 0.68 04-12

tt 1.8 08-4.1 0.042
Fokl FF

Ff 0.79 0.46 - 1.4

ff 222 0.99 - 4.99 0.029

*rezultati koji nisu statisticki znacajni nisu prikazani

Ucestalost zdruzenih genotipova za tri polimorfna biljega Bsml, Apal i Taql koji suu
genu smjesteni izmedu egzona 8 1 9 te u egzonu 9, prikazana je u Tablici 10.

Genotip "BBAALt” pokazao je veéu $ansu za nastanak T1SB jer je Cetiri puta ucestaliji
u skupini oboljelih (p=0.004, OR 4.46, 95% CI 1.62-12.26). Genotip "BbAaTt"
ucestaliji je u skupini usporednih ispitanika (p=0.04, OR 0.52, 95% CI 0.3-0.94).
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Tablica 10. Raspodjela zdruzenih genotipova za tri polimorfna biljega Bsml, Apal,
Taql gena za VDR u populaciji Dalmacije. Zdruzeni genotipovi koji nisu

zastupljeni nisu prikazani

Zdruzeni BTrl ?012) Uspo}r3erc'lg)z )grupa x2 p-vrijednost

genotip N=134 N=132
BBAAtt 20 (14.9) 5(3.8) 8.42 0.04
bbAaTT 24 (17.9) 12 (9.0) 3.70 0.05
BbAATT 4(3.0) 5(3.8) 0.0005 0.98
BBAATt 2(1.5) 5(3.8) 0.62 0.43
BbAaTT 0(0.0) 4 (3.0) 2.33 0.13
BbAaTt 25 (18.8) 40 (30.3) 4.27 0.04
bbAATT 10 (7.6) 12 (9.1) 0.07 0.79
bbAa Tt 1 (0.7) 5(3.8) 1.58 0.21
BBAatt 0(0.0) 3(2.3) 1.38 0.24
bbaaTT 13 (9.7) 9(6.8) 0.4 0.53
BbAATt 25 (18.7) 19 (14.4) 0.59 0.44
BBAaTT 0(0.0) 1(0.7)
BBAaTt 1(0.7) 1(0.7)
bbAATt 0(0.0) 1(0.7)
BBaaTT 0(0.0) 1(0.7)
BbaaTT 2(1.5) 3(2.3)
BbAALt 1(0.7) 2(1.5)
BbAatt 1(0.7) 1(0.7)
bbaaTt 1(0.7) 2(1.5)
bbAAtt 3(22) 0(0.0)
BBAATT 1(0.7) 1(0.7)

Analiza zdruzenih genotipova za sva Cetiri ispitivana polimorfna biljega Bsm/,
Apal, Taql i Fokl, gena za VDR, prikazana je u Tablici 11.
Zdruzeni genotip "BBAAttF{” viSe je od Sest puta ucestaliji u oboljelih nego u
usporednih ispitanika (13 ispitanika prema 2 ispitanika), (p=0.009, OR 6.93, 95% CI
1.5-31.4), te genotip "bbAaTTFF" prisutan u sedam bolesnika, a nije zabiljeZen u
skupini zdravih, usporednih ispitanika (p=0.02, OR 15.5, 95% CI 0.9-273.9). Druga
zdruzivanja genotipova nisu pokazala znacajnu razliku u pojavljivanju izmedu dvije

skupine.
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Tablica 11. Raspodjela zdruzenih genotipova za Cetiri polimorfna biljega Bsml,

nisu zastupljena nisu prikazana

Apal, Taql i Fokl gena za VDR, u populaciji Dalmacije. Zdruzivanja koja

ZdruZeni genotip T1SB Usporedna grupa x2 p-
Br. (%) Br.(%) vrijednost
N=134 N=131

BbAaTtFf 11 (8,2) 22 (16,7) 3.7 0.05

BbAaTtff 9 (6,7) 14 (10,7) 0.8 0.35

BbAaTTFf 11(8,2) 8 (6,1) 0.18 0.67

BbAATHf 13 (9,7) 8 (6,1) 0.73 0.39

BbAATtFf 10 (7,5) 10 (7,6) 0.003 0.96

BbaaTTFf 9 (6,7) 6 (4.,5) 0.24 0.63

BBAALttFf 13 (9,7 2 (1,5) 7.3 0.009

BbAaTTFF 7(5,2) 0(0,0) 5.14 0.02

BbAaT(FF 5(3,7) 3(2,2) 0.11 0.74

BBAAttFF 4(3,0) 1(0,7) 0.77 0.38

bbAATTFf 4(3,0) 3(2.2) 0.12 0.72

BbAaTTff 5(3,7) 4(3,0) 0.09 0.76

BbAATTIf 4(4,0) 6 (4,5) 0.13 0.72

BbAAHFf 1(0,7) 1(0,7)

BbAATTFf 2(L5) 4 (3,0)

BbAATTFF 1(0,7) 0(0,0)

BBAAttff 3(22) 2(1,5)

BbaaTTff 2(1,5) 2(1,5)

BbAattFf 1(0,7) 1(0,7)

BBAATTFf 1(0,7) 0(0,0)

BbaaTTff 1(0,7) 1(0,7)

BbAATTff 1(0,7) 1(0,7)

BBAATff 2(15) 1(0,7)

BbaaTtFF 1(0,7) 0(0,0)

bbAATTFF 2(1,5) 3(2.2)

BbaaTTFF 2(1,5) 1(0,7)

BbAAT(FF 2(15) 2(1,5)

BbAaTtff 1(0,7) 1(0,7)

BbAATttff 1(0,7) 0(0,0)

BbAAFF 2(L5) 0(0,0)

BbaaTTFF 1(0,7) 0(0,0)

BBAaT(FF 1(0,7) 0(0,0)

BbAaTtFF 1(0,7) 0(0,0)

BbAaTtFf 0(0,0) 4 (3,0)

BBAAT(Ff 0 (0,0) 4(3,0)

BBAaTtFf 0(0.,0) 1(0,7)

BbaaTTFf 0 (0,0) 2(L5)

BbAaTTFf 0 (0,0) 2(L5)

BBAaTTFf 0 (0,0) 1(0,7)

BbAALtff 0 (0,0) 1(0,7)

BbaattFf 0 (0,0) 1(0,7)

BbAATCff 0(0,0) 1(0,7)

BBAATTFF 0 (0,0) 1(0,7)

BBAattFF 0 (0,0) 1(0,7)

BBAattFf 0 (0,0) 2(1,5)

BbAaTTff 0(0.0) 1(0,7)

BbaaTtff 0(0,0) 1(0,7)

BbaaTtFf 0 (0,0) 1(0,7)
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6.2 Rezultati analize triju polimorfnih biljega gena za interleukin-1

receptor tip 1

Nakon §to smo umnozili PCR fragmente smjeStene u promotorskoj regiji koja
razgrani¢ava egzon 1B 1 1C gena za IL-1R1 podvrgnuli smo ih restrikciji s tri
restrikcijske endonukleaze Psl, Hinfl 1 Alul.

Slike 8, 9, 10 1 11 pokazuju rezultate cijepanja s restrikcijskim endonukleazama Ps/,
Hinfl i Alul gena za IL-1R1.

