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Molekularni markeri hroni¢ne inflamacije i apoptoze kod inflamatornih bolesti creva

REZIME

Hroni¢ne inflamatorne bolesti creva (HIBC) predstavljaju rastu¢i globalni zdravstveni
obuhvatila je dva tipa HIBC - inflamatornu bolest creva (IBC), koju ¢ine Kronova bolest
(KB) 1 ulcerozni kolitis (UK); 1 celijacnu bolest (CB). HIBC su kompleksne bolesti u ¢ijoj,

jos uvek potpuno nerazjasnjenoj etiologiji ucestvuju geneticki, sredinski i imunoloski faktori.

Razvoj IBC je rezultat poremeéenog imunoloskog odgovora na crevnu mikrofloru kod
geneticki podloznih osoba. Ustanovljen je veliki broj asocijacija izmedu IBC i varijanti u
genima ¢iji proteinski produkti uc¢estvuju u nespecificnom imunskom odgovoru. Ostecenje
intestinalne mukoze kod pacijenata sa IBC deSava se kao posledica deregulacije
inflamatornih i apoptotskih procesa koji uti¢u na dugove¢nost T ¢elija i integritet epitelijalne
barijere. Protein NF-kB je jedan od klju¢nih regulatora transkripcije gena eksprimiranih
tokom ovih patogenetskih promena. U mukozi pacijenata sa KB dolazi do formiranja
granuloma, limfoidnih mikrostruktura karakteristi¢nih i za druge inflamatorne bolesti, medu
kojima je reumatoidni artritis (RA). Zbog toga su KB i RA klasifikovane kao granulomatozne
bolesti. U poredenju sa brojnim, jo§ uvek nedovoljno definisanim genetickim faktorima
rizika za razvoj IBC, nasledna komponenta u razvoju CB je dobro okarakterisana i najvise je

povezana sa specifi¢nim varijantama gena HLA-DQ.

Jedan od ciljeva ove studije je bio da ispita asocijaciju izmedu HIBC i odredenih genetic¢kih
varijanti. Ta¢nije, analizirana je povezanost IBC sa varijantama u genima NOD2, TLR4,
TNF-a, IL-6, IL-14 i IL-1RN, i ispitan je njihov prediktivni znacaj za pojavu IBC. Varijanta
u genu IL-6 ispitana je kao faktor rizika za nastanak dve granulomatozne bolesti, KB i RA.
Takode, analizirana je distribucija genotipova HLA-DQ u grupi pedijatrijskih pacijenata
obolelih od CB i procenjen je rizik za pojavu CB koju ovi genotipovi nose. Sledeci cilj je bila
analiza nivoa transkripcije proinflamatornih gena IL-6 i TNF-a, i apoptotskih gena Bcl-2,
Bax, Fas i FasL u intestinalnoj mukozi i perifernoj krvi pacijenata obolelih od KB, kako bi
se definisali ekspresioni profili gena uklju¢enih u patogenezu KB i ispitao njihov



dijagnosticki potencijal. Poslednji cilj u okviru istazivanja vezanog za IBC odnosio se na
analizu DNK vezujuc¢e aktivnosti NF-kB iz jedarnih ckstrakata intestinalne mukoze

pacijenata obolelih od KB.

U studiju je bilo uklju¢eno 167 ispitanika obolelih od IBC, 73 obolelih od CB, 77 obolelih
od RA 1 101 kontrolni zdrav ispitanik. Geneticke varijante u svim gorepomenutim genima
odredene su metodama koje su bazirane na PCR analizi. Za ispitivanje nivoa ekspresije
odabranih inflamatornih i apoptotskih gena koris¢ena je metoda qRT-PCR. Analiza DNK-
proteinskih interakcija uradena je metodom usporene elektroforetske pokretljivosti.

Nasi rezultati su pokazali da su manje ucestale varijante u genu NOD2 (Arg702Trp,
Gly908Arg, Leul007fsinsC, Arg684Trp) kao i geneticke varijante TLR4 299Gly, TNF-« -
308A, IL-6 -174C i IL-1RN VNTR A2, asocirane sa poveéanim rizikom za nastanak KB, dok
je geneticka varijanta IL-1RN VNTR A2 povezana sa poveéanim rizikom za nastanak UK.
Pokazana je znacajna razlika u alelskoj distribuciji TNF-a G-308A izmedu pacijenata
obolelih od KB i UK, gde je alel A povezan sa prisustvom KB, a alel G sa prisustvom UK.
Prisustvo KB je asocirano sa kombinovanim efekatom pola i manje ucestalih varijanti u genu
TLRA4. Podaci o analiziranim genotipovima su koris¢eni kao ulazne varijable za nekoliko
klasifikacionih algoritama u cilju dizajniranja modela za predikciju IBC. Kao mera kvaliteta
ovih modela koris¢ena je vrednost povrsine ispod receiver operating krive (eng. the Area
Under the receiver operating Curve, AUC). Prediktivni model je pokazao najveci kvalitet
kada su za njegov dizajn upotrebljeni podaci o svim analiziranim genotipovima (AUC od
0.69 za KB i 0.60 za UK). Takode, nasi rezultati su pokazali da IL-6 G-174C moze biti
geneticki marker dve ispitane granulomatozne bolesti, KB i RA. Sto se ti¢e celijaéne bolesti,
pokazana je znacajna asocijacija izmedu kombinovanog prisustva alela HLA-DQA1*05 i -
DQB1*02 sa pojavom bolesti. Takode, uoceno je postojanje gradijenta rizika za nastanak CB

koji je vezan za specifi¢ne genotipove HLA-DQ.

Rezultati ekspresione analize su pokazali da postoji znacajan porast nivoa IL-6 i TNF-a
IRNK, i znacajan pad nivoa Bcl-2 iRNK u upaljenoj ilelalnoj mukozi pacijenata sa KB.

Poveéanje u nivou transkripcije je izrazenije kod IL-6 u odnosu na TNF-a. Rezultati su



ukazali i na potencijalni dijagnostic¢ki znac¢aj nivoa IL-6 i Bcl-2 iRNK za aktivnu fazu KB.
Pored analize transkripcije u intestinalnom tkivu, odredili smo nivo transkripcije istih gena i
u mononuklearnim ¢elijama periferne krvi. Nasi rezultati su pokazali da je nivo FasL IRNK
znacajno snizen kod pacijenata sa KB, ali samo u uzorku krvi muskaraca. Pored toga,
rezultati pokazuju da odnos Fas/FasL ima prediktivni znacaj i predstavlja potencijalni

dijagnosticki biomarker aktivne faze KB kod muskih pacijenata.

Analizom DNK vezuju¢e aktivnosti NF-kB iz jedarnih ekstrakata uzoraka intestinalne
mukoze pacijenata sa KB, pokazano je da su snizen nivo NF-kB vezujuce aktivnosti i povisen
nivo TNF-a IRNK povezani sa prisustvom fragilne intestinalne mukoze. Nasuprot tome,
povisen nivo NF-kB vezujucée aktivnosti i snizen nivo TNF-o iIRNK su pokazali asocijaciju
sa prisustvom intestinalnih stenoza. Stoga smatramo da je status NF-«B vezujuce aktivnosti
potencijalni marker apopototskih i inflamatornih procesa koji se nalaze u osnovi ova dva

klini¢ka fenotipa.

Geneticke varijante ispitivane u ovoj studiji predstavljaju faktore rizika za pojavu HIBC i
mogu se potencijalno Kkoristiti u predikciji nastanka analiziranih bolesti. Takode, ekspresioni
profili odabranih proinflamatorinih i apopototskih gena, kao i nivo DNK vezujuée aktivnosti
jednog od glavnih regulatora transkripcije ovih gena, NF-kB, mogu se smatrati potencijalnim
dijagnostickim i prognostickim markerima KB. Ovo istrazivanje je dalo doprinos

molekularnoj karakterizaciji patoloskih procesa koji se nalaze u osnovi HIBC.

Klju¢éne reci: hroni¢ne inflamatorne bolesti creva; Kronova bolest; ulcerozni kolitis;
celijacna bolest; granulomatozne bolesti; proinflamatorni geni; apoptotski geni; aleli HLA-
DQ; prediktivni modeli; NF-«B.
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Molecular markers of chronic inflammation and apoptosis in inflammatory bowel

diseases
ABSTRACT

Chronic inflammatory bowel diseases (CIBDs) remain an expanding global health problem,
particularly in most Caucasian populations, including Serbian. The focus of this study
included two types of chronic inflammatory bowel diseases - inflammatory bowel disease
(1IBD), which comprises Crohn’s disease (CrD) and ulcerative colitis (UC); and celiac disease
(CD). These are complex diseases with various genetic, environmental and immunological

risk factors, whose etiologies are not yet fully resolved.

The development of IBD is a result of abnormal immune response that occurs in genetically
susceptible individuals against the enteric flora. Many studies have investigated associations
between IBD occurrence and variants in genes that encode proteins involved in nonspecific
immune response. Intestinal mucosal damage in CrD patients occurs as a result of the
deregulation of inflammatory and apoptotic processes, which influence T cell longevity and
epithelial barrier integrity. Regulatory protein NF-xB has a key role in the transcription of
genes whose products are involved in these pathogenic events. Another property of CrD is
formation of granulomas, which can also occur in other diseases, such as rheumatoid arthritis
(RA). For that reason, CrD and RA are categorized as granulomatous diseases. Compared
with numerous, still insufficiently defined genetic risk factors for the development of IBD, a
genetic component in CD development is well characterized and mostly associated with

specific variants of HLA-DQ genes.

One of the aims of this study was to evaluate disease-gene associations. More precisely, we
examined IBD associations with several genetic variants - variants in NOD2, TLR4, TNF-q,
IL-6, IL-7p and IL-1RN genes, and investigated their contribution in the prediction of IBD
occurrence. Additionally, we analyzed variant in IL-6 gene as a risk factor for two types of
granulomatous diseases, CrD and RA. Also, we inspected the distribution of HLA-DQ
genotypes in the group of pediatric celiac patients and estimated the risk of CD development

that these genotypes confer. Another aim was the analysis of mMRNA level of pro-



inflammatory IL-6 and TNF-¢, and apoptotic Bcl-2, Bax, Fas and FasL genes in intestinal
mucosa, as well as in the peripheral blood of CrD patients, in order to reveal the expression
patterns involved in the pathogenesis of CrD. Also, our goal was to investigate the diagnostic
potential of these transcriptional products. The final aim within the IBD study was the
analysis of the DNA binding activity of NF-kB from the nuclear extracts of CrD patients’

intestinal mucosal samples.

In this study, 167 IBD patients, 73 CD patients, 77 RA patients and 101 healthy subjects were
enrolled. Genetic variants in above-mentioned genes were detected using PCR-based
methodology. Gene expression levels of selected inflammatory and apoptotic genes were
measured using gRT-PCR methodology. DNA-protein interactions were analyzed employing

electrophoretic mobility shift assay.

Our results showed that minor variants of NOD2 gene (Arg702Trp, Gly908Arg,
Leul007fsinsC, Arg684Trp), as well as TLR4 299Gly, TNF-a -308A, IL-6 -174C and IL-
1RN VNTR A2 variants, were associated with a higher risk of CrD, while the IL-IRN VNTR
A2 variant was associated with a higher risk of UC incidence. CrD and UC showed a highly
significant difference in the allelic distribution of TNF-a G-308A, where A allele was found
to be related to CD, and G allele to UC occurrence. Among CrD patients, the combined effect
of gender and TLR4 variants was observed. Using obtained genotype data as input to various
classification algorithms, we designed IBD prediction models. The Area Under the receiver
operating Curve (AUC) was used as a measure of their performance. When all the analyzed
genotype and gender data were used, the prediction performance achieved a maximum AUC
of 0.69 for CD and 0.60 for UC dataset. We revealed that IL-6 G-174C could be a genetic
marker for two analyzed granulomatous diseases, CrD and RA. Considering CD-HLA
relationship, the combined presence of HLA-DQA1*05 and -DQB1*02 alleles showed a
highly significant association with CD. We observed a gradient of associated risk for CD

occurrence determined by particular HLA-DQ genotypes.

Results of the expression analyses have shown that levels of IL-6 and TNF-o mRNAs were
significantly increased, while level of Bcl-2 mRNA was significantly decreased in ileal



inflamed mucosa of CrD patients. The increase in the level of IL-6 transcription was more
prominent compared with TNF-a. We propose that levels of IL-6 and Bcl-2 mRNAs should
be considered as potential diagnostic markers of the CrD active phase. In addition to the
presented analyses at local levels of inflammation, we also assessed the level of transcription
of the same genes in the peripheral blood mononuclear cells of CrD patients. Our results
revealed that the level of FasL mRNA was significantly decreased, but only in blood samples
from male patients. We found that Fas/FasL ratio had predictive significance and therefore,
it could be considered as potential diagnostic biomarker of the CrD active phase in male

patients.

The analysis of the DNA binding activity of NF-kB from the nuclear extracts of CrD patients’
intestinal mucosal samples revealed an association of decreased level of NF-kB binding
activity and increased level of TNF-a mRNA with intestinal mucosal fragility. In contrast,
increased level of NF-kB binding activity and decreased level of TNF-a mRNA were
associated with intestinal strictures. Therefore, we propose the status of NF-xB binding
activity as a marker of apoptotic and inflammatory processes that underlie these two types of

CrD clinical phenotypes.

The results of the presented study showed that examined genetic variants are genetic factors
of importance in the susceptibility of analyzed CIBDs and these variants could be used as
potential predictors of the CIBDs occurrence. Also, the expression profiles of selected
proinflammatory and apoptotic genes, as well as the DNA binding activity status of one of
the main transcription factors that is involved in the expression of these genes, NF-xB, could
be considered as potential CrD diagnostic and prognostic biomarkers. This research has
contributed to the molecular characterization of pathological processes that underlie chronic

inflammatory bowel diseases.

Keywords: chronic inflammatory bowel diseases; Crohn’s disease; ulcerative colitis; celiac
disease; granulomatous diseases; proinflammatory genes; apoptotic genes; HLA-DQ alleles;

predictive modeling; NF-«xB.
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Lista skrac¢enica:

HIBC - hroni¢ne inflamatorne bolesti creva

IBC - inflamatorne bolesti creva

KB - Kronova bolest

UK - ulcerozni kolitis

CB - celija¢na bolest

RA - reumatoidni artritis

NOD / CARD - nukleotid-vezujuc¢i oligomerizacioni domen / kaspaza regrutuju¢i domen
PRR — receptori koji prepoznaju molekularne obrasce
LRR - ponovljeni motivi bogati leucinom

TLR - receptor analogan Toll proteinu

MDP — muramil dipeptid

LPS - lipopolisaharid

TNF-a - faktor nekroze tumora alfa

TNFR - receptor faktora nekroze tumora

TRAF- faktor asociran sa TNFR

IL - interleukin

IL-1Ra — antagonist receptora za interleukin 1

INF-vy - interferon gama

NF-kB - nuklearni faktor kapa B

IKK - I kapa B kinaza

NEMO - esencijalni modulator nuklearnog faktora kapa B
HLA - humani leukocitni antigen

Bcl-2 - B-cell CLL/lymphoma 2

Bax - Bcl2-associated X

DISC - signalni kompleks koji indukuje smrt

DD — domen smrti

FADD - Fas pridruzeni domen smrti

TRADD - domen smrti vezan za TNFR

5-ASA - 5-aminosalicilna kiselina
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1. UVOD

Intestinalni trakt je konstantno izlozen uticaju egzogenih i endogenih antigena. Zato je
kontrolisana inflamacija klju¢ni proces u odrzavanju homeostaze ovog oragana. Ravnoteza
moze biti poremecena u nekoliko tacaka: kontroli propustljivosti epitelijalne membrane,
reakciji urodenog imunskog sistema na prisustvo ugrozavajuceg antigena 1 finalno, aktivaciji
1 regulaciji funkcije efektorskih limfocita. Deregulacija ovih procesa moze dovesti do razvoja
hroni¢nih inflamatornih bolesti creva. Ova studija obuhvatila je dve hroni¢ne intestinalne
inflamatorne bolesti - inflamatornu bolest creva i celija¢nu bolest. U oba slucaja povecana
propustljivost crevne mukoze indukuje aktivaciju i amplifikaciju imunskog odgovora, $to
kao posledicu ima oStecenje tkiva. Inflamatorne bolesti creva se u opStim crtama smatraju
autoinflamatornim bolestima, dok je celijacna bolest autoimunska. Kod autoinflamatornih
bolesti urodeni imunski sistem je taj koji direktno prouzrokuje inflamaciju, dok kod
autoimunskih bolesti urodeni imunski sistem aktivira adaptivni, koji je onda odgovoran za
procese inflamacije. Uzimajuéi ovu definiciju u obzir, tacnije bi bilo svrstati inflamatorne

bolesti creva u tip bolesti koja ima odlike i autoinflamatornih i autoimunih bolesti.
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1.1. Inflamatorne bolesti creva

Inflamatorne bolesti creva (IBC), koje se klinicki manifestuju kao Kronova bolest (KB) i
ulcerozni kolitis (UK), predstavljaju oboljenja koja u svojoj osnovi imaju hroni¢nu
idiopatsku inflamaciju digestivnog trakta. KB i UK imaju klinicki fenotip koji se razlikuje u
nekoliko karakteristika, a jedna od njih je lokalitet inflamacije. lako inflamacija kod KB
moze zahvatiti bilo koji deo intestinalnog tkiva, najéeSce se javlja u terminalnom ileumu i
kolonu. Bolesni, inflamacijom zahvaceni regioni tkiva kod KB su diskontinuirani, $to znaci
da se smenjuju sa delovima zdravog, inflamacijom nezahvaéenog tkiva. Kod UK inflamacija
zahvata rektum, a moze zahvatiti i deo kolona, ili ceo kolon (pankolitis), a promene su
kontinuirane. U slu¢aju KB, zapaljenski proces je transmuralnog tipa, Sto znaci da ceo zid
creva moze biti zahvacen, dok su kod UK ovi procesi ograni¢eni na mukozu. Za KB je
karakteristi¢no prisustvo intestinalnih granuloma, stenoza i fistula, dok one nisu tipi¢ne za
UK [Abraham i sar., 2009]. U 10% slu¢ajeva nije moguce razlikovati KB i UK, i taj slucaj

predstavlja specijalan klini¢ki entitet nazvan indeterminisani kolitis [Hanauer 2006].

U nasoj zemlji ne postoji tacan podatak o prevalenci ovih bolesti, ali se smatra da je priblizna
prevalenci u drugim evropskim populacijama. Procenjeno je da 3% evropske populacije ima
IBC, $to iznosi 2.5 - 3 miliona ljudi [Burisch i sar., 2013]. Epidemioloske studije pokazuju
porast u incidenci i prevalenci ovih bolesti tokom poslednjih godina u razli¢itim delovima
sveta, ukazujuéi na globalni zdravstveni problem [Molodecky i sar., 2012]. IBC uglavnom
pogada populaciju starosti od 15 - 30 godina, dok se drugi, manji, starosni pik moze javiti
kod ljudi starosti 55 - 65 godina. Kod belih populacija je ucestalost KB veca kod Zena u
poredenju sa muskarcima, dok je ucestalost UK sli¢na medu polovima. Treba uzeti u obzir
da distribucija KB medu polovima zavisi od starosti pacijenata - kod pedijatrijskih slucajeva

decaci, a kod adultnih Zene cesce oboljevaju [Brant i sar., 2008].

Inicirajuéi dogadaj u razvoju IBC je nepoznat, a trenutno aktuelna hipoteza se odnosi na
neregulisani odgovor imunskog sistema na intestinalnu mikrofloru u kombinaciji sa nekim

sredinskim okidacem. Ulogu u patogenezi ovih bolesti mogu imati faktori koji remete
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intestinalnu homeostazu, tj. dovode do promena u epitelijalnoj barijeri, urodenom imunskom

sistemu, citokinskoj signalizaciji, kao i regulaciji limfocitne funkcije [Abraham i sar., 2009].

Intestinalna barijera je dinamican viSeslojan sistem koji se sastoji od bakterijskog
mikrofilma, mukusa, epitelijalnih Celija i ¢elija imunskog sistema. NaruSavanjem ovog
sistema moze do¢i do razvoja hroni¢ne inflamacije kao posledice nekontrolisane bakterijske
invazije [Hanauer 2006]. Da je intestinalni mikrobiom vazan u patogenezi ovih bolesti
pokazale su studije na zivotinjskim modelima kolitisa, kod kojih se inflamacija nije razvijala
ukoliko su miSevi gajeni u sredini bez bacila [Elson i sar., 2005]. Prodor bakterijskih i drugih
luminalnih antigena u dublje slojeve intestinalnog tkiva sprecavaju epitelijalne celije
zahvaljuju¢i meducelijskim uskim vezama koje reguliSu protok nutrijenata izmedu ove dve
nise. Kod IBC, epitelijalna barijera je oSteCena i ima povecan permeabilitet [Turner 2006].
Smatra se da ovaj dogadaj predstavlja primarni poremecaj u inflamatronim bolestima creva
[Olson i sar., 2006], ali moze biti i posledica hroni¢ne inflamacije [Bruewer i sar., 2003].
Poveéana propustljivost epitelijalne barijere uzrok je upalnih procesa i kod celijaéne bolesti
[Lionetti i sar., 2011].

Pored toga $to predstavlja fizicku barijeru, intestinalni epitel ima ulogu medijatora izmedu
mikrobioma i imunskog odgovora domacina. Interakcija je omoguéena preko familije
receptora koji prepoznaju opSte molekularne obrasce bakterijskih antigena (PRR receptori)
[Wells i sar., 2011]. Ovi receptori su deo urodenog imunskog sistema i aktiviraju signalne
puteve koji rezultiraju odgovorom domacina potrebnim za eliminaciju invazivnih bakterija.
Pored toga, oni imaju i vaznu ulogu u procesu imunoloske tolerancije prema intestinalnoj
komensalnoj mikroflori [Otte i sar., 2004; Rakoff-Nahoum i sar., 2004; Tsai i sar., 2011].
Remecenje ravnoteze izmedu ova dva procesa, aktivacije imunskog odgovora i odrzavanja
tolerancije, moZze uticati na pojavu i razvoj IBC. NOD2 i TLR4 pripadaju ovom tipu receptora

I povezani su sa razvojem IBC [Cario 2005].
1.1.1. Uloga NOD2 i TLR4 u razvoju IBC

NOD2/CARD15 (nukleotid-vezujuc¢i oligomerizacioni domen 2 / kaspaza regrutuju¢i domen

15) je intracelularni receptor koga eksprimiraju intestinalne epitelijalne ¢elije, Panetove
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¢elije, mijeloidne ¢elije, a kako je nedavno pokazano i T ¢elije [Kaser i sar., 2010]. NOD2
prepoznaje peptidoglikanski muramil dipeptid (MDP), komponentu bakterijskog ¢elijskog
zida [Girardin i sar.,, 2003]. Nakon vezivanja bakterijskog antigena, NOD2 se
homodimerizuje 1 aktivira RICK Kkinazu, S$to rezultuje ubikvitinacijom esencijalnog
modulatora NF-xB (NEMO) preko E3 ubikvitin ligaze TRAF6. Ubikvitirani NEMO
regrutuje TGF-B aktivirajuci kinazni (TAK1) kompleks koji fosforilise IxB kinazu (IKK).
IKK kinaza stimuli$e degradaciju IxB i oslobada NF-xB njenog inhibitornog dejstva. Krajnji
rezultat ove signalne kaskade je translokacija NF-«xB u jedro i transkripcija proinflamatornih
gena, medu kojima su i TNF-a, IL-6, IL-1 [Ogura i sar., 2001b; Abbott i sar., 2004].
Aktivacija NOD?2 je povezana i sa transkripcijom anitmikrobnih peptida, defenzina, koji su

sastavni deo mukusnog zastitnog sloja [Tan i sar., 2015].

Receptor NOD2 sastoji se od: dva CARD domena (domeni kaspazne aktivacije i
regrutovanja) na N-terminalnom kraju, koji imaju ulogu u vezivanju i aktivaciji RICK kinaze;
centralnog NBD domena (nukleotidno-vezuju¢i domen), koji je potreban za
homodimerizaciju proteina; sekvence bogate leucinskim ponovcima (LRR) na C-

terminalnom kraju koja vezuje bakterijski antigen [Ogura i sar., 2001b].

Varijante u genu NOD2, koji se nalazi u regionu hromozoma 16921 (HGNC:5331), do sada
su pokazale najjacu asocijaciju sa pojavom KB. Za razliku od KB, NOD2 ne predstavlja
faktor rizika za pojavu UK [Hugot i sar., 2001; Ahmad i sar., 2002; Protic i sar., 2008].
Najveci procenat ustanovljenih asocijacija izmedu varijanti u genu NOD2 i KB vezano je za
geneticke varijante Arg702Trp, Gly908Arg i Leul007fsinsC. Ove varijante se nalaze u delu
gena koji kodira LRR domen [Lesage i sar., 2002]. Pokazano je da receptori NOD2 koji su
kodirani pomenutim genskim varijantama slabije vezuju RICK kinazu, §to smanjuje NEMO
ubikvitinaciju i NF-«kB transaktivaciju [Abbott i sar., 2004]. Zabelezeno je da u belim
populacijama 30 - 40% pacijenata sa KB nosi bar jedan rizi¢ni alel NOD2 u poredenju sa oko
10% zdravih ljudi [Walters i sar., 2006; Hugot i sar., 2007; Kaser i sar., 2010]. Nosioci jednog
rizinog alela NOD2 imaju tri puta veéi rizik, dok nosioci dva rizi¢na alela (slozeni
heterozigotni i homozigotni nosioci) imaju 40 puta ve¢i rizik za pojavu KB u odnosu na

nosioce ucestalijeg alela [Hugot i sar., 2001; Ogura i sar., 2001a]. Prisustvo rizi¢nih varijanti
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NOD?2 nije dovoljno za razvoj KB, §to ukazuje na multifaktorijalnu prirodu ove bolesti
[Hugot i sar., 2007].

TLR4 je transmembranski receptor koji detektuje prisustvo bakterijskog lipopolisaharida
(LPS) preko ekstracelularnog LRR domena. Eksprimiran je u intestinalnim epitelijalnim
¢elijama i u raznim podgrupama imunskih éelija, kao $to su monociti/makrofagi i dendritske
¢elije [Cario 2010]. Nakon formiranja LPS-TLR4 kompleksa dolazi do dimerizacije
intracelularnog TIR domena (toll interleukin 1 receptorski domen) receptora TLR4 i
zapocinjanja cCelijskog prenosa signala. Signalni put posredovan adapternim proteinom
MyD88 aktivira kinazu IRAK, a ona TRAF6 i TAK1, koji su tacka ukr$tanja sa NOD2
signalnim putem. Kao i u prethodnom slu¢aju, ovo dovodi do aktivacije NF-«B i transkripcije
inflamatronih gena [Akira i sar., 2004; Miggin i sar., 2006]. Pokazano je da receptori TLR4
i NOD2 kooperiraraju u odrzavanju intestinalne homeostaze [Kobayashi i sar., 2005; Hedl i
sar., 2007; Tsai i sar., 2011]. Pored regulacije imunskog odgovora, receptor TLR4 ima
znacajanu ulogu i u procesu zarastanja oSte¢enog epitelijalnog tkiva [Fukata i sar., 2005;

Ungaro i sar., 2009].

Brojne studije opisuju povezanost upalnih procesa u intestinumu i deregulacije odgovora
posredovanog receptorima TLR [Moossavi 2014]. U normalnim, fizioloskim uslovima,
intestinalne epitelijalne ¢elije eksprimiraju male koli¢ine receptora TLR4 kako bi se izbegla
preterana aktivacija imunskog odgovora u prisustvu komensalnih bakterija [Abreu i sar.,
2001; Otte i sar., 2004]. Nasuprot tome, u intestinalnoj mukozi pacijenata sa KB i UK
zabelezen je znacajan porast ekspresije TLR4 [Cario i sar., 2000; Hausmann i sar., 2002]. Jo§
uvek je nepoznato da li je porast primarni defekt ili je posledica uticaja inflamatornih

citokina, TNF-a i INF-y, koji stimulisu ekspresiju ovog receptora [Abreu i sar., 20023].

Sekvenciranjem gena TLR4, u regionu hromozoma 9933.1 (HGNC:11850), pokazano je da
se najveci broj varijacija koje uzrokuju nesinonimne aminokiselinske zamene nalazi u egzonu
3. S obzirom da egzon 3 kodira domen koji prepoznaje bakterijski antigen (LRR domen), ove
varijante u genu TLR4 verovatno predstavljaju rezultat evolucionog pritiska patogena na

imunski sistem domacina [Ferwerda i sar., 2008a]. Izmedu 6 i 10% bele populacije nosi dve
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kosegregirajuce varijante, Asp299Gly 1 Thr3991le, Cije je prisustvo povezano sa smanjenom
aktivacijom NF-kB i povecanom osetljivo$¢u na gram negativne bakterije [Arbour i sar.,
2000; Schwartz 2002]. Smatra se da varijanta Asp299Gly modifikuje konformaciju TLR4,
$to moze remetiti interakciju ovog receptora sa LPS [Rallabhandi i sar., 2006] ili regrutaciju
adapternih proteina i prenos signala [Figueroa i sar., 2012]. Asocijacija izmedu varijanti
Asp299Gly i Thr399Ile i oba tipa IBC je pokazana u vise studija [Shen i sar., 2010].
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Slika 1. (A) Uloga NOD2 i TLR4 receptora u fizioloskim i patofizioloskim procesima. (B) Trenutno
vaze¢i koncept o doprinosu varijanti NOD2/TLR4 koji se povezuju sa smanjenom aktivno$éu U
patogenezi IBC. Modifikovano iz rada Cario E. iz 2005. godine [Cario 2005].

Na slici 1 prikazani su dogadaji vezani za receptore NOD2 i TLR4 koji doprinose razvoju
IBC. Narusavanje intestinalne barijere izazvano smanjenjem sinteze antimikrobijalnog
mukusa i slabljenjem veza medu epitelijalnim ¢éelijama, dovodi do nekontrolisane invazije
bakterija u subepitelijalno tkivo. Promena funkcije receptora uslovljena aminokiselinskim
zamenama remeti komunikaciju urodenog imunskog sistema sa luminalnim sadrzajem, tako
da prva linija odbrane domacina ne uspeva da se izbori sa invazivnim patogenom. Zbog toga
dolazi do regrutovanja imunskih efektorskih ¢elija i razvijanja hroni¢ne inflamacije. Vaznu

ulogu u koordinisanju ovih dogadaja imaju inflamatorni citokini.
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1.1.2. Uloga citokina u razvoju IBC

Citokini su signalni molekuli imunskog sistema koji modulisu diferencijaciju, proliferaciju,
apoptozu, i druge celijske dogadaje vazne za procese imunskog odgovora i inflamacije
[Foster 2001]. Citokine uglavnom produkuju celije imunskog sistema, ali ih mogu

produkovati i drugi tipovi ¢elija, ukljucujuci i epitelijalne Celije creva.

U patogenezi IBC, neadekvatan odgovor urodenog imunskog sistema prevazilazi se dejstvom
citokina koji izazivaju akumulaciju i diferencijaciju pomo¢nih limfocita T (Th). Tip Th ¢elija
u hroni¢noj fazi bolesti se razlikuje izmedu KB i UK. Kod KB dolazi do diferencijacije Thl
I Th17 ¢elija i sinteze citokina - interferona (INF)-y, interleukina (IL)-17 i IL-22. Kod UK,
preovladuje Th2-slicna diferencijacija i ekspanzija T celija prirodnih ubica (NK) koje
produkuju citokine 1L-13 i IL-5 [Fuss i sar., 2004]. Ovaj specifi¢ni odgovor kod obe bolesti
dovodi do porasta nivoa citokina TNF-a, IL-6 i IL-1B [Strober i sar., 2007]. Oni deluju kao

uzvodni stimulatori pomenutih procesa i nizvodni medijatori inflamacije.
1.1.2.1. TNF-a

TNF superfamilija (TNFSF) obuhvata grupu receptora i liganada koji su eksprimirani u
¢elijama imunskog sistema i koji imaju vaznu ulogu u odrzavanju homeostaze kod imunskog
odgovora posredovanog T limfocitima. TNF-a (TNFSF2) je pronflamatorni citokin ¢iji su
glavni izvori makrofagi, T, B 1 NK ¢elije, mada u manjoj meri mogu da ga sintetisSu i druge
¢elije, ukljucujudi i intestinalne epitelijane ¢elije [Jung i sar., 1995]. Svoju biolosku funkciju
TNF-a ostvaruje u formi homotrimernog transmembranskog ili solubilnog proteina [Cabal-
Hierro i sar., 2012] kojeg prepoznaju dve vrste receptora - TNFR1 (TNFRSF1A) i TNFR2
(TNFRSF1B). TNFRI1 je konstitutivno prisutan na vecini sisarskih ¢elija sa jedrom i
aktiviraju ga obe forme TNF-a, dok je TNFR2 (TNFRSF1B) prisutan uglavnom na
hematopoetskim ¢elijama, a aktivira ga transmembranska forma TNF-a [Wajant i sar., 2003;
Aggarwal i sar., 2012]. Intracelularni domeni ovih receptora nemaju enzimsku aktivnost, pa
zahtevaju citoplazmatske, adapterne proteine za inicijaciju signalizacije. TNFR1 sadrzi
intracelularni domen smrti (DD) koji uz kooperaciju sa adapternim proteinima FADD i

TRADD, preko aktivacije kaspaza, vodi do apoptoze. Ukoliko u signalizaciji iniciranoj preko
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TNFR1 posreduje protein TRAF2, aktivira se protein NF-xB koji reguliSe transkripciju gena
za antiapoptotske proteine, inflamatorne citokine i hemokine [Aggarwal 2003]. Receptor
TNFR2 preko adapternog proteina TRAF2 takode aktivira signalni put koji rezultuje
aktivacijom proteina NF-«xB [Kim i sar., 2001]. lako TNFR2 u poredenju sa TNFR1 ne sadrzi
DD domen, on moze imati proapoptotske efekte [Bigda i sar., 1994]. Mehanizam kojim se
odlucuje da li ¢e TNF-a izazvati ¢elijsku smrt ili prezivljavanje zavisi od balansa izmedu pro-

I anti-apoptotskih faktora unutar ¢elije i u njenoj okolini [Wajant i sar., 2003].

