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1. UvOD

Sindrom iritabilnog kolona (Irrirable Bowel Syndrome — IBS) je funkcionalni
poremecaj gastrointestinalnog trakta (GI) okarakterisan bolovima i nelagodom u stomaku koji
je povezan sa defekacijom i poremecajima u defekaciji, kao i sa distenzijom stomaka, a takode
su prisutna i razlic¢ita psiholoska stanja kao Sto su razli¢iti strahovi, anksioznost, pa ¢ak i
depresije. Dijagnostifikuje se po sistemu iskljucivanja, a karakteriSu ga hroni¢ni simptomi koji
variraju tokom vremena 1 koji mogu biti zajednicki sa drugim poremecajima
gastrointestinalnog trakta. Kriterijumi za uspostavljanje dijagnoze su jasni, ali nisu lako
primjenljivi u klini¢koj praksi o ¢emu govori podatak da viSe od 40% pacijenata mogu imati
simptome i do 5 godina prije uspostavljanja same dijagnoze. U slu¢aju da ne postoji nikakva
fizicka, radioloska ili laboratorijska indikacija za neko organsko gastrointestinalno oboljenje,
sumnja se na IBS. Sindrom iritabilnog kolona je okarakterisan kao ,,mozak-crijevo* poremecaj
(brain-gut disorder), a vezuje se sa izmijenjenim fizioloskim procesima kao $to su peristaltika
crijeva, visceralna preosjetljivost, promjene u imunom odgovoru u sluzokozi crijeva i
promjene u crijevnoj mikroflori. Posljednje epidemioloske studije su pokazale da je u
Sjevernoj Americi prevalenca za IBS 3-20% S$to na godi$njem nivou predstavlja oko 45
miliona oboljelih (Burbige, 2010).

Naziv oboljenja “sindrom iritabilnog kolona” pripisuje se Volteru Alvarezu (Walter C.
Alvarez) koji je 1915. godine utvrdio i okarakterisao promjene u kontrakcijama i
razdrazljivosti crijeva koje uti€u na varenje 1 prolazak hrane kroz crijeva. Od 1979. godine u
medicinskoj terminologiji prisutan je pod razli¢itim nazivima, kao sindrom iritabilnog crijeva,
mukozni kolitis, spasticni kolon ili nervozno crijevo, a u glavnom su se odnosili na
poremecaje debelog crijeva. Naziv oboljenja se koristi za grupu razliCitih simptoma od
nelagode i bolova u stomaku do razli¢itih promjena i disfunkcija u varenju $to ukazuje na
vjerovatnocu pogresnog dijagnostifikovanja. Uglavnom se koriste simptomi za
dijagnostifikovanje ovog kompleksnog oboljenja pri ¢emu je neophodno voditi raCuna o tome
da postoje znacajna preklapanja u simptomima kod oboljelih od IBS-a i nekih drugih Gl
oboljenja. Tacan uzrok IBS-a jos$ uvijek nije poznat. Pokretljivost crijeva je poremecena iako
jasnih organskih uzroka nema, primije¢eno je da se tegobe javljaju ili pojacavaju u vrijeme

stresnih situacija, a oboljeli mogu biti anksiozni ili depresivni zbog ¢ega ova bolest nije
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klasi¢no gastrointestinalno oboljenje i moze se sa pravom svrstati u grupu psihosomatskih
bolesti. Nakon stotinu godina od uvodenja koncepta iritabilnog kolona diskutuje se o tome da

li je u potpunosti adekvatan naziv ove bolesti (Camilleri, 2012).

Proteklih tridesetak godina dijagnostifikovanje sindroma iritabilnog kolona zasnovano
je na pozitivnoj dijagnostici kompatibilnih simptoma, kao i isklju¢ivanja organskih bolesti,
prvenstveno karcinoma debelog crijeva i Kronove bolesti. Simptomi IBS-a su heterogeni, a
mogu da se pojacavaju i/ili jenjavaju tokom vremena. Zabiljezen je kormobiditet sa drugim GI
oboljenjima i nekim psiholoSkim stanjima, kao i sa oboljenjima koja uopSte nisu
gastrointestinalna. Simptomi IBS-a su veoma sli¢ni i Cesto se preklapaju sa simptomima
hroni¢ne konstipacije, funkcionalne dispepsije, Zeludacno-jednjacnom refluksu, bolesti
zapaljenja crijeva (IBD-Inflammatory Bowel Disease), celijaki i poremecaju tolerancije na
glukozu. IBS moze da se javi i sa drugim poremecajima kao §to su prije svega fibromigalija,
sindrom hroni¢nog umora, poremecaj temporomandibularnog zgloba, hroni¢nog bola u karlici,
te nekim psiholoskim stanjima kao $to su strahovi, anksioznost i somatizacija. Sindrom
iritabilnog kolona negativno uti¢e na kvalitet zivota (QOL — Quality of Life) koji se ogleda u
smanjenoj produktivnosti u radu i povecanim izostancima sa posla i iz $kole, kao 1 ucestalijim
koristenjem zdravstvene zastite, §to ima znacajne posljedice na drustveno-ekonomski sistem

(Henstrom, 2016).

Razvijeno je nekoliko kriterijuma za identifikaciju i standardizaciju prilikom
dijagnostifikovanja IBS-a. Jedan od najstarijih kriterijuma nastao 1978. godine, Manning
kriterijum, identifikuje Sest simptoma koji povecavaju vjerovatnocu za IBS dijagnozu, ali se
njime ne precizira broj ili duZina trajanja simptoma. Kruis sa saradnicima je 1984. godine
razvio sistem koji ukljucuje simptome, fizicko stanje i laboratorijske nalaze. Internacionalna
radna grupa (International working group) je 1990. godine razvila Rim | Kriterijum sa
namjerom da se redukuju nepotrebna testiranja i obezbijedi jednoobraznost kod
dijagnostifikovanja i terapije IBS-a. Ovaj kriterijum je 1999. godine dopunjen u Rim II, a
2006. godine u Rim III kriterijum. Primjena ovakvih kriterijuma je jako teska u praksi i u
prkos svim dopunama i revizijama, niti Rim I, niti Rim [l nisu u potpunosti pouzdani
(Burbige, 2010).
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1.1. Definicija oboljenja sindroma iritabilnog kolona

Sindrom iritabilnog kolona je definisan na osnovu nedavno izmijenjenog Rim IlI
kriterijuma kao periodi¢na abdominalna bol ili nelagoda koja traje najmanje 3 dana u mjesecu
u posljednja 3 mjeseca, ne moze se objasniti strukturnom ili biohemijskom abnormalnos¢u, a u
vezi je sa najmanje dva od sljedec¢ih navoda: osjecaj poboljSanja nakon defekacije, promjena
frekvencije stolice i promjena oblika (izgleda) stolice. Ostali simptomi koji podrzavaju
dijagnozu, a nisu dio kriterijuma, ukljucuju odredene abnormalnosti u frekvenciji stolice (vise
od 3 dnevno ili manje od 3 sedmicno) i obliku stolice (kugliasta, tvrda ili mekana,
vodenasta), naprezanje pri defekaciji, osjec¢aj hitnog i/ili nepotpunog praznjenja, sluz i
nadutost. Prema Rim 11 kriterijumu moze se izvrsiti subkategorizacija sindroma iritabilnog
kolona na IBS-D (dijareja tip), IBS-C (konstipacija tip), IBS-M (mijesani tip kao kombinacija
dijareje i konstipacije), kao i neimenovani tip IBS-a (IBS-unsubtyped) (Yao, 2012).