M1 2 3 4 56

274 bp
232 bp

129 bp
103 bp

Slika 10. Rezultati restrikcije na polimorfnom biljegu Hinfl gena za IL-1R1. PCR
produkt dug 499 baznih parova (bp) podvrgnut je digestiji s restrikcijskom
endonukleazom koja ga je u slucaju prisutnosti dvaju reznih mjesta rezala na

274, 129 i 103 bazna para. M - DNA biljeg. Jedinke 1 i 2 imaju genotip HH, jedinke 3 i
4 imaju genotip Hh, jedinke 5 i 6 imaju genotip hh
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M1 2 345

537 bp

440 bp

97 bp

Slika 11. Rezultati restrikcije na polimorfnom biljegu Pstl gena za IL-1RI1. PCR
produkt dug 537 baznih parova (bp) podvrgnut je digestiji s restrikcijskom
endonukleazom koja ga je u slucaju prisutnosti reznog mjesta rezala na 440 i

97 baznih parova. M - DNA biljeg. Jedinka 1 ima genotip PP, jedinke 2 i 3 imaju genotip
Pp, jedinke 4 i 5 imaju genotip pp

M 1 2 34 5 6

Slika 12. Rezultati restrikcije na polimorfnom biljegu Alul gena za IL-1R1. PCR
produkt dug 499 baznih parova (bp) podvrgnut je digestiji s restrikcijskom
endonukleazom koja ga je u slucaju prisutnosti dvaju reznih mjesta rezala

na 406, 39 i 54 bazna para. M - DNA biljeg. Jedinke 1 i 2 imaju genotip AA, jedinke 3

i 4 imaju genotip Aa, jedinke 5 i 6 imaju genotip aa
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Zastupljenost pojedinacnih genotipova za polimorfne biljege Pstl, Hinfl i Alul

promotorske regije gena za IL-1R1 u oboljelih od T1SB i usporednih ispitanika nije

pokazala znakovitu razliku (Tablica 12).

Tablica 12. Raspodjela pojedinacnih genotipova za polimorfne biljege Pstl, Hinfl i

Alul gena za IL-1R1 u populaciji Dalmacije u oboljelih od T1SB i

usporednih ispitanika

Polimorfni biljeg i T1SB Usporedna grupa x2 p-vrijednost
genotip br.(%) br.(%)
N=134 N=132
GEN ZA INTERLEUKIN-1 RECEPTORTIP 1

PstI: -pp 73 (54) 72 (55)
- PP 9 (7) 7(5) 0.25 0.88

-Pp 52 (39) 53 (40)

HinfI: -hh 75 (56) 76 (57)
-HH 11 (8) 9 (7) 0.2 0.9

- Hh 48 (36) 47 (36)

Alul: -aa 28 (21) 34 (26)
-AA 20 (15) 31 (23) 5.29 0.07

- Aa 86 (64) 67 (51)

Logistickom regresijom u koju smo ukljucili kao promjenjive vrijednosti: dobnu

skupinu ispitanika (I. — od 1.0 do 3.9 godina starosti, II. - od 4.0 do 8.9 godina, III. -

0d 9.0 do 13.9 godina 1 skupina IV. — stariji od 14.0 godina), spol (musko, Zensko) te
polimorfizme gena za IL-1R1 polimorfnih biljega Pst/ (PP, Pp, pp), Hinfl (HH, Hh,

hh) 1 Alul (AA, Aa, aa), nismo dobili povezanost ispitivanih promjenjivih vrijednosti

sa sklono$¢éu nastanku T1SB.
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Zastupljenost zdruzenih genotipova za polimorfne biljege Pstl, Hinfl 1 Alul
gena za IL-1R1 prikazana je u Tablici 13. Nijedna kombinacija genotipova nije
pokazala znacajne razlike u zastupljenosti izmedu oboljelih od T1SB i usporednih

ispitanika.

Tablica 13. Raspodjela zdruzenih genotipova za tri polimorfna biljega: Pstl, Hinfl i
Alul gena za IL-1RI u proucavanoj populaciji. Zdruzivanja koja nisu

zastupljena nisu prikazana

ZdruZeni T1SB Usporedna skupina x2 p-
genotip Br. (%) Br.(%) vrijednost
N=134 N=132
PPHHAA 4(2,9) 6 (4,5) 0.001 0.97
PPHHAa 41 (30,5) 32 (24,4) 1.35 0.25
PPHHaa 28 (20,8) 32 (24,4) 0.43 0.51
PpHhAA 8 (6,0) 14 (10,7) 1.88 0.17
PpHhAa 40 (29,8) 31(23,7) 1.38 0.24
pphhAA 5(3,7) 7(5.3) 0.11 0.74
pphhAa 4(2,9) 0(0,0)
PPHhAa 0 (0,0) 1(0,7)
PPHhaa 0 (0,0) 1(0,7)
PpHHAA 1(0,7) 2(1,5)
PpHHAa 1(0,7) 3(2,3)
PpHHaa 0 (0,0) 1(0,7)
PphhAA 2(1,5) 2 (1,5)

Raspodjela zdruzenih genotipova obaju ispitanih gena, VDR 1 IL-1R1, u
oboljelih od T1SB i usporednih ispitanika prikazana je u Tablici 14.
Nijedna kombinacija genotipova nije pokazala znacajniju prisutnost u jednoj od

skupina, zbog ¢ega nije napravljena statisticka obrada.
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Tablica 14. Raspodjela zdruzenih genotipova za cetiri polimorna biljega (Bsml, Apal,
Taql i Fokl) gena za VDR i tri polimorfna biljega (Pstl, Hinfl i Alul) gena
za IL-1R1 u skupini oboljelih od T1SB i usporednoj skupini

ZdruzZeni genotip T1SB Usporedna Ukupno
skupina

br. (%) br.(%)

N=134 N=131
BbAaTtFf/PPHHAa 3 4 7
BbAaTtff/PHHAa 3 7 10
bbAaTTFf/PHHAa 4 6 10
BbAATtff/PHHAa 3 2 5
BbAaTtFf/PPHHaa 6 2 8
BbAaTtff/PPHHaa 4 2 6
BbAaTtFf/PpHhAa 5 4 9
BbAATtff/PpHhAa 3 2 5
BbAATtFf/PpHhAa 5 2 7
bbaaTTF{f/PpHhAa 3 3 6
BBAALttFf/PpHhAa 4 1 5
Ukupno 43 35 78

Logistickom regresijom u koju smo ukljuéili : dobnu skupinu (I. - od 1.0 do 3.9
godina starosti, II. - od 4.0 do 8.9 godina, III. - od 9.0 do 13.9 godina i skupina IV. —
stariji od 14.0 godina), spol (musko, Zensko), polimorfizme gena za VDR za
polimorfne biljege Bsml (BB,Bb,bb), Taql (TT, Tt, tt), Apal (AA, Aa, aa), Fokl (FF,
Ff, ff), te polimorfizme IL-1R1 gena za polimorfne biljege Pst¢I (PP, Pp, pp), Hinfl
(HH, Hh, hh) i Alul (AA, Aa, aa), relativna $ansa za nastanak T1SB veca je 2.2 puta
medu heterozigotima “Aa” (za polimorfni biljeg A/ul) u odnosu na homozigote za
odsutnost restrikcijskog mjesta "AA” (95% CI 1.14-4.42). Relativna Sansa raste u
skupini homozigota za prisutnost restrikcijskog mjesta “tt” (za polimorfni biljeg Tagl )
prema homozigotima za odsutnost restrikcijskog mjesta “TT" za 2 puta (95% CI 0.89-
4.6). Relativna $ansa za nastanak T1SB veéa je za 2.2 puta i u skupini homozigota za
prisutnost restrikcijskog mjesta “ff” (za polimorfni biljeg Fokl ) prema homozigotima

za odsutnost restrikcijskog mjesta "FF” (95% CI 0.95-4.9) (Tablica 15).
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Tablica 15. Rezultati logisticke regresije kojom su obuhvaceni dob, spol te Bsml,
Tagql, Apal i Fokl polimorfni biljezi gena za VDR i Pstl, Hinfl i Alul

polimorfni biljezi gena za IL-1R1 kao zavisne varijable

Varijabla* Baza Relativna Sansa ~ 95% CI P-vrijednost
Alul AA
Aa 2.24 1.14-4.42 0.048
aa 1.5 0.67-3.2
Taql TT
Tt 0.68 04-12
tt 2.0 0.89-4.6 0.027
Fokl FF
Ff 0.78 045-14
ff 2.2 0.95-4.9 0.035

*rezultati koji nisu statisticki zna¢ajni nisu prikazani

6.3 Analiza po spolu i dobnim skupinama

Izmedu skupine oboljelih od T1SB i usporedne skupine nije bilo razlike u
zastupljenosti spolova (y3°=3.2, p=0.36) (Tablica 16), ni u razdiobi po dobnim
skupinama (y?=1.8, p=0.18) (Tablica 17.).