Prekomerna ekspresija TNF-o ukljucena je u patogenezu razli¢itih humanih bolesti - sepse,
cerebralne malarije, raznih autoimunskih i autoinflamatornih bolesti (neke od njih su multipla
skleroza, reumatoidni artritis, 1BC), kao i malignih bolesti [Aggarwal i sar., 2012]. Kod
pacijenata sa IBC je detektovana povecana ekspresija TNF-o u serumu, stolici i intestinalnoj
mukozi [Braegger i sar., 1992; Murch i sar., 1993; Komatsu i sar., 2001]. Smatra se da je
inflamacija kod IBC zavisna od transmembranske forme TNF-a. Naime, pokazano je da
neutralizacija transmembranske, a ne solubilne TNF-a forme dovodi do remisije
eksperimentalnog kolitisa [Perrier i sar., 2013]. Takode treba napomenuti da je povecana
ekspresija TNFR2, receptora koji sa visokim afinitetom vezuje transmembranski TNF-a,
nadena u epitelijalnim ¢elijama kolona pacijenata sa IBC [Mizoguchi i sar., 2002]. U prilog
pretpostavci da je transmembranska forma klju¢na u nastanku IBC ide i to $to je etanercept,
anti-TNF lek koji blokira solubilni ali ne i transmembranski TNF-a, neefikasan u lecenju
IBC. Za razliku od etanercepta, infliksimab ima sposobnost blokiranja obe TNF-a forme i

koristi se uspe¢no u terapiji IBC [van den Brande i sar., 2005].

U toku patogeneze IBC, TNF-a uti¢e na aktivaciju efektorskih imunskih ¢elija i na integritet
epitelijalne barijere. Izlaganjem epitelijalnih celija dejstvu TNF-a dolazi do slabljenja
meducelijskih uskih veza [Ma i sar., 2004; Su i sar., 2013], kao i indukcije apoptotskih
procesa koji dovode do ,,ljustenja* epitela i nastanka ,,pukotina“ u intestinalnoj epitelijalnoj
barijeri [Gitter i sar., 2000; Zeissig i sar., 2004]. Navedeni dogadaji za posledicu imaju prodor

luminalnih antigena u dublje slojeve mukoze $to uti¢e na pojacavanje inflamacije.
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Gen TNF-a se nalazi na hromozomu 6 u regionu p21.3 (HGNC:11892), okruZen genima koji
kodiraju membranske molekule humanog leukocitnog antigena (HLA). Gen TNF-a, zajedno
sa genima TNF-f (LT-a) i LT-$, nalazi se u lokusu glavnog kompleksa histokompatibilnosti
(MHC) IIl. MHC je visoko varijabilni region sa velikim brojem gena koji odreduju
specificnost imunskog odgovora [Trowsdale i sar., 2013]. U okviru gena TNF-a je
identifikovano vise bialelnih varijanti koje mogu direktno uticati na njegovu transkripciju,
medu kojima su i dve substitucije G u A na poziciji -308 i -238 u odnosu na start transkripcije.
Ove dve geneticke varijante su asocirane sa povecanim rizikom za razvoj infektivnih,
autoimunskih i autoinflamatornih bolesti [Elahi i sar., 2009]. Njihova asocijacija sa rizikom
zarazvoj IBC je kontraverzna [Ferguson i sar., 2008; Fan i sar., 2011; Xie i sar., 2012]. Neke
studije su pokazale da kod pacijenata sa IBC prisustvo alela -308 A asocira sa ve¢om
[Gonzalez i sar., 2003], a alela -238 A sa manjom produkcijom TNF-a [Koss i sar., 2000].
Mnoge studije koje su ispitivale funkcionalni efekat ovih geneti¢kih varijanti dale su opre¢ne
rezultate [Hajeer i sar., 2000]. Time je zakljuceno da transkripcija TNF-a nije kontrolisana
samo preko promotorskih sekvenci, ve¢ da u tome potencijalno ucestvuju i cis DNK
regulatorni elementi udaljeni od samog gena [Hajeer i sar., 2000]. U tom slucaju, geneti¢ke
varijante na poziciji -308 i -238 predstavljale bi indirektne markere za kontrolu transkripcije
TNF-a.

1.1.2.2. IL-6

IL-6 je multifunkcionalni citokin koji ima vaznu ulogu u regulaciji imunskog odgovora,
hematopoezi, inflamaciji, onkogenezi i modulaciji odgovora akutne faze u jetri [Gauldie i
sar., 1992; Peters i sar., 1998; Naugler i sar., 2008].

Svoje bioloske aktivnosti IL-6 ostvaruje preko dva molekula, IL-6R i gp130, i to na dva
naéina - ,,klasi¢cnom* i ,,trans-“ signalizacijom [Rose-John i sar., 2004; Scheller i sar., 2006].
Kod klasi¢ne signalizacije IL-6 se prvo vezuje za membranski receptor (m)IL-6R, a zatim se
oni zajedno vezuju za homodimerni receptor gp130 koji aktivira put prenosa signala (slika
2). Za razliku od gp130 koji je prisutan na svim ¢elijama, IL-6R eksprimiraju samo neke

vrste ¢elija (neutrofili, monociti/makrofagi, neke vrste T Celija, hepatociti, intestinalne
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epitelijalne Celije) [Scheller i sar., 2011]. Stimulacija ¢elija koje nemaju mIL-6R omogucena
je preko procesa trans-signalizacije. Dejstvom membranskih metaloproteinaza, mIL-6R se
proteoliticki oslobada sa membrana celija i pretvara u solubilni receptor (s)IL-6R. Kada
(S)IL-6R i IL-6 formiraju kompleks, vezuju se za membranski gp130 na ¢elijama koje ne
eksprimiraju IL-6R i tako kod njih iniciraju put prenosa signala [Rose-John i sar., 2004] (slika
2). Klasi¢na i trans-signalizacija pokrecu signalne puteve JAK/STAT, ERK/MAPK i
PI3K/AKT [Scheller i sar., 2011].

Klasi¢na signalizacija O O ‘\/O Trans-signalizacija

siLl-6R  sIL-6-IL-6R
kompleks

S0 2 )

1 I T

gp130 miL-6R gp130
Signalizacija Signalizacija

Slika 2. IL-6 klasi¢na i trans-signalizacija. Modifikovano iz rada Kopf M. i saradnika iz 2010.
godine [Kopf i sar., 2010].

Kod pacijenata sa IBC su mononuklearne ¢elije periferne krvi, intestinalne epitelijalne celije,
kao i mononuklearne ¢elije lamine proprije opisane kao izvor IL-6 [Suzuki i sar., 1990;
Reinecker i sar., 1993; Kusugami i sar., 1995]. Povecan nivo IL-6 u serumu je povezan sa
losijom klinickom slikom kod pacijenata sa KB i UK [Gross i sar., 1992; Hyams i sar., 1993].
Takode, nivo IL-6 je preporucen kao potencijalni prognosti¢ki marker za relaps bolesti kod
inaktivnih oblika KB [Louis i sar., 1997; Van Kemseke i sar., 2000]. Smatra se da IL-6
doprisnosi patogenezi IBC tako Sto regulise diferencijaciju, aktivaciju i zivotni vek limfocita,

naro¢ito limfocita Thl7 [Kimura i sar., 2010]. IL-6 povecava prezivljavanje limfocita
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aktivacijom signalnog puta STAT3 i indukcijom ekspresije antiapoptotskih gena Bcl-2 i Bcl-
XL [Ina i sar., 1999; Atreya i sar., 2000; Musso i sar., 2005]. S obzirom da efektorski T
limfociti ne eksprimiraju IL-6R, aktivacija puta STAT3 posredovana je trans-signalizacijom.
Povecéana ekspresija IL-6 zajedno sa sIL-6R u serumu i intestinalnoj mukozi pacijenata sa
IBC ukazuje na znacaj trans-signalizacije u patogenezi ovih inflamatornih oboljenja

[Mitsuyama i sar., 1995; Hosokawa i sar., 1999].

Zbog vazne uloge IL-6 u procesima inflamacije, inhibicija ovog signalnog puta postala je
jedan od glavnih ciljeva u terapiji inflamatornih bolesti. PredloZeno je nekoliko terapeutskih
strategija kojima bi se ili kompletno blokirali putevi zavisni od IL-6, ili specifi¢no trans-
signalizacija [Jones i sar., 2011]. Trenutno dostupne strategije ukljucuju anti-1L-6 i anti-IL-
6R antitela, inhibitore Janus kinaze (JAK) i solubilni (s)gp130Fc koji specifi¢no blokira
kompleks IL-6-SIL-6R i na taj na¢in inhibira samo proces trans-signalizacije [Mitsuyama i
sar., 2007; Waetzig i sar., 2012]. Pokazano je da primena anti-IL-6R i sgp130Fc smanjuje
intestinalnu inflamaciju i ublazuje klini¢ke simptome kod miSjeg modela kolitisa [Atreya i
sar., 2000; Mitsuyama i sar., 2006]. Ovim je jasno demonstrirana vazna uloga procesa trans-
signalizacije u in vivo IBC modelu. Efekat pomenutih anti-1L-6 lekova jos uvek nije dovoljno

ispitan na ljudima.

Gen IL-6 se nalazi na hromozomu 7 u regionu p21-p15 (HGNC:6018), u blizini genetickog
markera za koji je pokazano da je asociran sa pojavom IBC [Satsangi i sar., 1996a]. Pokazano
je da varijanta G-174C u promotoru gena IL-6 utic¢e na njegov nivo ekspresije, tako §to je
varijanta G asocirana sa vi§im, a varijanta C sa nizim nivoom ekspresije [Fishman i sar.,
1998]. Asocijativne studije su pokazale povezanost ove geneti¢ke varijante sa bolestima koje
u svojoj patogenezi imaju povisen nivo IL-6, kao Sto su dijabetes tip 2, juvenilni idiopatski
artritis, reumatoidni artritis i koronarne arterijske bolesti [Woo i sar., 2013]. Asocijativne
studije koje su radene na pacijentima sa IBC imale su oprecne rezultate [Klein i sar., 2001;
Balding i sar., 2004; Cantor i sar., 2005].
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1.1.23.IL-1

Familija citokina IL-1 obuhvata grupu citokina koji medu prvima reaguju na ugrozavajuci
antigen u amplifikacionoj kaskadi inflamatornih dogadaja. IL-1 ima efekat na sve celije i
organe i glavni je patogeni medijator autoinflamatornih, autoimunskih, infektivnih i
degenerativnih bolesti [Dinarello 2011]. IL-1 ¢ine agonisti IL-1a i IL-1p koji vezivanjem za
zajednicki receptor IL-1R aktiviraju iste nizvodne kaskadne dogadaje. Bez obzira na sli¢nu
bioloSku funkciju, postoje razlike u celijskom poreklu i mehanizmu oslobadanja ovih
citokina koje uti¢u na imunski odgovor i inflamaciju. IL-1a je konstitutivno eksprimiran u
skoro svim nehematopoetskim ¢elijama i uglavnom deluje lokalno nakon nekroze ¢elija u
kojima je sintetisan [Rider i sar., 2013]. IL-1p ima sistemski efekat i sintetiSu ga
hematopoetske celije (monociti/makrofagi, dendritske ¢elije i mikroglija) u odgovoru na
signalizaciju indukovanu receptorom TLR, u odgovoru na proteine komplementa i druge
citokine kao $to je TNF-o. Za razliku od IL-la, prekursor IL-1f zahteva aktivaciju
proteolitickim dejstvom kaspaze-1 [Garlanda i sar., 2013]. Odgovor iniciran IL-1 po¢inje
formiranjem kompleksa izmedu citokina IL-1 i heterodimernog receptora IL-1RI/IL-1RAP,
koji zatim preko TIR domena regrutuje Myd88, IRAK4, TRAF6 i ostale medijatore
signalizacije, sto dovodi do aktivacije NF-kB i MAPK (mitogenom-aktivirane proteinske
kinaze) puteva [O'Neill 2008]. S obzirom da i IL-1R i TLR poseduju domen TIR, postoji
funkcionalna sli¢nost izmedu signalnih puteva indukovanih ovim receptorima [Dinarello
2011].

IL-1 sistem aktivacije i prenosa signala koji ¢ine citokini IL-1a, IL-1p i receptor IL-1Rl,
regulisan je IL-1 receptor antagonistom (IL-1Ra). IL-1Ra kompetira sa IL-1a i IL-1f u
vezivanju za IL-1RI, ali za razliku od njih ne moze da aktivira signalizaciju i zato predstavlja
negativi regulator proinflamatornog IL-1 odgovora [Arend 1993]. Ekspresija IL-1Ra je
indukovana u mnogim c¢elijama dejstvom raznih citokina, medu kojima su IL-1 i IL-6, i
inflamatornim stimulusima kao $to je LPS [Arend i sar., 1998]. Da bi doslo do potpunog
bioloskog odgovora ¢elije na dejstvo IL-1 dovoljno je samo nekoliko IL-1RI-IL-1 interakcija.
Zbog ove ekstremne senzitivnosti i velikog broja funkcionalnih receptora IL-1RI na veéini

ciljnih ¢elija, potrebno je da IL-1Ra bude prisutan u 100 puta vecoj koncentraciji u odnosu
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na IL-1 da bi sprecio stimulaciju ¢elija [Arend i sar., 1990]. Zato i manji disbalans u nivoima
ekspresije ova dva citokina moze doprineti patogenezi inflamatornih bolesti. S tim u vezi,
kod dece koja imaju deficijenciju IL-Ra razvijaju se teske sistemske i lokalizovane
inflamacije [Aksentijevich i sar., 2009; Reddy i sar., 2009]. O znacajnoj ulozi ovog citokina
u regulaciji inflamacije ukazuje i upotreba leka anakinra, rekombinantnog humanog IL-1Ra

koji se koristi u terapiji reumatoidnog artritisa [Dinarello 2011].

Studije su pokazale da monociti lamine proprije pacijenata sa IBC povecano eksprimiraju IL-
1B [Reinecker i sar., 1993; McAlindon i sar., 1998]. Povisen nivo ekspresije IL-1p u mukozi
kolona obolelih korelira sa klinickim parametrima koji ukazuju na veéi stepen aktivnosti
bolesti i povezan je sa prisustvom aktivnih mukoznih lezija [Ludwiczek i sar., 2004]. Kod
pacijenata sa IBC postoji disbalans izmedu IL-Ra i IL-1 na mestu inflamacije. Naime,
znacajno povecanje ekspresije IL-1a i IL-1p prati blago povecanje ekspresije IL-1Ra, $to
rezultuje smanjenjem odnosa IL-Ra/IL-1 [Casini-Raggi i sar., 1995; Dionne i sar., 1998].
Kod ze¢jeg i pacovskog modela kolitisa tretman IL-1-blokirajuéim agensima ublazavao je
akutne oblike intestinalnih oSte¢enja i sSmanjivao inflamaciju [Cominelli i sar., 1992; McCall
i sar., 1994]. Poznato je da IL-1pB, zajedno sa IL-6 i IL-23, promovise diferencijaciju Th17
¢elija [Chung i sar., 2009; Coccia i sar., 2012]. Pokazano je da su inflamatorne bolesti koje
karakteriSe visok nivo IL-1fB asocirane sa izrazenim odgovorom Th17 ¢elija na mestu

inflamacije [Aksentijevich i sar., 2009; Meng i sar., 2009; Reddy i sar., 2009].

Geni IL-1 nalaze se na hromozomu 2 u regionu q14.2 (HGNC:5991, HGNC:5992), u kome
se nalazi i gen IL-1RN (HGNC:6000) koji kodira IL-Ra. Varijante gena IL-/a, IL-15 i IL-
1RN su u gametskoj neravnotezi vezanosti (eng. linkage disequilibrium, LD) i zajedno se
nasleduju na istom hromozomu ¢e$ée nego $to je ocekivano [Cox i sar., 1998]. Jedna od
poznatih genetickih varijanti nalazi se u promotoru IL-/f4, na poziciji -511 od starta
transkripcije, i predstavlja tranziciju C u T. U genu IL-1RN, intron 2 sadrzi varijabilni broj
tandemskih ponovaka (VNTR), duzine 86 bp. Najces¢i alel je imenovan kao alel 1 (A1) i ima
4 ponovaka, a ostali su A2 - 2 ponovka, A3 - 5 ponovaka, A4 - 3 ponovka i A5 koji ima 6
ponovaka [Tarlow i sar., 1993]. Nije jos sa sigurno$¢u utvrdeno na koji nac¢in navedene

geneticke varijante uticu na produkciju proteina. Jedna od sugestija je da postoji kooperativni
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efekat oba varijantna mesta, IL-/4 C-511T i IL-IRN VNTR, u regulaciji produkcije kako IL-
1B, tako i IL-1Ra [Hurme i sar., 1998; Santtila i sar., 1998; Vamvakopoulos i sar., 2002].
Postoje dokazi da su pomenute geneticke varijante povezane sa IBC [Vijgen i sar., 2002].
Pored asocijacije sa IBC, studije su pokazale povezanost alela 2 gena IL-1RN sa vise
hroni¢nih inflamatornih bolesti, uglavnom vezanih za tkiva epitelijalnog porekla [Arend i
sar., 2000; Witkin i sar., 2002].

1.1.3. Znacaj procesa apoptoze u patogenezi IBC

Centralnu ulogu u osteéenju intestinalne mukoze kod pacijenata sa IBC imaju limfociti T.
Apoptoza je vazan proces koji reguli$e zivotni vek limfocita T i njihovo zadrzavanje na mestu
inflamacije [Mudter i sar., 2007]. Takode, povecan nivo apoptoze epitelijalnih ¢elija moze
dovesti do narusavanja intestinalne barijere i pojac¢ane mukozne propustljivosti [Edelblum i
sar., 2006]. Zato je postojanje balansa izmedu proliferacije i apoptoze intestinalnih celija

vazno U odrzavanju homeostaze ovog tkiva.

Proces celijskog umiranja po tipu apoptoze karakterise aktivacija kaspaza, familije
intracelularnih cisteinskih proteaza. Ovi enzimi aktiviraju se proteolitickom obradom nakon
Sto celija dobije apoptotski signal. Kaspaze ukljucene u proces apotpoze dele se na
inicijatorske tzv. ,,uzvodne* (kaspaza -8, -2, -9 i -10) i efektorske tzv. ,,nizvodne* kaspaze
(kaspaza -3, -6 i -7). Postoje dva puta apoptoze, spoljasnji i unutrasnji. Oba puta dovode do
aktivacije efektorskih kaspaza, ali su inicijatorske kaspaze koje ucestvuju u ova dva

apoptotska puta razlic¢ite [Thornberry i sar., 1998].

Spoljasnji apoptotski put aktiviraju tzv. ,,receptori smrti*, vezivanjem odgovarajuceg liganda
(Fas/FasL, TNF-R/TNF i TRAIL-R/TRAIL). Nakon vezivanja liganda, receptor menja
konformaciju sto mu omogucava da interaguje sa adapternim proteinom FADD preko
,domena smrti“ (eng. death domain, DD). Protein FADD preko efektornog domena DD
interaguje sa istim tim domenima na inicijatorskim prokaspazama -8 i -10 formirajuci
,kompleks signala smrti“ (eng. Death Inducing Signaling Complex, DISC). U okviru DISC
kompleksa se inicijatorske kaspaze aktiviraju i dalje pokre¢u kaskadu efektorskih kaspaza -
3, -6 1 -7 koje vode ¢elijskoj smrti [Mudter i sar., 2007].
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Unutra$nji put celijske smrti posredovan je familijom proteina Bcl-2 koja regulise
propustljivost mitohondrijske membrane. Proapoptotski proteini ove familije (Bax, Bad) u
membrani mitohondrija formiraju jonske kanale kroz koje se citohrom c iz mitohondrija
oslobada u citoplazmu. Citohrom c zajedno sa Apaf-1 (eng. apoptotic protease activating
factor, APAF) i prokaspazom-9 formira apoptozom. U ovom kompleksu kaspaza-9 se
aktivira. Aktivirana kapaza-9 svojom proteolitickom aktivno$¢u aktivira efektorske kaspaze
(-3, -6, -7). Antiapoptotski proteini (Bcl-2, Bcl-xL) vezivanjem proapoptotskih proteina
spre¢avaju formiranje jonskih kanala i oslobadanje citohroma c. Odnos izmedu nivoa
ekspresije pro- i anti-apoptotskih proteina familije Bcl-2 odreduje da 1i ¢e ¢elija uéi u
apoptozu ili ¢e biti rezistentna na apoptotski stimulus [Zimmermann i sar., 2001]. Na slici 3

dat je uproscen Sematski prikaz spoljasnjeg i unutrasnjeg puta apoptoze.
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Slika 3. Spoljasnji i unutrasnji put aktivacije apoptoze.
Modifikovano iz rada de Vries E.G. i saradnika iz 2006. godine [de Vries i sar., 2006].
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Poremecaj u regulaciji apoptoze mukoznih T ¢elija i epitelijalnih ¢elija igra vaznu ulogu u
patogenezi IBC. Ova hipoteza je podrzana brojnim studijama koje su ispitivale najvaznije
faktore u kontroli apoptotskih procesa — Bcl-2/Bax proteine, Fas/Fas ligand sistem i NF-xB

faktor prezivljavanja [Neuman 2004].
1.1.3.1. Bcl-2 i Bax

Proteini Bcl-2 (eng. B-cell CLL/lymphoma 2) i Bax (eng. Bcl2-associated X) pripadaju Bcl-
2 familiji evolutivno konzervisanih pro- i anti-apoptotskih proteina koji ucestvuju u regulaciji
unutra$njeg puta aktivacije apoptoze [Adams i sar., 1998]. Za sve ¢lanove Bcl-2 familije je
karakteristi¢no prisustvo jednog do Cetiri konzervisana Bcl-2 homologa domena, koji se
nazivaju BH domeni. BH domeni omoguéavaju stvaranje homo- i hetero-dimera izmedu
¢lanova Bcl-2 familije proteina, sto predstavlja njihov glavni mehanizam regulacije procesa
apoptoze. Bcl-2 familija je podeljena u 3 podfamilije, a to su: antiapoptotska (Bcl-2, Bcl-xL
i Mcl-1), proapoptotska (Bax i Bak) i ,,BH3 only* podfamilija (Hrk, Bim, Bad i Bid) &iji
Clanovi imaju ulogu senzora i aktivatora proapoptotskog puta. Antiapoptotski proteini
pokazuju oCuvanost sekvenci u sva Cetiri domena, dok proapoptotski obi¢éno nemaju BH4
amino-terminalni domen. Domen BH3 imaju svi ¢lanovi Bcl-2 familije, a ¢injenica da su svi
oni koji sadrze samo ovaj domen (,,BH3 only”) proapoptotski, govori o njegovoj funkciji
,,domena smrti” [Burlacu 2003].

U odsustvu signala smrti, proteini Bcl-2 i Bax su lokalizovani u razli¢itim intraéelijskim
odeljcima. Bcl-2 je integralni membranski protein lokalizovan na membranama
mitohondrija, endoplazmati¢nog retikuluma i jedarnoj membrani. Nasuprot njemu, Bax je
lokalizovan u citosolu [Krajewski i sar., 1993; Wolter i sar., 1997]. Nakon unutra$njeg
signala za inicijaciju Celijske smrti, a to su najéeSée oste¢enja u molekulu DNK, Bax menja
konformaciju, integrise se u spoljasnju mitohondrijalnu membranu u vidu homodimera i
formira kanale putem kojih citohrom c napusta mitohondrije [Shamas-Din i sar., 2013].
Protein Bcl-2 neutraliSe proapoptotsko dejstvo proteina Bax formiraju¢i sa njim
heterodimere. Zbog ovog svojstva, relativni odnos pro- i anti-apoptotskih homodimera i

heterodimera smatra se vrstom ,.¢elijskog reostata“ koji odreduje ¢elijski odgovor na dejstvo
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apoptotskog stimulusa [Antonsson 2001]. Apoptotska funkcija Bcl-2 familije regulisana je
na vise nivoa - na nivou transkripcije gena, fosforilacijom i proteolizom nekih od ¢lanova
ove familije (Bad i Bid) i njihovom translokacijom iz citosola u membranu mitohondrija.
Takode, homo- i hetero-dimerizacija ¢lanova Bcl-2 familije odreduje njihovu funkciju u

regulaciji apoptotze [Burlacu 2003].

Proteini Bcl-2 i Bax se eksprimiraju u mnogim tipovima c¢elija, pa i u limfocitima i
intestinalnim epitelijalnim c¢elijama [Hockenbery i sar., 1991; Krajewski i sar., 1994]. Gen
Bcl-2 se nalazi na hromozomu 18 u regionu g21.3 (HGNC:990), a Bax na hromozomu 19 u
regionu q13.3-g13.4 (HGNC:959). Alternativnom obradom primarnih transkripata ovih gena
dobijaju se dve izoforme (o i B) proteina Bcl-2 i osam diferencijalno eksprimiranih izoformi
(o, B, v, 0, ®, €, o, y) proteina Bax [Tsujimoto i sar., 1986; Oltvai i sar., 1993; Apte i sar.,
1995; Zhou i sar., 1998; Shi i sar., 1999; Cartron i sar., 2002]. Bcl-2-a i Bax-a su glavni
proteinski produkti ekspresije ova dva gena.

Limfociti T u intestinalnoj mukozi zdravih ispitanika eksprimiraju povecan nivo proteina
Bax u odnosu na limfocite periferne krvi [Itoh i sar., 2001]. U poredenju sa zdravim
ispitanicima, pokazano je da limfociti T u mukozi pacijenata sa KB imaju zna¢ajno niZi nivo
ekspresije proteina Bax [ltoh i sar., 2001]. Ovo sniZenje je rezultovalo u pove¢anom Bcl-
2/Bax, kao i Bcl-xL/Bax odnosu, [Ina i sar., 1999; Itoh i sar., 2001] i koreliralo je sa
izrazenom otpornosc¢u na visestruke apoptotske stimuluse [Ina i sar., 1999]. U mukoznim T
limfocitima pacijenata sa UK zabeleZen je obrnut odnos pro- i anti-apoptotskih faktora, sa
povecanim nivoom ekspresije proteina Bax, i smanjenim nivoom ekspresije proteina Bcl-2
[Ina i sar., 1999]. Ovi podaci pokazuju da u razvoju intestinalne inflamacije kod KB i UK
ucestvuju razliciti apoptotski mehanizmi. Uloga Bcl-2 familije istrazena je i u regulaciji
apoptoze neutrofila kod obolelih od KB [Catarzi i sar., 2008]. Catarzi i saradnici ispitali su
neutrofile poreklom od pacijenata sa KB, tako $to su deo ¢elija gajili u suspenziji, a deo u
adherentnim uslovima rasta. Na taj nacin je simulirana funkcija neutrofila u cirkulaciji i
intestinalnom tkivu. Rezultati su pokazali da je nivo apoptoze neutrofila gajenih u suspenziji
smanjen, dok je nivo apoptoze adherirajuc¢ih neutrofila povecan i korelira sa povecanom

ekspresijom proteina Bax. U svetlu patogeneze KB, autori ovaj rezultat tumace na dva nacina
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- S jedne strane, odlozena apoptoza kod cirkuliSu¢ih neutrofila pacijenata moze biti
odgovorna za njihovu preteranu transmigraciju u inflamacijom zahvadene regione
intestinalnog tkiva; s druge strane, povecana apoptoza adherirajucih neutrofila ukazuje na
nemogucnost ovih c¢elija da se u intestinalnom tkivu efikasno izbore sa akutnom
inflamacijom, sto bi dalje moglo da uzrokuje regrutaciju imunskih ¢elija odgovornih za stanje

hroni¢ne inflamacije [Catarzi i sar., 2008].

Integritet intestinalne barijere je kod obolelih od IBC oslabljen [Edelblum i sar., 2006]. Zato
je vazno ispitati uticaj proteina Bcl-2 i Bax na proces apoptoze intestinalnih epitelijalnih
¢elija kod pacijenata sa KB i UK. Suprotno oc¢ekivanjima, Imura i saradnici su pokazali da
je kod pacijenata sa UK nivo ekspresije Bax zna¢ajno smanjen u epitelijalnim ¢elijama
obolelog intestinalnog tkiva [limura i sar., 2000]. Smanjenje nivoa proteina Bax moze biti
posledica dejstva inflamatornih citokina koji nemaju samo ulogu u indukciji inflamacije, ve¢
i u zastiti ¢elije od apoptoze. Pokazano je da IL-6, citokin ¢iji je receptor eksprimiran na
epitelijalnim ¢elijama creva, moze smanjiti ekspresiju gena Bax [Lotem i sar., 1995].

Detaljnija istrazivanja su neophodna za bolje razumevanje uloge proteina Bcl-2 i Bax u

apoptozi intestinalnih epitelijalnih ¢elija kod pacijenata sa IBC.
1.1.3.2. Fas i FasL

Fas receptor (CD 95/APO-1) je transmembranski glikoprotein koji pripada TNF familiji
receptora i ima ulogu u indukciji procesa apoptoze. Fas je protein koji je normalno
eksprimiran na Sirokom spektru celija, ali pre svega na aktiviranim limfocitima T i B
periferne krvi. Fas receptor vezuje Fas ligand (CD95L / FasL), koji ima vrlo ograni¢enu
ekspresiju. Eksprimiran je iskljuivo u aktiviranim limfocitima T u perifernoj krvi, u
citotoksi¢énim limfocitima T, monicitima, NK ¢éelijama, na ¢elijama testisa i o¢iju [Nagata i
sar., 1995a], a pokazano je da ga mogu eksprimirati i epitelijane ¢elije creva [Moller i sar.,
1996; O'Connell i sar., 1996; Bonfoco i sar., 1998]. Ovi proteini kodirani su genima Fas i
FasL, koji se nalaze na hromozomima 10924.1 1 1923 (HGNC:11920, HGNC:11936).

Fas poseduje tri domena: ekstracelijski domen bogat cisteinom Kkoji vezuje FasL,

transmembranski hidrofobni domen i intracelularni ,,domen smrti“, neophodan za
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trimerizaciju receptora i indukciju apoptotskog signala [Krammer 2000]. Fas receptor moze
postojati i u solubilnoj ekstracelijskoj formi, koja se dobija alternativnom obradom
primarnog transkripta. U takvom obliku solubilni Fas stiti ¢eliju od apoptoze, vezujuci FasL
u kompeticiji sa Fas membranskim receptorom [Cheng i sar., 1994]. FasL pokazuje
homologiju u gradi ekstracelularnog domena sa ostalim ligandima TNF familije, kao §to su

TNF-a, limfotoksin-alfa (LTA) i drugi.

Vezivanjem homotrimernog Fas liganda za tri Fas receptora na povrSini ciljne ¢elije dolazi
do aktivacije njihovih citoplazmati¢énih domena smrti, DD, i interakcije sa domenom DD
proteina FADD. Ovo vodi formiranju DISC kompleksa i aktivaciji kaspaze-8. Dalja kaskada
dogadaja podrazumeva aktivaciju kaspaze-3, ili proteolizu citosolnog proteina Bid. Protein
Bid u svojoj kracoj formi heterodimerizaciono inaktivira protein Bcl-2. Na taj nacin
indirektno uti¢e na povecano oslobadanje citohroma c iz mitohondrija i kasakadu procesa
koji dovode do aktivacije proteina kaspaze-9 [de Vries i sar., 2006]. Interakcija kaspaze-8 i
proteina Bid predstavlja tacku ukrstanja spoljasnjeg i unutrasnjeg apoptotskog puta (slika 3).
Ova signalna kaskada pokrece niz morfoloskih 1 biohemijskih promena, koje se zavrSavaju

smrcu ¢elije [de Vries i sar., 2006].

Fas/FasL-regulisana apoptoza predstavlja normalan imunoregulatorni mehanizam za
uklanjanje autoreaktivnih limfocita T u perifernim tkivima koji su zaobisli centralnu kontrolu
autoreaktivnosti u timusu, uklanjanje aktiviranih limfocita B i T nakon ostvarenog imunskog
odgovora, normalno obavljanje funkcije citotoksi¢nih limfocita T i odrzavanje homeostaze u
broju limfocita kao balans izmedu konstantne proliferacije i uklanjanja ¢elija [Lynch i sar.,
1995; Abbas 1996]. Gubitak funkcije, kao i povecana aktivnost Fas/FasL sistema dovode do
pojave raznih malignih, autoimunskih i imunodeficijentih poremecaja [Lynch i sar., 1995;
Abbas 1996; Xu i sar., 2014].

Limfociti T lamine proprije zdravih ljudi pokazuju visi nivo Fas-posredovane apoptoze u
poredenju sa limfocitima T periferne krvi, a apoptoza je dodatno povecana stimulacijom
¢elija preko receptora CD2 (membranski protein limfocita uklju¢en u meducelijske

interakcije) [Boirivant i sar., 1996]. Indukcija apoptoze sistemom Fas/FasL predstavlja
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mehanizam kojim se regulise aktivnost i ograni¢ava ekspanzija limfocita T u neizmenjenom,
fizioloskom stanju intestinalnog tkiva. Kod pacijenata sa IBC pokazano je da intestinalni
limfociti T u patoloski izmenjenom tkivu eksprimiraju istu koli¢inu receptora Fas kao i
limfociti u tkivu kontrolnih ispitanika, ali su zato manje senzitivni na Fas-indukovanu
apoptozu. Stimulacija CD2 puta dodatno povecéava prezivljavanje limfocita, a ovaj poremecaj
pracen je povisenim nivoom ekspresije proteina Bcl-2 [Boirivant i sar., 1999]. Dalja
istrazivanja pokazala su da je kontrola Fas-posredovane signalizacije kod KB narusena kao
posledica povecane aktivnosti proteina FLIP, inhibitora kaspaze-8 [Sturm i sar., 2004;
Monteleone i sar., 2006], §to nije slu¢aj kod UK. U poredenju sa UK, kod pacijenata sa KB
limfociti u patoloski izmenjenom tkivu brze prolaze kroz ¢elijski ciklus, imaju sniZzen nivo
fosforilisanog proteina p53, odrazavaju manju aktivnost kaspaza, a vecu aktivnost
telomeraza, imaju smanjenu stopu Celijske smrti i sposobnost intezivne ¢elijske ekspanzije
[Sturm i sar., 2004]. Podaci ukazuju da postoji dihotomija izmedu ove dve patologije, u kojoj

je KB asocirana sa hiper-, a UK sa hipo-reaktivno$¢u mukoznih limfocita T.