Rim I Kkriterijum:

Kontinuirani ili rekurentni simptomi u trajanju od najmanje 3 mjeseca:

1. Bol ili nelagoda u abdomenu koja:
e Popusta sa defekacijom; 1/ili
e Povezana sa promjenama u frekvenciji stolice; i/ili
e Povezana sa promjenama u konzistenciji stolice; i

2. Pozitivne dvije ili viSe od sljedec¢ih tacaka u najmanje %4 epizoda ili dana:
e Promjene u frekvenciji stolice (viSe od 3 stolice dnevno ili manje od 3 stolice

sedmicno);

e Promjene u obliku stolice (kuglicasta/tvrda ili mekana/te¢na);
e Sluz u stolici; i/ili

e Nadutost ili osjecaj distenzije abdomena.
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1.2. Epidemiologija IBS-a

Funkcionalni gastrointestinalni poremecaji imaju visoku incidencu i prevalencu u
opstoj populaciji. Sindrom iritabilnog kolona je jedno od najcesce dijagnostifikovanih
gastrointestinalnih oboljenja u klini¢koj praksi. Procjena ucestalosti IBS-a varira, uglavnom
zbog razlika medu epidemioloskim studijama kao $to su upotreba razli¢itih dijagnosti¢kih
kriterijuma, formiranje uzorka i izvor podataka. Procjenjuje se da je prevalenca za IBS u
zemljama zapadne populacije izmedu 8 1 20%. Sli¢na prevalenca je i1 u Kini, a nesto niza u
Tajlandu. Ovo oboljenje ¢esc¢e pogada Zene srednje Zivotne dobi nego muskarce, npr. u Indiji
20-30% zena oboli od IBS-a. U Sjedinjenim Americkim Drzavama IBS pogada izmedu 10 i
20% populacije, sto ovu drzavu kosta 1.6 biliona dolara direktno i 19.2 biliona dolara
indirektno na godiSnjem nivou. Vecina bolesnika sa IBS-om i ne trazi lije¢ni¢ku pomo¢ §to
navodi na ¢injenicu da prevalenca IBS-a moze biti ve¢a od one koja se navodi u literaturi. Na

prevalencu IBS-a uti¢u socijalni i kulturoloski faktori (Ladabaum, 2012).

Za sada ne postoje epidemioloski podaci za IBS u Bosni i Hercegovini i u regionu.
1.3. Patofiziologija IBS-a

Do danas nije identifikovan niti jedan patofizioloski mehanizam koji bi bio jedinstven
za IBS. Za sindrom iritabilnog kolona se smatra da je izuzetno slozen biopsiholoski poremecaj
koji proizilazi iz interakcije mnogobrojnih faktora: visceralne hiperalgezije (povecana
senzitivnost na bol), genetickih, psiholoskih i ekoloskih faktora, infekcija, upala, pokretljivosti
crijeva, ishrane, kao i crijevne mikrobiote (Drossman, 1999). Kao moguéi patoloski
mehanizmi za sindrom iritabilnog kolona prepoznati su poremecaji na nivou mozak-Crijevo
(brain-gut), kao i psihijatrijski i socijalni faktori. Veliki broj studija pokazuju da su poremecaji
raspolozenja 1 razliCita psihijatrijska oboljenja kao S§to su depresija, pani¢ni poremecaji,

somatizacija i agorafobija ucestaliji kod pacijenata sa IBS-om (Song et al, 2012).

U patofiziologiji IBS-a je i dalje nejasno u kojoj je mjeri to motoricki odnosno
senzorni poremecaj gastrointestinalnog trakta. S obzirom na to da je u sklopu sindroma
prisutan poremecaj defekacije, a da je sam ¢in defekacije motoricki proces, moze se zakljuciti

da je u pitanju motoric¢ki poremecaj. Medutim, urgencija za defekaciju koja je prisutna kod
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oboljelih od IBS-a moze biti posljedica senzornog poremecaja na nivou detekcije ili senzorne
interpretacije te informacije, gdje pogresna interpretacija vodi urgenciji iako u rektumu nema
dovoljno sadrzaja za praznjenje. Podrazaji koji generiSu osjecaj boli iniciraju neuronski prenos
informacije koja prolazi crijevni nervni sistem, njegovu simpati¢ku i parasimpaticku vezu sa
centralnim nervnim sistemom i uzlazne puteve ki¢mene mozdine do centra u srednjem i
zadnjem dijelu mozga prije nego Sto dospiju u cerebralni korteks. Na osnovu dosadasnjih
saznanja, IBS je najbolje razumjeti kao rezultat i motoricke (aferentne) i senzorne (eferentne)

disfunkcije (Bili¢ et al, 2006).

Enteric¢ki (crijevni) nervni sistem (ENS) je veoma kompleksan sistem u kojem je
ukljucen veliki broj neuroreceptora, te kao takav je izlozen centralnim i somatskim uticajima.
On je glavni regulator funkcije epitelijalne barijere, a poremecaj crijevnog mikrobioma i
funkcije inflamatornih ¢éelija moze da aktivira senzorne neurotransmitere u crijevima te da
pobudi visceralnu percepciju. Pove¢avanjem saznanja o ovom sistemu dolazi se i do odgovora

koje supstance bi mogle imati pozitivno dejstvo na simptome IBS-a.

Sindrom iritabilnog kolona rezultat je kombinacije poremecenog crijevnog motiliteta,
visceralne preosjetljivosti, poremecene regulacije mukoznog imunoloskog odgovora,
promjene crijevne mikrobiote, kao i poremecene regulacije centralnog (CNS) i enterickog
nervnog sistema (Slika 1). Svaki pojedini faktor moze da varira kod razli¢itih osoba ili unutar
pojedinca tokom odredenog vremena (Mertz, 2003; Drossman, 2006). Promjene motiliteta kod
oboljelih od sindroma iritabilnog kolona opisuje veliki broj radova. Bol u abdomenu koja se
javlja kod oboljelih ¢esc¢e je povezana sa nepravilnom motorickom aktivnos¢u tankog crijeva u
poredenju sa zdravim osobama, a pojava visceralne preosjetljivosti koja je karakteristicna za
IBS, odnosi se na poveéanu osjetljivost kako perifernog, tako i centralnog nervnog sistema
(Spiller et al, 2007).