Tablica 16. Raspodjela broja oboljelih od T1SB i usporednih ispitanika prema spolu

Spol T1SB Usporedna x> p-
skupina vrijednost
N=134 N=132
Djecaci 72 60
Djevojcice 62 72 3.2 0.36
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Tablica 17. Raspodjela broja oboljelil od T1SB i usporednih ispitanika prema
dobnim skupinama

Dobna skupina T1SB Usporedna > p
skupina
N=134 N=132
I. — od 1.0 do 24 31
3.9 godina
II — 4.0 do 89 50 39 1.8 0.18
godina
[I.— 9.0 do 13.9 40 36
godina
IV. — stariji od 20 26
14 godina

Analiza skupine oboljelih od T1SB:

U skupini oboljelih od T1SB nije bilo razlike po spolu u zastupljenosti
pojedinacnih genotipova za Cetiri ispitivana polimorfna biljega gena za VDR (BsmlI:
v2=0.12, p=0.94; Apal: ¥>=0.19, p=0.91; Taql: 1>=0.78, p=0.68; Fokl: 1>=0.45, p=0.79), ni
tri ispitivana polimorfna biljega gena za IL-1R1 (PstI: x*=0.72, p=0.69; HinfT: x*=2.3,
p=0.32; Alul: x*=4.3, p=0.12)

U istoj skupini nije bilo razlike po spolu ni u zastupljenosti alela za Cetiri
ispitivana polimorfna biljega gena za VDR (Bsml: x*=0.02, p=0.89; Apal: x*=0.019,
p=0.97; Taql: y*=0.41, p=0.52; Fokl: x*=0.14, p=0.71) ni tri ispitivana polimorfna biljega
gena za IL-1R1 (PstI: x*=0.01, p=0.19; HinfI: y*=0.001, p=0.98; Alul: x*>=1.38, p=0.24) .

Takoder nije zabiljeZena razlika u zastupljenosti najcesc¢ih zdruzenih genotipova
Cetiriju polimorfnih biljega gena za VDR u odnosu na spol (y*=12.9, p=0.07), ni
znakovita razlika u zastupljenosti najces¢e uocenih zdruZzenih genotipova triju

polimorfnih biljega gena za IL-1R1 u odnosu na spol (y*=7.7, p=0.18).

U skupini ispitanika s TISB prema spolu i dobi nije bilo zna¢ajne razlike u

zastupljenosti pojedinacnih genotipova, alela i zdruzenih genotipova (x*=2.4, p=0.49).

Zastupljenost pojedinacnih genotipova za ispitivane polimorfne biljege gena za
VDR po dobnim skupinama (Bsml: y*=5.7, p=0.45; Apal: v*=10.5, p=0.11; Taql: x*=5.3,
p=0.51; Fokl: y*=8.4,p=0.21) i gena za IL-1R1 po dobnim skupinama (PstI: y*=5.3,
p=0.51; Hinfl: y*=4.2, p=0.64; Alul: v*=5.0, p=0.55) nije se znacajno razlikovala u skupini
ispitanika s T1SB.
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Nije zabiljeZena ni razlika u zastupljenosti pojedinih alela za ispitivane
polimorfne biljege gena za VDR prema dobnim skupinama (Bsml: x*=4.28, p=0.23;
Apal: y*=4.81, p=0.19; Taql: y*=4.2, p=0.24; Fokl: x*=2.04, p=0.56), ni gena za IL-1R1
prema dobnim skupinama (PstI: y*=4.1, p=0.25; HinfI: x*=0.72, p=0.87; Alul: x*=2.4,
p=0.49) medu oboljelima od T1SB.

Promatrajuci najcesée zdruzene genotipove za Cetiri polimorfna biljega gena za
VDR prema dobnim skupinama u skupini oboljelih od T1SB, nije bilo znadajne
razlike (%*=5.7, p=0.77). Ni u naj¢es$¢im zdruzenim genotipovima za polimorfne biljege
gena za IL-1R1 prema dobnim skupinama medu oboljelima od T1SB nije zabiljeZena

razlika koja se mogla statisticki potvrditi.

Analiza usporedne skupine:

U usporednoj skupini nije bilo razlike po spolu u zastupljenosti pojedinac¢nih
genotipova za Cetiri ispitivana polimorfna biljega gena za VDR (BsmlI: y*=0.38, p=0.83;
Apal: x*=1.4, p=0.51; Taql: y*=1.5, p=0.48; Fokl: y*>=1.12, p=0.57), ni tri ispitivana
polimorfna biljega gena za IL-1R1 (PstI: x*=0.87, p=0.65; HinfI: *=0.58, p=0.75; Alul:
72=0.21, p=0.9).

U istoj skupini nije bilo razlike po spolu ni u zastupljenosti alela za Cetiri
ispitivana polimorfna biljega gena za VDR (BsmlI: x*=0.13, p=0.72; Apal: y*=0.54,
p=0.46; Taql: y*=0.01, p=0.94; Fokl: x*>=0.01, p=0.91) ni tri ispitivana polimorfna biljega
gena za IL-1R1 (PstI: y*=0.07, p=0.79; HinfI: y*=0.09, p=0.76; Alul: x*=0.08, p=0.78).

U usporednoj skupini nije pokazana znacajna razlika u zastupljenosti najcescih
zdruzenih genotipova za Cetiri ispitivana polimorfna biljega gena za VDR u odnosu na
spol (x*=12.9, p=0.07), ni razlika u zastupljenosti najées¢ih zdruZzenih genotipova triju

ispitivanih polimorfnih biljega gena za IL-1R1 u odnosu na spol (3*=6.9, p=0.23).

U usporednoj skupini prema spolu i dobi nije bilo znacajne razlike u

zastupljenosti pojedina¢nih genotipova, alela i zdruzenih genotipova (x*=1.0, p=0.79).

U usporednoj skupini zastupljenost pojedinac¢nih genotipova za ispitivane

polimorfne biljege gena za VDR po dobnim skupinama (Bsml: x*=7.5, p=0.27; Apal:

41



x*=1.2, p=0.97; Taql: y>=6.5, p=0.37; Fokl: ¥*=2.5, p=0.87) i gena za IL-1R1 po dobnim
skupinama (Pstl: y>=3.3, p=0.76; Hinfl: x*=4.02, p=0.67; Alul: y*=5.5, p=0.5) nije se

znacajno razlikovala.

U usporednoj skupini nije zabiljezena nit razlika u zastupljenosti pojedinih alela

za ispitivane polimorfne biljege gena za VDR po dobnim skupinama (Bsml: y*=5.04,
p=0.17; Apal: x*=1.09, p=0.78; Taql: y*=2.04, p=0.56; Fokl: x*=0.8, p=0.85), ni za
ispitivane polimorfne biljege gena za IL-1R1 po dobnim skupinama (Ps:I: x*=0.5,
p=0.92; Hinfl: y*=0.43, p=0.93; Alul: y*=6.5, p=0.09).

U usporednoj skupini promatraju¢i najées¢e zdruzene genotipove Cetiriju
ispitivanih polimorfnih biljega gena za VDR prema Zivotnoj dobi, nismo uocili
znacajnu razliku (y*=8.6, p=0.47). Ni u naj¢e$¢im zdruzenim genotipovima triju
ispitivanih polimorfnih biljega gena za IL-1R1 prema dobnim skupinama nije

zabiljeZzena razlika koja se mogla statisticki potvrditi.
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7.0 RASPRAVA

U ovoj studiji pronasli smo povezanost u ucestalosti pojavljivanja ispitivanih
polimorfizama gena za VDR i sklonosti za obolijevanje od T1SB u populaciji
Dalmacije, a odnosi se na razlike u raspodjeli pojedinac¢nih genotipova za polimorfne
biljege Taql i Fokl.