Poveéani proapoptotski procesi u intestinalnim epitelijalnim ¢elijama pacijenata sa KB i UK,
dovode do disfunkcije intestinalne barijere, $to omogucava prodor raznih antigena (toksina,
antigena iz hrane, bakterijskih antigena, itd.) u submukozne delove crevnog zida. U nekoliko
gastrointestinalnih inflamatornih oboljenja kao $to su celija¢na bolest, gastritis i UK, odavno
je prepoznat doprinos Fas/FasL sistema u procesima prekomerne apoptoze intestinalnih
epitelijalnih ¢elija [Strater i sar., 1997; Koyama 2000; Ciccocioppo i sar., 2001]. Uloga
Fas/FasL sistema u patogenezi UK je u meduvremenu dovedena u pitanje [Seidelin i sar.,
2008], pogotovo nakon §to je ispitivanjem misjeg modela kolitisa pokazano da ovaj sistem
ima protektivnu ulogu [Park i sar., 2010]. lako je jedna studija pokazala da Fas/FasL ne
ucestvuje U indukciji apoptoze epitelijanih celija creva kod pacijenata sa KB, potrebno je

detaljnije ispitati njegovu ulogu u ovom procesu [Di Sabatino i sar., 2003].

Opisani apoptotski mehanizmi jasno sugeriSu da je za spre¢avanje hroni¢nih inflamatornih

procesa u intestinalnoj mukozi vazno ofuvanje procesa programirane ¢elijske smrti.
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1.1.3.3. Uloga citokina u modulaciji apoptotskih procesa kod IBC

Citokini TNF-a i IL-6 regulisu apoptotske procese u ¢elijama. Poznato je da IL-6 povecava
prezivljavanje celija preko regulatornog proteina STAT3 koji aktivira ekspresiju
antiapoptotskih gena Bcl-2 i Bcl-xL [Atreya i sar., 2000; Ito i sar., 2002]. Takode, signalni
put STAT indukovan IL-6 ima antiapoptotski efekat tako $to smanjuje ekspresiju gena Fas
[Ilvanov i sar., 2001]. TNF-o ima dvostruki efekat na Zivot ¢elije - moze indukovati njenu
smrt ili povecati njeno prezivljavanje. Transmembranski TNF-o ima visok afinitet prema
receptoru TNFR2 i vezivanjem za njega indukuje antiapoptotske procese posredstvom
regulatornog proteina NF-xB. S druge strane, solubilni TNF-a se primarno vezuje za TNFR1
koji uglavnom aktivira proapoptotske signale na slican naéin kao i receptori smrti
[\Varfolomeev i sar., 2004]. Da li ¢e TNF-a izazvati apoptozu ili prezivljavanje ¢elije zavisi
od drugih pro- i anti-apoptotskih faktora u ¢eliji. Istrazivanja koja su ispitivala efekat leka
infliksimaba kod pacijenata sa IBC pokazala su da je antiinflamatorni i proapoptotski efekat
ovog leka ve¢im delom posledica njegove sposobnosti da inhibira membransku formu TNF-
a. Apoptotski efekat infliksimaba bio je vidljiv u aktiviranim T limfocitima na mestu
inflamacije, ali ne i u T limfocitima periferne krvi [ten Hove i sar., 2002; Di Sabatino i sar.,
2004]. Ovaj podatak ukazuje da je uticaj TNF-o na regulaciju apoptotskih procesa u

imunskim ¢éelijama razli¢it na sistemskom i lokalnom nivou inflamacije.
1.1.4. Uloga NF-kB u razvoju IBC

Familija proteina nuklearnog faktora kapa B (NF-kB) sastoji se od 5 ¢lanova - p65 (RelA),
c-Rel, RelB, p50 i p52. Svi ¢lanovi karakteri$u se strukturno konzervisanim N-terminalnim
regionom od 300 aminokiselina koji sadrzi domene odgovorne za dimerizaciju, nuklearnu
lokalizaciju i domen za vezivanje sa molekulom DNK [Siebenlist i sar., 1994]. Medu njima,
jedino p65, c-Rel i RelB mogu da aktiviraju transkripciju ciljnih gena [Pereira i sar., 2008].
Proteini p50 i p52 (inicijalno sintetisani kao prekursori p105 i p100) svoje biolosko dejstvo
kao aktivatora transkripcije ispoljavaju u formi heterodimera sa proteinima p65, c-Rel i RelB,
a u formi homodimera predstavljaju represorne regulatore transkripcije. U nestimulisanim

¢elijama, vec¢ina NF-kB dimera je zadrzana u citoplazmi kroz asocijaciju sa inhibitornim
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molekulima IxBa, IxBp ili IxBe. Postoje dva razli¢ita intracelularna puta aktivacije NF-kB -
klasi¢ni i alternativni put, 1 oba rezultuju u oslobadanju NF-kB od inhibitora 1 nuklearnoj

translokaciji [Bonizzi i sar., 2004] (slika 4).

Klasi¢ni put
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Slika 4. Klasi¢ni i alternativni put aktivacije NF-kB.
Modifikovano iz rada Viennois E. i saradnika iz 2013. godine [Viennois i sar., 2013]

Klasi¢éna NF-kB aktivacija moZe biti izazvana Sirokim spektrom stimulusa, ukljucujuci
komponente bakterijskog zida kao §to je LPS i proinflamatorne citokine (TNF-a i IL-1).
Alternativni put aktiviraju odredeni ¢lanovi TNF familije citokina, ali ne i TNF-a. Preko
TNFR i TLR-IL-1R superfamilije receptora inicira se signalna kaskada koja dovodi do
aktivacije kB kinaznog kompleksa (IKK), sastavljenog od dve kataliticke subjedinice, IKKa
i IKK, i regulatornog proteina IKKy (NEMO) [Zandi i sar., 1997; Li i sar., 2001]. Obe
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kataliti¢ke jedinice mogu da fosforiliSu specifi¢ne serinske ostatke u molekulu IxB, dok
NEMO ima ulogu adapternog proteina. U slucaju klasi¢ne aktivacije, ovaj proces je
dominantno posredovan IKKp i zavistan od NEMO. Fosforilacijom IkB inicira se njegova
proteoliticka razgradnja, a dimeri NF-xB (u klasi¢nom putu najcesce p65/p50) translociraju
se u nukleus. Nasuprot klasi¢noj, NEMO nije neophodan za alternativnu aktivaciju, a umesto
IKK, glavnu ulogu u ovom procesu ima IKKo [Bonizzi i sar., 2004]. U alternativhom putu,
fosforilacija prekursora p100 ne dovodi do njegove potpune degradacije, ve¢ ga prevodi U
formu p52, a on najcesce kao RelB/p52 dimer biva translociran u nukleus. Dimeri NF-«xB se
na nacin specific¢an od sekvence vezuju za regulatorne elemente na molekulu DNK i indukuju
ekspresiju ciljnih gena. Geni ¢ija je transkripcija regulisana faktorom NF-«kB mogu biti
kategorisani u Cetiri funkcionalne grupe: inflamatorni i imunoregulatorni geni, geni ¢iji
proteinski produkti u¢estvuju u procesima regulacije Celijskog ciklusa, antiapoptotski geni i

geni koji kodiraju negativne regulatore NF-xB [Greten i sar., 2004].

Protein NF-«B je glavni regulator transkripcije gena ¢iji produkti u¢estvuju u kompleksnom
sistemu interakcije izmedu intestinalnih epitelijalnih ¢elija, limfocita i makrofaga [Wullaert
I sar., 2011]. Ekspresija i aktivacija NF-kB je snazno indukovana u tkivu zahvaéenom
inflamacijom kod pacijenata sa IBC. Naime, makrofagi i epitelijalne ¢elije izolovane iz
intestinalnog tkiva pacijenata imaju povecan nivo ekspresije proteina p65. Sta vise, analize
pokazuju da NF-«B nije samo povecano eksprimiran u ovim ¢elijama, ve¢ se nalazi u stanju
aktivacije. Takode, koli¢ina aktiviranog NF-kB znacajno korelira sa stepenom inflamacije
intestinalnog tkiva [Rogler i sar., 1998]. Postoje podaci da fibroblasti lamine proprije imaju
ulogu u razvoju IBC regulisanu proteinom NF-kB [Gelbmann i sar., 2003]. Zbog razlicite
uloge i funkcije makrofaga, epitelijalnih celija i fibroblasta u mukoznom imunitetu, kao i
Sirokom spektru gena koje NF-kB aktivira, neophodno je definisati NF-xB-posredovane

efekte specificne za svaki tip ¢elija koje doprinose patogenezi IBC.

Centralna uloga NF-xB u imunskim c¢elijama je indukcija i kontrola ekspresije
proinfamatornih citokina kao $to su TNF-a, IL-6 i IL-1. U prilog ovome ide znacajno
smanjenje produkcije pomenutih citokina nakon primene antisens oligonukleotida

specificnih za p65 IRNK u makrofagima pacijenata sa IBC [Neurath i sar., 1998].
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Predominantni efekat sintetisanih citokina je dalja stimulacija, aktivacija i diferencijacija
imunskih ¢elija lamine proprije, ¢ime se odrzava stanje neprekidne inflamacije u
intestinalnom tkivu. Ovi citokini mogu dodatno da aktiviraju NF-xB, u vidu pozitivne

povratne sprege [Pereira i sar., 2008].

Uloga NF-xB u odrzavanju intestinalne homeostaze je viSestruka i nije ograni¢ena samo na
regulaciju proinflamatornih procesa (slika 5). Studije na razli¢itim Zivotinjskim modelima
demonstrirale su antiinflamatornu funkciju NF-kB u epitelijalnim ¢elijama kolona. Naime,
kod knockout miseva za regulator NEMO inhibirana je aktivacija NF-kB, $to je dovelo do
spontanog razvoja teSke hroni¢ne inflamacije creva. Intestinalne epitelijalne celije ovih
transgenih Zivotinja pokazale su povecan nivo apoptoze i Smanjenu produkciju antimikrobnih
peptida. Ovaj nedostatak izazvao je smanjen integritet epitelijalne barijere, prodor invazivnih
bakterija i poja¢avanje imunskog odgovora [Nenci i sar., 2007]. NF-«B stiti ¢elije od smrti
indukovane dejstvom TNF-a [Wang i sar., 1998], pa intestinalne epitelijalne ¢elije kojima
nedostaje aktivacija NF-«xB lak$e podlezu apoptozi [Wullaert i sar., 2011]. Takode, pokazano
je da misevi, kojima je u crevnom epitelu specifi¢no iskljuc¢en IKKp, imaju izmenjen Th2
odgovor i ne uspevaju da eliminiSu parazitsku infekciju kojoj su izlozeni. Ovi misevi
pokazuju veéu produkciju Th1/Th17 proinflamatornih citokina i razvijaju hroni¢nu
intestinalnu inflamaciju [Zaph i sar., 2007]. Oba modela pokazuju da NF-kB ima esencijalnu

regulatornu ulogu u odrzavanju epitelijalnog integriteta i intestinalne homeostaze.
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Slika 5. Funkcije NF-kB u procesima intestinalne homeostaze i inflamacije. Sema predstavlja
uproS¢eni pregled glavnih funkcija NF-kB u uslovima homeostaze (levo) i oSte¢enja (desno)
intestinalnog tkiva. U fizioloskim uslovima NF-kB predominantno indukuje transkripciju
antimikrobijalnih i antiapoptotskih produkata u epitelijalnim ¢elijama creva. U toku hroni¢ne
inflamacije NF-xB predominantno indukuje produkciju citokina i antiapoptotskih faktora u
makrofagima i T ¢elijama. Modifikovano iz rada Spehlmann M.E. i saradnika iz 2009. godine
[Spehlmann i sar., 2009].

1.1.5. Kronova bolest i reumatoidni artritis kao granulomatozne bolesti

Jedna od karakteristika KB je formiranje limfoidnih mikrostruktura, zvanih granulomi.
Granulomi predstavljaju sfericni kompleks makrofaga i drugih inflamatornih ¢elija, kao Sto
su limfociti 1 dendritske ¢elije, koje okruzuju infektivni agens. Frekvenca granuloma kod
pacijenata sa KB varira. Njihovo prisustvo detektovano je u bioptiranom tkivu 15 - 36%
pacijenata [Keller i sar., 1990], i u 40 - 60% odstranjenih intestinalnih segmenata pacijenata
sa hirurskim tretmanom [Wolfson i sar., 1982]. Uloga i znacaj ove specifi¢ne histoloske
formacije i dalje je nepoznata. Jedna od hipoteza definise granulome kao mesta prodora
etioloSkog agensa, gde je doslo do specifikacije i diferencijacije Th1 limfocita [Kakazu i sar.,

1999]. Zbog nemogucénosti imunskog sistema da se efikasno resi infekcije, imunske celije
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enkapsuliraju ugrozavaju¢i agens kako se ne bi dalje Sirio. Vremenom, celije bivaju
privuéene preko hemokina i citokina ovim inicijalnim formacijama, granulomi sazrevaju i
rezultuju fuzijom makrofaga i dendritskih celija koje formiraju multinuklearne dzinovske
¢elije. [Molnar i sar., 2005]. Nije puno istrazivanja uradeno na temu granuloma kod KB, ali
postoje indikacije da se njihovo prisustvo moze koristiti kao prognosticki marker ove bolesti
[Markowitz i sar., 1989; Ramzan i sar., 2002; Molnar i sar., 2005]. Pored KB, u ovaj tip
bolesti spadaju i tuberkuloza, sarkoidoza, reumatoidni artritis, i druge [Perez i sar., 2003].

Reumatoidni artritis (RA) je hroni¢no inflamatorno oboljenje koje uglavnom zahvata
zglobove, ali moze zahvatiti i druge organe. Inflamacija poc¢inje u sinovijalnoj membrani -
opni koja oblaZe unutra$njost zgloba i koja obezbeduje ishranu zglobne hrskavice i stvaranje
zglobne te¢nosti [Burmester i sar., 2014]. Inicijalni uzrok ovih inflamatornih promena je jos$
uvek nepoznat i pretpostavlja se da je izazvan nekim infektivnim agensima [Terato i sar.,
2015]. Potpuno manifestovana bolest se odlikuje procesima ostecenja tkiva Koji izazvaju
aktivirani makrofagi i T ¢elije, i ekspresijom proinflamatornih citokina medu kojima su IL-
6 i TNF-a [Burmester i sar., 2014]. Kod pacijenata sa RA, povecan nivo IL-6 se povezuje sa
losijom klinickom slikom [Dasgupta i sar., 1992], a primena anti-IL-6 lekova znacajno
doprinosi poboljsanju klini¢kih simptoma [Choy i sar., 2002]. Ispitivanjem nasledne osnove
RA ustanovljeno je da ova bolest deli geneti¢ke faktore rizika sa KB [Richard-Miceli i sar.,
2012]. Pacijenti sa RA, kao i pacijenti sa KB, razvijaju granulomatozne strukture, tzv.
reumatoidne ¢vorice [Ziff 1990]. Ove vanzglobne manifestacije se javljaju kod 20 - 30%
pacijenata i mogu se formirati u potkoznom tkivu, mestima lokalnog pritiska iznad kostanih
prominencija, ali i u unutrasnjim organima. Analizom citokinskih profila u reumatoidnim
¢vori¢éima ustanovljeno je da su ove strukture granulomi za koje je specifican Thl

inflamatorni odgovor [Hessian i sar., 2003].

Najvise znanja o granulomima potice iz istrazivanja model sistema infekcije M. tuberculosis.
Studije na TNF-a-deficijentnim miSevima pokazale su da ovi miSevi imaju mnogo tezu
infekciju izazvanu M. tuberculosis zbog poremecaja u formiranju granuloma i lakSeg Sirenja
patogena [Bean i sar., 1999]. Pored TNF-a, na optimalnu funkciju granuloma uticu citokini
Th1 i Th17 ¢elijskog odgovora, kao §to su IFN-y i IL-6 [Christophi i sar., 2014]. Pokazano
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je da humani monociti tretirani sa IFN-y razvijaju multinuklearnost [Weinberg i sar., 1984],
kao i da se fuzija dendritskih ¢elija u jednom tipu granulomatozne bolesti, tzv. histiocitozi

Langerhansovih ¢elija, desava pod dejstvom citokina IL-17A i IFN-y [Coury i sar., 2008].
1.2. Celijacna bolest

Celijac¢na bolest (CB) je hroni¢na inflamatorna bolest tankog creva izazvana unosom glutena.
Za sada jedini efektivni tretman ove bolesti predstavlja stroga dozivotna dijeta hranom bez
glutena. Procenjena prevalenca CB je oko 1% u belim populacijama [Fasano i sar., 2003,;
Mustalahti i sar., 2010], a smatra se da je procenat veci, s obzirom da je veliki broj slucajeva
nedijagnostikovan. Ranije se smatralo da se CB razvija iskljuc¢ivo kod dece, ali zbog rastuéeg
broja adultnih slu¢ajeva, danas se smatra boles¢u svih uzrasta [Leeds i sar., 2008]. CB je dva
puta ¢esca kod zena u poredenju sa muskarcima. Veéa ucestalost CB medu bliskim rodacima
pacijenata (prevalenca 3 - 17%) i visoka konkordantnost medu monozigotnim blizancima
(~75%) naglasavaju jak doprinos genetickih faktora u razvoju ove bolesti [Greco i sar., 2002;
Esteve i sar., 2006].

CB ima multifaktorijalnu prirodu. Glutenski makromolekuli predstavljaju kriti¢ni sredinski
faktor, dok odredene varijante gena HLA-DQ, a u manjoj meri i drugih gena, predstavljaju
geneticke faktore koji nose rizik za razvoj bolesti [Greco i sar., 2002]. Pacijenati sa CB imaju
oslabljen integritet intestinalne barijere, tako da tesko svarljiva komponenta glutena, gliadin,
prolazi kroz epitel creva i interaguje sa antigen prezentujué¢im c¢elijama u lamini propriji
[Lionetti i sar., 2011]. CD4+ T ¢elije prepoznaju glutenske peptide vezane za proteinske
molekule HLA-DQ2 i HLA-DQ8 koji se nalaze na povrSini antigen prezentujucih ¢elija, i

indukuju imunsku reakciju [Lionetti i sar., 2011].

Rezultati velikog broja studija pokazali su da oko 90 - 95% pacijenata sa CB eksprimira
protein HLA-DQ?2, a skoro svi ostali eksprimiraju protein HLA-DQ8 [Karell i sar., 2003;
Margaritte-Jeannin i sar., 2004]. Ovi proteini su kodirani visoko polimorfnim genima HLA-
DQAL i HLA-DQB1 koji se nalaze u lokusu MHC 11 na hromozomu 6, u regionu p21.3
(HGNC:4942, HGNC:4944). Gen HLA-DQAL1 kodira o lanac, dok DQB1 kodira p lanac

proteina HLA-DQ. Medu alelima gena HLA postoji jaka gametska neravnoteza u
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nasledivanju (LD), i oni formiraju jasno definisane haplotipove. Protein HLA-DQ?2 je
kodiran alelima DQA1*05 i DQB1*02 koji se mogu nalaziti na istom hromozomu u okviru
haplotipa DRB1*03-DQA1*05-DQB1*02 (tzv. in cis konfiguracija) ili na razli¢itim
hromozomima, naj¢e$é¢e u okviru haplotipova DRB1*11/12/13-DQA1*05-DQB1*03:01 i
DRB1*07-DQA1*02-DQB1*02 (tzv. in trans konfiguracija) (slika 6). DQ8 protein je kodiran
alelima DQA1*03 i DQB1*03:02, u okviru haplotipa DRB1*04-DQA1*03-DQB1*03:02.
Pokazano je da medu nosiocima HLA-DQZ2, homozigoti za alel DQB1*02 imaju povecan
rizik za razvoj CB [Clerget-Darpoux i sar., 1994; Vader i sar., 2003]. Takode, homozigotnost
alela koji formiraju HLA-DQ2 asocirana je sa razvojem ozbiljnih komplikacija kod ove
bolesti, $to ukazuje na efekat ,,genske doze“ [Al-Toma i sar., 2006]. Prisustvo navedenih
HLA-DQ varijanti je neophodno, ali ne i dovoljno za razvoj CB, s obzirom da 25 - 40% opste
populacije nosi ove genotipove i ne razvija bolest [Green i sar., 2007]. Zbog toga §to varijante
gena HLA-DQ pokazuju jaku asocijaciju sa pojavom bolesti, HLA genotipizacija se rutinski
radi kao geneticki test za CB. Prisustvo riziénih varijanti gena HLA-DQ ne moze da predvidi
siguran razvoj bolesti, ali njihovo odsustvo ¢ini CB malo verovatnom, sa negativhom

prediktivnom vrednoséu od skoro 100% [Kaukinen i sar., 2002; Wolters i sar., 2008].

HLA-DQ-DR haplotip
in cis in trans

—0501—02071|— 0301—  —0505\— 0301—11/12/13 —

— H H = —o2010202— 07
DQA1* DQB1* DRB1* l DQA1* DQB1* DRB1*

f
alanac ) B lanac

HLA-DQ2

Slika 6. HLA-DQ kodiranje. HLA-DQ2 heterodimerni protein moze biti kodiran varijantama
DQA1*05 i DQB1*02 na istom hromozomu (,,in cis ), ili na razli¢itim hromozomima (,,in trans ).
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Kronova bolest (KB), ulcerozni kolitis (UK) i celijacna bolest (CB) su hroni¢ne inflamatorne
bolesti creva sa preklapaju¢om etiologijom. Poznato je da najveéi geneticki udeo u
patogenezi CB imaju geni lokusa HLA, dok naslednu komponentu u nastanku KB i UK deli
veci broj gena. Geneticki faktori rizika koji doprinose razvoju KB i UK su najéesce promene
u genima ¢iji proteinski produkti u¢estvuju u odrzavanju intestinalne homeostaze. Do sada
su varijante u genu NOD2 pokazale najjacu asocijaciju sa KB. KB spada u bolesti
granulomatoznog tipa, u koje se ubraja i reumatoidni artritis (RA). Pokazano je da iste
geneticke varijante mogu biti faktori rizika za nastanak KB i RA. Bez obzira na inicijalni
uzrok, oSteCenje intestinalne mukoze nastaje kao posledica deregulacije dva procesa,
inflamacije i apoptoze, zbog ¢ega su istrazivanja usmerena ka molekularnoj karakterizaciji
ovih procesa izuzetno aktuelna. Navedena istrazivanja dala bi bolji uvid u molekularnu
patogenezu hroni¢nih inflamatornih bolesti creva. Pored toga, identifikovali bi se geneticki i
ekspresioni markeri za predvidanje i dijagnozu ovih bolesti. Takode, ustanovljeni biomarkeri
bi omogudili da se pacijenti molekularno Klasifikuju, $to bi moglo da doprinese preciznijoj

prognozi i boljem terapijskom pristupu.
S tim u vezi, ciljevi postavljeni u ovoj tezi su:

1. Ispitivanje asocijacija odabranih geneti¢kih varijanti sa rizikom za pojavu hroni¢nih
inflamatornih bolesti creva i ispitivanje njihovog prediktivnog znacaja. Ovaj cilj bice

ostvaren kroz sledece faze:

e Ispitivanje asocijacija varijanti u genima NOD2 (Arg702Trp, Gly908Arg,
Leul007fsinsC, Arg684Trp), TLR4 (Asp299Gly, Thr399lle), TNF-a (G-308A, G-
238A), IL-6 (G-174C), IL-1p (C-511T) i IL-1RN (intron 2 VNTR) sa pojavom KB i
UK.

e Ispitivanje kvaliteta modela za predikciju KB i UK, baziranim na rezultatima
genotipizacije.

e Ispitivanje asocijacije geneticke varijante IL-6 G-174C sa inflamatornim bolestima

granulomatoznog tipa u koje spadaju KB i RA.
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e Ispitivanje distribucije genotipova HLA-DQ kod pacijenata sa CB i definisanje rizika

za pojavu CB koji odredeni genotipovi nose.

2. Analiza nivoa ekspresije inflamatornih i apoptotskih gena kod pacijenata sa KB, u cilju
definisanja njihove uloge u patogenezi bolesti i ispitivanja dijagnosti¢kog potencijala. Ovaj

cilj bi¢e ostvaren kroz sledece faze:

¢ Identifikovanje biomarkera lokalne inflamacije kod pacijenata u aktivnoj fazi KB
odredivanjem nivoa ekspresije proinflamatornih (IL-6, TNF-a) i apoptotskih gena
(Bcl-2, Bax, Fas, FasL) u inflamacijom zahvacenoj i nezahva¢enoj mukozi sa
razli¢itog intestinalnog lokaliteta (kolon i ileum).

e ldentifikovanje biomarkera sistemske inflamacije kod pacijenata u aktivnoj fazi KB
odredivanjem nivoa ekspresije prethodno navedenih proinflamatornih i apoptotskih

gena u mononuklearnim ¢elijama periferne krvi.

3. Ispitivanje DNK vezujuée aktivnosti regulatornog proteina NF-«B iz jedarnih ekstrakata
intestinalne mukoze pacijenata u aktivnoj fazi KB i poredenje inteziteta formiranih NF-kB-

DNK kompleksa izmedu pacijenata koji nose redi i uestaliji genotip NOD?2.
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3.1. Ispitanici

U ovu studiju je bilo uklju¢eno ukupno 167 pacijenata sa IBC. Od toga, 72 pacijenta je
obolelo od KB, a 95 od UK. Uzorci periferne krvi i intestinalnog tkiva, kao i klini¢ki
parametri bolesti ovih pacijenata obezbedeni su u saradnji sa Odeljenjem za

gastroenterologiju i hepatologiju Klini¢kog centra Srbija (KCS), u Beogradu.

Od svakog pacijenta sa IBC su tokom endoskopskog pregleda uzimane dve biopsije - iz
mukoze zahvaéene inflamacijom i mukoze koja nije zahvaéena inflamacijom, sa istog
intestinalog lokaliteta. Uzorkovano tkivo se odmah uranjalo u rastvor Allprotect Tissue
Reagent (Qiagen, Hilden, Germany), koji je namenjen stabilizaciji RNK i o¢uvanju nativnih
proteina do njihove izolacije. Biopsijom se dobijalo oko 8 - 15 mg intestinalnog tkiva koje je
¢uvano U 200 pl navedenog rastvora. Uzorci su inkubirani preko no¢i na 4°C i dalje ¢uvani
na -20°C. Od pacijenata je takode uzimana periferna krv koja je mesana sa 3.8% natrijum
citratom kao antikoagulansom, u zapreminskom odnosu 9:1. Iz krvi su izolovane
mononuklearne Celije, koje su ¢uvane u Tri Reagent rastvoru (Ambion, Austin, TX, USA) na
-80°C. Iz mononuklearnih ¢elija je izolovana RNK. Deo uzorka krvi je kori$¢en za izolaciju
DNK.

Kontrolanu grupu je ¢inio 101 zdrav ispitanik, regrutovan sa vise razli¢itih lokacija u
Beogradu. Od ovih ispitanika je uzimana krv za izolaciju DNK. Jedan broj kontrolnih
ispitanika, njih 38, ¢inili su ispitanici kod kojih je na endoskopskom pregledu iskljuc¢ena IBC,
kao i druge inflamatorne bolesti. Ovi ispitanici su predstavljali kontrolnu grupu u analizi
nivoa genske ekspresije i analizi DNK-proteinskih interakcija. Biopsije intestinalnog tkiva i
krv ovih ispitanika su prikupljeni i tretirani na isti nacin kao i uzorci pacijenata. Kontrolna

grupa ispitanika bila je uskladena po polu i uzrastu sa grupom pacijenata.

Ova studija je takode ukljucila 73 dece obolele od CB. Uzorci i klini¢ki parametri ovih
pacijenata su obezbedeni u saradnji sa Odeljenjem za gastroenteroloske i nutritivne
poremecaje, Univerzitetske decje klinike (UDK) u Beogradu. Od dece sa CB je uzimana

periferna krv iz koje je izolovana DNK. Za ovaj deo istrazivanja, prikupljeni su uzorci krvi
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62 zdrava ispitanika koja su ¢inila kontrolnu grupu. Kod jednog broja kontrolnih ispitanika

(n = 36), prisustvo CB je bilo i endoskopski isklju¢eno.

Studija je obuhvatila i grupu od 77 ispitanika obolelih od reumatoidnog artritisa (RA). Uzorci
ovih pacijenata su prikupljeni u Institutu za reumatologiju, Medicinskog fakulteta, u

Beogradu. Od ispitanika je uzimana periferna krv, koja je koris¢ena za izolaciju DNK.

Studija je odobrena od strane Etickih komiteta KCS i UDK. Od svih ucesnika u studiji
dobijena je saglasnost, a ukoliko su ispitanici bili maloletni, saglasnost je dobijena od

staratelja.
3.2. Metode korisé¢ene za detekciju geneti¢kih varijanti ispitivanih u studiji

Za detekciju genetickih varijanti izu¢avanih u ovoj studiji koris¢ena je metoda PCR-RFLP
(eng. Polimerase chain reaction-Restriction fragment length polymorphism), i metoda PCR-
SSP (eng. PCR with sequence specific primers) pracena fragment analizom. Ovim metodama

je prethodila izolacija DNK iz uzoraka periferne krvi pacijenata i zdravih ispitanika.
3.2.1. Izolacija DNK iz periferne krvi

Izolacija DNK isoljavanjem

Na dno mikrotube od 1.5 ml dodavano je 300 - 400 ul periferne nekoagulisane krvi i 700 pl
pufera ELB (eng. Erytrocyte Lysis Buffer; 10.95% saharoza, 0.01 M tris-HCI pH =7.5, 0.01%
Triton X, 0.005 M MgCl>), a zatim su se krv i pufer dobro mesali nastavkom. Smesa je
centrifugirana na 13000 rotacija po minuti (rpm), 30 s, na sobnoj temperaturi (ST). Nakon
centrifugiranja, beli talog rastvaran je sa dodatnih 1000 pl pufera ELB, a onda je centrifugiran
na 13000 rpm, 30 s, na sobnoj temperaturi (ST). Leukociti u formiranom talogu lizirani su sa
300 pl pufera LLB (eng. Leukocyte Lisis Buffer; 0.01 M tris-HCI pH = 8.0, 0.4 M NacCl,
0.002 M Na:EDTA, pH=8). Nakon toga, dodavano je 20 pl 10% SDS i 20 pl proteinaze K
(1mg/ml). Nakon temeljnog mesanja na vorteksu, suspenzija je inkubirana 45 min do 1 h na
56°C. Posle inkubacije je dodavano 120 ul 5 M NaCl i smesa je vorteksovana i centrifugirana
na 13000 rpm, 3 min. Supernatant se zatim prebacivao u nove 1.5 ml mikrotube i dodavan je

1 ml apsolutnog etanola sa visestrukim invertovanjem mikrotube. Posle centrifugiranja na
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13000 rpm, 2 min, supernatant se odlivao, a DNK talog prelivao sa 1 ml 70% etanola sa
viSestrukim invertovanjem mikrotube. Nakon centrifugiranja na 13000 rpm, 2 min,
supernatant je odlivan a talog susen i rastvaran u 100 pl destilovane vode. Rastvori izlovane

DNK su se do dalje upotrebe ¢uvali na -20°C.

Izolacija DNK na koloni

Izolacija DNK na koloni vrSena je prema uputstvu proizvodaca kolona [ QlAamp DNA
Mini Kit - Qiagen].

Na dno mikrotube od 1.5 ml dodavano je 20 ul Qiagen proteaze K, 200 ul pune periferne
krvi, 200 pl pufera AL, nakon ¢ega su promesani vorteksovanjem. Smesa je zatim inkubirana
u vodenom kupatilu 10 min na 56°C. Nakon dodavanja 200 pl 100% etanola, smesa je
vorteksovana. Ovako pripremljen uzorak je nanoSen na QIAamp Mini spin kolonu i
centrifugiran na 8000 rpm, 1 min, kako bi se DNK vezala za kolonu, a eluat je odbacivan.
Na kolonu je zatim nanoSeno 500 pul pufera AW1 i kolona je centrifugirana na 8000 rpm, 1
min, kako bi se DNK koja je vezana za kolonu isprala od necistoca, dok je eluat odbacivan.
Ispiranje vezane DNK je ponovljeno sa 500 ul pufera AW2, nakon cega je kolona
centrifugirana na 13000 rpm, 3 min, a eluat odbacivan. Nakon toga, kolona je prebacivana u
novu mikrotubu i ponovo centrifugirana na istoj brzini u toku 1 min. Kolona je na kraju
prebacivana u Cistu, 1.5 ml mikrotubu. DNK je spirana sa kolone dodavanjem 200 pul AE
pufera za eluciju. Kolona je inkubrana 1 min na ST, a zatim je centrifugirana na 8000 rpm, 1

min. Dobijeni eluat u kome je rastvorena DNK je ¢uvan do daljnjeg na -20°C.

Prinos i ¢istoc¢a izolovane DNK su mereni na spektrofotometru NanoVue (GE Healthcare

Life sciences, Amersham, UK), po uputstvu za rad na aparatu.
3.2.2. Analiza DNK na agaroznom gelu

Analiza DNK je vrSena elektroforezom na horizontalnom agaroznom gelu odgovarajuce
koncentracije (2 - 4%). U gelove je pre polimerizacije dodavan etidijum bromid (finalne
koncentracije 0.7 pg/mL). Elektroforeza je vrSena u TAE puferu (40 mM Tris, 20 mM
sir¢etna kiselina, 1 mM NaEDTA), pri naponu od 5 V/cm i amperazi od 5 A/cm.
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Vizuelizacija DNK vrSena je osvetljavanjem gela UV svetlom na CCD kameri sa

BioDocAnalyze sistemom. Za odredivanje veli¢ine fragmenata DNK koris¢eni su

odgovaraju¢i komercijalni DNK markeri.

3.2.3. Identifikacija varijanti u genima NOD2, TLR4, TNF-a, IL-6, IL-1f 1 IL-1RN

Varijante u genima NOD2 (Arg702Trp, Gly908Arg, Leul007fsinsC, Arg684Trp), TLR4
(Asp299Gly, Thr3991le), TNF-a (G-308A, G-238A), IL-6 (G-174C) i IL-18 (C-511T) u ovoj
studiji su ispitivane PCR-RFLP metodom, dok je varijanta u genu IL-1RN (intron 2 VNTR)

analizirana PCR reakcijom.

Parovi prajmera koriS¢enih za umnozavanje sekvenci koje sadrze ispitivane geneticke

varijante navedeni su u tabeli 1.