Promjene u bakterijskom rastu i crijevnoj mikrobioti mogu biti povezane sa
patogenezom IBS-a, iako postoji malo podataka o mehanizmima koji bi doveli do ovoga.
Podgrupa IBS pacijenata kod kojih je IBS povezan sa imunolo$kim promjenama i upalom
sluznice, poznata je kao pacijenti sa postinfektivnim sindromom (PI-IBS). Kod njih se IBS

moze razviti nakon infektivnog gastroenteritisa (Simren et al, 2013).
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Epidemioloska ispitivanja su pokazala da se IBS javlja ¢es¢e unutar nekih porodica
sugeriSuci tako geneticku komponentu bolesti (Kalantar et al, 2003; Saito, 2011). Bolesnici sa
IBS-om prilikom uzimanja anamneze ¢esto navode pozitivnu porodi¢nu istoriju, a studije su
pokazale da osobe u ¢ijim porodicama se javlja IBS imaju dva do tri puta vecu vjerovatnocu
da obole od sindroma iritabilnog kolona od osoba ¢ije porodice nemaju IBS. | dalje je nejasno
koji su to sve geni, uz sadejstvo spoljasnjih faktora sredine, asocirani sa sindromom iritabilnog

kolona (Saito, 2011).

CNS
Stres 4 \ Percepcija boli
Anksioznost Q ’
Depresija

Neuropeptidi

Ishrana .
Mozak = Visceralna
. V10zZak - Crljevo hipersenzitivnost
f komunikacija
Geneticka
predispozicija
Enteroendokrina
sekrecija

Stvaranje Zuc¢ne
kiseline

Imuna aktivacija

Motilitet

crijeva Mikrobiom

Slika 1: Faktori koji su ukljuceni u kompleksnu patofiziologiju IBS-a. CNS — centralni nervni

sistem, ENS — entericki nervni sistem.

1.4. Klini¢ka slika

Kod oko 50% oboljelih, simptomi se javljaju prije 35. godine zivota, a kod 40% se
javljaju od 35 do 50 godina starosti. Pocetak simptoma u starijoj dobi je rijedak. Kod nekih

pacijenata prvi simptomi su se javili ve¢ u djetinjstvu ili adolescenciji.
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Za prepoznavanje sindroma iritabilnog kolona najvaznije je ustanoviti oblik, broj i
konzistenciju stolice, nacin defekacije, kao i prisustvo boli u abdomenu. Ako je bol u
abdomenu na bilo koji nacin povezana sa defekacijom, tada ima veliko dijagnosti¢ko znacenje.
Bol je uglavnom ostra, gréevita ili tupa, ili je pacijenti ne mogu definisati. Moze biti i blaga, te
je tada bolesnici toleriSu ili zanemaruju. Suprotno tome, moze biti toliko jaka da remeti
svakodnevne aktivnosti oboljelog. Naj¢esce nije prisutna dok pacijent spava. Mnogi bolesnici
navode pogorSanje bolesti u stresnim zivotnim situacijama. Uz gastrointestinalne tegobe,

pacijenti se ¢esto javljaju sa simptomima kao $to su umor, depresija i anksioznost (Creed et al,

1989).

Simptomi imaju veliki uticaj na rad, svakodnevnicu, socijalne aktivnosti i kvalitet
zivota, kao 1 koristenje zdravstvene zastite (Argarwal&Spiegel, 2011). Neke osobe koje imaju
simptome IBS-a uopste ne potraze lije¢ni¢ku pomo¢. Vecina osoba koje se jave ljekaru dobiju
dijagnozu i terapiju na primarnom nivou zdravstvene zastite, ali se oboljeli upucuju dalje, u
gastroenteroloske klinike. Na primarnom nivou, lijjecnik porodi¢ne medicine uzima detaljnu
anamnezu pacijenta vezano za pitanja o gastrointestinalnom sistemu, te trazi detaljan uvid u
raniju istoriju bolesti kako bi se dokazala eventualna prisutnost alarmirajuc¢ih simptoma i na taj
nacin otkrile mogucée organske bolesti. Alarmirajuci simptomi ili “red flags” ukljucuju krv u
stolici, anemiju (IDA Iron Deficiency Anemia), gubitak tezine, porodi¢nu istoriju karcinoma
debelog crijeva, no¢ne simptome, kao i pojavu simptoma nakon 50. godine (Black et al, 2012).

Kao Sto je ve¢ navedeno, nema poznatih biomarkera za IBS, pa se dijagnoza temelji na
izjavama bolesnika o njegovim simptomima, kompletnoj medicinskoj istoriji bolesti, te
pregledu koji se naj¢eS¢e upotpunjuje upotrebom laboratorijske i endoskopske dijagnostike.
Vizuelno pomagalo kao §to je Bristolska skala stolice moze biti korisna u sakupljanju
specifi¢nih informacija u promjenama stolice. Dizajnirana je u svrhu klasifikacije stolica u
sedam kategorija. Prvi put je objavljena 1997. godine u Scandinavian Journal of
Gastroenterology. Autor skale, doktor Heaton, doSao je do zakljucka da forma stolice
predstavlja dobar pokazatelj prolaska materije kroz debelo crijevo. Tipovi 1 i 2 ukazuju na
konstipaciju, 3 i 4 su “idealne stolice” jer se najlakSe izbacuju iz organizma, a 5, 6 i 7 ukazuju
na dijareju (Slika 2) (Heaton&Lewis, 1997).
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Bristol stool chart

® © © Separate hard lumps, like nuts
e ® ¢ (hard to pass)
Type 2 - Sausage-shaped but lumpy
Tvoe 3 - Like a sausage but with cracks on
P its surface
Like a sausage or snake, smooth
Typadt \ and soft
o @ Soft blobs with clear-cut edges
TS -“ W (passed easily)
Tvoe 6 ~ Fluffy pieces with ragged edges, a
yp mushy stool
Watery, no solid pieces,
Type 7 ‘ . e
- Entirely liquid

Slika 2. Bristolska skala stolice (Heaton & Lewis, 1997)
e Tip 1. Odvojene tvrde grudvice, velicine oraha (tesko prolazi pri defekaciji)
e Tip 2. Kobasicastog oblika sa grudvicama
o Tip 3. Kobasicastog oblika sa pukotinama na povrsini
o Tip 4. Kobasicastog ili zmijolikog oblika, glatka i mekana
¢ Tip 5. Mekani komadi sa jasnim rubovima (lako prolazi pri defekaciji)
e Tip 6. Paperjasti komadi sa nejasnim rubovima, kasasta stolica

e Tip 7. Vodenasta bez ¢vrstih komada, potpuno tecna stolica.