Genotipovi “tt” 1 "ff” koji karakteriziraju prisutnost restrikcijskog mjesta bili su
vise od 2 puta uéestaliji u oboljelih od T1SB. Relativna $ansa za nastanak T1SB je 1.8
puta veca ako ispitanik ima pojedinacni genotip “tt” u odnosu na one s pojedina¢nim
genotipom “TT", dok 2.2 puta vecu relativnu Sansu imaju ispitanici s pojedina¢nim
genotipom “ff” u odnosu na one s pojedina¢nim genotipom “FF”.

Takoder smo pronasli da zdruZeni genotip za tri ispitivana polimorfna biljega
gena za VDR, zdruZeni genotip "BBAAtt” donosi $ansu za nastanak T1SB jer je Getiri
puta uéestaliji u oboljelih. Sansu za nastanak T1SB donosi i zdruZeni genotip za &etiri
ispitivana polimorfna biljega istog gena, zdruzeni genotip "BBAAttFf", koji je Sest
puta ucestaliji u oboljelih, a takoder i zdruZeni genotip "bbAaTTFF” koji je bio
prisutan u sedam bolesnika, dok takva kombinacija nije zabiljeZena u skupini zdravih,
usporednih ispitanika.

Ocekivali bismo da “suprotni” zdruzeni genotipovi ‘bbaaTT" 1 "bbaaTT{t"/
BBaAttff” donose zastitnu ulogu za T1SB, ali to nije potvrdeno u nasoj studiji i tesko
je objasnjivo. ZdruZeni genotip "BbAaTt" bio je ucestaliji u usporednoj skupini u
odnosu na oboljele od T1SB, §to bi govorilo u prilog njegovoj zastitnoj ulozi u
nastanku T1SB.

Dob i spol ispitanika nisu utjecali na raspodjelu alela, pojedina¢nih genotipova i
zdruzenih genotipova.

Usporedujuci naSe rezultate s ve¢ iznesenim rezultatima povezanosti
polimorfizma gena za VDR i nastanka T1SB, nailazimo na sli¢nosti i razlike (55-64).
Pani i sur. objavili su obiteljsku studiju napravljenu u populaciji Njemacke u kojoj su
analizirali Cetiri polimorfna biljega, Bsml, Apal, Taql i Fokl, gena za VDR 1 njihovu
povezanost s nastankom T1SB. TDT testom pokazali su da haplotipske kombinacije
"At” i "Bt te najéeiée "BAt” utjecu na sklonost nastanku T1SB, dok haplotipske
kombinacije “at” i "AT" imaju znacajno nisku transmisiju s roditelja na oboljelu djecu,

$to govori o njihovoj zastitnoj ulozi za T1SB. Nije uoena povezanost nastanka T1SB
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s polimorfnim biljegom Fokl (56). Usporedujuci rezultate nase studije u Dalmaciji,
gdje je zdruzeni genotip "BBAAtt” ucestaliji medu oboljelima, primje¢ujemo
sukladnost s opisanim primljivim haplotipom "BAt” u njemackoj populaciji, nama
bliskoj europskoj populaciji. Valja naglasiti da je u Njemackoj provedena obiteljska
studija unutar 152 obitelji, a u Dalmaciji populacijska studija sa 134 oboljela od T1SB
1 132 usporedna ispitanika (56,62). Nesto kasnije objavljena je populacijska studija
koja je provedena u ispitanika bijele rase u Njemackoj, gdje je pronadena povezanost
haplotipa "TT" s nastankom T1SB (60). Ti noviji podaci u suprotnosti su s iznesenim
rezultatima obiteljske studije iz Njemacke i populacijske studije iz Dalmacije (56,62).
Razli¢iti rezultati dviju studija napravljenih u populaciji Njemacke uvjetovani su
dijelom, kako to i sami autori istiCu, malim brojem ispitanika u populacijskoj studiji
Fassbendera i suradnika (75 oboljelih od T1SB i 57 zdravih ispitanika) (60).
Chang i sur. 2000.godine objavili su populacijsku studiju napravljenu na Tajvanu, u
kojoj su analizirali 157 oboljelih od T1SB i 248 usporednih ispitanika. Ugestalost
alela Bsml, gena za VDR, pokazala je razliku izmedu oboljelih i usporednih
ispitanika, pokazujucéi Cetiri puta ucestaliji genotip "BB” medu oboljelima. Oboljeli su
bili u dobi od 15+6 godina, dok je dob postavljanja dijagnoze T1SB bila 8,8+5,6
godina. Analizirana je 71 djevoj€ica i 86 djecaka. Usporedna grupa nije bila
uskladena po dobi (49+11 godina), indeksu tjelesne mase ni spolu (156 muSkaraca i
92 7ene). Secerna bolest je u usporednih ispitanika iskljuena testom oralnog
opterecenja glukozom (57).
Motohashi i sur. u populacijskoj studiji napravljenoj u Japanu, medu 203 oboljela od
T1SB i 222 zdrava ispitanika analizirali su samo jedan, polimorfni biljeg Bsm! gena
za VDR. Alel "B” bio je ucestaliji u oboljelih u odnosu na zdrave te u onih s akutno
nastalim T1SB. Skupina oboljelih sastojala se od 96 muskaraca i 107 Zena u dobi od 1
do 70 godina, srednje zivotne dobi 34,6£16,9 godina.
Usporednu skupinu €inili su 101 muskarac i 121 zena u dobi od 20 do 72 godine,
srednje dobi 44,4+13,7 godina. Dob i spol ispitanih nisu utjecali na raspodjelu
genotipske ucestalosti (63).

Ban i sur. napravili su populacijsku studiju u Japanu analiziraju¢i polimorfne
biljege Bsml i FokI gena za VDR. Analizirali su 110 oboljelih od T1SB (50 muskarca
160 zena, prosjecne dobi javljanja bolesti 26,043,7 godina), te 250 usporednih

ispitanika (100 muSkaraca i 150 Zena, iste zivotne dobi) s negativnim klinickim
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znakovima i negativnom anamnezom na T1SB. Pokazali su da je genotip homozigota
s prisutnim restrikcijskim mjestom za Fokl restrikcijsku endonukleazu znacajno
udestaliji medu oboljelima od T1SB s pozitivnim GADA (58). Ovi rezultati u skladu
su s rezultatima dobivenim u populaciji Dalmacije gdje smo takoder pokazali da je
genotip "ff" uéestaliji medu oboljelima od T1SB, $to upucuje na povezanost
navedenog genotipa i sklonosti obolijevanju od T1SB.

Fassbender i sur. u populacijskoj studiji u Njemackoj takoder su ispitali
povezanost polimorfnog biljega Fokl gena za VDR i T1SB. U istrazivanje su ukljuéili
75 oboljelih ispitanika bijele rase (42 muskarca, 33 Zene, srednja dob pocetka T1SB je
bila 23,25+11,79 godina) i 57 usporednih ispitanika (27 muskaraca, 30 Zena, srednja
zivotna dob 33,5+10,7 godina). Uocili su da su homozigotne osobe za prisutnost
reznog mjesta za restrikcijsku endonukleazu Fokl (genotip "ff”) ranije manifestirali
bolest u odnosu na oboljele heterozigote ("Ff”) 1 one bez prisutnosti restrikcijskog
mjesta ("FE”) (60). U oboljelih od T1SB u nasoj populaciji znagajno uéestaliji
pojedinacni genotip “ff" nije pokazao povezanost s dobi nastanka bolesti.

Moguée da polimorfni biljeg Fokl pridonosi imunosnoj razli¢itosti T1SB, a
mehanizam nije potpuno razjaSnjen. Polimorfni biljeg Fokl izgleda kodira VDR
izoform s viSom transkripcijskom aktivnosti, te na taj nain moze utjecati na
imunomodulatornu aktivnost vitamin D hormona (86,87).