Tabela 1. Prajmeri koris¢eni za detekciju genetickih varijanti ispitivanih u studiji

Naziv Sekvenca (5 - 3° smer) Gen_f;tlcke Ref.
varijante
Arg702Trp
NOD2 4 F | AGGTCAGCCTGATGACATTTC Al —
Arg684Trp | sar., 2004]
NOD2 4 R | CGGGATGGAGTGGAAGT il
NOD2 8 F | CACTGACACTGTCTGTTGACTC Gly908Arg | [Giachino
NOD2 8 R | AAGACCTTCATAAGTGGCCCC (1s2066845) | sar., 2004]
NOD2 11 F | CTGGCTAACTCCTGCAGT Leul0O7ts | (cieching
NOD2 11 R | ACTGAGGTTCGGAGAGCT (rs2066847) | S 2004]
TLR4 299 F | GATTAGCATACTTAGACTACTACCTCCATG | acssoaly | [Lorenzi
TLR4 299 R | GATCAACCTTCTGAAAAGCATTCCCAC (rs4986790) | sar., 2001]
TLR4 399 F | GGTTGCTGTTCTCAAAGTGATTTTGGGAGAA _
- - Thr3991le [Lorenz i
TLR4 399 R | ACCTGAAGACTGGAGAGTGAGTTAAATGCT | ($4986791) | sar., 2001]
TNFa 308 F | AGGCAATAGGTTTTGAGGGCCAT ca08A | [wilson
TNFe_308 R | ACACTCCCCATCCTCCCTGCT (rs1800629) | sar., 1992]
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Geneticke

Naziv Sekvenca (5 - 3 smer) - Ref.
Varljante

TNFa_238 F | AGAAGACCCCCCTCGGAACC c238A | [Mossbocki
TNFa_238_ R | ATCTGGAGGAAGCGGTAGTG (rs361525) | sar., 2009]
IL-6_F GGAGTCACACACTCCACCT T
IL-6_R CTGATTGGAAACCTTATTAAG (s1800795) | sar., 2000]
IL-1B_F TGGCATTGATCTGGTTCATC o5t | [sainzisar,
IL-1_R GTTTAGGAATCTTCCCACTT (rs16944) 2008]
ILIRN_F | CTCAGCAACACTCCTAT P
IL-IRN_R | TCCTGGTCTGCAGGTAA 2008]

Napomena: podvuceni nukleotid predstavlja mesto nukleotidne promene koje uvodi prajmer, a koje
se nalazi u okolini varijabilnog mesta od interesa, kako bi se formirala konsenzus sekvenca
restrikcione endonukleaze. Skracenice: F - (eng. forward) uzvodni prajmer, R - (eng. reverse)
nizvodni prajmer, Ref - referenca

Komponente PCR smese zajedni¢ke za detekciju svih navedenih genetickih varijanti i

njihove finalne koncentracije bile su:

1 x PCR puffer (Qiagen)
1 x Q rastvor (Qiagen)

0.5 uM prajmera (uzvodni i nizvodni)

0.5 U Tag polimeraze (Kapa Biosystems, Wilmington, Massachusetts, USA)

80 ng genomske DNK

PCR reakcije vrSene su u finalnoj zapremini od 20 pl, osim za TLR4 Thr399lle (25 pul) i IL-

1RN VNTR (50 pul). Temperaturni profil PCR reakcije za sve ispitivane varijante bio je:

95°C - 5 min
94°C-30s
Ta-30s
72°C-30s
72°C -5 min

} 35 ciklusa
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U tabeli 2 prikazane su temperature hibridizacije prajmera sa matricom (temperatura
anilinga, Ta), kao i finalne koncetracije MgCl. (Qiagen) i nukleotida (dNTP) (Thermo
Scientific, Waltham, Massachusetts, USA), kori$¢ene za svaku PCR reakciju. Takode,
navedeni su i specificni uslovi potrebni za neke PCR reakcije, koji se razlikuju od

zajednickih.

Tabela 2. PCR uslovi za genotipizaciju ispitivanih genetickih varijanti

Genska varijanta (;I'g) 'EAH?I\CAI)Z ((jrlr\:l-\r/IF)’ Specifi¢ni PCR uslovi *

NOD2?2 55 25 0.25

TLR4 Asp299Gly 55 2.5 0.25

TLR4 Thr399lle 56.5 3.0 0.5 1U Taq

TNF-a G-308A 56 2.75 0.5 1 uM prajmera

TNF-o G-238A 62 2.125 0.2

IL-6 G-174C 56 2.75 05 bez Q-rastvora

IL-18 C-511T 545 2.5 0.4 0.8 puM prajmera

IL-1RN intron 2 VNTR 52 15 0.2 1.5 U Taq, bez Q-
rastvora, elongacija - 90 s

! Specifi¢ni uslovi PCR reakcije koji se razlikuju od PCR profila zajedni¢kog za sve varijante
2 Arg702Trp, Arg684Trp, Gly908Arg, Leul007fsinsC

Nakon provere uspesnosti PCR reakcija elektroforezom na 2% agaroznom gelu, pristupalo
se detekciji genetickih varijanti seCenjem PCR fragmenata odgovaraju¢im restrikcionim
endonukleazama (tzv. ,,digestijama®). Sastavi smeSa za digestiju finalne zapremine 20 pl
optimizovani su prema uputstvu proizvodaca (Thermo Scientific). U reakciji digestije PCR
produkta za varijantu TLR4 Thr399Ile koriscen je u finalnoj koncentraciji 1 x pufer R, za IL-
6 G-174C 1 x pufer G, a za sve ostale PCR produkte 1 x pufer Tango. Za svaku reakciju
digestije je upotrebljeno 2 U restrikcionog enzima i 150-200 ng PCR produkta. Smese za
digestiju inkubirane su 16 h na 37°C. U tabeli 3 su za svaku analiziranu geneti¢ku varijantu
prikazane ocekivane duzine PCR produkata, restrikcioni enzimi, fragmenti koji nastaju

seCenjem, kao i odgovarajuci procenat gela koris¢en za razdvajanje fragmenata.
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Tabela 3. Pregled duzina PCR produkata i fragmenata koji nastaju nakon PCR-RFLP
analize genetickih varijanti ispitivanih u ovoj studiji

Gen Varijanta PCR (bp) RE RF (bp) Ag(zl/zc))za Ref.
Arg: 329+66+54 [Giachino i
Arg702Tr 449 Mspl 2
J P P Trp: 329+120 sar., 2004]
Arg684Trp 449 Mspl ~ ATOr329+66+54 2 [S(g:a";(')gi]'
T "
y: [Giachino i
Gly908Ar 202 Hhal 3
Y g Arg: 156+46 sar., 2004]
. Leu: 180+37 [Giachino i
Leul007fsinsC 217 NlalVv 3
fsinsC: 140+40+37 sar., 2004]
Asp: 275 i
Asp299Gly 275 Ncol P 3 [Lorenz i
TLR4 Gly: 249+36 sar., 2001]
. Thr: 407 [Lorenz i
Thr399lle 407 Hinfl lle: 379429 3 sar., 2001]
G-308A 117 Neol O 97+20 4 [Wilson i
TNE A: 117 sar., 1992]
-0
G: 133+19 [Mossbock
G-238A 152 Mspl A: 152 4 i sar., 2009]
. G: 331+167+29 [Pascual i
IL-6 G-174C 527 Hinlll 3
" C: 331+122+45+29 sar., 2000]
C:190+114 [Sainz i
IL-18 C-511T 304 Aval T304 2 sar., 2008]
Al: 410
A2: 240 [Sainz i
ainz i
IL-IRN  86bp-VNTR  A3:500 3 sar,. 2008]
A4: 325
Ab: 525

Skracenice: RE - restrikciona endonukleaza, RF - restrikcioni fragmenti, Ref-referenca

3.2.4. ldentifikacija varijanti gena HLA
[Lavant i sar., 2011]

Genotipizacija HLA-DQA1, HLA-DQB1 i HLA-DRBL1 vrsena je metodom multipleks PCR-

SSP, u kojoj se koriste prajmeri specifi¢ni za svaku varijantu gena HLA. Diskriminacija
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razli¢itih alela vrSena je na osnovu prisustva ili odsustva produkata PCR reakcije odnosno

prisustva PCR produkata razli¢ite duzine.

Za genotipizaciju HLA koris¢ene su tri multipleks PCR-SSP reakcije. Svaka reakcija je imala
bar jedan zajednicki lokus-specificni prajmer koji je bio fluorescento obelezen (NED
fluorofora za DQA1, VIC za DQB1 i FAM za DRB1), dok su ostali prajmeri bili specifi¢ni

za pojedinacne alele. Prajmeri koriS¢eni u HLA genotipizaciji prikazani su u tabeli 4.

Tabela 4. Prajmeri kori$¢eni za detekciju varijani gena HLA [Lavant i sar., 2011]

Naziv Sekvenca (5’ - 3” smer)

DQAL1*NED_F NED-GCCTCTTCAGGTGTAAACTTGTACCAGT

DQB1*05/*06 L*VIC_R VIC-CGACGACGCTCACCTCTCCT

DQB1*02/*03/*04*VIC_R | VIC-GTCGTGCGGAGCTCCAACT

DRB1*FAM_R FAM-CTAAATGCTCACAGATGGCGCTCTCTCTC
DQA1*01_R GCCATGTTTCTCAGTGCACC
DQA1*02_R ATTGCGGGTCAAATCTAAGTCTGTG
DQA1*03_R CAAATCTCCTAAATCTGCGGAACAG
DQAL1*04/*05/*06_R CTAAATTGTCTGAGAACAGGCAAACA
DQA1*05_R CGCAGACTGTTCAAGTTATGTTTTAGG
DQB1*05_F GTGCGGGGTGTGACCAGAC
DQB1*06_F GGAGCGCGTGCGTCTTGTAA
DQB1*06:01_F GACGGAGCGCGTGCGTTA

DQB1*02_F CGTGCGTCTTGTGAGCAGAA
DQB1*04_F GCGGGGTGTGACCAGATACA

DQB1*03:01/%03:03_F GCTGGGGCCGCCTGA

DQB1*03:01/%03:04_F GACAGCGACGTGGAGGTGTAC

DQB1*03:02/%03:03_F GAGCGCATGCGTCTTGTGAC

DRB1*03/*11/*13/*14_F CACGTTTCTTGGAGTACTCTACGTC

DRB1*04_F CGGAGGCCGCTTCTGTA
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Naziv Sekvenca (5’ - 3’ smer)
DRB1*07_F CACGTTTCCTGTGGCAGGG
DRB1*09_F CGGTATCTGCACAGAGGCAT

Napomena: NED, VIC i FAM predstavljaju fluorofore kojima su obelezeni prajmeri. Skracenice: F -
uzvodni prajmer, R - nizvodni prajmer

U tabeli 5 prikazan je sastav smeSa prajmera za sve tri multipleks PCR-SSP reakcije, kao i

volumen svakog dodatog prajmera. Takode, prikazane su i ocekivane duzine PCR

fragmenata.

Tabela 5. Sastav smesa prajmera koris¢enih u HLA genotipizaciji i o¢ekivane duzine
dobijenih PCR fragmenata

HLA _ _ Volumen Duzina
smeSe  Naziv prajmera () fragmenta
prajmera (bp)
DQAL *NED F - 0.40
DQAL*01 R 176 0.24
_ 8 |DpQarro2Rr 154 0.10
£ B | DQA1*03R 148 0.22
£ o | DQA1*04/%05/+06 R 140 028
S 8 |parrosr 204 0.16
2 2 |poBi*osF 227 0.15
a O
o | DOB1*06 F 234 0.30
DQB1*06:01 F 236 0.15
DQB1*05/%06 *VIC R - 0.40
o 3 |DoBrro2F 201 0.32
g 5 | poB1*04F 108 0.16
% £ | DQBL*03:01/%03:03 F 114 0.28
5 T | DQB1*03:01/+03:04 F 149 0.10
£ &;5 DQB1*0302/*03:03 F 206 0.36
DQB1*02/*03/*04 *VIC R - 0.80
:g DRB1*03/*11/*13/*14 F 407 0.40
2 |DRBI*04F 454-475  0.40
g % DRB1*07 F 375 0.40
3 DRB1*09 F 345 0.30
& DRB1 *FAM R : 0.80
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Napomena za tabelu 5: Svi navedeni prajmeri su prethodno rastvoreni u koncentraciji od 2.5 mM.
Skracenice: F - uzvodni prajmer, R - nizvodni prajmer

Sve tri PCR reakcije, finalnog volumena 6 pl, imale su isti sastav, a razlikovale su se samo u

dodatoj smesi prajmera:

= 1 xPCR pufera (Qiagen)

= 1.25 mM MgCl; (Qiagen)

= 0.25 mM dNTPs (Thermo Scientific)

= 0.25 U HotStar Taq DNK polymeraze (Qiagen)
= 2 ulsmeSeprajmeral/2/3

= 4 ng genomske DNK

Temperaturni profil za sve tri PCR reakcije je bio isti:

= 95°C 10 min

= 94°C 1min

= 66°C 30s } 45 ciklusa
= 72°C 1min

= 72°C 10 min

Nakon PCR-SSP reakcije, pristupalo se fragment analizi (FA) na aparatu 3130 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems, California, USA).

FA je tehnika kojom se umnoZeni fluoroscentno obeleZzeni PCR fragmenti razdvajaju na
osnovu svoje duzine kapilarnom elektroforezom. Prednost ove metode je u njenoj
rezolucionoj moci, koja iznosi 1 bp. Fragment analizom vrsi se procena duzina umnozenih
PCR fragmenata u odnosu na standard koji ¢ine fluorescentno obelezeni DNK fragmenati
poznate duzine. Standard se kombinuje sa uzorkom, nakon ¢ega se zajedno nanose na sistem

za kapilarnu elektroforezu.

Zbog osetljivosti sistema, PCR smese su razblazivane u de-mi vodi u zapreminskom odnosu

1:10 za smeSu prajmera 1, 1:20 za smeSu prajmera 2 i 1:5 za smesu prajmera 3. Nakon toga,
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1 ul razblazene PCR smese je meSan sa 9 pul 2.5% GeneScan500 LIZ standarda (Applied
Biosystems) u HiDi formamidu (Applied Biosystems). Ovaj standard je pogodan za
odredivanje duzine DNK fragmenata u opsegu 35-500 bp 1 sastoji se od 16 jednolancanih i
fluorescentno obelezenih (LIZ) fragmenata duzine 35, 50, 75, 100, 139, 150, 160, 200, 250,
300, 340, 350, 400, 450, 490 i 500 baza, koji se nakon zavrSene elektroforeze detektuju u
vidu jedinstvenih pikova. Pripramljeni uzorak je denaturisan 5 min na 95°C, a zatim
analiziran na aparatu. Koris¢enjem GeneMapper v.4 softvera aleli su identifikovani na
osnovu boje pika i njegove pozicije. Zbog jake gametske neravnoteze u nasledivanju (LD)
izmedu lokusa DQAL, DQBL1 i DRB1, sa velikom verovatno¢om se moglo utvrditi prisustvo
odredenog haplotipa HLA-DQ bez poznavanja roditeljskog genotipa (uz koris¢enje

elektronske baze podataka vezane za varijante gena HLA).
3.3. Metode koris¢ene za analizu nivoa ekspresije gena

Nivo ekspresije selektovanih gena je analiziran jednom varijantom metode PCR u realnom
vremenu (eng. real-time PCR), metodom gRT-PCR (eng. quantitative RT-PCR), u kojoj se
kao matrica za amplifikaciju specifi¢ne sekvence koristi cDNK i koja omogucéava merenje
koli¢ine PCR produkta u toku svakog PCR ciklusa, tj. u realnom vremenu. Metodi qRT-PCR
prethodile su metode za izolaciju RNK iz mononuklearnih ¢elija periferne krvi i intestinalnog

tkiva, kao i metoda reverzne transkripcije.
3.3.1. Izolacija mononuklearnih ¢elija pune periferne krvi

Za izolaciju mononuklearnih ¢elija, u koje spadaju limfociti i monociti, kori§¢eni su svezi
uzorci pune periferne krvi. Za izolaciju je koris¢en rastvor fikola (Ficoll-Paque Plus, GE

Healthcare Life sciences) u cilju razdvajanja krvnih ¢elija centrifugiranjem.

Uzorak pune periferne krvi (4 ml krvi razblazene u fizioloskom rastvoru, 0.9% NaCl, u
odnosu 1:1), nanosen je na 3 ml fikola, prethodno dodatog u tubu od 10 ml. Uzorak je pazljivo
naslojen iznad fikola, tako da se dve faze ne mesaju. Nakon centrifugiranja (1500 rpm, 25
min, bez kocenja), prikupljan je belicasti sloj mononuklearnih ¢elija i prenoSen u €istu tubu

od 10 ml, u koju je zatim dodato 8 ml 1 x pufera PBS (eng. Phosphate Buffered Saline; 137
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mM NaCl, 2.7 mM KCI, 10 mM NaxHPOs, 2 mM KH2POys), i sadrzaj je promesan
invertovanjem tube. Nakon centrifugiranja (1500 rpm, 15 min) supernatant je odlivan, a talog

rastvaran u 1 ml rastvora TRl Reagent (Ambion). Uzorak je do dalje upotrebe ¢uvan na -80°C.
3.3.2. Izolacija RNK iz mononuklearnih ¢elija

Za izolaciju RNK iz mononuklearnih ¢éelija koriséen je rastvor TRI Reagent (Ambion). TRI
reagent predstavlja monofazni rastvor fenola i guanidin-izotiocijanata, a proces izolacije

predstavlja unapreden klasi¢ni metod izolacije RNK [Chomczynski i sar., 1987].

Uzorak mononuklearnih ¢éelija ¢uvan u rastvoru TRl Reagent homogenizovan je Spricem i
iglom, uvla¢enjem uzorka kroz iglu pre¢nika 0.7 mm, 5 - 10 puta. Zatim je dodavano 200 pl
hloroforma, nakon ¢ega je smesa snazno muckana rukom. Uzorak je inkubiran 15 min na ST
i centrifugiran na 12000 rcf (eng. relative centrifugal force), 15 min, na 4°C. Nakon
centrifugiranja se izdvajala gornja vodena faza sa rastvorenom RNK, koja je prebacivana u
Cistu tubu od 1.5 ml. Dodavano je 500 ul izopropanola (na 1ml TRI Reagent rastvora), nakon
Cega je uzorak meSan invertovanjem i ostavljan 15 min na ST. Nakon centrifugiranja na
12000 rcf, 15 min, na 4°C, supernatant je odlivan, a talog, u kome se nalazila RNK,
precis¢avan dodavanjem 1 ml 70% etanola koji je razblazen destilovanom vodom tretiranom
0.1% dietilpirokarbonatom (DEPC). DEPC voda je prethodno pripremljena po slede¢em
uputstvu: 0.1% rastvor DEPC vode je inkubiran na 37°C preko noci, nakon Cega je
autoklaviran 1 h na 100°C. Nakon centrifugiranja na 12000 rcf, 10 min, na 4°C, supernatant
je uklanjan. Potrebno je bilo potpuno ukloniti ostatke etanola uparavanjem. Talog RNK je

rastvaran u 40 pl DEPC vode. Uzorak se do dalje upotrebe ¢uvao na -80°C.
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3.3.3. Izolacija RNK iz uzoraka intestinalnog tkiva

Izolacija molekula RNK iz uzoraka intenstinalnog tkiva vrSena je prema protokolu

proizvodaca kita za izolovanje molekula RNK [Rneasy Mini Kit - Qiagen]

Biopsije intestinalnog tkiva ¢uvane na -20°C su pre izolacije otopljene 15 - 30 minuta na ST.
Za izolaciju molekula RNK koris¢eno je oko 3 - 5 mg tkiva. Selektovano tkivo stavljano je
u 10 ml tubu napunjenu sa 350 ul denaturisuceg pufera RTL (10 ul B-merkaptoetanola, 1 ml
pufera RTL), a zatim homogenizovano homogenizatorom TissueRuptor (Qiagen) na
maksimalnoj brzini u trajanju od 30 - 60 s. Nakon homogenizacije lizat je prebacivan u
mikrotubu od 1.5 ml i centrifugiran na 13200 rpm, 3 min. Supernatant je pazljivo prelivan u
novu 1.5 ml mikrotubu. Da bi se RNK vezala za kolonu, ukupan volumen supernatanta je
pomesan sa istim volumenom 70% DEPC etanola (etanol razblazen sa 0.1% DEPC vodom).
Na kolonu je nanoSeno maksimalno 700 pl smese, koja je zatim centrifugirana na 13000 rpm,
15 s, a eluat je odbacivan. Kolona sa vezanom RNK ispirana je sa 700 ul pufera RW1, a
zatim centrifugirana na 13000 rpm, 15 s, a eluat je odbacivan. Nakon toga, na kolonu je
dodavano 500 pl pufera RPE, kolona je centrifugirana na 13000 rpm, 15 s, a eluat je
odbacivan. U poslednjem ispiranju kolone dodavano je 500 ul pufera RPE i kolona je
centrifugirana na 13000 rpm, 2 min. Kolona je zatim stavljana u novu 1.5 ml mikrotubu i
centrifugirana na maksimalnoj brzini 1 min. Nakon centrifugiranja, kolona je stavljana u
novu 1.5 ml mikrotubu 1 RNK je sa kolone eluirana sa 30 ul vode oslobodene od RNaza

(RNase-free). Rastvorena RNK je do dalje upotrebe ¢uvana na -80°C.

Prinos i ¢istoca izolovane RNK su mereni na spektrofotometru NanoVue, po uputstvu za rad

na aparatu.
3.3.4. Reverzna transkripcija

Metoda reverzne transkripcije kojom je iz izolovane RNK sintetisana cDNK vrsena je prema
uputstvu proizvodaca kita koji je koris¢en [RevertAid Reverse Transcriptase, Thermo

Scientific].

45



MATERIJAL | METODE

Reakciona smesSa ukupnog volumena od 20 pl se sastojala iz:

= ] pug RNK

= 5 UM nasumiéni heksameri kao prajmeri (Thermo Scientific)
= 1 xRT pufera (Thermo Scientific)

= 20 U Ribo-Lock RNaznog inhibitora (Thermo Scientific)

= 1 mM dNTP (Thermo Scientific)

= 200 U RevertAid reverzne transkriptaze (Thermo Scientific)

Reakciona smesa pripremana je na sledec¢i nac¢in: RNK i prajmeri su u volumenu od 11 pl
inkubirani 5 min na 70°C, a zatim prebacivani na led. Dok su uzorci stajali na ledu, u svaki
je dodato po 9 ul smese koja se sastojala iz RT pufera, Ribo-Lock RNaznog inhibitora, dANTP
I RevertAid reverzne transkriptaze. Finalna smesa je inkubirana 10 min na 25°C, a zatim 1 h
na42°C. Reakcija je zaustavljena inkubiranjem 10 min na 70°C. Uzorak cDNK koncentracije

50 ng/pl je do dalje upotrebe ¢uvan na -20°C.
3.3.5. Provera kvaliteta cDNK

Kvalitet sintetisane ¢cDNK se proveravao umnozavanjem regiona gena Abll Kkoji je
konstitutivno eksprimiran. Na ovaj nacin je indirektno potvrdivan integritet izolovane RNK
koja je koriS¢ena za sintezu cDNK, kao i efikasnost reverzne transkripcije. Za umnozavanje

su korisceni prajmeri la i D ¢ije su sekvence prikazane u tabeli 6.

Tabela 6. Prajmeri kori§¢eni za proveru kvaliteta cDNK

Naziv Sekvenca (5’ - 3’ smer)
la ATCTGCCTGAAGCTGGTGGGCT
D TGTGATTATAGCCTAAGACCCGGAG
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Reakcija volumena 25 pl sastojala se od:

= 100 ng cDNK

= 1 xPCR pufer (Qiagen)

= 1 xQ rastvor (Qiagen)

= 3 mM MgCl: (Qiagen)

= 0.2 uM dNTP (Thermo Scientific)

= 0.4 uM prajmera (uzvodni i nizvodni)

= 1 U Taq polimeraze (KAPA Biosystems)

Ukoliko je u PCR reakciji umnoZen fragment duzine od 277 bp, smatralo se da je cONK

odgovarajuceg kvaliteta za analizu ekspresije metodom gRT-PCR.
3.3.6. Kvantifikacija ekspresije gena metodom gRT- PCR

Za merenje nivoa ekspresije gena u uzorcima krvi i intestinalnog tkiva kori$¢ena je metoda
gRT-PCR sa komparativnom ddCt analizom [Livak i sar., 2001]. Za normalizaciju sintetisane
cDNK u uzorcima je koris¢ena endogena kontrola gliceraldehid 3-fosfat dehidrogenaza
(GAPDH), a kao kalibrator je odabrana medijana normalizovanih vrednosti za ekspresiju

gena u intestinalnom tkivu kontrolnih ispitanika.

Formula po kojoj je izraCunata relativna vrednost koli¢ine ekspresije ciljnog gena je:

Q= 2-ddct gde je ddCt = dCtuzorak - dClalibrator =

(thiljni gen - Ctendogena kont.) - (thiljni gen,kalibrator = Ctendogena kont., kalibrator)

Svi eksperimenti su radeni u duplikatu. Ukoliko su se Ct vrednosti (ciklus u kojem intenzitet
fluorescencije prelazi zadati prag intenziteta) za isti uzorak znacajno razlikovale, eksperiment

je ponavljan u duplikatu.

Nivoi ekspresije gena TNF-a, IL-6, Bcl-2 i Bax su praceni upotrebom Sybr-Green tehnike
(protokol po uputstvu KAPA SYBR FAST gqPCR Kit Master Mix (2X) Universal, KAPA
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Biosystems). Nukleotidne sekvence TNF-a, IL-6, Bcl-2, Bax i GAPDH prajmera navedene su

u tabeli 7.
Tabela 7. Prajmeri i probe koris¢eni za qRT-PCR analizu
Naziv Sekvenca (5’ - 3° smer) Ref.
IL-6_SYBR_F GCAAAGAGGCACTGGCAGAA Dizajnirano
u ovoj
IL-6_SYBR_R GGCAAGTCTCCTCATTGAATCC studiji
TNFa_SYBR_F CCCAGGCAGTCAGATCATCTTC N
- - [Moriconi i
sar., 2007]
TNFa_SYBR_R AGCTGCCCCTCAGCTTGA
Bcl2_ SYBR_F TCGCCCTGTGGATGACTGA [Floros i
sar., 2006]
Bcl2_ SYBR_R CAGAGACAGCCAGGAGAAATC
Bax_SYBR_F TGGCAGCTGACATGTTTTCTGAC [Floros i
sar., 2006]
Bax_SYBR_R TCACCCAACCACCCTGGTCTT
GAPDH_SYBR F GTGAAGGTCGGAGTCAACG
- - [Baluchamy
i sar., 2007]
GAPDH_SYBR_R TGAGGTCAATGAAGGGGTC
GAPDH_Taq_F GAAGGTGAAGGTCGGAGT
GAPDH_Taq_R GAAGATGGTGATGGGATTTC [C';B"Oga“
FAM-CAAGCTTCCCGTTCTCAGCC-
GAPDH_Taq_proba TAMRA
Fas TagMan Gene *
Expression Assay Hs00163653_mi1 AB

Expression Assey

FasL TagMan Gene

“Hs00181225_m1

Napomena: prajmeri oznaceni sa ,,SYBR* kori§c¢eni su za Sybr-Green, a prajmeri oznaceni sa ,,Taq"
u TagMan qRT-PCR analizi, “komercijalno dostupni prajmeri i njihov kataloski broj (AB - Applied
Biosystems, USA). Skracenice: F - uzvodni prajmer, R - nizvodni prajmer
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Reakciona smeSa ukupnog volumena 10 pl sastojala se od slede¢ih komponenti u finalnim

koncentracijama:

= 20 ngcDNK

= 1 x Kapa Syber Fast Universal g°PCR Master Mix

= 1 xROX Low referentna boja

= Prajmeri (za analizu ciljnog gena TNF-a: 200 nM F i R prajmera; za analizu IL-6: 300
nM F i R prajmera; za analizu Bcl-2 i Bax: 50 nM F i R prajmera; za analizu endogene
kontrole GAPDH: 400 nM F i R prajmera)

Temperaturni profil reakcije koris¢ene za amplifikaciju gena IL-6, Bcl-2, Bax i GAPDH bio
je isti:
1. 2min/50°C
2. 3min/95°C
3. 40 ciklusa:
= 15s5/95°C
= 1 min/60°C (aniling)

Temperturni profil reakcije za TNF-a razlikovao se jedino u temperaturi hibridizacije

prajmera za matricu, koja je bila 62°C.

Ekspresija gena Fas i FasL pracena je upotrebom TagMan tehnike (protokol po uputstvu
KAPA PROBE FAST gPCR Kit Master Mix (2X) Universal, KAPA Biosystems). Prajmeri za
Fas i FasL su komercijalno dizajnirani i kori$¢eni u okviru Fas i FasL TagMan Gene
Expression Assay (tabela 7). Kao endogena kontrola koris¢en je GAPDH. Reakciona smesa

finalnog volumena 10 pl sastojala se od slede¢ih komponenti:

= 20 ngcDNK

= 1 x KAPA PROBE FAST Universal gqPCR Master Mix (KAPA Biosystems)

= 1 xROX Low referentna boja (KAPA Biosystems)

= 1 x Fas (FasL) TagMan Gene Expression Assay (Applied Biosystems) / u slucaju
endogene kontrole GAPDH: 300 nM F i R prajmera i 200 nM probe
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Temperaturni profil reakcije kori$¢ene za amplifikaciju Fas, FasL i GAPDH bio je isti:

1. 2min/50°C

2. 3min/95°C

3. 40 ciklusa:
= 15s5/95°C
= 1min/60°C

Nivoi ekspresije navedenih gena mereni su na 7500 Real-time PCR aparatu (Applied

Biosystems).
3.4. Metode koriséene za analizu DNK-proteinskih interakcija

U ovoj studiji ispitivana je DNK vezujuca aktivnost NF-«kB iz jedarnih ekstrakata uzoraka
intestinalnog tkiva bolesnih i kontrolnih ispitanika, koris¢enjem metode usporene
elektroforetske pokretljivosti (eng. electrophoretic mobility shift assay - EMSA), dok je
prisustvo proteina p65, sastavne komponente NF-kB dimera, ispitivano supershift metodom
uz upotrebu specifiénog antitela. Ovim analizama su prethodile metode za izolaciju jedarnih
ekstrakata iz intestinalnih biopsija ispitanika i HeLa celijske linije - ¢iji su jedarni ekstrakti

sluzili kao pozitivne kontrole i standard za metodu EMSA.
3.4.1. Izolacija jedarnih ekstrakata iz uzoraka intestinalnog tkiva

Izolacija jedarnih ekstrakata iz uzoraka intestinalnog tkiva vrSena je prema uputstvu proizvodaca

kita za izolaciju jedarnih proteina [Qproteome Nuclear Protein Kit - Qiagen].

Oko 5 mg intestinalnog tkiva iskori§¢eno je za izolaciju jedarnih proteina. Pre izolacije, tkivo
je oslobodeno rastvora u kome je ¢uvano i isprano sa 1 ml hladnog PBS. Svi koraci u izolaciji
su radeni brzo i na ledu, da proteini ne bi denaturisali. TKivo je zatim prebacivano u 10 ml
tube sa 500 pl prethodno pripremljenog pufera za liziranje NL i zatim homogenizovano u
trajanju od 10 s na najmanjoj brzini (TissueRuptor). Nakon dodavanja jo§ 500 ul pufera NL,
smesa je inkubirana na ledu 15 min, a onda je ceo lizat prebacivan u prethodno ohladenu 1.5

ml mikrotubu. Posle dodavanja 50 pl rastvora deterdZzenta NP, smesa je vorteksovana 10s, a
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zatim centrifugirana na 10000 rcf, 5 min, na 4°C. Supernatant, u kome se nalazila citosolna
frakcija proteina, podeljen je u mikrotube od 0.5 ml i ¢uvan na -80°C. Talog, u kome su se
nalazila ¢elijska jedra, rastvaran je u 500 ul pufera NL vorteksovanjem 5 s na najvecoj brzini.
Sadrzaj liziranih Celijskih jedara centrifugiran je na 10000 rcf, 5 min, na 4°C, nakon Cega je
supernatant odbacivan. Talog, u kome su se nalazili jedarni proteini, rastvaran je u 100 pl
prethodno pripremljenog pufera za ekstrakciju NX1. Ova suspenzija je inkubirana 30 min u
termomikseru ohladenom na 4°C, uz blago muc¢kanje, a nakon toga centrifugirana na 12000
rcf, 10 min, na 4°C. Supernatant, u kome su rastvoreni jedarni proteini, podeljen je u 0.5 ml

mikrotube i ¢uvan do dalje upotrebe na -80°C.

Za izolaciju jednog uzorka bilo je potrebno pripremiti pufere po slede¢em uputstvu: pufer
NL - 1500 ul pufera NL, 15 pl proteaznog inhibitora, 7.5 pl 0.1 M ditiotreitola — DTT; pufer
NX1 - 100 pl pufera NX1, 1 ul proteaznog inhibitora.

3.4.2. Uslovi gajenja HeLa ¢elijske linije

U ovoj studiji koriS¢eni su jedarni ekstrakti izolovani iz uzgajenih HeLa celija (ATCC br.
CCL-2, DSMZ br. ACC 57) kao pozitivne kontrole u analizi DNK vezujuée aktivnosti NF-
kB. HeLa celijska linija je dobijena ljubaznoS¢u Laboratorije za humanu molekularnu

genetiku, Instituta za molekularnu genetiku i geneti¢ko inzenjerstvo.