Prema Roma Il kriterijumu i na temelju karakteristika stolice pacijenta (Bristolska
skala stolice), razlikujemo nekoliko podtipova IBS-a.
e Oblik sindroma iritabilnog kolona sa dominantnim proljevima IBS-D (diarrhea)
Ovaj oblik karakteriSe stolica mekane konzistencije u >25% 1 tvrda ili kuglicasta stolica u
<25% slucajeva defekacije. Tip IBS-D je rijedak i javlja se u oko 1/3 slucajeva, a ¢eséi je kod
muskaraca nego kod zena. KarakteriSe ga bol i nadutost u abdomenu razlicitog inteziteta.
Stolica moze da bude ¢es¢a od tri dnevno 1/ili da bude kasaste ili tecne konzistencije. Ponekad
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ne postoji niti jedan od navedenih znakova, te pacijenti opisuju stolicu normalne konzistencije
1 ucestalosti, ali da imaju hitne potrebe praznjenja kao i nelagodnost i osjecaj napinjanja tokom
praznjenja. U stolici je Cesto prisutna sluz (mukus), te ako postoji viSe stolica dnevno, samo
sluz moze da Cini sadrzaj stolice 1 bez fecesa.

e Oblik sindroma iritabilnog kolona sa dominantnim zatvorom IBS-C (constipation)
Ovdje se radi o obliku IBS-a sa konstipacijom i sa poremecajem motiliteta crijeva. Za tip IBS-
C karakteristi¢na je Cvrsta ili kugliasta stolica u >25% 1 mekana ili kaSasta stolica u <25%
sluc¢ajeva defekacije. Najjednostavniji parameter za opisivanje ovoga oblika sindroma je broj
stolica u toku sedmice, mada se u velikom broju slu¢ajeva radi o pacijentima sa normalnim
brojem stolica, ali sa otezanom defekacijom. Neki pacijenti takode navode da imaju neredovnu
stolicu, manje koliCine i izrazito tvrde i suhe konzistencije §to je posljedica resorpcije vode iz
fecesa koji duzi vremenski period stoji u zavrSnom dijelu probavnog sistema. Takode, kod
ovog oblika IBS-a, pacijenti esto opisuju i pojavu gasova. Ceséi je kod Zena.

e Mijesani oblik sindoma iritabilnog kolona IBS-M (mixed)

Mijesani tip se definiSe kao smjena ¢vrstih ili kuglicastih stolica i te¢nih ili kaSastih stolica u
>25% koje odgovaraju obliku 1 ili 2 za zatvor i 6 ili 7 za te¢ni oblik stolice po bristolskoj
skali.

e Nedefinisani tip IBS-U (unsubtyped)

Definise se kao nedovoljno abnormalnosti kod konzistencije stolice da bi se ispunili
kriterijumi za bilo koji od prethodno navedenih tipova IBS-a (Longstreth et al, 2006). U ovu
nespecificnu podgrupu spada oko 4% oboljelih (Spiller et al, 2007).

1.5. Tradicionalni dijagnosticki testovi za IBS

Tradicionalna dijagnosticka obrada IBS-a ukljucuje uobicajene testove koji mogu biti
od pomo¢i u razlikovanju ovoga oboljenja od drugih bolesti organskog karaktera. Izbor
testova se obi¢no temelji na prirodi problema 1 jacini simptoma. Dijagnosticki testovi koji se
najcesce rade su kompletna krvna slika, endoskopija, kolonoskopija (kod sumnje na organska
oboljenja, npr. kolorektalni kancer, IBD ili kolitis), test daha na vodonik (kod sumnje na
nemogucnost razlaganja glukoze), fekalna analiza na krv i na parazite, antitijela na tkivne

transglutaminaze i antigliadin antitijela (serologija kod sumnje na celijaku), snimanje



Identifikacija i karakterizacija genetickih polimorfizama asociranih sa sindromom iritabilnog kolona

abdomena (za iskljuc¢ivanje mehanickih opstrukcija). Prilikom endoskopije moze se uzeti i
biopsija tkiva za utvrdivanje diverziteta i sastava crijevne mikrobiote. Noviji dijagnosticki
testovi, kao Sto su pregled oblika stolice, test fekalnih upalnih markera kao i koristenje seruma
biomarkera mogu biti korisni dodaci tradicionalnim dijagnosti¢kim testovima kod bolesnika sa

sumnjom na IBS. Ovi jednostavni testovi daju mogucnost ljekarima da lakse razlikuju IBS od

.....

Znacajni ekonomski izdaci povezani sa sindromom iritabilnog kolona zahtijevaju
razvoj efikasne dijagnosticke strategije. lako je medu najceS¢im poremecajima u

gastroenterologiji, IBS danas predstavlja znacajan dijagnosticki izazov.

1.6. Socioekonomski znacaj

Zbog velike incidence u opstoj populaciji, IBS je u direktnoj vezi sa troSkovima
zdravstvene zastite i indirektnoj vezi sa produktivnoscéu rada kako u razvijenim, tako i u manje
razvijenim zemljama svijeta. Takode ovo oboljenje ima ogroman uticaj i na kvalitet Zivota
samog pojedinca. Da bi se bolje razumjeli biopsiholoski modeli kod funkcionalnih
gastrointestinalnih oboljenja, koriste se razli¢ite procjene vezane za kvalitet zivota (QOL) kod
pacijenata. Neophodno je napomenuti da koncept kvaliteta Zivota ne treba mijeSati sa
“zivotnim standardom” koji se prije svega zasniva na prihodima. IBS-QOL je izvjestaj
pacijenata oboljelih od iritabilnog kolona o svom kvalitetu Zivota, a koristi se za procjenu
uticaja oboljenja na svakodnevne Zivotne aktivnosti oboljelog i njegovog lijecenja. Ovaj
koncept je razvio tim istrazivaca sa Univerziteta u Vasingtonu (University of Washington,
Seattle) pod vodstvom ljekara Patrika i Drosmana (Dr. Donald L. Patrick, Dr. Douglas
Drossman). IBS-QOL se sastoji os 34 stavke, od kojih svaka ima skalu od 5 odgovora: nimalo,
neznatno, umjereno, pomalo i izuzetno (mnogo). Pojedinacni odgovori za sve 34 stavke se
sabiraju i rauna se prosjecna vrijednost koja se zatim, radi lakSeg tumacenja, prevodi u skalu

od 0 do 100. Formula koja se koristi za prevodenje vrijednosti u skalu je:

_ (zbir svih stavki — najmanji navedeni rezultat) = 100

QOL =

raspon ocjena
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IBS-QOL upitnik je osmisljen i dizajniran tako da se moze samostalno koristiti, a
trajanje njegovog popunjavanja je oko 10 minuta. Takode, ovaj upitnik moze ispunjavati
pacijent uz prisustvo i pomo¢ ispitiva¢a ukoliko je to potrebno. Upitnik je preveden i dostupan
na 35 jezika svijeta, ali niti  na jednom od jezika u  regionu
(http://depts.washington.edu/seaqol/IBSQOL).