Studije u populacijama Juzne Azije (Indijci), Rumunjske, Madarske 1 Finske
pokazale su druk¢iju raspodjelu genotipova za navedene polimorfizme gena za VDR
nego Sto je pokazano u nasoj populaciji (55, 59, 61, 64).

McDermott 1 sur. u obiteljskoj studiji indijskih Azijata opisali su povezanost triju
polimorfnih biljega gena za VDR i T1SB. Pokazali su da se alel "b” polimorfnog
biljega Bsml u prvom redu prenosi na oboljele potomke. Analizirajuci dva alela
vaznost u prijenosu je pokazao haplotip "bT" za polimorfne biljege Bsml i Taql, dok
je analiza triju alela, ukljucujuéi polimortni biljeg Apal , pokazala vaznost u prijenosu
haplotipa "bAT” (55).

Guja i sur. u obiteljskoj studiji u Rumunjskoj ispitali su povezanost polimorfnih
biljega Fokl, Apal, Taql gena za VDR i nastanka T1SB. Prijenos alela "F” s roditelja
na oboljelu djecu, kao 1 prijenos alela “T” s roditelja na zdravu djecu bio je ucestaliji,
ali nije dosegnuo prag statisticke vaznosti. Ispitano je 212 oboljelih (106 djecaka, 106
djevojcica, srednja dob pocetka bolesti je bila 12,1+6,7 godina) i 544 ¢lana (265
muskaraca i 279 zena) iz ukupno 204 obitelji (59).
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Gyorfty 1 sur. u populacijskoj studiji u Madarskoj analizirali su polimorfne biljege
Apal, Bsml, Fokl, Taql 1 Tru 91 gena za VDR u ispitanika mlade Zivotne dobi. Uocili
su da prisutnost alela "b”, "a” i "u” poveéava sklonost obolijevanju od TISB u
djevojcica. Utjecaj alela "t” 1 "T” nisu mogli ispitati jer rezultat nije bio u skladu s
Hardy-Weinbergovom jednadzbom. Ispitanu grupu je ¢inilo 107 oboljele djece (dob
javljanja T1SB od 1 do 14 godine, srednja dob javljanja bolesti 5,8+3,2 godine, 57
djecaka i 50 djevojcica) i 103 usporedna ispitanika, dobrovoljnih davalaca krvi ( 53
muskarca i 50 zena) (61).

Turpeinen i sur. u populacijsko-obiteljskoj studiji o 1064 oboljela od T1SB, 2000
usporednih ispitanika i 544 obitelji ispitali su tri polimorfna biljega Apal, Bsml i Fokl
gena za VDR. Svi oboljeli manifestirali su T1SB prije 15. godine, a 54% ih je bilo
muskog spola. Dobili su zna¢ajnu razlicitost ucestalosti alela i pojedina¢nih
genotipova gena za VDR u populacijama triju razlicitih regija Finske, grani¢nu
statisticku znacajnost u ucestalosti polimortnih biljega Bsml i Fokl izmedu oboljelih 1
zdravih, te povecani prijenos haplotipa "AA”, "bb” 1 "FF” s roditelja na oboljele muske
potomke. Nakon korekcije multiplog testiranja zakljucili su da navedena tri
polimorfna biljega gena za VDR nisu povezana s TISB (64).

Neskladnost iznesenih rezultata povezanosti opisanih polimorfizma gena za
VDR i sklonosti za obolijevanje od T1SB nastaje zbog: prvo — vise je uzroénih putova
T1SB, drugo — u svim studijama nije obavljena korekcija multiplog testiranja kojom
se smanjuje rizik od pojave lazno pozitivnih rezultata, tre¢e — razlicita je veza
pojedinih polimorfizama i1 nastanka bolesti u razli¢itim populacijama. Razli¢itost
ucestalosti alela u razlicitim etnickim skupinama moze se objasniti razli¢itim
evolucijskim linijjama.

S obzirom na iznesene rezultate o vezi opisanih polimorfizama gena za VDR 1
T1SB, moguée je da postoji razli¢ita nasljedna sklonost za obolijevanje od TISB u
razli¢itim etni¢kim grupama.

Vitamin D ostvaruje svoju pleiotropnu, metaboli¢ku 1 imunomodulatornu
aktivnost preko receptora vitamina D koji pripada obitelji steroidnih receptora.
Otkrice VDR u mnogim stanicama imunoloskog sustava, ukljucujuci B-limfocite,
aktivirane T-limfocite, makrofage te u beta stanicama gusterace, pojacavalo je ideju o
fizioloSkoj ulozi vitamina D kao imunosnog uskladivaca, pa je gen za VDR s pravom

svrstan u grupu tzv. prirodnih gena kandidata za nastanak T1SB.
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Do sada nisu potpuno razjasnjene funkcijske posljedice opisanih polimorfizama
u genu za VDR. Bsml i Apal polimorfizmi nalaze se u intronima, nekodiraju¢im
odsjeCcima gena, Sto bi znacilo da opisane nukleotidne promjene ne bi trebale
dovoditi do promjene aktivnosti genskog produkta.
Medutim, postoji mogucnost povezanosti opisanih nukleotidnih promjena s drugim,
blizu smjestenim primljivim genom za T1SB, s drugim nukleotidnim promjenama
unutar samog gena za VDR, kao §to su: dio egzona, aleli smjeSteni unutar
promotorskog slijeda gena za VDR. Promjene intronskog slijeda ipak mogu djelovati
na razinu transkripcije 1/ili stabilnost mRNA, posljedi¢no na proteinski izrazaj i s tim
na biolosku aktivnost (56-59,62,85,86,87).
BsmlI, Apal i Tagl polimorfizmi se nalaze u blizini 3’ kraja gena, koji je ukljuen u
regulaciju genskog izrazaja kroz u¢inak na stabilnost mRNA, $to moze objasniti
uo&enu povezanost Bsml, Apal i/ili Taql polimorfizama s T1SB.
Dvije 3’ kraj varijante, povezane s naj¢e$¢im haplotipovima “baT” i "BAt” vjerojatno
stabiliziraju VDR mRNA (93). Pretpostavlja se da je stabilnost mRNA mogucée
uzrokovana razli¢itostima alela, ali se razmatraju i druge moguénosti.
Zatim je pokazana razli¢itost funkcije kodona u kojem je Fokl polimorfizam i
podrucja nazvanog poli(A) slijed unutar 3’ kraja. U stani¢nim linijama fibroblasta s
razli¢itim VDR genotipom (genotip s "F” 1 "f" alelima te genotip s poli(A) slijedom
dugih 1 kratkih alela), transkripcijska u€inkovitost VDR bjelancevine se razlikovala.
Jedno od mogucih objasnjenja jest i1 razlika u translacijskoj aktivnosti (viSe nego u
stabilnosti mRNA) razli¢itih varijanti mRNA (87).
Prema razli¢itostima nivoa serumskih biljega (osteokalcin, kalcitriol, parathormon)
pokusao se analizirati odaziv na razlicite VDR genotipove.
VDR djeluje na vitamin D gene odaziva (engl. vitamin D responsives genes) preko
genski specificnih elemenata odaziva (engl. vitamin D responsive elements, VDREs),
Sto dovodi do izlu¢ivanja bjelanc¢evina u cirkulaciju. Obavljeno je sedamnaest takvih
studija, naj¢esce je analiziran osteokalcin kao visoko specificna bjelan¢evina odaziva
na vitamin D. Osteokalcin je pokazatelj mijene kostiju i ¢esto se mjeri u klinickoj
praksi. U osam studija su osobe s "BAt” haplotipom imale viSe vrijednosti
osteokalcina (87)
In vivo studije odaziva na lijeCenje u odnosu na razli¢ite VDR genotipe su obavljane