Za gajenje permanentne Celijske linije HeLa koriS¢en je medijum DMEM sa niskim
sadrzajem glukoze (1 g/L) (Dulbecco's Modified Eagle Medium, Gibco, Paisley, UK) sa
natrijum piruvatom i stabilizovanim glutaminom, 10% fetalnog teleCeg seruma (eng. fetal
calf serum, FCS, PAA Laboratories, Austria), 1 x neesencijalnim amino kiselinama (Sigma-
Aldrich, USA), kao i sa mesavinom antibiotika penicilin — streptomicin (Sigma-Aldrich, USA)
u finalnoj koncentraciji od 1%. Zasejavanje Celija vrSeno je brzim odmrzavanjem alikvota
¢elija Cuvanih u te¢nom azotu (-196°C) i resuspendovanjem u medijumu zagrejanom na 37°C.
Celije su gajene u odgovarajué¢im sterilnim sudovima u inkubatoru sa automatskim protokom
5% CO3 na temperaturi od 37°C. Pasaziranje Celija vrSilo se pri konfluentnosti od priblizno
80%, u toku kojeg su celije ispirane puferom 1 x PBS, a nakon toga tretirane 0.1% rastvorom

tripsina u puferu 1 x PBS. Nakon kraceg delovanja enzima (1-2 min) na 37°C, reakcija se
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zaustavljala dodavanjem medijuma sa serumom. Celije su resuspendovane, a zatim brojane
pod mikroskopom. Brojanje se vrSilo na Blrker-Turk plocici kori§¢enjem boje tripan-plavo
(0.1%) koja omogucava razlikovanje zivih od mrtvih ¢elija. Nakon brojanja, odgovarajuci
broj ¢elija prebacen je u tube od 10 ml, ispiran puferom 1 x PBS i dalje kori§¢en za izolaciju

jedarnih proteina.
3.4.3. 1zolacija jedarnih ekstrakata iz HeLa éelijske linije

Za izolaciju jedarnih proteina iz ¢elijske linije HeLa koris¢eno je oko 1 x 10° éelija. Talog
prikupljenih HeLa ¢elija resuspendovan je u 400 pl hladnog pufera A (10 mM HEPES pH
7.9, 10 mM KCI, 0.1 mM EDTA, 0.1 mM EGTA, 1 mM DTT, 0.5 mM PMSF) i inkubiran
15 min na ledu, nakon Cega je dodavano 25 ul 10% rastvora Nonidet NP-40. Posle
intenzivnog vorteksovanja, homogenat je centrifugiran na 13000 rpm, 30 s, na 4°C. Talog, u
kome su se nalazila ¢elijska jedra, resuspendovan je u 50 pl hladnog pufera C (20 mM HEPES
pH 7.9, 0.4 M NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM DTT, 1 mM PMSF) i nakon toga
snazno muckan 15 min na 4°C (MultiBio RS-24, LKB). Jedarni ekstrakt centrifugiran je na
13000 rpm, 5 min, na 4°C, a supernatant je u alikvotima ¢uvan na -80°C [Schreiber i sar.,
1989].

3.4.4. Odredivanje koncentracije jedarnih proteina

Koncentracija proteina u jedarnom ekstraktu odredivana je tako Sto je 10 ul svakog uzorka
rastvarano u 790 pl vode, a zatim je dodavano 200 ul Bradford reagensa (Protein Assay Dye
Reagent, Bio-Rad, Munich, Germany). Nakon inkubacije od 5 min u mraku na ST,
apsorbancija je merena spektrofotometrijski, na talasnoj duzini od 595 nm (Ultrospec 3300
Pro, Amersham Biosciences). Uporedo sa uzorcima su pripremani blank i standardi, i
pravljena je standardna kriva. Standard su Cinile rastu¢e koncentracije govedeg serumskog
albumina (eng. bovine serum albumin -BSA 1 mg/ml, NE BioLabs, Massachusetts, USA)
[Bradford 1976].
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3.4.5. Analiza DNK-proteinskih interakcija na gelu

Interakcija jedarnih proteina sa konsenzus sekvencom za NF-kB ispitivana je metodom
EMSA. Metoda se zasniva na tome da radioaktivno obelezeni DNK fragment koji formira
kompleks sa proteinima iz jedarne celijske frakcije, migrira sporije od slobodnih DNK
fragmenata u nedenaturiSu¢em poliakrilamidnom gelu (Sto je na gelu vidljivo kao pomeraj -
shift) [Fried i sar., 1981; Wall i sar., 1988].

Kada se u reakcionu smesu doda antitelo koje specificno prepoznaje neki od proteina u
formiranom kompleksu protein-DNK, novonastali kompleks ima jo$ slabiju elektroforetsku
pokretljivost i dodatno zaostaje na gelu (supershift). Ukoliko dodato antitelo prepoznaje
DNK vezuju¢i domen proteina iz kompleksa, ono kompetira za vezivno mesto sa obelezenom
probom $§to rezultuje u tzv. ,,hladenju* kompleksa — formirani kompleks na gelu ima manji

intenzitet.

U izvedenim EMSA reakcijama koriS¢en je fragment DNK veli¢ine 21 bp, koji sadrzi
konsenzus sekvencu NF-kB. Ovaj fragment DNK sintetisan je hibridizacijom dva
oligonukleotida - oligonukleotida koji sadrzi konsenzus sekvencu, tzv. ,sense” i
komplementarnog, tzv. ,,antisense* oligonukleotida (tabela 8), od kojih je ,,sense* prethodno
radioaktivno obelezen na 5’ kraju. U supershift analizi kori$¢eno je komericijalno anti-p65

antitelo (Kat. broj Ab7970, Abcam, Cambridge, UK) ,

Tabela 8. Sekvence oligonukleotida od kojih je formirana NF-kB proba za EMSA analizu
[Stronati i sar., 2008]

Naziv Sekvenca (5’ - 3 smer)
NF-kB_sense AGTTGAGGGGACTTTCCCAGG
NF-kB_antisense CCTGGGAAAGTCCCCTCAACT

Napomena: Podvuceni nukleotidi predstavljaju konsenzus sekvencu NF-«B.
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Reakcija obelezavanja vrsena je pomocu T4 polinukleotidne kinaze (Thermo Scientific),
prema uputstvu proizvodaca. Reakciona smesSa za obelezavanje, finalne zapremine 20 pl,

sastojala se od slede¢ih komponenti:

= 10 pmol ,,sense* oligonukleotida

= 1.6 pmol y-32P dATP-a (6000Ci/mmol)
= 1xpufer A

= 4.8% PEG 6000 rastvora

= 10 U T4 polinukleotidne kinaze

Smesa je inkubirana na 37°C, 30 min, nakon ¢ega su se neugradeni radioaktivni nukleotidi
uklanjali iz smeSe metodom molekulskog sejanja kroz G-25 sefadeks kolonice (GE
Healthcare Life sciences). Obelezeni jednolancani oligonukleotid je u potpunosti uparavan u
vakuum centrifugi 1 potom rastvaran u 25 pl 10 puta razblazenog pufera za renaturaciju (10
mMTris-Cl pH 7.5, 50 mM NaCl, 10 mM MgCI2, 1 mM EDTA, 1 mM DTT). Zatim je u
smesu dodavan komplementarni oligonukleotid (,,antisense*) u velikom visku (5 puta veca
koli¢ina), kako bi sve jednolancane obelezene probe bile ukljucene u reakciju hibridizacije.
Hibridizacija obelezenog 1 neobelezenog oligonukleotida postignuta je kratkom
denaturacijom na temperaturi od 90°C u toku 3 min i renaturacijom - sporim hladenjem do
ST. Specifi¢ni aktivitet oligonukleotidne probe odredivan je merenjem na scintilacionom
brojacu (LKB). U svakoj EMSA reakciji koriS¢eno je 10000 cpm obeleZene probe.
Pripremljena obeleZena proba ¢uvana je na -20°C. Reakcija prevodenja neobelezenih proba

u dvolan¢anu formu vrSena je na isti nacin.

Metodom EMSA ispitivana je DNK vezujuéa aktivnost jedarnih proteina izolovanih iz
intestinalnog tkiva pacijenata, kontrolnih ispitanika i HeLa celija. HeLa DNK-proteinski
kompleks je sluZio kao ,,standard* u svim elektroforezama. Izmedu ispitanika je na ovaj nacin
bilo moguée porediti intezitete DNK vezujuce aktivnosti NF-kB, detektovane tokom

razli¢itih elekroforeza [van den Berg i sar., 2001].
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Reakciona smesa za EMSA analizu, finalne zapremine 25 ul, sastojala se iz:

= 10000 cpm 2P obeleZene dvolan¢ane probe

= 2 ugjedarnih proteina

= 1 x pufera za vezivanje (10 x pufer: 50 mM Tris-Cl pH 8.0, 250 mM NacCl, 5
mM DTT, 5 mM EDTA, 50 % glicerola)

= 50 ng nespecifiénog dvolan¢anog kompetitora, Poly(dI-dC) (Sigma-Aldrich)

U zavisnosti od vrste EMSA eksperimenta, smesi su dodavane i slede¢e komponente:

= Specifi¢ni kompetitor - hladna proba (neobelezena NF-kB dvolancana proba,
dodata u molarnom visku od 10 - 100 puta)
= Antitelo anti-p65 (0.2 pg/ul), 2 pg po reakciji (Abcam, Cambridge, UK)

Reakciona smeSa pripremana je na ledu, a potom inkubirana na 37°C tokom 30 min. U
slu¢aju supershift analize, antitelo i proteini su pre dodavanja radioaktivno obelezene probe
inkubirani na ledu 30 min, a zatim jo§ 30 min na ST. Nakon inkubacije jedarnih proteina sa
probom, reakcionoj smesi je dodavano 6 ul boje (0.25%, brom fenol plavo, 0.25% ksilen
cijanol, 30% glicerol) i potom je smeSa nanoSena na gel. Za elektroforetsko razdvajanje
fragmenata koris¢en je 4% poliakrilamidni gel (akrilamid : N,N’-metilenbisakrilamid, u
odnosu 29 : 1). Kao inicijatori polimerizacije kori$¢eni su 0.1% amonijumpersulfat (APS) i
0.01% tetrametiletilendiamin (TEMED), dok je za pripremanje gela koriS¢en 0.5 x TBE pufer
(100 mM Tris, 83 mM borna kiselina, | mM EDTA pH 8.0), koji je takode kori$¢en 1 kao
pufer za elektroforezu. Elektroforeza se odvijala pri konstantnom naponu od 250 V i struji
od 65 mA u toku jednog sata. Poliakrilamidni gel je suSen i analiziran na aparatu Phosphor
Imager (Cyclone, Perkin Elmer, Waltham, Massachusetts, USA) ili eksponiranjem
radiografskih filmova.

Razvijeni filmovi su skenirani u visokoj rezoluciji (600 dpi) i analizirani u GelQuant NET
softveru, programu za denzitometrijsku semikvantifikaciju (Biochem Lab Solutions). U
programu su izmereni inteziteti formiranih DNK-proteinskih kompleksa i predstavljeni

relativno u odnosu na Hel.a standard.
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3.5. Statisticka obrada rezultata

Za testiranje razlika u zastupljenosti genotipova izmedu pacijenata i kontrolnih ispitanika
kori$éeni su Pirsonov hi-kvadrat (y%) test nezavisnosti i FiSerov egzaktni test. Tabela
kontigencije 2x2 koriS¢ena je za racunanje koli¢nika verovatnoce (eng. odds ratio - OR) sa
odgovaraju¢im 95% intervalom poverenja (eng. confidence interval - CI). Testiranja su
vr$ena kori§¢enjem dominantnog genetickog modela po kome se heterozigotni i homozigotni
nosioci redeg alela zajedno analiziraju u odnosu na homozigotne nosioce ucestalijeg alela. U
cilju smanjenja greske koja nastaje viSestrukim testiranjem, za svaku grupu testova izvrSena
je korekcija nivoa znacajnosti upotrebom Benjamini—-Hochberg procedure (B-H), kojom se
uvodi nivo laznog otkri¢a (eng. false discovery rate - FDR) [Benjamini i sar., 1995]. Usvojen
nivo FDR je bio 0.1, $to znaci da je u proseku 10% znacajnih asocijacija dobijenih nakon
korekcije bilo lazno pozitivno. Za svaki analizirani genski lokus ispitano je da li distribucija
genotipova prati Hardi-Vajnbergovu ravnotezu upotrebom y? testa za ponasanje po

distribuciji (eng. goodness of fit).

Za pravljenje modela koji predvida prisustvo bolesti, rezultati dobijeni analizom varijanti
gena ispitivanih u ovoj studiji, kao i informacije o polu ispitanika, posluzili su kao set
podataka (eng. input) za analizu predikcije, koris¢enjem nekoliko algoritama ,,maSinskog
ucenja““. Modeli su napravljeni koris¢enjem dve grupe podataka: prvu grupu je Cinilo 72
pacijenta sa KB i 101 kontrolni ispitanik (KB set podataka, n = 173); drugu grupu je ¢inilo
95 pacijenata sa UK i 101 kontrolni ispitanik (UK set podataka, n = 196). Kao mera kvaliteta
modela kori$¢ena je vrednost povrSine ispod receiver operating krive (eng. the area under
the receiver operating curve, AUC) [Fawcett 2006], s obzirom da se ona najc¢esce koristi u
genetickim prediktivnim modelima [Janssens i sar., 2006]. AUC predstavlja procenjenu
verovatnocu da ¢e izmedu dve nasumicno izabrane osobe model dodeliti pozitivan rezultat
bolesnoj, a negativan rezultat zdravoj osobi. AUC vrednost varira izmedu 0.5 (nasumi¢na
klasifikacija) 1 1 (savrSena klasifikacija). Da bismo izabrali najoptimalniji model, primenili
smo k-fold validaciju [Krstajic i sar., 2014], kao metod koji odgovara veli¢ini naseg uzorka.
Upotrebljene su 4 klasifikuju¢e metode u statistickom programu R (R Development Core

Team):
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Elastic Net - glmnet R paket, v. 1.9.8 [Friedman i sar., 2010]
Neural Net - nnet R paket, v. 7.3-8 [Venables i sar., 2002]
Random Forest - randomForest R paket, v. 4.6-10 [Liaw i sar., 2002]

Ll

dva tipa SVM (eng. support vector machine): linearni i rbf (eng. radial basis function) -
R e1071 paket, v. 1.6-3 [Dimitriadou i sar., 2009]

Za statisti¢ku analizu nivoa ekspresije odabranih gena u ispitivanim grupama koris¢ene Su
mere centralne tendencije (srednja vrednost, standardna devijacija, medijana), dok su za
testiranje razlika izmedu grupa koris¢eni neparametarski testovi - Kruskal-Volisov (sa Dan-
Bonferoni post-hoc testom), Vilkoksonov test ranga i Man-Vitnijev U test. Za ispitivanje
prediktivnog znacaja analiziranih parametara kori$¢ena je metoda logisticke regresije i ROC

analiza (eng. receiver operating curve).

Za statisti¢ku analizu izmerenih inteziteta NF-xB-DNK kompleksa u ispitivanim grupama je
kori$¢ena medijana sa 95% intervalom poverenja. Za testiranje razlika u intezitetu formiranih
kompleksa izmedu grupa koris¢en je Kruskal-Volisov test (sa Dan-Bonferoni post-hoc
testom).

Statisticke analize uradene su pomocu programa SPSS v.21 (IBM SPSS Statistics, Chicago,
USA), dok je za dizajn prediktivnih modela koris¢en program R v.3.0.3. Nivo statisticke

znacajnosti je bio 0.05, a svi testovi su bili nedirekcioni (dvostrani).
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4.1. Ispitivanje uticaja genetic¢kih varijanti na rizik za nastanak hroni¢nih

inflamatornih bolesti creva

U ovoj studiji ispitana je asocijacija varijanti u genima NOD2, TLR4, TNF-a, IL-6, IL-15 i
IL-1RN sa pojavom KB i UK. Zatim su napravljeni modeli za predikciju KB i UK u koje su
ukljuceni podaci o svim analiziranim genetickim varijantama, kao i informacija o polu
ispitanika. Takode, ispitana je asocijacija varijante U genu IL-6 sa granulomatoznim
bolestima, u koje spadaju KB i RA. Na kraju je ispitana asocijacija varijanti gena HLA-DQ

sa rizikom za nastanak CB.

4.1.1. Inflamatorne bolesti creva
4.1.1.1. Demografski i klini¢ki opis ispitanika ukljuéenih u studiju

Demografske i klinicke karakteristike pacijenata sa IBC prikazane su u tabeli 9. Demografske
karakteristike zdravih ljudi, koji su u ovoj studiji kori$¢eni kao kontrolni ispitanici, prikazani

su u tabeli 10. Kontrolna grupa je po uzrastu i polu usaglasena sa grupom pacijenata.

Tabela 9. Demografske i klinicke karakteristike pacijenata sa IBC

Karakteristike KB UK
Ukupan broj pacijenata N=72 N =095
Pol (muskarci/zene), br. 38/34 48/47
Starost (god.), medijana (opseg) 35.5 (19 - 64) 43.0 (20 - 78)
Pacijenti u aktivnoj fazi bolesti, br. (%) 44 (61.1%) 63 (66.3%)
Pacijenti u neaktivnoj fazi bolesti, br. (%) 28 (38.9%) 32 (33.7%)
Porodi¢na istorija bolesti, br.(%) 8 (11.0%) 10 (10.5%)
Operacije, br. (%) 29 (40.3%) 3 (3.1%)
EIMS br. (%) 12 (16.6%) 19 (20.0%)
Terapija, br. (%)
e Bez terapije” 11 (15.3%) 12 (12.6%)
e 5-Aminosalicilna kiselina (5-ASA) 28 (38.9%) 51 (53.7%)
o Kortikosteroidi i/ili Imunomodulatori 32 (44.4%) 28 (29.5%)
e Infliksimab 1 (1.4%) 4 (4.2%)
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Podetak bolesti'

KB - br. (%) UK - br. (%)
Al (<16 god.) 1 (1.4%) Al (<16 god.) 1(1.1%)
A2 (17 - 40 god.) 59 (81.9%) | A2 (17 - 40 god.) 76 (80.0%)
A3 (>40god.) 12 (16.7%) A3 (>40god.) 18 (18.9%)

Lokalizacija bolesti’

KB - br. (%) UK - br. (%)
L1 (ileum) 25 (34.7%) | E1 (proktitis) 16 (16.8%)
L2 (kolon) 19 (26.4%) E2 (levostrani kolitis) 28 (29.5%)
L3 (ileum i kolon) 28 (38.8%) E3 (prosireni kolitis) 51 (53.7%)
L4 (gornji Gl trakt)” 0 (0.0%)

Fenotip bolesti

KB - br. (%) UK - br. (%)

B1 (nestrikturirajuci, 38 (52.8%) | SO (remisija) 24 (25.2%)
nepenetrirajuci)
B2 (strikturirajuéi) 17 (23.6%) | S1 (blag oblik) 40 (42.1%)
B3 (penetrirajuéi) 11 (15.3%) | S2 (umeren oblik) 21 (22.1%)
B2 + B3 6 (8.3%) S3 (teski oblik) 10 (10.5%)
P (perianalna bolest)! 10 (13.9%)
Napomena:

SEIM — Ekstraintestinalne manifestacije

# Pacijenti koji nisu bili izloZeni bilo kojoj vrsti terapije U trenutku uzimanja uzorka
*Montrealska klasifikacija bolesti

t.p” se dodaje fenotipu B1 - B3 ako uz njega postoji i pridruzena perianalna bolest
“Moze biti dodat lokalizaciji L1 - L3 ako uz nju postoji i bolest gornjeg
gastrointestinalnog (Gl) trakta

Tabela 10. Demografske karakteristike zdravih ispitanika uparenih sa IBC grupom

Karakteristike Kontrolni ispitanici
Ukupan broj ispitanika N =101

Pol (muskarci/zene), br. 50/51
Starost (god.), medijana (opseg) 38.0 (21 - 83)

4.1.1.2. Detekcija odabranih geneti¢kih varijanti

Koris¢enjem metode PCR-RFLP ispitano je prisustvo 10 genetic¢kih varijanti. Na slici 7

prikazani su profili fragmenata DNK koji se dobijaju nakon izvrSene digestije.
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NV N/N N/N
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L NV N/N N/N

Leul007fsinsC

= — 180 bp
L ~ 140bp
— 120bp £
W B — 66 +54bp 5
NOD2
N/N NN NV NN NN L NV NN WV
Asp299Gly - Thraggile G-174C
- 407 by
275b - = 57np — 331bp
=i =g
TLR4 IL-6

L VNV N/N NN NV

L N/N NV N/N NV VN
C-511T

£
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97 bp - e =300 p— 114 bp

TNF-a IL-18
Slika 7. Detekcija ispitivanih geneti¢kih
varijanti primenom metode PCR-RFLP.
intron 2 intron 2 Iznac! syakgg _uzo_rka na geh_l nazpaéen(_) je
VNTR VNTR da li je ispitanik homozigotni nosilac
cesceg  (,,normalnog®) alela  (N/N),
heterozigotni nosilac (N/V) ili homozigotni
= ‘;g - 3‘1’%%'; nosilac redeg (,,varijantnog®) alela (V/V).
— 240bp = 240bp U slucaju IL-1RN, jedna PCR reakcija je
bila dovoljna za detekciju A1/2/3 alela
(kombinacije su prikazane na slici). Za
IL-1RN procenu duzine dobijenih fragmenata

kori§¢ena je DNK molekulska lestvica od
100 bp (L).
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4.1.1.3. Analiza asocijacija ispitivanih geneti¢kih varijanti sa prisustvom IBC

Genotipizacijom pacijenata sa KB i UK, kao i zdravih ispitanika, utvrdena je distribucija
genotipova i alela za NOD2, TLR4, TNF-a, IL-6, IL-14 i IL-1RN u ove tri grupe (tabela 11).

Tabela 11. Ucestalost genotipova i alela vezanih za ispitivane geneticke varijante u grupama
pacijenata sa KB, UK i u kontrolnoj grupi

» Ucestalost genotipova (%) Ucestalost alela p vrednost
Geneticke <
varijante - KB UK ontr . "
Genotip n=72 n=95 n=101 Alel KB UK Kontr p p p
NOD2 Wit 56 (77.8) / 95 (94.0) 702Trp 003  / 0.01 0.2F / /
Arg702Trp Ht 14 (19.4) / 6 (6.0) 908Arg 0.03  / 0.005 003"/ /
Gly908Arg +
Arg684Trp 684Trpi 0.01 / 0.00 / / /
Asp/A . 4.2 4 (93.1 A 91 092 97
R4 sp/Asp  60(83.3) 80(84.2) 94 (93.1) sp 091 09 0.9 003 006 071
ASD299C| Asp/Gly  11(15.3) 15(15.8) 7(6.9) Gly 009 008 003
PESEY T Giyiely  1(14)  0(00)  0(0.0)
Thr/Th 61(84.7) 79 (83.2 91 (90.1 Th 0.92 0.92 0.95
TLR4 Thrr/IIer 10 Els 9; 16 216 8; 10((9 9)) ||er 0.08 008 0.5 020 017 100
Thr3991le ) ) ) ' ' '
le/lle 1(1.4)  0(0.0) 0(0.0)
GG 47 (65.3) 85 (89.5 80 (79.2 G 0.82 0.95 0.89
TNF-a ( ) ( ) ( ) 0.06 0.04 0.0002
G.308A GA 24 (33.3) 10(105) 20 (19.8) A 018 005  0.11
AA 1(1.4) 0 (0) 1(1)
GG 68 (94.4) 89 (93.7 94 (93.1 G 0.97 0.97 0.97
TNF-a (344) 89(837) 841 0.77f 100 100t
GA 4(56) 6(6.3) 7 (6.9) A 0.03 003 003
G-238A
AA 0 (0) 0 (0) 0 (0)
GG 24 (33.3) 40 (42.1 51 (50.5 G 0.61 0.66 0.69
IL-6 ( ) ( ) ( ) 0.14 052 0.38
G.174C GC 40 (55.6) 45 (47.4) 37 (36.6) C 039 034 031
cc 8(11.1) 10(105) 13(12.9)
CcC 33 (45.8) 36(37.9 42 (41.6 C 0.67 0.63 0.64
IL-1p ( ) ( ) ( ) 0.50 0.81 0.37
iy cT 31 (43.1) 47(495) 45 (44.5) T 033 037 036
TT 8(11.1) 12(12.6) 14(13.9)
A1Al  34(47.2) 47(495) 68(67.3) Al 068 0.71 0.79 + n +
0.05" 0.17 0.76
ILARN ALA2  28(38.9) 39(41.1) 22(21.8) A2 030 026  0.19
VNTR A2A2 7097  4(4.2) 7 (6.9) A3 0.02 003  0.02

ALA3 2(28) 2(21)  2(2.0)
A2A3 1(14) 332  2(20)
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Napomena za tabelu 11:
- Za ispitivanje razlika izmedu KB i kontrolne grupe *, UK i kontrolne grupe KB i UK

gru pe*** kori¢en je Pirsonov y? test. Neka poredenja zahtevala su Fiserov egzaktni test’. fU
slu¢aju NOD2 684Trp varijante test nije primenjen s obzirom da je ova geneti¢ka varijanta
detektovana samo kod jednog pacijenta.

- Istaknuta p vrednost predstavlja jedinu statisti¢ki znacajnu razliku nakon Benjamini-
Hochberg korekcije za visestruka testiranja. Prihvacen procenat laznih otkri¢a (FDR) je 10%.
Pod ovim uslovom, korigovani nivo znacajnosti za testiranja izmedu KB i UK iznosio je pk
= 0.01. Nakon korekcije, razlike izmedu KB i kontrolne grupe, kao i UK i kontrolne grupe,
nisu bile statisti¢ki znaéajne.

- Skracenice: Wt — ucestaliji, ,,wild type* genotip; Ht - heterozigot; sHt - sloZeni heterozigot;
Kontr - kontrolna grupa

Aleli asocirani sa pojavom IBC

Nadena je asocijacija NOD2 908Arg i 1007fsinsC alela sa KB (F, p = 0.03 i p = 0.03), dok
alel 702Trp nije pokazao znacajno vecu ucestalost u grupi bolesnih u odnosu na kontrolnu
grupu (F, p = 0.2). Kod jednog pacijenta detektovana je retka geneticka varijanta NOD2
684Trp.

Ucestalost TLR4 299Gly alela je bila znacajno veca kod pacijenata sa KB u odnosu na
kontrolne ispitanike (x? (1) = 4.78, p = 0.03). Ucestalost ovog alela je takode bila visa kod
pacijenata sa UK u odnosu na kontrolne ispitanike, ali razlika nije pokazala statisticku
znacajnost (x (1) = 3.63, p = 0.06).

Analiza vezana za varijantu TNFo G-308A je pokazala da je alel A povezan sa KB (y? (1) =
3.61, p = 0.06), dok je alel G povezan sa UK (x (1) = 4.14, p = 0.04). Kada je distribucija
alela uporedena izmedu pacijenata sa KB i UK, razlika je pokazala visok nivo statisticke
znacajnosti (¥ (1) = 13.94, p = 0.0002).

Nakon genotipizacije VNTR u intronu gena IL-1RN, u celokupnom uzorku su detektovani
samo aleli A1, A2 i A3. Alel Al je bio dominantniji u grupi zdravih, a A2 u grupi bolesnih.
Razlika u distribuciji alela A1, A2 i A3 izmedu pacijenata sa KB i kontrolnih ispitanika je

bila na granici statisticke znacajnosti (F, p = 0.05).
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Uvodenjem Benjamini-Hochberg korekcije za visestruka testiranja (B-H, FDR = 10%), sve

znacajne razlike su bile izgubljene, sem za razliku u distribuciji alela TNFa G-308A izmedu

KB i UK grupe.

Genotipovi asocirani sa pojavom IBC

Da bismo ispitali rizik koji genotipovi nose za razvoj IBC, izrac¢unali smo koli¢nik

verovatnoc¢e, OR (eng. odds ratio), i njegov 95% interval poverenja, uz pomo¢ 2x2 tabela

kontigencije i primenom dominantnog genetickog modela. Slika 8 prikazuje izracunte OR,

95% intervale poverenja i p vrednosti vezane za ispitivane genotipove za poredenja - KB :

kontrolna grupa i UK : kontrolna grupa.

NOD2 .
(WY Ht + sHt) *
TLR4 Asp299Gly +
(AspAspR/ AspGly + GlyGly) L

TLR4 Thr399lle +

(ThrThrR/ Thrlle + llelle) =

TNF-a G-308A +
(GGR/ GA + AA)

TNF-a G-238A +

(GGR/ GA + AA) =

IL-6 G-174C e, g
(GGR/ GC + CC) i

IL-18 C-511T e, o

(CCRICT +TT) e . e

IL-1RN VNTR =

A

(A2 nenosioci®/ A2 nosioci)

0.2

OR sa 95% intervalom poverenja

1

p vrednost

0.002

0.04
0.05

0.29
0.15

0.04
0.05

0.76F
0.86

0.02
0.24

0.58
0.59

0.01
0.01

Slika 8. Asocijacija ispitivanih genotipova sa prisustvom KB i UK. Za svaki genotip procenjena OR
vrednost je predstavljena kao simbol (¢ - poredenje izmedu KB i kontrolne grupe, m - poredenje
izmedu UK 1 kontrolne grupe). Linijama je pokriven 95% interval poverenja za odgovaraju¢u OR
vrednost. Vrednost veéa od 1 predstavlja pozitivnu asocijaciju, dok vrednost manja od 1 predstavlja
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negativnu asocijaciju. Ukoliko 95% interval poverenja ne ukljucuje vrednost 1, smatra se da
asocijacija ima statisti¢ku znacajnost. Odgvarajuce p vrednosti dobijene su Pirsonovim y? i Fiserovim
egzaktnim testom (F). Nakon usvojenog FDR od 10%, korigovani nivo statisticke znacajnosti iznosio
je pk = 0.06 za viSestruka testiranja izmedu KB i kontrolne grupe, a pk = 0.01 za viSestruka testiranja
izmedu UK i kontrolne grupe. Istaknute p vrednosti su ostale znacajne i nakon korekcije. Skracenice:
Wt — ucestaliji, ,,wild type‘ genotip; Ht - heterozigot; sHt - sloZzeni heterozigot; R-referentni genotip.

U proceni rizika za nastanak KB uzete su u obzir sve Cetiri manje uéestale varijante u genu
NOD2 (Arg702Trp, Gly908Arg, Leul007fsinsC, Arg684Trp), bilo da su prisutne u
heterozigotnom ili slozenom heterozigotnom genotipu. Nosioci redih genotipova NOD2
imali su 4.5 puta vecu Sansu da razviju KB u odnosu na nosioce ucestalijeg genotipa (OR =
4.52,95% CI 1.67-12.23; ¥ (1) = 10.04, p = 0.002).

Rezultati su pokazali da je kod nosioca genotipova TLR4 299 Asp/Gly i Gly/Gly Sansa za
dobijanje KB bila 2.7 puta veéa (OR = 2.69, 95% CI 1.00-7.21; y* (1) = 4.08, p = 0.04), a za
UK 2.5 puta veéa (OR = 2.52, 95% CI 0.98-6.48; x> (1) = 3.86, p = 0.05) u poredenju sa

nosiocima genotipa Asp/Asp.

Genotipovi TNF-a -308 GA i AA pokazali su pozitivnu asocijaciju sa KB (OR = 2.03, 95%
Cl11.02-4.0, ¥ (1) = 4.18; p = 0.04), ali negativnu sa UK (OR = 0.45, 95% CI 0.19-1.01; >
(1) =3.87, p=0.05).

Na osnovu dobijenih rezultata za IL-6 -174, procenjeno je da su nosioci genotipova GC i CC
imali 2 puta vecu $ansu da razviju KB u odnosu na nosioce genotipa GG (OR = 2.04, 95%
Cl11.09-3.81; 2 (1) = 5.04, p = 0.02).

Takode, pokazano je da genotipovi IL-1RN koji sadrze alel A2 (A1A2, A2A2 i A2A3) nose
veéi rizik za razvoj KB (OR = 2.26, 95% Cl 1.21-4.22, ¥* (1) = 6.6, p = 0.01), kao i UK (OR
=2.12,95% CI 1.18-3.80, % (1) = 6.45, p = 0.01) u odnosu na genotipove koji ga ne sadrze
(ALAL, ALA3).

Nakon uvedene korekcije za visestruka testiranja (B-H, FDR = 10%), asocijacije izmedu KB
I ispitivanih varijanti u genima NOD2, TLR4 (299), TNF-a (-308), IL-6 i IL-1RN ostale su

znacajne, dok je kod UK znacajna asocijacija zadrzana samo sa varijantom u genu IL-1RN.
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Interakcija pola i genotipa TLR4 u pojavi KB

Rezultati su ukazali na znacajnu polnu razliku u distribuciji ispitivanih genotipova TLR4
medu pacijentima sa KB (Slika 9A). Uzimajuc¢i u obzir geneticke varijante Asp299Gly i
Thr399lle, utvrdeno je da su nosioci manje ucestalog alela medu pacijentima ve¢inom bile
zene. U KB grupi, identifikovano je 26.5% zena-nosioca alela 299Gly u poredenju sa 7.9%
muskaraca (y° (1) = 4.46, p = 0.035). Sli¢no, kod 26.5% obolelih Zena i 5.3% obolelih
muskaraca identifikovan je alel 3991le (x> (1) = 6.24, p = 0.013). Razlika u distribuciji
genotipova TLR4 izmedu polova nije nadena u grupi zdravih ispitanika. Takode, poredenjem
ucestalosti nosioca alela 299Gly izmedu zdravih Zena i onih obolelih od KB, nadena je
znacajna razlika - 9.8% zena u kontrolnoj grupi nosilo je alel 299Gly u odnosu na 26.5%
Zena U grupi obolelih od KB (3 (1) = 4.12, p = 0.04) (slika 9B).

Slika 9. Razlike u distribuciji genotipova

[ ! | | TLR4 izmedu polova kod KB pacijenata

100% r —
< 2
& e A. Grafikon prikazuje razliku u
g sm = distribuciji genotipova vezanih za
g R genetiCke varijante TLR4
= s : Asp299Gly i Thr399Ile izmedu
% 7 polova u grupi obolelih od KB.
o / é ] é Medu nosiocima genotipova 299
KB Zene, n = 34 AspAsp Aélr;(éllgg ThrThr T;T2|I|Z+ ASp/G|y i GIy/GIy, kao i

genotipova 399 Thr/lle i lle/lle,
zene su bile ucestalije nego
muskarci. Ove razlike su pokazale
statistiCku znacajnost (p = 0.035i p
=0.013).

KB muskarci, n = 38
TLR4 Asp299Gly  TLR4 Thr398lle

B *n =004 p=0.16

100%

Razlike u distribuciji genotipova
TLR4 prikazane su izmedu
kontrolne grupe i KB grupe. Zene
: sa KB ¢esc¢e su bile nosioci

oo genotipova 299 Asp/Gly i Gly/Gly
(p =0.04), kao i genotipova 399
o Thr/lle i lle/Ile (bez statisticke
AspAsp  AspGly+ ThrThr  Thrile+ znacajnosti) u poredenju sa

B kontrole zene, n = 51 GlyGly llelle zdravim enama.

KBZene,n=34  11R4 Asp299Gly TLR4 Thr399lle

A

50%

g 1111

% nocioca genotipa

:
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4.1.1.4. Hardi-Vajnbergova ravnoteza

Na osnovu distribucije analiziranih genotipova je utvrdeno da su KB, UK i kontrolna grupa
u Hardi-Vajnbergovoj ravnoteZzi za sve ispitivane geneticke varijante, izuzev za varijantu u
genu IL1-RN u kontrolnoj grupi, gde su homozigoti (A1Al i A2A2) bili zastupljeni vise, a
heterozigoti (A1A2) manje nego Sto je ocekivano (p = 0.04).