Postoje razli¢ite kontroverze u rezultatima prethodnih studija u kvalitetu Zivota a u vezi
sa razli¢itim podtipovima IBS-a. Ovi nalazi mogu biti razliciti zbog geneti¢kih, socio-
demografskih i kulturoloskih razlika, kao i zbog razlika u psihijatrijskom komorbiditetu.
Rezultati o kvalitetu Zivota jedne iranske studije su pokazali da nema signifikantne razlike u
kvalitetu zivota kod razli¢itih podtipova IBS-a. U drugim studijama Muscatello i saradnici
(2010) su naveli da je QOL nizi, a anksioznost i depresija visa kod IBS-M i IBS-C, u
poredenju sa IBS-D. Si sa saradnicima (2004) je takode izvijestio da je QOL kod IBS-C nizi
nego kod pacijenata sa IBS-D. Ono $to je zajednicko za veéinu studija je to da je anksioznost u
obrnutoj korelaciji sa QOL, te pravilno vodenje i tretman anksioznosti svakako moze da

poveca kvalitet Zivota pacijenata sa IBS-om (Jamali et al, 2012).

1.7. LijeCenje

Kod terapijskog pristupa pacijentu je veoma bitno objasniti prirodu njegovog oboljenja
te ga razuvjeriti da nije rije¢ o karcinomu ili nekom drugom teSkom oboljenju jer bi dodatni
stres oko postavljanja same dijagnoze mogao imati uticaja na progresiju simptoma. lako
sindrom iritabilnog kolona nije Zivotno ugroZeno stanje, simptomi mogu biti veoma neugodni

1 onesposobljavajuci, a pacijenti se moraju nositi dozivotno sa ovim poremecajem.

Budu¢i da su patofizioloski procesi koji dovode do nastanka IBS-a veoma kompleksni
i ne u potpunosti razjas$njeni, terapija, odnosno lijeCenje je simptomatsko. Veliki je broj
ljekova na trzistu, ali farmaceutska industrija i dalje pokusSava razviti nove kojima ¢e se §to
uspjeSnije ublaziti simptomi IBS-a. Promjena nacina zivota u smislu redovnih fizi¢kih
aktivnosti pokazala se posebno djelotvornom kod smanjenja nadutosti i opstipacije
(Johannesson et al, 2011) kao i kod smanjenja anksioznosti i depresije (Herring et al, 2010).

Oblici farmakoterapije poprili€no se razlikuju zbog razli¢itosti simptoma i forme stolice.
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Uglavnom je terapija odredena predominantnom formom stolice i simptomima koji najvise

remete kvalitet zivota pacijenata.

Pacijenti sa IBS-C se tretiraju laksativima 1 farmakoterapijski. Farmakoterapijsko
lijeCenje danas najCeS¢e podrazumijeva selektivne neresorbujuc¢e antagoniste kalcijumovih
kanala kao i selektivne agoniste serotoninskih receptora (5-HT,) (Johanson&Kralstein, 2011).
Cisaprid, agonist 5-HTy, lijek koga je razvila kompanija Janssen Pharmaceutica osamdesetih
godina proslog vijeka, u mnogim zemljama je povucen sa trzista ili je u prodaji za ogranicen
broj indikacija zbog nus pojava, posebno na sréani ritam. U lijeCenju pacijenata sa
predominantnom konstipacijom takode mogu da se koriste volumni laksativi, podrazivaci
stolice i podrazajni laksativi. Ove supstance, kao i hrana bogata vlaknima, mogu imati uspjeha
kod tretmana IBS-C pacijenata, mada su i ovdje rezultati opre¢ni. Takode, pacijente koji
povecavaju unos vlakana treba upozoriti da njihova upotreba moze dodatno izazvati nadutost i

distenziju (Saad, 2011).

Pacijenti sa predominantnom dijarejom IBS-D imaju brze tranzitno vrijeme, odnosno
brzi prolaz sadrzaja kroz crijeva, te se kod lije€enja ovih pacijenata najceSce koriste
antimotilitetni agensi. Antidijaroici i difenoksilat u kombinaciji sa atropinom usporavaju
prolaz sadrzaja kroz crijevo inhibirajué¢i crijevnu peristaltiku.  Antiholinergici
(parasimpatolitici) pokazali su se efikasnim u pruZanju kratkoroénog olakSanja kod

abdominalne boli i nelagode, i najduze se primjenjuju u terapiji.

Antagonizam receptora pokazao se kao terapijska opcija veoma efikasnim. Kod 1BS-D
pacijenata hiperaktivnost serotoninskog receptora 5-HT dovodi do poveéane GI aktivnosti sa
napadima proljeva i gastrointestinalne nelagodnosti, dok kod IBS-C pacijenata hipoaktivnost
5-HT sistema dovodi do konstipacije. Kod IBS-D pacijenata antagonisti 5-HT ¢e potpuno
blokirati funkciju §to dovodi do smanjenja i prestanka proljeva kod vecine oboljelih, kod nekih
do zatvora. Agonisti povecavaju aktivnost 5-HT sistema i mogu da dovedu cak i do epizoda sa
dijarejom, zbog cega se uglavnom koriste parcijalni agonisti za lijeCenje pacijenata sa

konstipacijom (Slika 3) (Moore et al, 2013).
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— Antagonisti

Dijareja — Agonisti
Parcijalni
- agonisti
= " 1
= normaino
=< stanje'
1]

Konstipacija

Slika 3: Kod pacijenata sa predominantnom dijarejom antagonisti dovode do smanjenja i
prestanka epizoda sa proljevom; Kod pacijenata sa predominantnom konstipacijom agonisti
dovode do smanjenja i prestanka zatvora; Parcijalni agonisti dovode do “normalnog stanja”

izbjegavajuci na taj nacin ekstremne efekte agonista i antagonista (preuzeto i modifikovano
Moore et al, 2013).

Kako je u patofiziologiji IBS-a kao moguci etioloski faktor navedena promjena u
mikrobioti crijeva, neki noviji dokazi ukazuju da nesistematski antibiotik rifaksimin moze biti
potencijalni tretman za nadutost, te da moze biti djelotvoran u lije¢enju nekonstipiranih
pacijenata sa IBS-om. Nus pojave povezane sa ovim lijekom su glavobolja, infekcija gornjih
disajnih puteva, bol u stomaku, mucnina i proljev, a postoji opasnost i od razvijanja

rezistencije na antibiotik (Pimentel et al, 2011).