mjerenjem gustoce koStane mase a nakon uzimanja kalcitriola, kortikosteroida,
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bifosfonata. Cetiri studije pokazale su bolji terapijski odaziv kod osoba s "BAt”
haplotipom. Izgleda da ispitanici s "BAt” haplotipom koji je povezan s kratkim
poli(A) slijedom alela unutar 3’ kraja gena bolje odgovaraju na lijecenje nego
ispitanici s "baT” haplotipom koji je povezan s dugim poli(A) alelima (87).
Medudjelovanje promotorskog, kodirajuceg i regulacijskog (3’ kraja) podrucja je
pokazano u radu Whitfielda i suradnika (94). U normalno aktivnim stanicama
polimorfizmi unutar promotora udruzeno djeluju s polimorfizmima 3’ kraja u
reguliranju primjerene koli¢ine VDR mRNA. Zajedno, oni odreduju izrazaj Fokl alela
("F” 1"f") koji su funkecijski razli¢ite bjelancevine, a one utje€u na vitamin D elemente
odgovora da pobude izrazaj gena. Primjer su osobe s "f" alelima koje imaju manju
aktivnost VDR bjelancevina i koje slabije odgovaraju na djelovanje kalcitriola.
Vazno je spoznati sve polimorfizme VDR gena i njihovo medudjelovanje s ciljem
odredivanja VDR izrazaja i aktivnosti.

Kalcitriol moZe utjecati na patogenezu T1SB, buduéi da je bolest autoagresivna
i da kalcitriol djeluje na imunosni sustav.
Kalcitriol sprjecava proliferaciju limfocita T i stvaranje IL-1, IL-2, IL-6, IL-12, TNF i
interferona (IFN)-y. Navedeni citokini igraju vaznu ulogu u razvoju limfocita T, za
koje se zna da sudjeluju u patogenezi nekoliko kroni¢nih, upalnih, autoagresivnih
bolesti (79-81). Upalni citokini poticu izrazaj kemokina koji pridonose nakupljanju
imunosnih stanica u beta stanicama i1 procesu stani¢nog razaranja (75). Kalcitriol
smanjuje stvaranje limfocita T 1 posljedi¢no stvaranje protutijela (82-84).
Sljedeéi na¢in na koji vitamin D moZe zastitno djelovati u TISB je njegova
imunomodulatorna sposobnost izrazena kroz dokaze o sprjecCavanju nastanka Sec¢erne
bolesti u NOD miSeva primjenom sintetskog analoga kalcitriola, te kroz podatke o
poremecaju enzimatskog sustava 1-alfa hidroksilaze koji stvara kalcitriol, u
makrofagima istth NOD miSeva (74,75,94).
Nedostatak kalcitriola u ranom Zivotnom periodu u NOD miSeva vodi ranijem i
agresivnijem podetku T1SB i ve¢oj kona¢noj incidenciji bolesti. U imunosnom
sustavu miSeva s nedostatkom kalcitriola nisu uocene promjene fagocitoze i
kemotaksije makrofaga kao u miseva s rahitisom, ve¢ promjene citokinskog profila sa
smanjenjem izrazaja IL-1 1 IL-6. Nedostatak je potvrden smanjenom koncetracijom

serumskog kalcitriola, a vrijednosti serumskog kalcija 1 sadrzaja kalcija u koStanoj
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masi nisu se razlikovale u odnosu na kontrolnu skupinu miseva bez nedostatka
kalcitriola (75).

Kalcitriol ima zastitnu ulogu i prema beta stanicama. VDR i kalcitriol djeluju na
stvaranje 1 izlu¢ivanje inzulina te sprjecavaju oSte¢enje i uniStavanje beta stanica
citokinima (72,73,79,81-84).

Nedostatak kalcitriola dovodi do smanjenja nivoa mRNA inzulinskih receptora, do
promjena u procesu glikolize i unutar Krebsovog ciklusa (73,87). Proces stvaranja i
izlu¢ivanja inzulina je ovisan o kalciju i1 energiji nastaloj razgradnjom glukoze unutar
beta stanice. Radioaktivnim obiljezavanjem glukoze izotopom tricija uoceno je
smanjenje potroska glukoze ($to navodi na promjene unutar glikolize), a obiljezavanje
glukoze izotopom ugljika smanjenje omjera oksidacija/potrosak glukoze ($to navodi
na promjene unutar Krebsovog ciklusa) (73,87). Nedostatka kalcitriola dovodi do
promjene koncetracije unutarstani¢nog kalcija u adipocitima i do povecanja
lipogeneze, §to uz spomenuti u¢inak na sekreciju inzulina predstavlja moguce
objasnjenje povezanosti opisanih polimorfizama u genu za VDR i T2SB ( 87,98-100).

U dva velika istrazivanja pokazana je povezanost izmedu redovite primjene
vitamina D u dojenaékom razdoblju i smanjenja incidencije T1SB (76,77).
U sedam europskih zemalja, smjeStenih na 42 do 57 stupnjeva geografske Sirine, je u
studiji s 820 djece oboljele od T1SB i 2335 usporednih ispitanika sli¢ne dobi,
izraCunato da je Sansa za pojavu bolesti do 15. godine za oko 1/3 manji u onih koji su
primjereno prosli kroz program antirahiti¢ne profilakse u odnosu na one koji nisu
(76). U Finskoj je antirahiti¢na profilaksa bila povezana sa smanjenom ucestaloS¢u
T1SB u 10 821 djeteta rodenog 1966. godine i pra¢enog sljedec¢ih 30 godina.
Ispitanici koji su redovito primali propisanu dozu od 2000 jedinica vitamina D
tijekom prvih 12 mjeseci Zivota, imaju manje izglede obolijevanja od T1SB u
usporedbi s onima koji su primali manju dozu od propisane ili su je primali
neredovito. Izgledi obolijevanja od T1SB su tri puta veéi u onih koji su oéitovali
hipovitaminski rahitis (77).
Sli¢na zastitna uloga vitamina D opisana je u Norveskoj gdje je primjena ribljega,
bakalarova ulja u trudnica dovela do niZe incidencije T1SB u njihovih potomaka.
Autori razmiSljaju o ja€oj bioraspoloZivosti vitamina D u ribljem ulju i mogué¢em
ucinku masnih kiselina kao zaStitnim ¢imbenicima (78).

Program antirahiti¢ne profilakse provodi se u mnogim zemljama, ali ne moze se

strogo kontrolirati. Svakodnevno davanje vitamina D Cesto se izostavlja pa stanja
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nedostatka vitamina D 1/ili hipovitaminskog rahitisa u nekim zemljama nisu nikad
iskorijenili. Ovo je moguéi ¢imbenik porasta incidencije T1SB u nekim industrijskim
zemljama, u prvom redu srednje i isto¢ne Europe.

Zapazeni rezultati ipak ne podrazumijevaju i mijenjanje postojeceg programa
profilakse rahitisa vitaminom D u dojenackoj i ranoj dje¢joj dobi. Izneseno moze
dovesti do oblikovanja novog programa primarne prevencije T1SB koristenjem
vitamina D ili njegovih aktivnih metabolita u genetski primljivih osoba. Program
primarne prevencije trebao bi biti Siroko prihvacen da bismo nakon niza godina mogli
procijeniti pozitivne u¢inke. Ogranicenti tj. pojedinacni zahvati nisu poZeljni obzirom
na potencijalne nuspojave hormona na metabolizam kalcija. Na tom polju valja
oc¢ekivati nastanak tzv. novoga normokalcemickog analoga vitamina D koji bi zadrzao
svoj imunomodulatorni uc¢inak na beta stanicnu masu. Stoga su ovakva i sli¢na
istrazivanja poZeljna na razli¢itim populacijama i na ve¢em broju ispitanika kako bi

zakljucci bili precizniji 1 ispravniji.

Nase istrazivanje nije pokazalo povezanost ispitivanih polimorfnih biljega gena
za IL-1R1 sa sklono$éu obolijevanja od T1SB u populaciji Dalmacije.