4.1.1.5. Prediktivni model

U pravljenju modela za predikciju KB i UK Koristili smo pet klasifikacionih metoda. Kvalitet
predikcije ispitan je kroz sposobnost modela da klasifikuje individue kao bolesne ili zdrave.
Mera preciznosti klasifikacije modela izrazena je preko AUC vrednosti. U model za
predikciju KB ukljucili smo podatke dobijene analizom varijanti u genima NOD2, TLR4,
TNF-a, IL-6, IL-15 1 IL-1RN, kao i podatke vezane za pol ispitanika. Model za predikciju UK
ukljucivao je sve geneticke varijante kao za KB, osim varijanti u genu NOD2. Najvecéa
preciznost klasifikacije je postignuta kada su sve analizirane geneticke varijante bile

ukljucene, a ne samo one koje su pokazale znacajnu asocijaciju sa KB i UK.

U tabeli 12 prikazane su AUC vrednosti za KB i UK set podataka, za pet koris¢enih
klasifikatora. Porede¢i ucinak klasifikacionih metoda, pokazano je da rbf SVM metod daje
predikciju sa najvecim kvalitetom (AUC = 0.69 za KB i AUC = 0.60 za UC set podataka).
Ovo znadi da prediktivni model u koji su ukljuene informacije o ispitivanim geneti¢kim
varijantama, zajedno sa podacima o polu ispitanika, moze razlikovati pacijente sa KB od

zdravih ispitanika u 69% slucajeva, a pacijente sa UK od zdravih ispitanika u 60% slu¢ajeva.

Tabela 12. AUC vrednosti koris¢enih modela za predikciju KB i UK baziranih na
informacijama o genotipu i polu ispitanika

Algoritam KB auc UK auc
Elastic Net 0.653 0.551
Neural Net 0.655 0.555
Random forest 0.642 0.534
linear SVM 0.656 0.576
rbf SVM 0.690 0.601
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4.1.1.6. Ispitivanje genetickih markera granulomatoznih bolesti - poredenje Kronove

bolesti sa reumatoidnim artritisom

Jedna od karakteristika KB je prisustvo granulomatoznih formacija u intestinalnoj mukozi.
Granulomatozna inflamacija je karakteristicna i za druge bolesti, ukljuc¢ujuci reumatoidni
artritis (RA). Poznato je da postoji preklapanje genetickih markera izmedu KB i RA
[Richard-Miceli i sar., 2012]. S tim u vezi, nas cilj je bio da ispitamo da li je IL-6 G-174C

zajednicki geneticki marker ova dva tipa granulomatoznih bolesti.

Distribucija geneticke varijante IL-6 G-174C u analiziranoj grupi pacijenata sa RA [Jancic i
sar., 2013] uporedena je sa grupom pacijenata sa KB i kontrolnim ispitanicima, i prikazana
u tabeli 13.

Tabela 13. Distribucija IL-6 genotipova u KB, RA i kontrolnoj grupi

Genotip, n (%) KB RA Kontrole

GG  24(333) 23(298)  51(50.5)
GC  40(55.6) 45(58.4)  37(36.6)
cC  8(iL1) 9 (11.7) 13 (12.9)

IL-6
G-174C

Sliéno kao kod pacijenata sa KB, ucestalost nosioca alela -174C bila je znacajno veéa kod

pacijenata sa RA u poredenju sa kontrolnim ispitanicima (x* (2) = 7.65, p = 0.006).
4.1.1.7. SaZetak rezultata

Rezultati pokazuju da su analizirane varijante u genima NOD2 (Arg702Trp, Gly908Arg,
Leul007fsinsC, Arg684Trp), TLR4 (Asp299Gly), TNF-a (G-308A), IL-6 (G-174C) i IL-1RN
(A2 VNTR) asocirane sa pojavom KB, dok je pojava UK asocirana samo sa varijantom u
genu IL-1RN (A2 VNTR). Kod pacijenata sa KB je pokazana asocijacija pola i genotipa
TLRA4. Prediktivni model koji ukljucuje podatake o svim ispitivanim genetickim varijantama,
kao i podatake o polu ispitanika, pokazuje bolji kvalitet u predikciji KB u odnosu na
predikciju UK. Ovaj model razlikuje ispitanike sa KB u odnosu na zdrave ispitanike u 69%

slucajeva, a ispitanike sa UK u odnosu na zdrave ispitanike u 60% slucajeva.
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Geneticka varijanta IL-6 G-174C je asocirana sa pojavom KB i RA. S obzirom da su obe
patologije granulomatoznog tipa, IL-6 G-174C mozZe biti potencijalni marker inflamatornih

poremecaja koji U SV0joj osnovi imaju granulomatoznu formaciju.
4.1.2. Celija¢na bolest
4.1.2.1. Demografski opis ispitanika ukljucenih u studiju

Demografske karakteristike pacijenata sa CB i zdravih ispitanika ¢iji su uzorci kori$éeni u

ovoj studiji prikazane su u tabeli 14.

Tabela 14. Demografske karakteristike pacijenata sa CB i kontrolnih ispitanika

Karakteristike CB Kontrolni ispitanici
Ukupan broj pacijenata N=73 N =62

Pol (muskarci/Zene), br. 19/54 27/35
Starost (god.), medijana (opseg) 12 (1-22) 11 (1-53)

4.1.2.2. Detekcija varijanti gena HLA-DQ

Koris¢enjem metode PCR-SSP pracene fragment analizom (FA), kod pacijenata sa CB i
kontrolnih ispitanika ispitano je prisustvo HLA-DQAL, -DQB1 i -DRB1 genskih varijanti.
Zahvaljujuéi visokom stepenu neravnoteze u nasledivanju ova tri alela, haplotipovi svakog
pacijenta se mogu utvrditi dedukcionom analizom. Slika 10 prikazuje profile analiziranih

alela nakon FA.
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DQA1*05
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Slika 10. Elektroforegram na
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karakteristi¢ni za razli¢ite HLA-
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U DQA1*05-DQB1*02 i
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4.1.2.3. Imenovanje varijanti gena HLA-DQ

Nakon utvrdivanja haplotipova, HLA-DRB1-DQA1-DQB1 varijante su klasifikovane na
osnovu prisustva i hromozomske pozicije alela povezanih sa rizikom za nastanak CB. Metod
klasifikacije i imenovanja je prihvacen iz prethodnih studija [Megiorni i sar., 2009; Piccini i
sar., 2012] i prikazan u tabeli 15.

Tabela 15. Sistem klasifikacije HLA-DRB1-DQA1-DQBL.1 varijanti

DQA1*05 i DQB1*02 su prisutni na istom hromozomu
DQ2.5 e . .
(,,in cis “ konfiguracija)
p2 prisustvo DQB1*02 / odsustvo DQA1*05
ol prisustvo DQA1*05 / odsustvo DQB1*02
DQA1*05 i DQB1*02 su prisutni na razli¢itim
aS/p2 . - o . -
hromozomima (,,in trans “ konfiguracija)

DQ8 DQA1*03 i DQB1*03:02 su prisutni na istom hromozomu

X odsustvo oba DQA1*05 i DQB1*02 alela
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4.1.2.4. Analiza asocijacija genotipova HLA-DQ sa pojavom CB

Kod dece obolele od CB i kod zdravih ispitanika je izvrSena identifikacija HLA-DQA1, HLA-
DQBL1 i HLA-DRBL1 alela, a zatim je utvrden haplotip ispitanika. U tabeli 16A prikazana je
distribucija genotipova HLA-DQ u grupi bolesnih i kontrolnoj grupi. Razlike u frekvenci

genotipova izmedu grupa Su testirane Fiserovim egzaktnim testom.

Test je pokazao pozitivnu asocijaciju izmedu CB i genotipova DQ2.5/DQ2.5, DQ2.5/B2 i
DQ2.5/X (p=0.006, p=0.02ip=4.5x10°). Negativna asocijacija je nadena izmedu pojave
CB i prisustva alela DQA1*05 (p = 4.6 x 107), ali samo ukoliko je ovaj alel prisutan
nezavisno od alela DQB1*02 (a5/X). Genotipovi koji u svom sastavu nisu imali alele
DQA1*05 i DQB1*02 (oznaceni kao X/X), pokazali su jasnu negativhu asocijaciju sa
pojavom CB (p = 3 x 109).

Tabela 16. Distribucija genotipova HLA-DQ kod pacijenata sa CB i zdravih ispitanika

HLA-DQ genotip CB (n=73) Kontrole (n=62) p
n % n %

A | DQ2.5/DQ2.5 14 19.2 2 3.2 0.006
DQ2.5/52 12 16.4 2 3.2 0.02
DQ2.5/X 38 52.1 9 14.5 45x10°
DQ8/DQ8 0 0.0 1 1.6 0.46
DQ8/X 2 2.7 10 16.1 0.01
as/p2 5 6.8 3 4.8 0.73
B2IX 2 2.7 3 4.8 0.66
a5IX 0 0.0 17 27.4 4.6 x107
XIX 0 0.0 15 24.2 3x10°

B | DQ2, DQ8 pozitivni 71 97.3 27 435
DQ?2 pozitivni 69 94.5 16 25.8 9.6 x 1018
DQ8 pozitivni 2 2.7 11 17.7 0.004
DQ2, DQ8 negativni 2 2.7 35 56.5 3.6x10™

Napomena: p vrednosti su rezultat FiSerovog egzaktnog testa, a prihvacen nivo za statisticku
znacajnost bio je 0.05
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Frekvence nosioca genotipova koji daju DQ2 fenotip (oznaceni kao genotipovi DQ2) i oni
koji daju DQ8 fenotip (oznaceni kao DQ8) sumirane su u tabeli 16B. Genotipovi DQ2 nadeni
su kod 94.5% pacijenata u poredenju sa 25.8% kontrolnih ispitanika, ukazujuéi na statisticki
znacajnu razliku izmedu ove dve grupe (p = 9.6 x 1078). Genotip DQ8 naden je samo kod
2.7% pacijenata, u poredenju sa 17.7% zdravih ispitanika. U ovom sluc¢aju DQ8 je bio

znacajno ¢e$¢i u kontrolnoj u poredenju sa CB grupom (p = 0.004).
4.1.2.5. Gradijent relativnog rizika vezan za genotip HLA-DQ

Ispitanici su bili podeljeni u grupe u zavisnosti od genotipa koji nose. Za svaku grupu je
procenjen relativni rizik za pojavu CB koji predstavlja rizik odredenog genotipa u odnosu na
genotip sa najve¢im rizikom. Primeéeno je postojanje gradijenta, sa najvec¢im rizikom u
DQ2.5/DQ2.5 grupi, koji je pracen rizikom DQ2.5/52 i DQ2.5/X grupe. Genotip a5/52 je
pokazao srednji nivo rizika, a najmanji rizik dobijen je za genotipove DQ8/DQ8 i DQ8/X,
kao i za 82, a5 i X/X, u odnosu na genotip DQ2.5/DQ2.5 (tabela 17).

Tabela 17. Procenjeni relativni rizik za pojavu CB vezan za odredeni genotip HLA-DQ

Grupa HLA-DQ genotip RR 1/RR
Gl DQ2.5/DQ2.5 1.000 1
G2 DO2.5/B2 0.857 1.2
G3 DQ2.5/X 0.603 1.7
G4 a5/p2 0.238 4.2
G5 DQ8/DQ8, DQ8/X 0.026 385
G6 b2, a5, X/'X 0.008 125

Napomena: Rizik je izracunat kao procenat odredenog genotipa HLA-DQ u grupi pacijenata u odnosu
na procenat tog genotipa u kontrolnoj grupi ((% genotipa kod pacijenata / % genotipa kod kontrola)
X verovatnoca da se bolest javi u opstoj populaciji). Ovako izracunat rizik je za svaku grupu prikazan
relativno (RR) u odnosu na grupu sa najve¢im procenjenim rizikom. Zbog jednostavnosti, u tabeli je
data i vrednost 1/RR, koja prikazuje koliko puta iznosi smanjenje RR vezanog za odredeni genotip
HLA-DQ u odnosu na genotip sa najve¢im RR, u ovom slu¢aju DQ2.5/DQ2.5.
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4.1.2.6. Sazetak rezultata

Rezultati su pokazali da je prisustvo genotipova DQ2 (DQ2.5/DQ2.5, DQ2.5/52, DQ2.5/X i
a5/2) jako asocirano sa CB. lako je DQ8 detektovan u grupi pacijenata, njegova ucestalost
je bila veca kod zdravih ispitanika. Takode, procenjeno je da nosioci DQ2 imaju razli¢it rizik
za dobijanje CB, sto zavisi od prisustva jednog ili dva haplotipa DQ2.5, jednog ili dva alela
DQB1*02, kao i medusobne pozicije alela DQAL1*05 i DQB1*02 (na istom ili razli¢itim

hromozomima).

4.2. Ispitivanje nivoa ekspresije gena za inflamaciju i apoptozu relativhom

kvantifikacijom iRNK kod pacijenata sa Kronovom boles¢u
4.2.1. Karakteristike pacijenata sa KB i kontrolnih ispitanika

U ovoj studiji ispitivana je ekspresija gena za inflamaciju (IL-6, TNF-«a) i apoptozu (Bcl-2,
Bax, Fas, FasL) u intestinalnom tkivu i mononuklearnim ¢elijama periferne krvi pacijenata
u aktivnoj fazi KB, kao i kontrolnih ispitanika. Od svakog pacijenta uzeta je uparena biopsija
intestinalnog tkiva, tako $to je sa istog intestinalnog lokaliteta tkivo uzorkovano sa dva mesta
- sa dela zahvacenog inflamacijom (,,bolesno* tkivo) i sa dela nezahvacenog inflamacijom
(,,zdravo® tkivo*). Kod dva pacijenta biopsije nisu bile sa istog lokaliteta, ta¢nije, zdravo
tkivo je uzorkovano iz mukoze kolona, a bolesno iz mukoze ileuma. Kontrolnu grupu su
¢inili ispitanici kod kojih je prisustvo IBC iskljuceno, i kojima su biopsije uzete iz tkiva
kolona. Demografski opis ispitivanih grupa, lokalitet bolesti i uzetih biopsija, kao i lekovi
kojima su pacijenti bili tretirani u momentu uzimanja biopsija, predstavljeni su u tabeli 18.

Grupe bolesnih i zdravih ispitanika uskladene su starosno i po polu.
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Tabela 18. Opis pacijenata sa KB i kontrolnih ispitanika ¢iji su uzorci koris¢eni u studiji

Karakteristike (n Eeé 2) I?rc])r;tlécil)e
Starost (medijana, opseg) 38 (19 - 49) 40 (21 - 66)
Pol (muski/zenski) 11/13 11/10
Lokacija bolesti

lleum 10 /
lleum i kolon 11 /
Kolon 3 /
Lokacija biopsiranog tkiva Z B K
Terminalni ileum 15 17 /
Kolon 9 7 21
Terapija

Bez terapije* 7 /
5-ASA** 13 /
5-ASA+*** 4 /

Napomena: *- pacijenti bez prethodno uvedene terapije, **- pacijenti koji su tretirani
aminosalicilatima (5-ASA), ***- 2 pacijenta su tretirana aminosalicilatima u kombinaciji sa
kortikosteroidima ili tiopurinskim lekovima, 1 pacijent je primao tiopurinski lek, dok je 1 pacijent
imao kombinaciju kortikosteroidne i tiopurinske terapije (5-ASA+); Z - zdravo tkivo pacijenata sa
KB, B - bolesno tkivo pacijenata sa KB, K - kontrolno tkivo

4.2.2. Nivo ekspresije gena u intestinalnom tkivu pacijenata sa KB i kontrolnih

ispitanika

Ekspresija ispitivanih gena merena je u tkivu kolona 21 kontrolnog ispitanika. Kod
pacijenata, ekspresija je merena u 9 biopsija zdravog i 7 bolesnog tkiva kolona, i 15 biopsija
zdravog i 17 bolesnog tkiva ileuma. Tabela 19 sadrzi podatke o merama centralne tendencije
za ekspresiju svakog gena u zavisnosti od statusa tkiva (kontrolno / zdravo KB / bolesno KB)

i njegovog lokaliteta (kolon / ileum).
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Tabela 19. Ekspresija inflamatornih i apoptotskih gena u intestinalnom tkivu pacijenata sa
KB i kontrolnih ispitanika

Status tkiva  Lokalizacija ~ MCT IL-6 TNF-a Bcl-2 Bax Fas FasL
M 1.149 1.137 1.080 1.024 1.133 1.059

Kontrolno Kolon SD 0.866 0.512 0.304 0.304 0.635 0.507
Md 1.000 1.065 1.000 1.000 1.000 1.000

M 1.412 1.851 1.328 0.943 0.969 0.943

Kolon SD 1.087 1.470 0.540 0.383 0.460 0.423

Zdravo KB Md 1.067 1.369 1.312 0.895 0.851 0.881
M 1.109 1.178 0.822 0.822 1.242 1.224

lleum SD 0.673 0.672 0.390 0.278 0.564 0.668

Md 1.292 1.117 0.666 0.832 1.167 1.188

M 1.813 1.508 0.923 0.888 0.956 0.768

Kolon SD 1.194 1.060 0.496 0.409 0.758 0.371

Bolesno KB Md 1.660 0.953 0.991 0.950 0.820 0.602
M 31.731 3.513 0.627 0.792 1.086 1.590

lleum SD 81.249 5.591 0.528 0.274 0.553 1.022

Md 3.331 1.802 0.484 0.850 1.101 1.471

Napomena: MCT - mere centralne tendencije, M - srednja vrednost, SD - standardna devijacija, Md -

medijana

4.2.2.1. Biomarkeri Kronove bolesti u intestinalnom tkivu

Da bismo ispitali da li se nivoi ekspresije inflamatornih i apoptotskih gena mogu smatrati
biomarkerima KB u intestinalnom tkivu, izmerene relativne vrednosti iRNK su iskori$éene
za pravljenje prediktivnog modela koji bi mogao da razlikuje prisustvo i odsustvo bolesti.
Model bi ukazao na biomarkere specifi¢ne za procese koji se deSavaju tokom aktivne faze

bolesti u mukozi zahvacenoj inflamacijom.

Postavljena je hipoteza da ekspresija inflamatornih i apoptotskih gena ima izmenjen profil u
bolesnoj, ali ne i u zdravoj mukozi pacijenata sa KB u odnosu na mukozu kontrolnih
ispitanika. Za testiranje hipoteze formirane su dve grupe: prvu grupu Cinili su podaci o
ekspresiji iz tkiva kontrolnih ispitanika i bolesnog tkiva pacijenata; drugu grupu su ¢inili

podaci o ekspresiji iz tkiva kontrolnih ispitanika i zdravog tkiva pacijenata.
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Podaci iz prve grupe (tkivo kontrolnih ispitanika i bolesno tkivo pacijenata) koris¢eni su za
pravljenje prediktivnog modela upotrebom logisticke regresije. Postepeno su ukljucivani
slede¢i geni - IL-6, TNF-a, Bcl-2, Bax, Fas i FasL kako bi se odabrao najbolji model koji bi
na osnovu nivoa ekspresije gena razlikovao prisustvo ili odsustvo bolesti. Model koji je
selektovan za dalju obradu ukljucivao je ekspresiju IL-6 i Bcl-2. Ovaj model je bio statisti¢ki
znacajan (3 (2) = 25.428, p <0.001), §to znaci da je razlikovao bolesne i kontrolne ispitanike.
Model u celini objasnjava 43.2% (1> Koksa i Snela) i 57.6% (r> Nagelkerkea) varijanse u
statusu pacijent / kontrola, i ta¢no klasifikuje 84.4% slucajeva. Oba faktora, IL-6 i Bcl-2,
znacajano su doprinosila modelu, $to se moze videti u tabeli 20 (p = 0.003 i p =0.006). Model
pokazuje da ¢e za svaku dodatnu jedinicu ekspresije IL-6, Sansa za pojavu KB biti 3.6 puta

veca, a za svaku jedinicu ekspresije Bcl-2, 22 puta manja.

Tabela 20. Predvidanje verovatnoée pojave KB u zavisnosti od nivoa IL-6 i Bcl-2 iRNK u
bolesnoj mukozi

B Stand. | Stepeni 0 Koli¢nik 95% Inte_rval poverenja
Greska | slobode verovatno¢e (OR) | za koli¢nik verovatnoce
IL-6 1.291 0.439 1 0.003 3.638 1.538 8.603
Bcl-2 -3.080 1.116 1 0.006 0.046 0.005 0.409
Konstanta | 0.658 0.913 1 0.471 1.932

Model sa istim ulaznim faktorima, IL-6 i Bcl-2, napravljen je i za drugu grupu (tkivo
kontrolnih ispitanika i zdravo tkivo pacijenata). Ovaj model nije bio zna¢ajan (y? (2) = 0.505,
p = 0.777, r>= 0.011 Koksa i Snela, r?= 0.015 Nagelkerkea), sa taéno$éu klasifikacije od
samo 57.8%. Model je pokazao da nivoi ekspresije IL-6 i Bcl-2 u zdravom tkivu pacijenata

nemaju prediktivni znacaj (tabela 21).

Tabela 21. Predvidanje verovatnoc¢e pojave KB u zavisnosti od nivoa IL-6 i Bcl-2 iRNK u
zdravoj mukozi

B Stand. | Stepeni 0 Koli¢nik 95% [nterval poverenja
greSka | slobode verovatnoée (OR) | za koli¢nik verovatnoce
IL-6 0.168 0.375 1 0.654 1.183 0.567 2.467
Bcl-2 -0.484 | 0.755 1 0.522 0.616 0.140 2.709
Konstanta | 0.440 0.853 1 0.606 1.553
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Rezultat pokazuje da se nivoi ekspresije IL-6 i Bcl-2 mogu koristiti u predikciji KB, ali samo
kada se mere u tkivu koje je zahvaceno inflamatornim promenama. To ukazuje na jedinstveni

ekspresioni profil bolesnog tkiva u odnosu na zdravo tkivo pacijenata.

4.2.2.2. Uticaj lokalizacije tkiva na nivo ekspresionih biomarkera KB

S obzirom da je kod jednog broja pacijenata tkivo uzorkovano iz kolona, a kod ostalih iz
ileuma, u slede¢em koraku smo hteli da ispitamo na koji nacin je nivo ekspresije ispitivanih
biomarkera uslovljen intestinalnim lokalitetom. Kruskal-Volisovim testom (K-V) testirane
su razlike izmedu: 1- tkiva kontrolnih ispitanika, zdravog tkiva kolona pacijenata i zdravog
tkiva ileuma pacijenata; 2- tkiva kontrolnih ispitanika, bolesnog tkiva kolona pacijenata i
bolesnog tkiva ileuma pacijenata. Ukoliko je K-V test pokazao znacajan rezultat, razlike su

izmedu parova grupa naknadno ispitane post-hoc testom (Dan-Bonferoni).

1- K-V test je pokazao da izmedu tkiva kontrolnih ispitanika, zdravog tkiva kolona
pacijenata i zdravog tkiva ileuma pacijenata, nivo ekspresije Bcl-2 znagajno varira (2
(2) = 7.486, p = 0.024). U poredenju sa nivoom ekspresije u tkivu kontrolnih
ispitanika (Md = 1.000), u zdravom tkivu kolona pacijenata izmeren je visi (Md =
1.312), a u zdravom tkivu ileuma nizi (Md = 0.666) nivo ekspresije gena Bcl-2. Nakon
post-hoc testa, statisticki znacajna razlika je utvrdena jedino izmedu zdravog tkiva
kolona i zdravog tkiva ileuma pacijenata (p = 0.026).

2- K-V test je pokazao da izmedu tkiva kontrolnih ispitanika, bolesnog tkiva kolona i
bolesnog tkiva ileuma pacijenata postoje znacajne razlike u nivou ekspresije gena IL-
6 (x* (2) = 13.768, p = 0.001), TNF-a (* (2) = 7.250, p = 0.027) i Bcl-2 (* (2) =
14.587, p = 0.001). U poredenju sa tkivom kontrolnih ispitanika (Md = 1.000),
bolesno tkivo ileuma pokazalo je najveci nivo ekspresije IL-6 (Md = 3.331), dok je u
bolesnom tkivu kolona nivo bio nizi (Md = 1.659). Post-hoc test je pokazao statisticki
znacajnu razliku u ekspresiji IL-6 jedino izmedu tkiva kontrolnih ispitanika i bolesnog
tkiva ileuma (p = 0.001). Nivo ekspresije TNF-a je takode bio najveé¢i u bolesnom
tkivu ileuma (Md = 1.802), dok je u bolesnom tkivu kolona i tkivu kontrolnih

ispitanika imao sli¢ne vrednosti (Md = 0.953 i Md = 1.000). I u ovom slucaju je post-
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hoc test zna¢ajnu razliku pokazao samo izmedu tkiva kontrolnih ispitanika i bolesnog
tkiva ileuma (p = 0.022). Bcl-2 je najvisi nivo ekspresije pokazao u tkivu kontrolnih
ispitanika (Md = 1.000), sli¢an u bolesnom tkivu kolona (Md = 0.991), a znatno manji
u bolesnom tkivu ileuma (Md = 0.484). Post-hoc testom je znacajna razlika nadena

jedino izmedu tkiva kontrolnih ispitanika i bolesnog tkiva ileuma (p < 0.001).

Rezultati pokazuju da je postojanje znacajne razlike izmedu bolesnog tkiva pacijenata i tkiva
kontrolnih ispitanika u nivou ekspresije gena IL-6 i Bcl-2 vezano za ileum, a ne za kolon.
Ovog puta se i TNF-a pokazao kao biomarker bolesnog tkiva ileuma, sa znacajno visim
nivoom ekspresije u odnosu na tkivo kontrolnih ispitanika. Znacaj TNF-a u prediktivnom
modelu nije prepoznat jer u obzir nije bio uzet lokalitet biopsija. Takode, promena TNF-a
iIRNK u bolesnom tkivu ileuma nije tako izrazita kao kod IL-6 i Bcl-2, pa je njegov uticaj na

kvalitet predikcije slabiji.

Rezultati su pokazali da nivo ekspresije Bcl-2 zavisi od lokaliteta ne samo u bolesnom, ve¢
i u zdravom tkivu pacijenata. Naime, u tkivu kolona je izmeren vi$i nivo ekspresije ovog
gena u odnosu na ileum. Osim za Bcl-2, zdravo tkivo je za ostale gene pokazalo uniformnost
u ekspresiji koja nije zavisila od lokaliteta, ali ni od porekla tkiva (pacijent / kontrola). Na
slici 11 je prikazana distribucija relativnih vrednosti iRNK za IL-6, TNF-« i Bcl-2 u zavisnosti

od mesta sa kog je biopsija uzeta.
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Slika 11. Ekspresija gena (A) IL-6, (B) TNF-«, (C) Bcl-2 u tri vrste tkiva - tkivu kontrolnih ispitanika,
mukozi kolona i mukozi ileuma pacijenata sa KB. Kod pacijenata je prikazana ekspresija u zdravom
i bolesnom tkivu sa svake lokacije (kolon i ileum). Ekspresija gena je merena metodom gqRT-PCR i
predstavljena u relativnim jedinicama koje su dobijene metodom ddCt gde je kao kalibrator koris¢ena
medijana ekspresije gena u tkivu kontrolnih ispitanika. Horizontalne linije predstavljaju vrednosti
medijane. Skraéenice: Kontr-tkivo kontrola, Z-zdravo tkivo, B-bolesno tkivo, KB-Kronova bolest.
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Da bi se ispitalo da li je nizak nivo ekspresije Bcl-2 u bolesnom tkivu ileuma zaista marker
KB ili je samo odraz histoloskih razlika izmedu kolona i ileuma, njegova ekspresija je
uporedena izmedu zdravog i bolesnog tkiva svakog pacijenta. Za analizu je koris¢en
neparametrijski test za ponovljena merenja - Vilkoksonov test ranga. Dodatno, u cilju potvrde
prethodnih rezultata, istim testom su proverene razlike u nivou ekspresije IL-6 i TNF-a. Na
slici 12 prikazani su nivoi iIRNK u zdravom i bolesnom tkivu ileuma i kolona, sa linijama

koje povezuju uzorke poreklom od istog pacijenta.

Rezultati su pokazali da je u ileumu nivo ekspresije IL-6 u bolesnom tkivu pacijenata bio
znacajno visi U odnosu na zdravo tkivo (Z = -3.010, p = 0.003) (slika 12, 1A). U poredenju
sa IL-6, porast ekspresije TNF-a je bio manje izrazen, ali takode znacajan (Z = -2.291, p =
0.022) (slika 12, 1B). Rezultati su pokazali zna¢ajan pad nivoa ekspresije Bcl-2 u bolesnom

u odnosu na zdravo tkivo ileuma pacijenata (Z = -2.101, p = 0.036) (slika 12, 1C).

Kada je re¢ o mukozi kolona, primecen je trend u porastu nivoa ekspresije IL-6 u bolesnom
u odnosu na zdravo tkivo pacijenata, ali razlika nije dostigla znacajnost. Znacajne razlike u

nivou ekspresije TNF-a i Bcl-2 izmedu zdravog i bolesnog tkiva kolona nisu pokazane.
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(sa prethodne strane) Slika 12. Efekat lokalne inflamacije na ekspresiju gena (A) IL-6, (B) TNF-«, (C) Bcl-
2 u mukozi ileuma (1) i kolona (2) pacijenata sa KB. Nivo iRNK je izmeren metodom gRT-PCR i
predstavljen u relativnim jedinicama dobijenim metodom ddCt u kojoj je medijana ekspresije u tkivu
kontrolnih ispitanika koris¢ena kao kalibrator. Upareni uzorci zdravog i bolesnog tkiva dobijeni su od
svakog pacijenta. Vrednosti ekspresije poreklom od istog ispitanika su povezane linijom. Razlike u
ekspresiji gena izmedu zdravog i bolesnog tkiva ispitane su Vilkoksonovim testom ranga za ponovljena
neparametrijska merenja, a rezultati poredenja su predstavljeni odgovaraju¢im p vrednostima. Razlika je
smatrana statisticki zna¢ajnom ukoliko je p < 0.05.

4.2.2.3. Odnos nivoa ekspresije gena Bcl-2/Bax

lako nivo ekspresije Bax nije pokazao znacaj u predikciji bolesti, ispitan je odnos nivoa ekspresije
Bcl-2/Bax izmedu tkiva kontrolnih ispitanika i tkiva bolesnih ispitanika poreklom iz razlicitih

intestinalnih segmenata (ileum i kolon). Razlike su ispitane koris¢enjem K-V testa.

K-V test je pokazao znacajnu razliku u odnosu ekspresije Bcl-2/Bax jedino izmedu bolesne
mukoze ileuma, bolesne mukoze kolona i tkiva kontrolnih ispitanika (y? (2) = 6.964, p = 0.031).
Post-hoc test je pokazao znacajan pad nivoa Bcl-2/Bax ekspresije samo izmedu bolesne mukoze
ileuma pacijenata i tkiva kontrolnih ispitanika (p = 0.03). lako je Bax ekspresija bila niza kod
pacijenata nego kod kontrolnih ispitanika, odnos je rezultirao padom jer je smanjenje Bcl-2 bilo

dominantnije.
4.2.2.4, Sazetak rezultata

Analiza ekspresije gena je pokazala da se procesi inflamacije i apoptoze razlikuju u intestinalom
tkivu kontrolnih ispitanika i tkivu pacijenata sa KB, kao i da su promene karakteristi¢ne za lokalitet
intestinalne mukoze. Rezultati su pokazali da geni IL-6, TNF-a i Bcl-2 imaju specifican profil
ekspresije u tkivu koje je zahvacéeno inflamacijom, i da se zbog toga nivoi iIRNK ovih gena mogu
smatrati biomarkerima KB, ali samo u bolesnoj mukozi ileuma, a ne i kolona. Takode, na mestu

inflamacije je promena nivoa ekspresije IL-6 izraZenija nego TNF-a.
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4.2.3. Nivo ekspresije gena za inflamaciju i apoptozu u mononuklearnim ¢éelijama periferne

krvi pacijenata sa KB i kontrolnih ispitanika

Ista grupa pacijenata je koriS¢ena za analizu nivoa ekspresije U mononuklearnim ¢elijama periferne
krvi. S obzirom da jedan pacijent nije imao RNK odgovarajuceg kvaliteta za qRT-PCR analizu,
grupu pacijenata je ¢inilo 23 ispitanika, a kontrolnu grupu, kao i u prethodnom slucéaju, 21
ispitanik. Rezultati analize su sumirani u tabeli 22, u kojoj su prikazane mere centralne tendencije
za svaki ispitivani gen.

Tabela 22. Ekspresija inflamatornih i apoptotskih gena u mononuklearnim ¢éelijama periferne
krvi kontrolnih ispitanika i pacijenata sa KB

Status MCT IL-6 TNF-a Bcl-2 Bax Fas FasL  Bcl-2/Bax Fas/FasL
M 14802 46628 5010 1293 2582 10058  4.603 0.292
igﬂ;ﬂ;' SD 18852 57.405 2627 0682 1408 5969  3.715 0.181
Md 3665 17.065 4193 0997 2588 8700 3511 0.236

M 11253 31521 5635 1097 2816 7478  5.192 1.118

KB SD  11.767 31.635 4074 0438 1.839 8576  3.942 1.913

Md 5.148 14.182 5.506 1.142 2247  4.640 4.569 0.468

Napomena: MCT - mere centralne tendencije, M - srednja vrednost, SD - standardna devijacija, Md -
medijana

4.2.3.1. Biomarkeri Kronove bolesti u perifernoj krvi

U ovoj studiji je ispitivano da li se nivoi ekspresije analiziranih gena, izmereni u mononuklernim
¢elijama periferne krvi, mogu koristiti kao biomarkeri KB. Osim predikcije, nivoi ekspresije ovih

gena su ukazali na molekularne procese koji su u patogenezi KB na sistemskom nivou.