Probiotici su Zivi mikroorganizmi sa velikim terapeutskim potencijalom kod IBS
pacijenata. Imaju blagotvorno dejstvo na sluznicu crijeva kroz nekoliko mehanizama koji
ukljucuju supresiju rasta bakterija, vezivanje patogenih bakterija, poboljSanje epitelijalne
barijere i imunoloske funkcije. Studije koje su radene na sojevima Lactobacillus species,
Bifidobacterium species i Propionibacterium species, kao i na razli¢itim kombinacijama
sojeva kao sto su VSL#3 i SCM-III, pokazale su pozitivno dejstvo probiotika na simptome
IBS-a. Neka pitanja, kao npr. koji je najbolji bakterijski soj, pitanje doze i trajanja terapije,

ostaju otvorena (Aragon et al, 2010).

Antidepresivi mogu biti potencijalno djelotvorni u terapiji kod oboljelih od 1BS-a.

Neki antidepresivi imaju inhibitorno motorno dejstvo na crijeva pa se najce$¢e propisuju
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pacijentima sa predominantnom dijarejom. Cilj primjene ovih lijekova je povecati
raspolozenje i produziti tranzitni put sadrzaja kroz crijeva. U nekim studijama se navodi
poboljsanje kod pacijenata nakon kombinovane upotrebe triciklicnog antidepresiva sa nekim

od inhibitora serotoninskog receptora (Bili¢ et al, 2006).

Prehrambene navike imaju veliku terapijsku vaznost kod pacijenata sa IBS-om. Za
pacijente je veoma bitno da iz prehrambenih navika izostave kafu, alkohol, povrée i voce sa
mnogo vlakana, u nekim slucajevima i mlijeko (kod intolerancije na laktozu), te da
izbjegavaju masnu hranu i upotrebu umjetnih zasladivaca. Studije su pokazale da kod oko
dvije trecine pacijenata dolazi do smanjenja simptoma ukoliko modifikuju svoju ishranu
(Ligaarden et al, 2012). Poznato je da se ugljeni hidrati sa kratkim lancem, poznati kao
“FODMAP ’s”, slabo apsorbuju u tankom crijevu. Termin “FODMAP” je akronim izveden iz
Fermentable Oligo- Di- Mono-saccharides and Polyols. lako su prirodno prisutni u hrani,
dokazano je da ograni¢avanje unosa ugljenih hidrata ili “/ow FODMAP'’s diet” utiCe na
smanjenje simptoma kod pacijenata sa IBS-om. Prije formiranja ovoga koncepta, hrana se

rijetko koristila kao prva terapija kod Gl oboljenja (Halmos et al, 2014).

Psiholoski i1 bihejvioristicki terapijski pristupi se koriste kod pacijenata kod kojih se
konvencionalnim terapijskim mjerama ne moze posti¢i adekvatno djelovanje na simptome.
Ovdje se primjenjuju razli¢ite metode kao §to su hipnoterapija i razliciti relaksirajuci programi
(stress menagment) kao $to je npr. biofeedback kompjuterska animacija dizajnirana za
opustanje pacijenata koji su pod uticajem velikog stresa gdje se procjenjuje da li opustanje
moze Ssmanjiti simptome oboljenja. Kod oko 50% pacijenata sa IBS-om, koristenje

biofeedback kompjuterske animacije je pokazalo pozitivne rezultate (Leahy et al, 1998).

1.8. IBS i druga oboljenja

Tegobe gornjeg dijela (goruSica, rana sitost, bol u epigastrijumu) i donjeg dijela
gastrointestinalnog trakta (konstipacija, dijareja) veoma se Cesto javljaju zajedno. Medu
gastrointestinalnim poremecajima (GI), funkcionalna dispepsija (FD) 1 IBS su veoma vazni u
javnom zdravstvu Sirom svijeta jer se veoma ¢esto susre¢u u opStoj praksi. Epidemioloske

sudije su pokazale da se stopa preklapanja FD-IBS kre¢e izmedu 11% i 27% (Tabela 1), a

14



Identifikacija i karakterizacija genetickih polimorfizama asociranih sa sindromom iritabilnog kolona

samo preklapanje je povezano sa tezim simptomima nego FD ili IBS pojedinac¢no

(Suzuki&Hibi, 2011).

Tabela 1: Ucestalost preklapanja izmedu funkcionalne dispepsije (FD) i sindroma iritabilnog
kolona (IBS) (preuzeto i modifikovano Suzuki&Hibi, 2011).

FD (%) IBS (%) Preklapanje FD-1BS (%)
Wang et al 48.2 28.0 23.8
Nakajima et al 34.0 41.0 24.0
Kaji et al 31.7 51.8 16.5
Lee et al 18.4 53.9 27.6
Park 43.1 45.5 11.4

Takode, studije su pokazale da postoji preklapanje 1BS-a i nekih drugih Gl oboljenja.
Osnovni simptom goruSice, gastroezofagalnog refluksa ili “osjecaja pecenja u grudima” je
vra¢anje ZeludCane kiseline u jednjak (oesophagus), a stanje koje nastaje zbog ponovljenih
epizoda se naziva bolest ezofagealnog refluksa (GERD-gastroesophageal reflux diseas) koje
se javlja kod oko 7% pacijenata jednom dnevno, a kod oko 44% pacijenata jednom mjesecno.
Zajednicke klinicke i patofizioloske karakteristike GERD-a i IBS-a ukazuju na to da izmedu

ovih oboljenja postoje odredena preklapanja (Tabela 2) (Yarandi et al, 2010).

Tabela 2: Simptomi koji se javljaju pojedinacno, a koji su takode i zajednicki za GERD i IBS

(Preuzeto i modofikovano iz Yarandi et al, 2010).

GERD (%) IBS (%) Preklapanje GERD-IBS (%)
Mucnina 10.8 6.2 15.9
Povracanje 11.6 3.3 18.8
Epigasti¢na bol 18.9 14.9 22.9
Podrigivanje 4.1 6.4 10.2
Glavobolja 2.8 4.4 6.8
Bol u ledima 3.6 3.3 6.0
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Do preklapanja simptoma dolazi i kod bolesti zapaljenja crijeva (IBD-inflammatory
bowel disease) i IBS-a. Uprkos razlikama u morbiditetu i patofiziologiji ova dva oboljenja,
kod nekih IBS pacijenata postoje odredenc zapaljenske promjene slicne onim kod IBD-a.
Populaciono-geneti¢ka studija je pokazala da je signifikantno 9 puta povecan rizik za 1BD
medu pacijentima Koji boluju od IBS-a u odnosu na zdrave kontrole. Takode, sli¢nost u
simptomima ova dva oboljenja moze dovesti do pogresnog dijagnostifikovanja kod lakseg
oblika IBD-a sa IBS-om. Novija istrazivanja pokazuju da se rizik za oba oboljenja povecava
nakon infektivnog gastroenteritisa. Geneticke studije su pokazale da osobe sa polimorfizmom
na genima TLR9, IL6, i CDH1 koji kodiraju proteine uklju¢ene u funkciju celijske barijere
epitela i urodenog imunog odgovora na crijevne bakterije su nezavisno povezani sa razvojem
IBS-a nakon akutnog gastroenteritisa, a nedavni klini¢ki dokazi ukazuju na nenormalnu

funkciju CDH1 sa pove¢anim rizikom za IBD (Porter et al, 2012).