IL-1R1 je prijenosnik signala za IL-1, citokin s vaZznom ulogom u imunoloskom
i upalnom odzivu i posrednik u nizu autoagresivnih bolesti, ukljuéujuéi i T1SB.
In vitro je IL-1 citotoksi¢an za beta stanice gusterace zajedno s citokinom faktorom
tumorske nekroze alfa (TNFa) (67,68).
Dva oblika IL-1, IL-1a 1 IL-1p, zajedno s svojim strukturalno povezanim
antagonistom IL-1ra, su razliciti genski produkti, ali se vezuju na zajednicki receptor
IL-1R1 (66). Drugi stani¢ni, povrSinski receptor IL-1R2 je "receptor mamac”.
IL-1R1 pronaden je na mnogim stanicama, ukljucujuci T-limfocite i beta stanice, dok
je IL-1R2 uocen na neutrofilima, monocitima, stanicama koStane srzi i limfocitima.
IL-1 u pikomolarnim 1 nanomolarnim koncetracijama izaziva citotoksi¢ni u¢inak na
beta stanice u in vitro pokusima. Zanimljivo kako su beta stanice gusterace, za razliku
od drugih stanica, jako osjetljive na IL-1 pa trebaju neoc¢ekivano visoku koncentraciju
receptor antagonista da bi sprijecile IL-1 pokrenute promjene funkcionalne stani¢ne
aktivnosti (67,68).

Gen za IL-1R1 je dio genskog sklopa koji se prostire na 530 kb kromosoma
2ql2-22, asadrzi : 1) gen za IL-1R2; 2) gen za IL-1R1; 3) gen za IL-1RL2

(interleukin-1 receptoru pridruzeni protein 2); 4) gen za IL-RL1 ( interleukin-1
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receptoru pridruzeni protein 1) koji je sastavni dio gena za interleukinu-1 slican
citokin interleukin 18 (IL-18R1) (54,102).

Gen za IL-1R1 je dug 74 kb, sadrzi promotorsko podrucje (egzon 1A, egzon 1B,
egzon 1C), 11 kodirajuc¢ih egzona (2 do 12), te pripadajuce introne. Tri promotora
upravljaju transkripcijom, oni nemaju tipicne TATA 1 CAAT dijelove, te dijelom
mogu biti regulirani s Sp-1 1 AP-1 mjestom.

U podrucju koje ogranicava egzon 1B i 1C, u uzvodnom dijelu introna analizirali
smo polimorfizme Hinfi i Pstl, te u nizvodnom dijelu introna polimorfizam A/ul. Do
sada se ne poznaje moguce funkcijsko transkripcijsko djelovanje ovih polimorfizama
(54,102).

Medu prvim studijama izneseni su rezultati animalnog pokusa u NOD miSeva,
gdje je primjena solubilnog IL-1R1 sprije¢ila nastanak eksperimentalnog T1SB (71).
Zatim je uslijedilo nekoliko genetskih studija s kontroverznim-dvojbenim rezultatima
o povezanosti ispitivanih polimorfizama gena za IL-1R1 na sklonost obolijevanju od
T1SB.

Bergholdt i sur. pokazali su povezanost polimorfnog biljega Pst, gena za IL-1R1 s
nastankom T1SB. Polimorfizam je rezultat zamjene baze citozina s timinom u
egzonu 1B gena za IL-1R1. Ovaj rad je kombinacija obiteljske 1 populacijske studije,
Analiza unutar 97 obitelji nije pokazala povezanost u prijenosu alela 1 izrazavanju
bolesti (52).

U svom drugom radu objavili su rezultate obiteljske studije napravljene u 103 obitelji
s jednim oboljelim potomkom te u 150 obitelji s viSe oboljelih potomaka. Pokazana je
znacajna veza polimorfnog biljega Hinfl unutar promotorske regije gena i sklonosti za
obolijevanje od T1SB, dok polimorfni biljezi PstI i Alul iste regije nisu dali
znakovite rezultate. Grupa oboljelih imala je ve¢u koncentraciju IL-1R1, ali rezultat
nije bio znacajan. Homozigoti s prisutnim HinfI restrikcijskim mjestom imali su viSe
koncentracije IL-1R1, a isti genotip bio je ¢e$¢i u oboljelih (54).

Metcalfe 1 sur. napravili su populacijsku studiju u tri etnicki vrlo razlicite skupine s
razli¢itom incidencijom T1SB. U ispitanika iz Velike Britanije pronasli su povezanost
polimorfnog biljega PstI, smjestenog u egzonu 1B gena za IL-1R1 s nastankom
T1SB, u ispitanika iz Finske potvrdena je povezanost samo s oboljelima od T1SB koji
nemaju visoko rizi¢ne haplotipove HLA-DR3 I DR4, a u ispitanika iz juzne Indije nije

uocena povezanost (53).
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U ovoj studiji pokazali smo povezanost polimorfizama unutar polimorfnih
biljega Tagl i Fokl, gena za VDR sa sklono$¢u za obolijevanje od T1SB u populaciji
Dalmacije. Analiza dvaju polimorfnih biljega izmedu egzona 8 i 9 te po jednog
polimorfnog biljega u egzonu 2 i 9 upucuje da su zdruzeni genotipovi "BBAAtt" i
"BBAAttFt” zastupljeniji medu oboljelima, $to bi znacilo da osobe s takvim
genotipom imaju veéu moguénost da obole od T1SB. VaZnost ove povezanosti,
dakako, trazi potvrdu u buduc¢im studijama na nasoj populaciji. Analizom triju
polimorfnih biljega unutar promotorske regije gena za I1-1R1 pokazali smo da ne
postoji povezanost izmedu ispitivanih polimorfizama i sklonosti za obolijevanje od

TISB.
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8.0 ZAKLJUCAK

1) Sklonost obolijevanju od T1SB u populaciji Dalmacije odredena je
razli¢itostima u pojedinac¢nim i zdruzenim genotipovima cetiriju polimorfnih biljega
(Bsml, Alul, Taql, Fokl) unutar gena za VDR.

Distribucija pojedinacnih genotipova polimorfnih biljega Tagl (genotip "tt”) 1 Fokl
(genotip "ff") gena za VDR izmedu oboljelih i ispitanika usporedne skupine se je
razlikovala. Uocena je ucestalost pojedinac¢nih genotipova “tt” i "ff” u skupini
oboljelih.

Zdruzeni genotip "BBAALtt” triju polimorfnih biljega gena za VDR, izgleda povecava
sklonost za obolijevanje od T1SB jer je &etiri puta uéestaliji u oboljelih, a genotip
"BbAaTt” ima zastitnu ulogu jer je ucestaliji u skupini usporednih ispitanika.
Zdruzeni genotip "BBAALttFf” za Cetiri polimorfna biljega gena za VDR povecava
sklonost za obolijevanje od T1SB jer je Sest puta uéestaliji u oboljelih, a zdruzeni
genotip "bbAaTTFF” prisutan je u sedam bolesnika, a nije zabiljezen u skupini

usporednih ispitanika.

2) Povezanost polimorfizama gena za IL-1R1 sa sklonos¢u obolijevanju od
T1SB u populaciji Dalmacije nije pokazana jer nije uo¢ena razligitost medu ispitanim
grupama u zastupljenosti pojedinacnih ni zdruZenih genotipova za polimorfne biljege

Pstl, Hinfl 1 Alul gena za IL-1R1.