Podaci o relativnoj koli¢ini iIRNK ispitanika upotrebljeni su za pravljenje modela koji ¢e
razlikovani pacijente i kontrolne ispitanike, metodom logisticke regresije. Od faktora IL-6, TNF-
a, Bcl-2, Bax, Fas, FasL, Bcl-2/Bax i Fas/FasL, samo je Fas/FasL selektovan kao znacajan u
predikciji (p = 0.02). Model koji ukljucuje odnos Fas/FasL je statisticki znadajan (% (1) = 11.193,
p = 0.001), objasnjava 22.5% (r*> Koksa i Snela) i 30.0% (r> Nagelkerkea) varijanse u statusu
pacijent / kontrola, i tacno klasifikuje 70.5% slucajeva. Model pokazuje da ¢e sa svakom dodatnom

jedinicom Fas/FasL, $ansa za pojavu KB biti 39 puta veca (tabela 23).
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Tabela 23. Predvidanje verovatnoc¢e pojave KB u zavisnosti od odnosa Fas/FasL iRNK u
mononuklearnim ¢elijama periferne krvi

B Stand. | Stepeni Koli¢nik 95% Interval poverenja
greska | slobode P verovatnoc¢e (OR) | za koli¢nik verovatnoce
Fas/FasL | 3.668 1571 1 0.020 39.158 1.800 851.651
Konstanta | -1.443 | 0.656 1 0.028 0.236

Kako faktori u odnosu Fas/FasL doprinose predikciji, ispitali smo dodatno Man-Vitnijevim U
testom. Kod bolesnih, nivo ekspresije gena FasL je bio znacajno nizi (Md = 4.639) u poredenju sa
kontrolnom grupom (Md = 8.699) (U = 153.5, Z = -2.068, p = 0.039). Razlike u nivou ekspresije
gena Fas izmedu bolesnih i kontrolnih ispitanika nisu nadene. Distribucija vrednosti nivoa

ekspresije gena Fas i FasL u grupi pacijenata i kontrolnih ispitanika prikazana je na slici 13.
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Slika 13. Nivo ekspresije gena (A) Fas i (B) FasL u mononuklearnim ¢elijama periferne krvi (PMNC) kod
pacijenata sa KB i kontrolnih ispitanika. Predstavljeni nivoi ekspresije izrazeni su u relativnim jedinicama
dobijenim metodom qRT-PCR uz pomo¢ metode ddCt gde je kao kalibrator koris¢ena medijana ekspresije
gena u tkivu kontrolnih ispitanika. Horizontalne linije predstavljaju vrednosti medijane. Razlike medu
grupama ispitane su Man-Vitnijevim U testom za neparametrijska merenja, a rezultati poredenja
predstavljeni su p vrednostima. Uslov za statisticki znacajnu razliku bio je p < 0.05.
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4.2.3.2. Uticaj pola na nivo ekspresije gena FasL

U daljoj analizi ispitali smo uticaj pola na nivo ekspresije FasL kod pacijenata sa KB i kontrolnih
ispitanika. Ispitanici su bili podeljeni u 4 grupe (KB muskarci / KB Zene / Kontrole muskarci /
Kontrole zene), a razlika izmedu grupa je ispitana Kruskal-Volisovim (K-V) testom i naknadno
izmedu parova post- hoc testom (Dan-Bonferoni). Na slici 14 prikazan je nivo ekspresije FasL u
zavisnosti od pola bolesnih i kontrolnih ispitanika.

40.07 *

30.09

20.07

FasL iRNK u PMNC

10.04 *

o

I T T T
KB muskarci KB Zene Kontrole Kontrole Zene
muskarci

Pol KB i kontrolnih ispitanika

Slika 14. Nivo ekspresije FasL u mononuklearnim éelijama periferne krvi (PMNC) kod pacijenata sa KB
i kontrolnih ispitanika u zavisnosti od njihovog pola. Ekspresija je izrazena u relativnim jedinicama.

K-V test pokazao je zna¢ajnu razliku izmedu grupa (x* (3) = 13.82, p = 0.003). Medijana ekspresije
FasL je bila najniza u grupi bolesnih muskaraca (n = 11, Md = 2.614), dok je kod bolesnih Zena
bila visa (n = 12, Md = 8.742), i priblizna vrednostima medijana ekspresije FasL kod muskaraca
i zena iz kontrolne grupe (M : n = 11, Md = 9.076 i Z : n = 10, Md = 7.704). Post-hoc test je
pokazao da se ekspresija kod bolesnih muskaraca znacajno razlikuje u odnosu na ostale grupe -

zdrave muskarace (p = 0.008), zdrave zene (p = 0.033), ali i bolesne Zene (p = 0.013). Ovaj rezultat
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ukazuje da nivo ekspresije FasL kod muskaraca dominantno doprinosi razlici izmedu bolesnih i

kontrolnih ispitanika.

Uz pomo¢ ROC analize ispitali smo koliku mo¢ diskriminacije izmedu pacijenata i kontrolnih

ispitanika ima odnos nivoa Fas/FasL ekspresije, kada se uzme u obzir pol ispitanika (slika 15).
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Slika 15. ROC analiza odnosa ekspresije Fas/FasL kod pacijenata i kontrolnih ispitanika muskog pola (A)
i zenskog pola (B). A. Fas/FasL cut-off = 0.387; senzitivnost = 0.82; specifi¢nost = 0.73; 95% CI 0.741-
1.000; p = 0.002. B. Fas/FasL cut-off = 0.265; senzitivnost = 0.67; specificnost = 0.70; 95% CI 0.425-
0.907; p=0.18.

Rezultati ROC analize ukazuju da odnos Fas/FasL ekspresije diskriminiSe bolesne i zdrave u grupi
muskih ispitanika. Kao referentna Fas/FasL vrednost (cut-off) u ovom testu je odabrana vrednost
od 0.387, za koju je odnos senzitivnosti (0.82) i specifi¢nosti (0.73) bio najoptimalniji. U grupi
zenskih ispitanika Fas/FasL je pokazao slabiju diskriminativnu mo¢, pa su i performanse testa bile

slabije.
4.2.3.3. Sazetak rezultata

Analiza ekspresije inflamatornih i apoptotskih gena izdvojila je odnos Fas/FasL iRNK kao
biomarker inflamacije u perifernoj krvi pacijenata sa KB, pogotovo kod osoba muskog pola.
Smanjenje nivoa FasL iRNK je pokazalo dominantan uticaj na postojanje razlike u odnosu

Fas/FasL izmedu pacijenata i kontrolnih ispitanika.
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4.3. Ispitivanje DNK vezujuée aktivnosti NF-kB iz intestinalnog tkiva pacijenata sa

Kronovom bole§¢u

U daljem ispitivanju molekularne patogeneze KB merena je DNK vezujuca aktivnost NF-kB iz
intestinalnog tkiva pacijenata i kontrolnih ispitanika. S obzirom da je poznato da su promene u
genu NOD2 povezane sa poremec¢enom funkcijom NF-«kB, za ovu analizu su pacijenti podeljeni u
dve grupe - na pacijente kod kojih je utvrdeno prisustvo redih varijanti u genu NOD2 i na pacijente
sa ucestalijim varijantama u genu NOD2. Za ovaj deo istraZivanja kori$¢eni su jedarni proteinski
ekstrakti izolovani iz zdravog i bolesnog dela ilealne mukoze 10 pacijenata. Takode, jedarni
proteini su izolovani iz mukoze kolona 5 kontrolnih ispitanika (2 su imala redi, a 3 ucestaliji
genotip NOD?2).

Na slici 16 su prikazani DNK-proteinski kompleksi dobijeni nakon EMSA analize.

Slika 16. Analiza NF-xB-DNK interakcije u intestinalnoj
mukozi pacijenata i kontrolnih ispitanika. 2 pg jedarnog
proteinskog ekstrakta inkubirano je sa radioaktivno obelezenom
probom veli¢ine 21 bp, koja sadrzi NF-kB konsenzus sekvencu.
Inkubacija je vrSena u prisustvu nespecificnog dvolancanog
kompetitora (50 ng Poly dI-dC). Jedarni proteini iz HeLa celija
sluzili su kao ,,standard* u svakoj elektroforezi. Formirani NF-
kB-DNK kompleksi obelezeni su strelicama na slici.

1 - slobodna proba; 2 - HeLa; 3 - kontrolno tkivo (6k); 4 - zdravo
tkivo pacijenta (127); 5 - zdravo tkivo pacijenta (128); 6 - bolesno
tkivo pacijenta (127); 7- bolesno tkivo pacijenta (128).

Napomena: Brojevi u zagradama predstavljaju redne brojeve pod
kojima se ispitanici vode. Klinicki podaci za ispitanike ovog
istazivanja prikazani su u tabeli 24.
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Kako bi se potvrdila specificnost formiranog kompleksa, izvrSeni su kompeticioni eseji sa
neobelezenom probom, nakon ¢ega je pokazano da dolazi do ,,hladenja* formiranih kompleksa
(slika 17). Takode, za identifikaciju proteina p65, uradena je EMSA supershift analiza.
Dodavanjem anti-p65 antitela doslo je do nestajanja specificnog NF-kB-DNK kompleksa, ¢ime je
pokazano da dodato antitelo prepoznaje DNK-vezuju¢i domen proteina, i na taj nacin ga ,,odvlaci
iz kompleksa sa obelezenom probom (slika 17). Hladenje antitelom se moglo uociti u sva tri
formirana kompleksa. Prisustvo vise razli¢itih kompleksa na gelu moze predstavljati razne p65

proteinske interakcije.

Proba + + + + + + + + Proba
127 B NP - + + + + + - - 128ZNP
Hladna proba 10x - + - - = -+ + 128 B NP
Anti-p65 - - -+ S ] Anti-p65

<«—— P65

Slika 17. Ispitivanje specifi¢nosti NF-kB-DNK interakcija i identifikacija p65 proteina u formiranim
kompleksima. Za reakciju inkubacije sa radioaktivno obelezenom probom koris¢eno je 2 ug jedarnog
ekstrakta u prisustvu nespecifi¢nog dvolan¢anog kompetitora (50 ng Poly dI-dC). Na slici levo prikazano
je is¢ezavanje DNK-proteinskog kompleksa prilikom dodavanja hladne probe u 10 puta ve¢em molarnom
odnosu u odnosu na obelezenu probu. Dodavanjem 2 pg anti-p65 antitela doslo je do smanjenja inteziteta
kompleksa DNK i nuklearnih proteina (NP) poreklom iz zdrave (128 Z NP) i bolesne intestinalne mukoze
pacijenata (127 B NP i 128 B NP).
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Rezultati ovih eksperimenata su pokazali da je DNK vezuju¢a NF-kB aktivnost iz jedarnih
ekstrakata intestinalne mukoze pacijenata u jednom broju uzoraka izrazito povecana, a u drugom
umanjena. lako smo ocekivali da ¢e se te dve grupe formirati na osnovu genotipa NOD?2,
primeceno je da status NF-kB vezujuée aktivnosti grupu pacijenata jasno deli na osnovu promena
u intestinalnoj mukozi - na one sa fragilnom sluznicom i one sa stenozom (slika 18). Manje
ucestali genotip NOD2, povezan sa veé¢im rizikom za KB, bio je prisutan u obe klinicke grupe, ali
¢es¢i u grupi sa stenoznim promenama (3 od ukupno 4 pacijenta). Fragilna sluznica je naziv za
mukozu pacijenata koja tokom endoskopskog pregleda krvari na blazi dodir. Stenoza predstavlja
suzenje lumena creva koje nastaje kao posledica neadekvatnog zarastanja tkiva nakon ostecenja
izazvanih inflamacijom. Ova dva fenotipa na makroskopskom nivou odslikavaju procese

zastupljene u intestinalnom tkivu pacijenata sa KB - apoptozu i inflamaciju.

1. 2 3 4 5 6 7

il Ll T

Slika 18. EMSA kompleksa obelezene probe sa NF-kB
konsenzus sekvencom i jedarnih proteina iz mukoze
kontrolnih ispitanika i mukoze pacijenata sa razliCitim
intestinalnim promenama.

1 - slobodna proba; 2 - HelLa; 3 - kontrolno tkivo (7k); 4 -
zdrava mukoza pacijenta sa stenozom creva (30); 5 - zdrava
mukoza pacijenta sa fragilnom sluznicom (7); 6 - bolesna
mukoza pacijenta sa stenozom creva (30); 7 - bolesna
mukoza pacijenta sa fragilnom sluznicom (30).

Iz navedenih razloga, ispitanici su podeljeni ne na osnovu genotipa NOD2, ve¢ na osnovu promena
u intestinalnoj mukozi (tabela 24). U tabeli su prikazani podaci o endoskopskom nalazu, genotipu
NOD?2 (nosioci manje ucestalih alela oznaceni su kao ,,+“, a nosioci ucestalijeg alela kao ,,-*),
terapiji pacijenata, kao i o polu i uzrastu ispitanika.
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Tabela 24. Opis ispitanika ukljucenih u ispitivanje DNK vezujuce aktivnosti NF-xB

Redni br. _ I?romer_le u- NOD2 Terapija Pol Godine
uzorka intestinalnoj mukozi status

27 fragilna sluznica + BT z 46
50 fragilna sluznica + BT z 41

7 fragilna sluznica - BT m 34
55 fragilna sluznica - BT m 36
138 fragilna sluznica - 5-ASA m 38
111 fragilna sluznica - 5-ASA z 38
114 stenoza + 5-ASA z 24
30 stenoza - 5-ASA m 28
127 stenoza + 5-ASA m 29
128 stenoza + 5-ASA z 40
6k bez promena - / z 49
7k bez promena / z 21
8k bez promena - / m 27
13k bez promena + / z 66
20k bez promena + / m 38

Skracenice: k — kontrolni ispitanici; BT - bez terapije; 5-ASA - 5-aminosalicilat

Denzitometrijskim semikvantifikovanjem sva tri formirana NF-kB-DNK kompleksa (tipi¢an
primer je oznacen strelicama na slici 16), dobijeni su rezultati prikazani na slici 19A. Kruskal-
Volisov test je pokazao razliku izmedu grupe pacijenata sa fragilnom sluznicom (FS), pacijenata
sa stenoznim promenama (S), i kontrolne grupe (K) (% (2) = 8.24, p = 0.016), a nakon post-hoc
testa je pokazana znacajna razlika samo izmedu FS i S grupe (p = 0.014). Kada je izmedu
navedenih grupa uporeden intestinalni nivo ekspresije TNF-a, odnos je bio obrnut, pacijenti sa
fragilnom sluznicom imali su visok nivo TNF-« iRNK, dok su oni sa stenoznim promenama imali
nizi, i slican nivou iRNK kod kontrolnih ispitanika (slika 19B). Vazno je istaci da su totalna iRNK
i jedarni proteinski ekstrakti izolovani istovremeno, $to nam je omogucilo da diskutujemo o
relativnom odnosu izmerene TNF-a iIRNK i detektovane DNK vezujuce aktivnosti NF-xB u

selektovanim tkivima.
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Slika 19. Inteziteti izmerenih NF-kB-DNK interakcija i nivo ekspresije TNF-a u bolesnoj mukozi
pacijenata i mukozi kontrolnih ispitanika. Nivo stubic¢a predstavlja medijanu, a linije 95% interval
poverenja. (A) Relativni intenzitet NF-kB-DNK kompleksa u gupi pacijenata sa fragilnom sluznicom
(FS), sa stenoznim promenama (S) i u kontrolnoj grupi (K). Vrednosti su izraZene relativno u odnosu na
intenzitet NF-kB-DNK kompleksa kod HelLa ¢elija. (B) U istim grupama analiziran je nivo ekspresije
TNF-a. Vrednosti su izraZene u relativnim jedinicama, dobijenim qRT-PCR ddCt metodom, gde je kao
kalibrator sluzila medijana ekspresije gena u tkivu kontrolnih ispitanika. * - statisticki znacajna razlika (p
<0.05).

4.3.1. Sazetak rezultata

Analiza DNK vezujuée aktivnosti NF-xB je ukazala da ovaj regulatorni protein transkripcije moze
imati razli¢it uticaj na patogenezu KB. S jedne strane, njegova smanjena vezujucéa aktivnost se
pokazala kao marker fragilne sluznice, stanja KB u kome je narusena epitelijalna barijera creva.
Ovaj fenotip je istovremeno asociran sa visokim nivoom ekspresije TNF-a. S druge strane,
povecana NF-kB vezujuca aktivnost i smanjen nivo ekspresije TNF-a su izrazeni kod pacijenata
sa stenoznim promenama, koje su posledica neregulisanog zarastanja tkiva tokom hronicne
inflamacije. Prisustvo manje ucestalih varijanti u genu NOD2 kod pacijenata sa visim nivoom NF-
kB-DNK kompleksa i stenoznim komplikacijama ukazuje na potencijalni, NF-kB-posredovani

efekat ovih genetickih varijanti na fenotip bolesti.
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5.1. Geneticke varijante asocirane sa hroni¢nim inflamatornim bolestima creva
5.1.1. Varijante u genima inflamacije kao markeri inflamatornih bolesti creva

Inflamatorna bolest creva je sve zastupljeniji zdravstveni problem danasnjice. Iako je identifikovan
veliki broj gena asociranih sa ovim bolestima, njihova patogeneza i dalje nije u potpunosti
razjasnjena [Liu i sar., 2014b]. Nedovoljno razjaSnjene genotip-fenotip asocijacije zahtevaju
detaljnije ispitivanje na ve¢em broju razli¢itih populacija. Meta-studije koje objedinjuju rezultate
dobijene ispitivanjem razli¢itih populacija daju pouzdaniji uvid o postojanju geneti¢kih
asocijacija. Doprinos na$e studije je u tome §to je po prvi put, osim za NOD2, ispitana asocijacija
varijanti u genima NOD2, TLR4, TNF-qa, IL-6, IL-/$ i IL-1RN sa KB i UK na srpskoj grupi
pacijenata. Takode, prvi put je analiziran zbirni efekat ispitivanih genetickih varijanti na predikciju

ovih bolesti.

Nasa hipoteza je bila da varijante u analiziranim genima doprinose poremecaju mukoznih
odbrambenih procesa. Rezultati su potvrdili jaku asocijaciju izmedu varijanti u genu NOD2 i KB.
Ova asocijacija je pokazana u velikom broju belih populacija [Economou i sar., 2004], ukljucujuci
i srpsku populaciju [Protic i sar., 2008]. Ta¢an mehanizam kojim varijante u genu NOD2 doprinose
patogenezi KB nije potpuno razjas$njen. Vecina studija predlaze model ,,gubitka funkcije*
receptora NOD2, $to bi moglo da objasni asocijaciju varijanti u genu NOD2 sa: smanjenom
produkcijom antimikrobnih proteina - defenzina [Wehkamp i sar., 2004; Kobayashi i sar., 2005;
Wehkamp i sar., 2005], nedostatkom negativne regulacije receptora TLR [Watanabe i sar., 2004;
Strober i sar., 2006; Watanabe i sar., 2008], smanjenim autofagnim odgovorom [Cooney i sar.,
2010] i defektom u procesovanju IL-1p [Ferwerda i sar., 2008b]. In vitro i ex vivo studije su
pokazale da stimulacija ¢elija koje nose riziéne varijante u genu NOD2 sa peptidoglikanskim
komponentama, rezultuje smanjenom aktivacijom NF-xB i smanjenom produkcijom
proinflamatornih citokina [Bonen i sar., 2003; van Heel i sar., 2005]. Promene u pomenutim

procesima onemogucavaju odrzavanje intestinalne homeostaze.

Uzimajuéi u obzir klju¢nu ulogu urodenog imunskog sistema u patogenezi ovih bolesti, smatrali
smo da je od znacCaja ispitati asocijaciju genetickih varijanti TLR4 Asp299Gly i Thr399lle sa
pojavom IBC. Studije sugerisu da navedene geneticke varijante menjaju strukturu receptora ¢ime

uticu na njegovu sSmanjenu sposobnost prepoznavanja bakterijskih antigena i zapo¢injanja signalne
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kaskade [Rallabhandi i sar., 2006; Figueroa i sar., 2012]. Ovim se moze objasniti podloznost
nosioca manje ucestalog genotipa TLR4 infekcijama prouzrokovanim gram-negativnim
bakterijama [Arbour i sar., 2000; Agnese i sar., 2002].

Rezultati dosadas$njih asocijativnih studija vezanih za geneticke varijante Asp299Gly i Thr399lle
kod IBC su kontradiktorni. Jedan broj studija je pokazao asocijaciju navedenih genetickih varijanti
sa KB i UK [Franchimont i sar., 2004], neke studije su pokazale samo sa KB [Brand i sar., 2005;
Gazouli i sar., 2005; De Jager i sar., 2007], a neke ni sa jednim tipom IBC [Arnott i sar., 2004;
Lakatos i sar., 2005; Rigoli i sar., 2008]. Nasa studija je pokazala znacajnu asocijaciju jedino
izmedu Asp299Gly i KB. Ova nekonzistentnost medu rezultatima u literaturi se moze objasniti
genetickom heterogeno$éu populacija ili greSkom u uzorkovanju [Arnott i sar., 2005]. Ipak,
skora$nja meta-analiza koja je obuhvatila veci broj studija na belim populacijama, pokazala je

znacajnu asocijaciju obe varijante u genu TLR4 kako sa KB, tako i sa UK [Shen i sar., 2010].

Nasa studija je pokazala vezu izmedu genetic¢kih varijanti Asp299Gly i Thr399lle i Zenskog pola
medu pacijentima Ssa KB. Odavno je primecena veca podloznost zenskog pola brojnim
Rodriguez i sar., 2005; Saleiro i sar., 2012; Khalili i sar., 2013]. Istrazivanja su pokazala da
signalizacija posredovana estrogenskim receptorom uti¢e na odgovor indukovan receptorom
TLR4 [Calippe i sar., 2010; Cunningham i sar., 2012]. Jo$ uvek nije poznat efekat estrogena na
odgovor stimulisan sa LPS u ¢elijama koje imaju razli¢ite varijante receptora TLR4, zbog Cega je
potrebno sprovesti dodatna ispitivanja. Ipak, ovaj rezultat ukazuje na to da informaciju o polu,

zajedno sa TLR4 statusom, treba uzeti u obzir prilikom procene rizika za razvoj KB.

Male promene u nivou produkcije citokina, koje nastaju kao posledica varijacija u regulatornim
elementima citokinskih gena, mogu uticati na podloznost razvoju IBC. Geneticke varijante
analizirane u ovoj studiji prethodno su okarakterisane kao funkcionalne. Jedne su povezane sa
smanjenim (TNF-a G-238A, IL-6 G-174C, IL-1RN alel 2) [Tarlow i sar., 1993; Tountas i sar.,
1999; Kaluza i sar., 2000; Koss i sar., 2000; Hegedus i sar., 2007], a druge sa pove¢anim nivoom
ekspresije citokina (TNF-a G-308A, IL-/5 C-511T) [Wilson i sar., 1997; Gonzalez i sar., 2003;
Hall i sar., 2004].
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U ovoj studiji nije detektovana asocijacija izmedu geneticke varijante TNF-a G-238A i KB, niti
UK, ali je zato pokazana veza izmedu alela -308 A i KB, i alela -308 G i UK. lako ova dihotomija
u asocijaciji alela nije univerzalano potvrdena, neke studije su pokazale slicne rezultate [Bouma i
sar., 1996b; Balding i sar., 2004]. Razlika u tipu alela koji je asociran sa KB i UK moze se objasniti
njihovom vezom sa razli¢itim varijantama gena HLA koje nose rizik za nastanak jedne ili druge
bolesti, a sa kojima je TNF-a G-308A u haplotipskom bloku [Bouma i sar., 1996a]. Generalno,
smatra se da MHC regioni u¢estvuju sa visokim procentom u totalnom genetickom riziku vezanom

za KB, a narocito za UK [Satsangi i sar., 1996b; Yang i sar., 1999].

Sto se ti¢e 1L-6, pokazano je da nosioci alela -174 C imaju poveéan rizik za pojavu KB. S obzirom
da je alel C asociran sa nizom ekspresijom IL-6, rezultati su naocigled kontradiktorni sa ulogom
ovog citokina u proinflamatornim procesima kod KB. Treba uzeti u obzir da je IL-6 plejotropni
citokin sa Sirokim spektrom fizioloskih funkcija. Vazan je ne samo za proinflamatorne procese,
veé 1 za odrzavanje imunoloske tolerancije [Frick i sar., 2010]. Uzimajuci ovo u obzir, nizi nivo
ekspresije IL-6 bi mogao poremetiti intestinalnu imunsku homeostazu. Takode, vazno je
razgraniCiti ulogu citokina u inicijalnoj i1 hroni¢noj fazi inflamacije. U inicijalnoj fazi,
proinflamatorni citokini imaju ulogu u koordinaciji ¢elija imunskog sistema sa ciljem eliminacije
invazivnih agenasa. Hipoteticki, ukoliko bi nivo ekspresije proinflamatornih citokina bio niZi,
efikasnost ovog procesa bi bila smanjena, a moguc¢nost $irenja invazivnog patogena veca. U prilog
ovoj hipotezi ide i nejednaka zastupljenost IL-6 -174 C alela u razli¢itim delovima sveta. Naime,
u geografskim regionima gde je prevalenca patogena veca, ucestalost alela C je skoro jednaka nuli,
dok u evropskim populacijama njegova ucestalost dostize 50% [Borinskaya i sar., 2013]. Iz
perspektive inicijalne odbrane domacina, koja je kod pacijenata sa IBC kompromitovana,

asocijacija izmedu alela koji produkuje manje IL-6 i bolesti nije kontradiktorna.

Za razliku od IL-14 C-511T varijante, koja nije pokazala asocijaciju ni sa jednim tipom IBC, A2
VNTR varijanta u genu IL-1RN je bila zna¢ajno zastupljenija kod KB i UK u poredenju sa zdravim
ispitanicima. VNTR se sastoji od ponovaka duzine 86 bp koji sadrze tri potencijalna mesta za
vezivanje regulatornih proteina: utiSava¢ a-interferona A, utiSavac B-interferona B i regulatorni
element odgovora akutne faze. Pretpostavilo se da bi broj ovih regulatornih sekvenci u okviru
razli¢ith VNTR alela mogao usloviti razli¢it transkripcioni odgovor [Tarlow i sar., 1993].

Medutim, VNTR verovatno nije jedini faktor koji uti¢e na ishod transkripcije, posto su studije koje
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su ispitivale funkcionalnost VNTR alela dobijale kontradiktorne rezultate. Naime, asocijacija alela
A2 je pokazana i sa povecanom, i sa smanjenom, a u nekim studijama i sa slicnom koli¢inom
proteina IL-1Ra u poredenju sa drugim alelima IL-RN. S obzirom na kompleksnost citokinskih
interakcija i diverzitet ispitivanih populacija, nije zaCudujuce §to su rezultati bili kontradiktorni
[Witkin i sar., 2002]. Pacijenati sa UK koji su nosili alel A2 su imali smanjenu ekspresiju IL-Ra u
mukozi kolona, u odnosu na one koje su nosili alel A1 [Carter i sar., 2004]. Takode, ispitivana je
veza izmedu genotipa IL-1RN i koncentracije proteina IL-1p. Jedna in vitro studija je pokazala
asocijaciju alela A2 sa pove¢anom ekspresijom IL-1B u mononuklearnim ¢elijama zdravih donora
[Santtila i sar., 1998]. Moguce je da prisustvo varijante A2 uti¢e na ekspresiju IL-1Ra i IL-1p, a

njihov rezultuju¢i odnos pomera ravnotezu ka proinflamatornim procesima.

Za sve analizirane varijante u citokinskim genima ustanovljena je velika nekonzistentnost po
pitanju asocijacija sa IBC [Craggs i sar., 2001; Vijgen i sar., 2002; Balding i sar., 2004; Cantor i
sar., 2005; Fan i sar., 2011; Xie i sar., 2012]. Zbog toga treba uzeti u obzir postojanje drugih
varijanti u istom genu ili hromozomskom regionu, koje nose stvarni rizik za pojavu IBC. Ove
istinski ,,rizi€ne genetiCke varijante mogu biti povezane sa ,marker varijantama u nekim
populacijama, a u drugim ne, $to bi objasnilo prijavljene kontradiktorne rezultate. Takode, moguce

je da blisko povezane geneticke varijante medusobno kooperiraju doprinoseci finalnom fenotipu.

Treba naglasiti da je ova studija ukljucila relativno mali uzorak pacijenata sa IBC. Smatramo da
je nivo od 10% tzv. laznog otkri¢a dovoljan da spreci gubitak rezultata koji su ,,ta¢no pozitivni*
nakon korekcije za viSestruka testiranja. Ipak, da bismo sa sigurno$¢u potvrdili dobijene pozitivne

rezultate, potrebno je validirati ih na vecoj grupi pacijenata sa IBC.

Fokus novijih studija koje se bave kompleksnim bolestima usmeren je ka pravljenju prediktivnih
modela baziranih na genetickim varijantama ispitanika [Evans i sar., 2009; Jostins i sar., 2011;
Kruppa i sar., 2012]. Algoritmi masinskog ucenja, oblika vestacke inteligencije koja uéi da
predvida buduée dogadaje na osnovu proslih zapazanja, koriste se sve ceS¢e za predvidanje
klinickih ishoda. U ovoj studiji ispitali smo efikasnost nekoliko algoritama ove vrste (elastic net,
neural net, random forest, support vector machine) da bismo odabrali prediktivni model koji ima
najvecu diskriminativhu mo¢. Kvalitet predikcije se moze ispitati na nekoliko nacina, a procena
AUC vrednosti predstavlja najéeséi pristup. Izracunata AUC vrednost za metod koji najbolje
klasifikuje bolesne i zdrave u nasoj studiji (sbf SVM) bila je 0.69 za KB i 0.60 za UK grupu
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podataka. Nekoliko skorasnjih studija koje su ispitivale kvalitet KB prediktivnih modela imalo je
AUC vrednost izmedu 0.66 - 0.77. Pomenute studije su u prediktivnom modelovanju koristile
podatke samo za nekoliko genetickih varijanti [Jakobsdottir i sar., 2009], ili podatke dobijene u
asocijativnim studijama na genomskom nivou (eng. Genome-wide association study, GWAS)
[Evans i sar., 2009; Kang i sar., 2011; Wang i sar., 2013]. Koliko nam je poznato, do sada nijedna
studija nije objavila model sa prikazanom kombinacijom geneti¢kih faktora. U model su ukljuc¢ene
I varijante u genima koje u prikazanoj studiji nisu pokazale znac¢ajnu asocijaciju sa IBC. Odlucili
smo se za ovakav pristup s obzirom da masinsko ucenje ima sposobnost prepoznavanja
marginalnih faktora rizika koji mogu imati klini¢ki zna¢aj [Waljee i sar., 2010; Singal i sar., 2013].
Ova pojava u prediktivnom modelovanju je vazna jer neke geneticke varijante, iako ne pokazuju
znacajnu asocijaciju sa boles¢u, i dalje imaju znacajnu prediktivnu vrednost. Zaista, model koji
smo koristili za testiranje KB i UK je pokazao najbolji kvalitet predikcije kada su koris¢ene sve

analizirane genetic¢ke varijante.

Nasi rezultati su pokazali da je, uzimajuci u obzir varijante u genima NOD2, TLR4, TNF-a, IL-6,
IL-74 i IL-RN, moguce razlikovati ispitanike obolele od KB i zdrave sa verovatno¢om Kkoja je veéa
od slu¢ajne. Takode, zakljucili smo da analizirane geneticke varijante u ovoj studiji predstavljaju

bolje prediktivne varijable za pojavu KB u odnosu na pojavu UK.

Dodatno, jedan od ciljeva ove studije je bio da istrazi ,,preklapanje* genetickih markera kod dve
granulomatozne bolesti, KB i RA. Pokazali smo da je prisustvo geneticke varijante 1L-6 G-174C
znacajan faktor rizika za obe bolesti. Stvaranje granuloma na mestu infekcije je vazno za odbranu
od proliferiSu¢ih bakterija, a proces nastanka ovih struktura je regulisan proinflamatornim
citokinima, naro¢ito TNF-a i INF-y [Cooper i sar., 1993; Roach i sar., 2002; Ehlers 2005]. Takode,
pokazano je da na formiranje granuloma uti¢e i IL-6 [Yimin i sar., 2003]. Naime, IL-67 misevi
zarazeni bakterijom Rhodococcus aurantiacus su imali znacajno izraZeniju granulomatoznu
infekciju u odnosu na wild type miseve. Ista studija je pokazala da IL-6 ima supresivnu funkciju u
formiranju granuloma jer redukuje ekspresiju TNF-o i INF-y u ranim fazama infekcije. Uzimajuéi
ove rezultate u obzir, nasa pretpostavka je da transkripciono manje aktivna varijanta IL-6 -174 C
potencijalno doprinosi granulomatoznom fenotipu. Nizi nivo IL-6 bi u tom slu¢aju mogao da utice

na izrazeniju indukciju granulomatozne infekcije posredovanu citokinima TNF-a i INF-y.

97



DISKUSIJA

5.1.2. Varijante gena HLA-DQ kao markeri celija¢ne bolesti

CB je Cesta bolest u evropskim populacijama, a smatra se da postoji veliki broj subklinickih
slucajeva koji ostaju nedijagnostikovani. lako je CB kompleksna bolest, njeno prisustvo se najvise
dovodi u vezu sa odredenim varijantama gena HLA-DQ. Zbog toga se genotipizacijom HLA moze
ustanoviti rizik i uspostaviti pravovremena dijagnoza CB, narocito u rizi¢nim grupama [Megiorni
i sar., 2012]. Cilj ove studije je bio da ispita distribuciju genotipova HLA-DQ i proceni rizik koji

oni nose za nastanak CB u srpskoj populaciji.

Rezultati ove studije su pokazali da 94.5% pacijenata sa CB nosi alele DQA1*05 i DQB1*02 na
istom (,,in cis®) ili razli¢itim (,in trans*) hromozomima. To je ukazalo na postojanje jake
asocijacije izmedu alela koji doprinose genotipu HLA-DQ2 i pojave CB. Ovo je u saglasnosti sa
rezultatima dobijenim u drugim evropskim zemljama: u skandinavskoj grupi je 92%, francuskoj
87%, italijanskoj 84%, i u britanskoj 88% pacijenata nosilo genotip HLA-DQ?2 [Karell i sar., 2003;
Margaritte-Jeannin i sar., 2004]. Medutim, druge dve studije na italijanskoj populaciji su pokazale
manji procenat - 80.8% i 64% [Megiorni i sar., 2009; Piccini i sar., 2012]. Dakle, primecen je
geografski gradijent u distribuciji HLA, sa ve¢im HLA-DQ2 procentom u severnoevropskim u
odnosu na juznoevropske populacije. Isti geografski trend prati i zastupljenost ,,in trans* varijante
HLA-DQ2. Podaci za nasu grupu su sli¢ni podacima dobijenim ispitivanjem obolelih od CB u
zemljama severne Evrope. Uoc¢ene razlike medu populacijama se mogu objasniti prisustvom nekog
dodatnog genetickog faktora (MICA, TNF) Kkoji bi podelio haplotipove DQA1-DQB1 u
podhaplotipove razli¢itog rizika za razvoj CB [Bolognesi i sar., 2003; Louka i sar., 2003a; Louka
i sar., 2003b]. Rezultati ove studije su pokazali sli¢nost sa rezulatatima dobijenim u populacijama
geografski bliskim nasoj, kao $to su hrvatska (93.7%) i slovenacka (88,8%) [Zunec i sar., 2004;
Dolinsek i sar., 2006].