Jedna veoma zanimljiva studija je pokazala da se kod pacijenata sa IBS-om u 29%
slucajeva javilo oboljenje “sindrom nemirnih nogu” (RLS, restless leg syndrome). Sindrom
nemirnih nogu pogada od 1% do 10% ljudi u opstoj populaciji, a manifestuje se kao jaka i
nekontrolisana potreba za trzanjem nogama. Etiologija ovog oboljenja je nedovoljno istrazena,
medutim smatra se da dopaminergicka disfunkcija i izmjenjena homeostaza zeljeza uzimaju
ucesce u patofiziologiji ove bolesti. Posljednje studije su povezale RLS sa nekim GI
oboljenjima kao $to je Kronova bolest, celijaka, bakterijska infekcija tankog crijeva (SIBO-
Small Intestine Bacterial Overgrowth) i IBS (Basu et al, 2011).

1.9. Nasljedna osnova IBS-a

Genotipizacija genetickih markera, sekvenciranje cjelokupnog ljudskog genoma kao i
skladiStenje 1 analiza ovih podataka dovelo je do otkrivanja velikog broja suspektnih genskih
lokusa za razli¢ira GI oboljenja. Velika nau¢na otkri¢a dovela su do toga da se vjeruje da

“gotovo svaka ljudska bolest, osim mozda traume, ima osnovu u genima” (WWWw.gJenome.gov).

Ovo je privuklo mnoge da se istraze genski lokusi koji uzrokuju ili barem mogu doprinjeti
razvoju I1BS-a, iako ovakva istrazivanja zahtijevaju mnogo truda, vremena i finansijskih

sredstava.
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Sindrom iritabilnog kolona je veoma ¢esto oboljenje sa neupitno genetickom osnovom.
Dokazano je da agregira u porodicama i uti¢e na viSestruke generacije, te da osobe, u ¢ijim
porodicama se javlja bar jedan srodnik koji je obolio od IBS-a, imaju 2-3 puta vecu
vjerovatnocu (bez obzira na pol) da ¢e i sami oboljeti od iritabilnog kolona. Distribucija ovog
poremecaja ukazuje na to da se oboljenje ne nasljeduje po klasiénim mendelovim pravilima i
da je rije¢ o kompleksnom Svojstvu sa nepredvidivim obrascem nasljedivanja i veoma
znaCajnim uceS¢em negenetickih sredinskih faktora. Za mnoge bolesti “modernog ¢ovjeka”
kao $to su hipertenzija, karcinomi, dijabetes, gojaznost, autizam i neke psihoze, se smatra da
su kompleksna oboljenja te su predmet stalnog izucavanja genetiCara i epidemiologa. U
gastroenterologiji, Kronova bolest je najbolji primjer sloZzenog multifaktorskog poremecaja sa
veoma uspje$nom identifikacijom lokusa asociranih sa ovom bole$¢u. Kombinacijom studija
vezanih gena u porodicama gdje se kod ¢lanova porodice kod kojih se javlja oboljenje izoluju
geneticki markeri te prati njihova kosegregacija (pojava bolesti i genetickog markera zajedno)
I studija cijelokupnog genoma (GWAS), identifikovano je nekoliko gena za koje je
ustanovljeno da su asocirani sa Kronovom bole$¢u: NOD2, ATG16L1, I1L23, IL12B, STAT3,
NKX2-3. | pored toga S$to je identifikovano nekoliko genskih lokusa koji se dovode u vezu sa
Kronovim oboljenjem, jasno je da geni sami po sebi ne mogu dovesti do ispoljavanja same
bolesti, te da su u uskoj vezi sa negenetickim faktorima kao $to su pusenje, ishrana, izloZenost
infekcijama i sastav bakterijske mikrobiote u gastrointestinalnom traktu. Sli¢na paradigma
“gen-sredina” svakako moze biti predlozena i1 za IBS gdje geneticki i sredinski faktori zajedno
rezultiraju promjenama u fenotipu. Geneti¢ka varijacija u genima koji kodiraju proteine za
razli¢ite bioloSke procese, kontrolisu ili moduliraju senzacije 1 motilitet crijeva, ili ¢ak reguliSu
odgovor mozga na stres, prvi su geni kandidati za IBS. Oni, u interakciji sa faktorima sredine
kao $to su ishrana, infekcije, trauma i stres, vjerovatno su odgovorni za kompletan IBS
fenotip. Klinicka heterogenost IBS-a moze da se objasni razli¢itim specificnim kombinacijama

gena uz sadejstvo pomenutih faktora sredine (Slika 4).
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i Sredinski
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motorne funkcije
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IBS-D IBS-C IBS-M oboljenja

Slika 4: Paradigma “Gen-sredina” koja podrzava jednako i geneticke i sredinske faktore u
razvoju IBS-a (preuzeto i modifikovano iz Saito et al, 2011).

Case-control studija koja je sprovedena na velikom broju pacijenata, zdravim
kontolama i njihovim porodicama pokazala je porodi¢nu agregaciju IBS-a gdje se moze uoditi
da se kod 50% oboljelih javlja barem jos$ jedan, takode obolio od IBS-a u njegovoj porodici.

Generalno, rodaci oboljelih imaju 2-3 puta ¢e$¢e IBS od rodaka iz kontolne grupe (Slika 5)
(Saito et al, 2011).

Porodi€na istorija za IBS Proporcija rodaka sa IBS
OR =275
ol 50
- OR = 248"
&0 d
27
% 0 30 25
% 20
12
pacijenti  kontrole rodaci rodaci

pacijenata  kontrola
p=0.05

p=0.05

Slika 5. Porodicna agregacija za IBS (OR-Odds Ratio, omjer izgleda) (preuzeto i

modifikovano iz Saito et al, 2011).
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Blizanacke studije takode podrzavaju koncept I1BS-a kao sloZzenog oboljenja na cije
ispoljavanje uti¢u geneticki i negeneticki faktori zajedno. Do danas uradene studije blizanaca
za IBS govore o tome da se geneticki udio krece 1-20%, a procjena heritabiliteta 0-57%. U
Cetiri od pet studija rizik za oboljevanje od IBS-a kod monozigotnih blizanaca bio je ve¢i U
odnosu na dizigotne §to ukazuje na znacajan udio geneticke komponente u etiologiji IBS-a, ali
nepotpuna podudarnost kod monozigotnih blizanaca takode sugeriSe i na veoma znacajnu
ulogu negenetickih faktora. Treba uzeti u obzir da u ovim studijama nedostaju podaci o

okruzenju i spolja$njim uticajima kojima su bili izloZeni blizanci (Saito et al, 2011).