3) Logistickom regresijom kojom smo zdruzili sve ispitivane promjenjive
veli¢ine (dobnu skupinu, spol, polimorfizme gena za VDR 1 polimorfizme gena za IL-
1R1) dobili smo da relativna $ansa za nastanak T1SB raste dvostruko u skupini
homozigota “tt” za prisutnost restrikcijskog mjesta prema homozigotima "TT" za
odsutnost restrikcijskog mjesta (polimorfni biljeg Taql gena za VDR). Relativna
Sansa za nastanak T1SB ve¢i je 2.2 puta u skupini homozigota "ff” za prisutnost
restrikcijskog mjesta prema homozigotima "FF” za odsutnost restrikcijskog mjesta
(polimorfni biljeg Fokl gena za VDR). Relativna $ansa za nastanak T1SB raste 2.2
puta medu heterozigotima “Aa” u odnosu na homozigote za odsutnost restrikcijskog

mjesta "AA” (polimorfni biljeg A/ul gena za IL-1R1).
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4) Zdruzivanjem genotipova obaju gena VDR i IL-1R1, nije se pokazala nijedna

kombinacija kao znacajna u nastanku T1SB u populaciji Dalmacije.
5) Postoji razli¢ita nasljedna sklonost za nastanak T1SB u razli¢itim etni¢kim

skupinama. Nasi rezultati jo§ jednom potvrduju povezanost polimorfizma gena za

VDR i sklonost obolijevanju od T1SB.
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9.0 SAZETAK

T1SB nastaje zbog samorazaranja beta stanica gusterate. Uzrok nastanka T1SB
je medudjelovanje nasljednih ¢imbenika i ¢imbenika okolisa. Obiteljske i blizanacke
studije pokazale su genetsku podlogu razvoja T1SB. Geni HLA sustava, pridonose
najvise sklonosti za nastanak T1SB. Tijekom posljednjeg desetlje¢a postalo je
moguce odredivati ostale gene smjeStene unutar genoma, a koji povecavaju sklonost
za nastanak T1SB. Do sada je izdvojeno vise od dvadeset gena izvan HLA regije, oni
imaju slabi ili umjereni u¢inak na primljivost. Izgleda da odredeno medudjelovanje
gena sa slabim 1/ili umjerenim u¢inkom moZze imati snazan ucinak na primljivost za
bolest. Opisani ucinak ¢ini genetske postupke lokalizacije, izdvajanja i potvrde
njihove uloge u neovisnim studijama prili¢no teskim.

U ovoj disertaciji istrazena je zastupljenost alela, pojedinacnih i kombiniranih
genotipova polimorfnih biljega u genima receptora IL-1 i vitamina D medu
oboljelima od T1SB i usporednim ispitanicima. Receptori su prijenosnici signala
citokina IL-1 1 hormona vitamina D za koje se vjeruje da sudjeluju u nastanku 1
razvoju T1SB. Sklonost za nastanak T1SB u populaciji Dalmacije odredena je i
razli¢itostima u polimorfnim biljezima Taql i Fokl gena za VDR i genotipskim
zdruZivanjem Cetiriju polimorfnih biljega (Bsml, Alul, Taql, Fokl) istog gena.
Pojedinadni genotipovi “tt” i “ff” gena za VDR uéestaliji su u oboljelih od T1SB.
Relativna $ansa za nastanak T1SB veca je u ispitanika s genotipom "tt” prema
ispitanicima s genotipom “TT”, kao i u ispitanika s genotipom “ff” prema onim s
genotipom "FF”. Zdruzeni genotipovi "BBAALtt", "'BBAAttF{f" 1 "bbAaTTFF" donose
Sansu obolijevanja od T1SB.

Povezanost gena za IL-1R1 s primljivo§éu za T1SB nije pokazana, jer nije uo¢ena
razli¢itost zastupljenosti pojedinacnih i zdruZenih genotipova polimorfnih biljega
Pstl, Hinfl i Alul gena za IL-1R1. ZdruzZivanjem genotipova obaju gena VDR 1 IL-
IR1 nije se izdvojilo nijedno sjedinjenje koje bimo mogli opisati kao rizi€no u
nastanku T1SB. Logisti¢kom regresijom dobili smo da je relativna $ansa za nastanak
T1SB veéa medu heterozigotima “Aa” (polimorfni biljeg Alul, gena za IL-1R1) u

odnosu na homozigote za odsutnost restrikcijskog mjesta "AA”".
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T1SB je izgleda jedinstvena autoagresivna bolest jer izmedu primljivih i
zastitnih gena postoji stalno nadmetanje. Cilj iducih istrazivanja bio bi otkriti sve gene
koji su ukljugeni u nastanak T1SB i njihovo medudjelovanje, te protumaditi razlike
medu populacijama. Tek tada ¢emo genetsku informaciju mo¢i koristiti u otkrivanju
osoba primljivih za razvoj T1SB. Krajnji cilj bio bi odgoda nastanka ili sprjeavanje
bolesti. Oblikovanje djelotvornih metoda prevencije ukljucuje i razumijevanje kako 1

koji negenetski ¢imbenici djeluju na sklonost za nastanak T1SB.
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9.0 SUMMARY

POLYMORPHISMS OF INTERLEUKIN-1 AND VITAMIN D RECEPTOR
GENE AND SUSCEPTIBILITY TO TYPE 1 DIABETES

Type 1 diabetes mellitus (T1DM) results from the autoimmune destruction of
the insulin-producing beta cells of the pancreas. A combination of genetic and
environmental factors is most likely the cause of TIDM.

Family and twins studies have shown clearly that TIDM has a genetic basis. It is clear
that HLA region genes collectively contribute to the major susceptibility for this
metabolic syndrome. Within past decade has been possible to identify the genes
distributed across the genome that increase susceptibility to this disorder. More than
20 putative diabetes predisposing genes have been localised in addition to HLA
region. The overall effects of non-HLA predisposing genes could be weak or modest,
probably by acting in concert with other such genes to cause disease.

We have therefore studied the influence of vitamin D receptor (VDR) gene
and interleukin-1 type 1 receptor gene (IL-1R1) on T1DM susceptibility in Dalmatian
population. Receptors are signal transducers of cytokine interleukin-1 and vitamin D
which have been suggested to play a role in pathogenesis of TIDM.

With shown differences about single polymorphism and genotype combinations of
four polymorphisms (Bsml, Alul, Taql, Fokl) within VDR gene, we confirm that
vitamin D receptor polymorphism and susceptibility to T1DM correlation exists.

Correlation between IL-1R1 gene and T1DM was not proved,
we did not notice differences between frequencies of single polymorphism and
genotype combinations of three polymorphisms (Ps¢l, Hinfl i Alul) within IL-1R1
gene.

Combined polymorphisms of both, VDR and IL-1R1 genes did not show
which genotype carries susceptibility for TIDM.

In conclusion we can say that associaion between VDR gene polymorphisms

and susceptibility for TIDM exists in Dalmatian population.
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11.0 ZIVOTOPIS

Roden sam 20.11.1956. godine u Splitu. Ozenjen sam, otac dvoje djece.
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1975.-1980.  Medicinski fakultet SveuciliSta u Ljubljani
1987.-1989.  Poslijediplomski studij iz klini¢ke pedijatrije

1990. - 1992.  Poslijediplomski studij iz endokrinologije, metabolizma i
dijabetologije djec¢je dobi

1985.-1989.  Specijalizacija iz pedijatrije
specijalisticki ispit polozen 14.11.1989. godine

1997. Magistarski rad “Procjena plu¢ne funkcije u djece s dijabetesom

ovisnim o inzulinu”, obrana pred povjerenstvom Medicinskog
fakulteta u Zagrebu

Sudjelovao sam na brojnim tecajevima, sastancima, simpozijima i
kongresima u zemlji 1 inozemstvu.

Odrzao sam niz predavanja iz podrucja Secerne bolesti i
endokrinologije na te¢ajevima, sastancima, simpozijima, kongresima.

Bio sam voditelj stru¢nog tima u ljetnom kampu za djecu oboljelu od
Secerne bolesti, drustva “Veliki za male sa Se¢ernom bole$¢u”, u tri navrata.

Struéne Skole
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1998. godine).
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Ceska, 2000. godine).
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nadbubrezZnih Zlijezda u djece” - broj 109063 ( grupa Istrazivanje humane
reprodukcije, broj 3-09), glavni istraziva¢ prof.dr.sc. Miroslav Dumi¢, bio sam
suradnik u ulozi istrazivaca iz druge ustanove.
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