Najveci rizik za pojavu CB imaju nosioci genotipa DQ2.5/DQ2.5. Skorasnja prospektivna studija
koja je obuhvatila veliki broj dece pra¢ene od rodenja do, u najve¢em broju slucajeva, 8 godine
zivota, potvrdila je da DQ2.5 homozigotnost nosi visok rizik za pojavu CB i to u ranom uzrastu
ispitanika [Liu i sar., 2014a]. U nasoj studiji, visok rizik su pokazali i nosioci haplotipa DQ2.5 sa
dodatnim alelom DQB1*02 na drugom hromozomu. Srednji nivo rizika su imali heterozigotni
nosioci DQ2, dok su najmanji rizik imale osobe koje nisu nosioci DQZ2. Ovi podaci ukazuju na

efekat ,,genske doze*, s obzirom da su grupe sa dve kopije alela DQB1*02 pokazale veci rizik za
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pojavu CB. Efekat doze alela DQB1*02 je ve¢ pokazan u ranijim studijama [Vader i sar., 2003].
lako se DQ8 smatra geneti¢kim faktorom rizika za nastanak CB, u nasoj grupi je ovaj haplotip bio
¢es¢i kod kontrolnih ispitanika nego kod pacijenata i bio je povezan sa niskim rizikom za pojavu
CB. Vazno je istaci da ¢ak 5.8% pacijenata koji nemaju DQ2 ili DQ8 nose alel DQB1*02. Bez
obzira na nizak rizik sa kojim je ,,samostalno* prisustvo ovog alela povezano, on ipak predstavlja
bitan geneti¢ki marker CB [Mubarak i sar., 2013].

Nasi rezultati potvrduju preporuke ESPGHAN organizacije (Evropsko udruzenje za pedijatrijsku
gastroenterologiju, hepatologiju i ishranu), koja isti¢e znac¢aj HLA genotipizacije kao pomocnog
kriterijuma u dijagnozi CB, pogotovo u visokorizi¢nim grupama [Megiorni i sar., 2012]. Nedavno
je jedna prospektivna studija pokazala da pracenje geneti¢ki podloznih odojéadi moze
dijagnostikovati CB u ranom uzrastu [Liu i sar., 2014a]. Pored gena HLA, takode treba ispitati
ulogu drugih genskih lokusa u nastanku CB, narocito onih koji u¢estvuju u kontroli adaptivnog
imunskog odgovora, a ne treba zanemariti ni podatke o porodi¢noj istoriji celijane bolesti, polu i

zemlji porekla ispitanika.
5.2. Ekspresija proinflamatornih i apoptotskih gena u Kronovoj bolesti

U ovoj studiji je na odabranoj grupi pacijenata sa KB i kontrolnim ispitanicima analizirana
ekspresija proinflamatornih gena TNF-a i IL-6, i apoptotskih gena Bcl-2, Bax, Fas i FasL. Posto
KB karakteriSe diskontinuitet inflamacijom zahvacenog tkiva, ekspresija je merena u biopsijama i
obolelog i zdravog tkiva pacijenata sa KB. Takode, ekspresija je merena u mononuklearnim
¢elijama periferne krvi. Nas cilj je bio da ispitamo promene u proinflamatornim i apoptotskim
procesima na lokalnom i sistemskom nivou kod pacijenata sa KB i identifikujemo biomarkere ovih

patoloskih procesa.

Rezultati studije su pokazali znacajno povecanje nivoa ekspresije IL-6 i TNF-a u bolesnoj mukozi
ileuma pacijenata u poredenju sa tkivom kontrolnih ispitanika. Takode, nivoi ekspresije ovih
citokina su bili zna¢ajno veéi u oboleloj u odnosu na zdravu mukozu pacijenata sa KB. Ovo je u
skladu sa pretpostavkom da IL-6 i TNF-a imaju vaznu ulogu u koordinisanju proinflamatornih
procesa koji su u osnovi patologije KB [Strober i sar., 2007]. Nasi rezultati su u saglasnosti sa
drugim studijama kada je u pitanju ekspresija IL-6 i TNF-a u mukozi koja je aktivno zahvaéena

inflamacijom [Stevens i sar., 1992; Reimund i sar., 1996; Leon i sar., 2009; Bogaert i sar., 2010;
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Drastich i sar., 2011]. Ipak, nekonzistentnost postoji po pitanju nivoa ekspresije u zdravoj mukozi
pacijenata, kao 1 mukozi razli€itih intestinalnih segmenata. U nasoj grupi, zdravo tkivo pacijenata
nije pokazalo promene u nivou iIRNK analiziranih citokina u odnosu na tkivo kontrolnih ispitanika,
a dobijene razlike su bile znacajne samo u obolelom tkivu ileuma, a ne i kolona. Bez obzira na
odsustvo znacajnosti, bolesno tkivo kolona je i dalje imalo visi nivo IL-6 IRNK u odnosu na
kontrolno tkivo. Treba uzeti u obzir da je zbog malog uzorka statisticka mo¢ testa bila niska.
Moguce je da bi sa povecanjem broja analiziranih biopsija ova razlika dostigla nivo statisticke
znacajnosti. Specifi¢nost ekspresionih profila u bolesnoj mukozi kolona i ileuma pokazana je 1
ranije [Bogaert i sar., 2010; Drastich i sar., 2011]. Ovaj rezultat ukazuje da nivo IL-6 iRNK u
intestinalnoj mukozi ima potencijal da postane dijagnostic¢ki biomarker aktivne faze bolesti, $to bi

moglo da utice i na bolji terapijski odabir.

U bolesnom intestinalnom tkivu je povecanje nivoa ekspresije IL-6 bilo dosta izrazenije u odnosu
na poveéanje TNF-a. Ovo nije neocekivano, s obzirom da je IL-6 kljucni citokin u diferencijaciji
Th17 ¢elija, glavne subpopulacije limfocita u patogenezi KB [Zhou i sar., 2007; Holtta i sar., 2008;
Sarra i sar., 2010]. Takode, IL-6 doprinosi preZivljavanju limfocita na mestu inflamacije [Atreya i
sar., 2000]. Nivo ekspresije IL-6, a ne TNF-a, asociran je sa endoskopskim i histoloskim stepenom
inflamacije tkiva [Reimund i sar., 1996]. Jedna studija je pokazala da je citokinski profil specifican
zarazlicite faze KB, tako da ranu fazu karakteriSe Th1 odgovor i ve¢a produkcija TNF-q, a kasniju
fazu Th1/Th17 odgovor uz indukciju ekspresije IL-6 i smanjenu ekspresiju TNF-a [Zorzi i sar.,
2013]. Nasa studija je pokazala da je IL-6 dobar prediktivni marker patoloskih procesa u tkivu,
bez obzira na lokalizaciju inflamacije. O kljuénoj ulozi IL-6 u patogenezi KB govori i predlog da
se nivo ovog citokina u serumu koristi kao prognosti¢ki marker za relaps bolesti [Louis i sar.,
1997; Van Kemseke i sar., 2000]. Pored serumskog, i mukozni nivo IL-6 se pokazao kao
prognosticki marker toka bolesti. Naime, pacijenti sa neophodnim operativnim tretmanom i
perianalnim tipom KB imali su znacajno visi nivo IL-6 [Ruffolo i sar., 2008]. Takode, pracenjem
pacijenata nakon resekcije creva pokazano je da nivo IL-6 predstavlja znacajan prediktivni marker
relapsa ilealnog tipa blesti [Yamamoto i sar., 2004]. U nasoj studiji nije bilo razlike u nivou
ekspresije IL-6 i TNF-a u mononuklearnim ¢elijama periferne krvi izmedu pacijenata i kontrolnih
ispitanika, $to ukazuje na razli¢ite mehanizme regulacije inflamacije na lokalnom i sistemskom

nivou. Medutim, treba uzeti u obzir da je ova studija ispitivala ekspresiju na nivou iRNK, i da je
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moguce da na proteinskom nivou postoje razlike u ekspresiji analiziranih citokina, ne samo

lokalno, vec 1 sistemski.

Ispitivanjem apoptotskih gena dobijene su znacajne razlike u nivou ekspresije Bcl-2 izmedu
bolesnog ilealnog tkiva pacijenata i tkiva kontrolnih ispitanika, kao i izmedu ilealnih regiona
zahvacéenih i1 nezahvacenih inflamacijom. Posto je za sudbinu ¢elije vazan odnos anti- i pro-
apototskih gena, dodatno je ispitan Bcl-2/Bax iRNK o0dnos, i pokazan je njegov znacajan pad kod
pacijenata sa KB u odnosu na kontrolne ispitanike. Ovo ukazuje na postojanje izraZzenih
proapoptotskih procesa u tkivu koje je aktivno zahvaéeno inflamacijom. Studije koje su ispitivale
apoptotske procese u T limfocitima lamine proprije kod pacijenata sa KB, pokazale su povecan
Bcl-2/Bax i Bcl-xL/Bax odnos koji je bio povezan sa apoptotskom rezistencijom T limfocita [Ina
i sar., 1999; Itoh i sar., 2001]. U nasoj studiji ekspresija je merena u celokupnom uzorkovanom
tkivu koje pored infiltriranih limfocita sadrzi i epitelijalne ¢elije. Dobijeni rezultati su u saglasnosti
sa skorasnjom studijom koja je takode pokazala snizen transkripcioni nivo kako Bcl-2, tako i Bax
u intestinalnoj mukozi pacijenata sa KB [Dias i sar., 2014]. Medutim, na proteinskom nivou,
znacajan pad je postojao samo u nivou ekspresije proteina Bax [Dias i sar., 2014]. Na osnovu nasih
rezultata, smatramo da je smanjenje nivoa Bcl-2 iRNK dogadaj koji odreduje proapoptotsku
sudbinu celija intestinalnog tkiva. Takode, pokazali smo da on ima znafajan potencijal za

predikciju aktivne faze bolesti u intestinalnoj mukozi pacijenata.

U brzo-obnavljaju¢im tkivima za koje je karakteristicna promena u apoptotskom statusu celija,
tzv. apoptotski preokret, ekspresija Bcl-2 je topografski ograni¢ena na dugozivece proliferativne
¢elijske zone [Hockenbery i sar., 1991]. Pokazano je da Bcl-2 uéestvuje u odrzavanju mati¢nih
¢elija u bazama intestinalnih kripti, ali je njegova ekspresija razliita u razli¢itim delovima creva.
Njegova produkcija je minimalna u tankom crevu, dok je u bazi kripti kolona jako izrazena [Merritt
i sar., 1995; Renehan i sar., 2001]. Ovo bi moglo da objasni dobijenu razliku u nivou Bcl-2
ekspresije izmedu zdrave mukoze kolona i ileuma u naSoj grupi pacijenata. Medutim, i pored
razlika u nivou ekspresije Bcl-2 imedu kolona i ileuma, znac¢ajno smanjenje Bcl-2 iRNK dobijeno
je izmedu zdrave i bolesne mukoze ileuma. Uzimajuci u obzir funkciju proteina Bcl-2 u odrzavanju
germinatine epitelijalne linije, zabelezeno smanjenje ekspresije Bcl-2 moglo bi rezultovati
poremecenim odnosom apoptoze i obnavljanja intestinalnih epitelijalnih ¢elija. Ovo je u skladu sa

pretpostavkom da narusavanje epitelijalne barijere predstavlja jedan od dogadaja u patogenezi KB.
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Nedavna studija ispitivala je uticaj Bcl-2 na odrzavanje epitelijalne barijere kod IL-10-
deficijentnih miSeva, Zivotinjskog model-sistema KB. U eksprimentu su IL-10-deficijentni miSevi
ukrSteni sa transgenim miSevima koji su prekomerno sintetisali humani Bcl-2 u intestinalnim
epitelijalnim celijama. Protein Bcl-2 je kod ovako ukrstenih miseva inhibirao prekomernu
apoptozu epitelijalnih ¢elija, bolje je odrzao integritet mukozne barijere, redukovao je Thl7
populaciju limfocita, kao i totalni broj limfocita u lamini propriji, i na taj nacin sprecio intestinalnu
inflamaciju i povecao prezivljavanje miseva [Mizushima i sar., 2013]. Ova studija je jasno
pokazala vaznu ulogu Bcl-2 u inhibiciji apoptoze intestinalnih epitelijalnih ¢elija i u sprecavanju

razvoja hroni¢ne inflamacije.

Za razliku od Bcl-2/Bax, nivoi ekspresije Fas i FasL nisu pokazali znacajne razlike u mukozi
pacijenata sa KB u poredenju sa mukozom kontrolnih ispitanika. Nema puno studija na temu

ekspresije ova dva gena u tkivu KB pacijenata, a nasi rezultati su u saglasnosti sa objavljenim [Di
Sabatino i sar., 2003].

Rezultati ispitivanja ekspresije apoptotskih gena u mononuklearnim c¢elijama periferne krvi
pokazali su izmenjen Fas/FasL odnos kod pacijenata sa KB u odnosu na kontrolne ispitanike. Ovaj
odnos se u nasoj studiji pokazao kao dobar prediktivni marker aktivne faze bolesti na sistemskom
nivou, pogotovo kod ispitanika muskog pola. Postojanje ove razlike prvenstveno je posledica
znaCajnog smanjenja nivoa FasL IRNK kod pacijenata sa KB u poredenju sa kontrolnim
ispitanicima. Poznato je da FasL ucestvuje u odrzavanju imunske homeostaze tako Sto kroz Fas-
FasL interakciju dovodi do eliminisanja perifernih aktiviranih limfocita mehanizmom takozvane
,celijske smrti izazvane aktivacijom™ (eng. activation-induced cell death, AICD). Na taj nacin se,
u normalnim uslovima, spreCava hiperaktivacija imunosti posredovane T Celijama [Suda i sar.,
1997; De Panfilis i sar., 2001]. Deregulacija Fas/FasL sistema je asocirana sa patofizioloSkim
stanjima. MiSevi kojima nedostaju funkcionalni Fas (lpr) ili FasL (gld) oboljevaju od teskih
limfoproliferativnih i autoimunskih poremecaja [Watanabe-Fukunaga i sar., 1992; Nagata i sar.,

1995Db]. Defekti u ovim genima imaju sli¢ne posledice i1 kod ljudi [Price i sar., 2014].

Da bi se pokrenuli protektivni mehanizmi protiv entericnih patogena, ,,naivne® T ¢elije moraju biti
aktivirane, polarizovane i umnozene u limfoidnim tkivima asociranim sa intestinalnim traktom.
Nakon toga, efektorski limfociti ulaze u sistemsku cirkulaciju i odlaze u tkivo creva gde pomazu

u uklanjanju invazivnih patogena [Koboziev i sar., 2010]. Smanjenje nivoa ekspresije FasL
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zabelezeno u cirkuliSu¢im mononuklearnim ¢elijama pacijenata sa KB moglo bi da uti¢e na duze
prezivljavanje aktiviranih limfocita i samim tim povecanu akumulaciju efektorskih celija u
intestinalnoj mukozi. Da li je smanjenje FasL ekspresije primarni defekt ili je posledica hroni¢nih

inflamatornih procesa kod KB, ostaje nerazjasnjeno.

U nasoj studiji znacajno niza ekspresija FasL asocirana je sa muskim polom. Koliko nam je
poznato, u dosadasnjim studijama ne postoje podaci koji objasnjavaju ovu vezu. Poznato je da
seksualni hormoni, narocito estrogen, moduliSu imunski odgovor. Takode, pokazano je da estrogen
poveéava ekspresiju FasL gena u monocitima in vitro [Mor i sar., 2003]. U kontekstu nasih
rezultata, ovo bi moglo da objasni visi nivo ekspresije FasL kod bolesnih zena u odnosu na bolesne
muskarace. Medutim, polna razlika u FasL ekspresiji nije primecena u kontrolnoj grupi. Razlog
ovome moze biti izmenjen sastav imunskih ¢elija periferne krvi kod pacijenata. Naime, pacijenti
sa KB u poredenju sa zdravim ispitanicima imaju mnogo ve¢i udeo monocita i neutrofila u odnosu
na udeo limfocita u ukupnom sadrzaju mononuklearnih ¢elija periferne krvi [Burczynski i sar.,
2006]. Zbog toga bi efekat smanjene ekspresije FasL gena kod muskaraca u odnosu na zene bio

mnogo izrazeniji u grupi bolesnih ispitanika.

Jedan od ciljeva ove studije bio je identifikovanje biomarkera u perifernoj krvi koji bi mogli na
manje invazivan i ekonomski isplativ nacin da predvide prisustvo aktivne faze bolesti. Odnos
Fas/FasL IRNK se u ispitivanoj grupi pokazao kao dovoljno diskrimini$uci, ali samo kod
pacijenata muskog pola. Potrebno je ispitati znacaj ovog markera na ve¢em uzorku pacijenata kako

bi se validirao njegov znacaj i opravdala potencijalna klini¢ka upotreba.
5.3. DNK vezujuéa aktivnost NF-kB u Kronovoj bolesti

NF-kB je regulatorni protein koji indukuje ekspresiju imunskih i antiapoptotskih gena. On ima
dvostruku ulogu u odrzavanju intestinalne homeostaze - ucestvuje u odbrani od invazivnih
patogena i doprinosi ocuvanju integriteta epitelijalne barijere [Spehlmann i sar., 2009]. Ova dva
procesa su kompromitovana kod obolelih od KB. Poremecena aktivnost NF-kB je povezana sa
promenama u genu NOD?2 [Abbott i sar., 2004]. Zbog toga je primarna ideja naSe studije bila da
se ispita DNK vezujuc¢a aktivnost NF-«xB iz jedarnih ekstrakata intestinalnog tkiva kod dve grupe
pacijenata - nosioca manje ucestalih genotipova NOD2 (Arg702Trp / Gly908Arg / Leu1007fsinsC)

i nosioca ucestalijeg genotipa. Analizom rezultata smo ustanovili da nivo vezujuce aktivnosti NF-
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kB nije bio u direktnoj asocijaciji sa genotipom NOD2, ve¢ je pokazao vezu sa fenotipom bolesti.
Naime, rezultati su pokazali da je kod pacijenata sa fragilnom sluznicom relativna koli¢ina NF-
kB-DNK kompleksa bila znac¢ajno niza u poredenju sa pacijentima koji su imali stenozne promene.
Fragilna sluznica predstavlja osetljivu intestinalnu mukozu koja krvari na blazi dodir, dok su
stenozne promene posledica hroni¢nih inflamatornih procesa zbog kojih zid creva postaje
zadebljan, a crevni lumen suzen. Ova dva tipa intestinalnih komplikacija upravo odslikavaju

procese u kojima NF-kB ucestvuje - apoptozu i inflamaciju.

Supershift analizom je potvrdeno da je u sastavu detektovanih kompleksa bio prisutan protein p65.
Ranije studije su pokazale da je p65 povisen kod pacijenata sa IBC [Rogler i sar., 1998] i da utice
na transkripciju inflamatornih citokina TNF-a, IL-6 i IL-1 [Neurath i sar., 1998]. Uzimaju¢i ovu
¢injenicu u obzir, kontradiktorno je bilo to $to je u naSoj grupi pacijenata smanjena vezujuca
aktivnost NF-«kB bila povezana sa visim nivoom TNF-a IRNK. Takode, ovaj NF-kB:TNF-a odnos
je bio povezan sa fenotipom fragilne sluznice koji je ukazivao na apoptotske procese u intestinalnoj
mukozi. Poznato je da NF-«kB sprec¢ava apoptozu Celija iniciranu TNF-signalizacijom. Vezivanje
TNF-a za TNFR1 pokreée proinflamatorne dogadaje aktivacijom signalnog puta NF-xB i MAPK,
ali takode aktivira i kaspazu-8 [Aggarwal 2003]. Aktivacija NF-xB stiti ¢elije od apoptoze
pokrenute preko TNFR1 indukujuc¢i ekspresiju proteina sa antiapoptotskim i antioksidantskim
funkcijama [Wang i sar., 1998; Micheau i sar., 2001; Papa i sar., 2004]. Smatra se da aktivacija
NF-kB na ovaj nacin odreduje odgovor ¢elija na TNF-a stimulaciju, tako Sto TNF-o pokrece
proinflamatorni odgovor u NF-kB kompetentnim ¢elijama, ali zato dovodi do smrti éelija koje su
NF-xB deficijentne [Wullaert i sar., 2011]. Takode, TNF-a moze povratno da uti¢e kako na
aktivaciju, tako i na inhibiciju NF-kB puta, indukcijom ekspresije negativnih regulatora NF-xB
kao $to je protein A20 [Vereecke i sar., 2010]. Pored apoptoze ¢elija, TNF-a signalizacija utice i
na smanjenje ekspresije proteina koji ulaze u sastav meducelijskih uskih veza ¢ime se narusava
integritet epitelijalne barijere [Mankertz i sar., 2000; Gitter i sar., 2001]. Pokazano je da anti-TNF-
a terapija znacajno redukuje apoptozu epitelijalnih ¢elija u kolonu pacijenata sa KB i povecava
otpor epitelijanog sloja [Zeissig i sar., 2004]. Jos§ jedan dokaz za vaznu ulogu NF-kB u o¢uvanju
intestinalne homeostaze je primer miseva deficijentnih za p65 (delecija Rela gena) u epitelijalnim
¢elijjama creva, koji su imali povecan bazalni nivo epitelijalne apoptoze i proliferacije, kao 1
povecanu osetljivost na hemijsku indukciju kolitisa [Steinbrecher i sar., 2008]. S tim u vezi,

smanjena vezujuca aktivnost NF-xB i poveéan nivo TNF-a iIRNK u ispitivanoj grupi pacijenata sa
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KB mogu biti marker preterane smrti intestinalnih epitelijalnih ¢éelija, $to moze da objasni pojavu
fragilne sluznice. Treba naglasiti da veéina pacijenata sa fragilnom sluznicom (4/6) u trenutku
endoskopskog pregleda nije bila tretirana lekovima, pa smanjen nivo vezujuce aktivnosti NF-xB
nije bio posledica primenjene terapije.

Intestinalna stenoza je u ovoj studiji povezana sa vecom koli¢inom NF-kB-DNK kompleksa.
Uloga NF-xkB u formiranju ovih struktura potvrdena je ranije primenom p65 antisens-
oligonukleotida ¢ime je smanjena pojava fibroznih stenoza kod misjeg modela hroni¢nog kolitisa
[Wu i sar., 2007]. Medutim, nije jasno zaSto je nivo TNF-a IRNK kod pacijenata sa stenoznim
promenama bio sli¢an nivou u kontrolnom tkivu. Mozda je u hroni¢noj fazi inflamacije u kojoj se
formiraju stenoze uloga TNF-a manje vazna, a aktivacija NF-kB vezana za indukciju ekspresije
drugih, za tu fazu specifi¢nih, medijatora inflmacije. Tako je jedna ex vivo studija pokazala
znacajno visi nivo citokina IL-17A u stenoznom tkivu pacijenata sa KB u poredenju sa ne-
stenoznim, dok razlika nije uocena za produkciju TNF-o i IL-6 [Biancheri i sar., 2013]. Zanimljiv
je podatak da iako anti-TNF-a terapija pomaZe u brzom zarastanju o$tecene intestinalne mukoze,
ona nije efikasna u spre¢avanju pojave stenoznih komplikacija. Smatra se ¢ak da TNF-a, zajedno

sa INF-y, ima anti-stenozni efekat [Van Assche i sar., 2004].

Otprilike jedna tre¢ina pacijenata sa KB razvija stenozne komplikacije, a velika vec¢ina njih ¢e biti
podvrgnuta makar jednoj operaciji. U formiranju stenoza ucestvuju fibroblasti, miofibroblasti i
glatke miSi¢ne celije. Ove Celije sintetiSu prekomernu koli¢inu komponenti ekstracelijskog
matriksa (ECM), pri tome stvarajuéi fibrozno tkivo na mestu koje je osteceno inflamacijom
[Stallmach i sar., 1992; Lawrance i sar., 2001]. Danas je poznato da fibroblasti, osim sinteze ECM,
mogu aktivno ucestvovati i u regulaciji imunskog odgovora [Goke i sar., 1998; Lawrance i sar.,
2001; Vogel i sar., 2004]. Fibroblasti konstitutivno eksprimiraju membranski receptor CD40 i
nakon interakcije sa CD40 ligandom na povrSini CD4+ T limfocita iniciraju NF-kB posredovanu
ekspresiju IL-1, IL-6, IL-8, hemokina, intercelularnih adhezionih molekula (ICAM)-1, ciklo-
oksigenaze 2 (COX)-2 i drugih [Fries i sar., 1995; Sempowski i sar., 1998; Zhang i sar., 1998;
Gelbmann i sar., 2003]. Takode, fibroblasni faktori promovisu prezivljavanje T limfocita
indukuju¢i ekspresiju gena Bcl-2 i Bcl-xL i omogucavaju im da funkcionisu duze na mestu
inflamacije [Scott i sar., 1990; Gombert i sar., 1996]. Na ovaj nacin, fibroblasti doprinose razvoju

hroni¢ne inflamacije.
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Ranije je pokazano da su varijante u genu NOD2 (Arg702Trp, Gly908Arg i Leul007insC)
asocirane sa razvojom stenoznog tipa bolesti i operativnim tretmanom [Abreu i sar., 2002b; Brant
i sar., 2003; Economou i sar., 2004; Alvarez-Lobos i sar., 2005]. Ovaj podatak je u saglasnosti sa
zapazanjima nase studije. U ispitivanoj grupi, 3 od 4 pacijenta sa stenoznim fenotipom nosilo je

jednu od pomenutih genetickih varijanti.

Rezultati nase studije pokazuju da je razvoj patoloskih promena u intestinalnom tkivu pacijenata
sa KB dinamican proces u kome ucestvuju intestinalne epitelijalne ¢elije, ¢elje imunskog sistema
I razli¢ite ¢elije mezenhimskog porekla. Zato je za optimalnu terapiju, koja ukljucuje regulaciju
inflamatornog odgovora i rekonstituisanje epitelijalne barijere, vazno utvrditi terapeutski pristup
koji ¢e biti specifican i ciljano primenjen za tip promena i vrstu ¢elija koje u tim promenama

ucestvuju, kao i za razli¢ite faze bolesti.
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Na osnovu dobijenih rezultata moguce je izvesti sledece zakljucke:

1. Nosioci manje ucestalih varijanti u genima NOD2 (Arg702Trp, GIly908Arg,
Leul007fsinsC, Arg684Trp), TLR4 (Asp299Gly), TNF-a (G-308A), IL-6 (G-174C) i IL-
1RN (A2 VNTR) imaju povecan rizik za pojavu KB. Nosioci geneticke varijante IL-1RN
A2 imaju povecan rizik za pojavu UK. Pokazana je znacajna razlika u distribuciji geneticke
varijante TNF-a G-308A izmedu grupe pacijenata sa KB i UK, pri ¢emu je alel A asociran
sa pojavom KB, a alel G sa pojavom UK. Manje ucestale varijante u genu TLR4,
Asp299Gly i Thr399lle, pokazale su asocijaciju sa zenskim polom kod pacijenata sa KB.

2. Prediktivni model koji ukljucuje podatake o svim analiziranim genotipovima, kao i
podatake o polu ispitanika, klasifikuje ispitanike na bolesne i zdrave sa verovatno¢om
ve¢om od slucajne, s tim §to pokazuje bolji kvalitet u predikciji KB u odnosu na predikciju
UK. Model razlikuje ispitanike sa KB i zdrave ispitanike u 69% slucajeva, a ispitanike sa
UK i zdrave ispitanike u 60% slucajeva.

3. Geneticka varijanta IL-6 G-174C asocirana je sa pojavom inflamatornih bolesti
granulomatoznog tipa - KB i RA.

4. Genotipovi koji rezultuju fenotipom DQ2 pokazuju jaku asocijaciju sa CB. Najveci rizik
za pojavu CB imaju homozigotni nosioci haplotipa DQ2.5, a zatim heterozigotni nosioci
haplotipa DQ2.5. Srednji rizik imaju nosioci alela DQA1*05 i DQB1*02, pozicioniranih
na razli¢itim hromozomima. Najnizi rizik imaju nosioci haplotipa DQ8, pojedina¢nih
varijanti gena DQA1*05 ili DQB1*02, kao i ostalih varijanti gena HLA-DQ.

5. Nivo ekspresije IL-6 i TNF-a je znacajno poviSen, a Bcl-2 znacajno snizen u ilealnoj
mukozi zahvacenoj inflamacijom, S§to ukazuje na aktivnost proinflamatornih i
proapoptotskih procesa u intestinalnom tkivu pacijenata sa KB. Porast nivoa ekspresije IL-
6 je izraZeniji nego TNF-a. Nivoi iRNK ovih gena se mogu smatrati biomarkerima aktivne
faze KB u mukozi ileuma, ali ne i kolona. IL-6 i Bcl-2 iRNK imaju prediktivni znacaj, i
mogu se smatrati potencijalnim dijagnostickim biomarkerima.

6. Nivo ekspresije FasL je znacajno snizen u mononuklearnim c¢elijama periferne krvi
muskih pacijenata u aktivnoj fazi KB. Odnos Fas/FasL ima prediktivni znacaj, i moze se

smatrati potencijalnim dijagnostickim biomarkerom, ali samo kod ispitanika muskog pola.
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7. Smanjen nivo DNK vezujuce aktivnosti NF-kB i visok nivo ekspresije TNF-a asocirani su
sa fenotipom fragilne sluznice, dok je povecan nivo DNK vezujucée aktivnosti NF-kB i nizi
nivo ekspresije TNF-a asociran sa stenoznim promenama. Stoga se NF-kB vezujuca
aktivnost moze smatrati markerom apoptotskih i inflamatornih procesa koji su u osnovi

ova dva klinicka fenotipa.
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genotipizaciju i klinickih algoritama“ (451-03-3095/2014-09/45, 2014-2015. g.).

Biljana Stankovic¢ je do sada objavila 7 radova u ¢asopisima medunarodnog znacaja i imala
23 saopstenja na medunarodnim nauc¢nim skupovima i 1 saopStenje na skupu nacionalnog

znacaja.



Mpwunor 1.

UsjaBa o ayTopcTBy

[NoTnucaHu-a BurbaHa CtaHkoBuh

6poj ynuca M3013/2009

UsjaBrbyjem
Aa je AOKTOpCKa AucepTauuja noa Hacnosom

MonekynapHu MapKkepun XpoHn4yHe nHdnamaiumje u anonTose KOO MHNaMaTopHUx

6onecTtu Lpesa

® pe3ynTtaTt CONCTBEHOI UCTPaXXUBAYKOr pana,

* AanpearnoxeHa fuceprauuja y UenuHU HU y fenoBUMa Huje 6una npegnoxeHa
3a pobujake Guno koje aunnome npema CTYAWCKAM nporpamumma apyrux
BUCOKOLLIKOSICKUX YCTaHOBa,

® [aCy pe3yntaTti KOPEeKTHO HaBeaeHn 1

* A3 HuCam Kpwwmo/na ayTopcka npasa M KOPUCTUO MHTENEKTyanHy CBOjUHY
APYrux nuua.

MoTnuc pokTopaHaa

%%\CQU(C %W\M@
v (‘J

Y Beorpagy, __11.05.2015.




Mpunor 2.

MU3jaBa 0 UCTOBETHOCTU WITaMMaHe U erieKTPoOHCKe
Bep3uje JOKTOpPCKOr paaa

Mme n npesnme aytopa Bubana CtaHkosuh

Bpoj ynuca M3013/2009

CTtyaujcku nporpam MonekynapHa 6uonoruja, moayn monekynapHa éuonoruvja
eykapuoTa

Hacnos paga MonekynapHu Mapkepu XpoHu4He nHdnamaduje n anontose

Ko MHdiamaTopHux 6onecTtu upesa

MeHTOp ap Mopaana Hukyesuh, Ap Cowsa Maenoeuh

MoTnucaxun BurbaHa CtaHkosuh

u3jaBrbyjeM Aa je LTamnaHa Bep3uja Mor LOKTOPCKOT paja UCTOBETHA eNleKTPOHCKO]
BEp3uju Kojy cam npepao/na 3a objaerbuBate Ha noprtany [AururanHor
peno3utopujyma YHuBep3suteta y Beorpaay.

[losBorbaBam Aa ce objaBe Moju NUYHWM nojaun BesaHu 3a Aobujarbe akajemckor
3Bakba [IOKTOpa Hayka, Kao LUTO Cy UMe W npesunme, roanHa 1 Mecto pohierwa n aatym
ondpaHe paga.

OB/ nUYHM nofauu mory ce 00jaBuTu Ha MpPEXHUM CcTpaHuuama aurutanHe
oubnuoTeke, y eNeKTPOHCKOM KaTanory v y nyénukauujama Yuusepauteta y beorpaay.

MoTnuc pokTopaHaa

X
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J

Y Beorpany, 11.05.2015.




Mpwunor 3.

UsjaBa o kopuwhery

Oenawhyjem YHusepauteTcky Bubnuoteky ,Csetosap MapkoBuh* aa y Ourutanuu
penosuTopujym YHueepsuteTa y Beorpagy yHece MOjy AOKTOPCKY AucepTauujy nog
HacnoBsom:

MonekynapHu Mapkepu XpoHW4YHe nHdnamawuje u anontose KO MHMaMaTopHUx

Sonectu Uupesa

koja je Moje ayTopcko geno.

AvicepTaumjy ca cBum npunosuma npeaao/na cam y enekTpoHCKOM chopmaty norogHom
3a TpajHO apxuBMpar-e.

Mojy fokTopcKy AucepTaLmjy noxparseHy y [urutantm penosuTopujym YHuBepauTeTa
y Beorpagy mory aa kopucte cBu Kkoju nowwTyjy oapeace cagpxaHe y ogabpaHom Tuny
nuuerue KpeatueHe sajeaHuue (Creative Commons) 3a Kojy cam ce oanyuyuo/na.

1. AytopcTtBo
2. AyTOpCTBO - HEeKOMepLUjanHo
@AyTopCTBo — HekomepuwjanHo — 6e3 npepaae
4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLMjasiHO — AENUTW NOA UCTUM ycrioeuma
5. AytopcTtBo — 6e3 npepage
6. AyTopcTBO — AenuTh nog UCTUM ycrioBuma

(Monumo pa 3aokpyxuTe camo jegHy of LUeCT NOHYNEHUX NUUEHUM, KpaTak onuc
nyueHumn aart je Ha nonefuHu nucra).

MoTnuc pokropaHpa

Y Beorpagy, 11.05.2015.
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