Do danas je poznato oko 60 gena kandidata i njihovih specifi¢nih varijanti
identifikovanih na osnovu genotipizacije, a koji se dovode u vezu sa sindromom iritabilnog
kolona. Potencijalne lokacije-geni kandidati odabrani su na osnovu uloge proteina koje
kodiraju. To su uglavnom oni geni koji stoje u osnovi serotoninskog i adrenergi¢kog puta,
zatim geni odgovorni u inflamatornom procesu i intestinalnoj barijeri, kao i oni koji stoje u
osnovi nekih psihoti¢nih poremecaja. Neki od gena kandidata zajedno sa lokusom, funkcijom i

fenotipom kojeg uslovljavaju, prikazani su u Tabeli 3.

Pretpostavlja se da je kod vecine IBS pacijenata geneticka pozadina determinisana
velikim brojem cestih genetickih varijanti sa malim efektom. Istovremeno mogu postojati
podgrupe pacijenata sa visoko penetrantnim varijantama gena $to moze i da objasni fenotip
podgrupe. Tako je npr. nedavno radena case-control studija na klinici Mayo gdje je vrSeno
sekvenciranje SCN5A gena. Studija je pokazala da je identifikovana Stetna mutacija prisutna
kod 2.2% IBS pacijenata i niti jedna kod zdravih kontrola. Ovaj gen kodira natrijumov kanal
odgovoran za elektrostimulatornu funkciju ¢elija srca, ali takode i za sli¢nu “pacemaker”
funkciju kod enterocita. Ve¢ina mutacija koje su identifikovane predstavljaju gubitak funkcije
natrijumovog kanala, a fenotip koji se javljao u tim sluCajevima bio je u glavnom sa
dominantnom konstipacijom (IBS-C). Takode, u cetiri nezavisne GWAS-ove studije je
utvrdeno da mononukleotidni polimorfizam (SNP) na SCN5A genu povecéavaju rizik od IBS-a.
Ova istrazivanja su ojacala hipotezu da i rijetke mutacije, i populacijski ¢este varijante mogu
biti ukljuene u genetiku IBS-a. Medutim, do sada su uspjesi u identifikaciji gena

determinatora IBS bili rijetki. Imaju¢i u vidu da je geneticka podloga za IBS veoma
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heterogena, od poligenije do rijetkih varijanti jednoga gena, potrebno je usvojiti razliciti

strategije za identifikaciju genetickih faktora.

Dok vecina do sada predlozenih riziko-gena predstavlja vise nevalorizovane nego

zaista dokazane predisponiraju¢e faktore, za TNFSF15 gen ukljuen u imuni odgovor i

interakciju “domacin-mikroorganizam”, to nije slucaj. Gen TNFSF15 je pokazao visoku

asocijaciju sa IBS-om (Zucchelli et al, 2011), koja je zatim i potvrdena u drugim studijama
(Swan et al, 2013; Wouters et al, 2014; Czogalla et al, 2015). Ovaj gen kodira protein TL1A

koji se nalazi kod imunih ¢elija i utie na zapaljenski odgovor u sluznici crijeva. Nosioci

riziko-alela rezultiraju ve¢om ekspresijom TL1A proteina, a samim tim i jacom aktivacijom T

¢elija 1 ja¢im imunim odgovorom. Povezanost TNFSF15 gena pokazuje da inflamatorni

odgovor moze biti vazan mehanizam kod nastanka IBS-a (Henstrom&D’ Amato, 2016).

Tabela 3: Geni kandidati za IBS, njihova lokacija, funkcija i fenotip koji uslovljavaju, na

osnovu objavljenih dosadasnjih statistickih dokaza (Henstrom&D 'Amato, 2016).

Hromozomska B 3 )
Gen B Ime gena Funkcija gena Genska regija  Fenotip
lokacija
Tumor necrosis
factor :
TNFSF : U zapaljenskom IBS,
9932 (ligand) Intron
15 : odgovoru IBS-C
superfamily,
member 15
] U aktivaciji Intron i
TLR9  3p21.3 Toll-like receptor 9 ) IBS-D
imunog sistema uzvodno
5-
hydroxytryptamine  Serotoninski Uzvodno IBS-D
HTR3E 3¢27.1 :
(serotonin) receptor receptor 3’UTR IBS-D
3E, ionotropic
) Intron i Vrijeme
NPSR1 Neuropeptide S Receptor za
7pl4.3 ) kodirajuéi prolaska
receptor 1 neuropeptid S ) ]
polimorfizam  kroz
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Enteri¢ni nervni sistem (ENS) je semiautonomni nervni sistem koji se nalazi u

crijevima, oblaze skoro Citav gastrointestinalni trakt gdje se stotine milona nervnih zavrsetaka

protezu od jednjaka do analnog otvora. ENS moze da funkcioniSe nezavisno od mozga, a

jedna od klju¢nih karakteristika autonomne regulacije enterickog nervnog sistema je reakcija

gastrointestinalnog trakta na okolni stres.
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Serotonin (5-hidroksitriptamin ili 5-TH) je neurotransmiter ili “hemijski glasnik”
(chemical messenger) koji kontrolise i stabilizuje raspoloZenje i funkcije u mozgu, ali takode
je veoma bitan za funkcije u gastrointestinalnom traktu. Crijeva proizvode oko 90% serotonina
u tijelu, te promjene u nivou serotonina uti¢u kako na mozak, tako i na sistem organa za
varenje. U mozgu, veéina serotonina se sintetiSe u jedrima neurona odakle se projekcije Salju u
korteks i kicmenu mozdinu. U Gl traktu serotonin je sintetizovan u neuronima koji ulaze u
sastav. ENS-a, medutim veéina ga se stvara u enterohromafilnim celijama (EC-
enterochromaffin cells) koje se nalaze u epitelu sluznice. Serotonin koji se oslobada iz EC
¢elija, djeluje na okolne ciljeve ukljucuju¢i aferentna vlakna lamina propriae, a inicira
peristaltiCke, sekretorne, vazodilatatorne, vagalne 1 nociceptivne reflekse. Signalizacija
serotonina iz neurona 1 EC ¢celija zavrSava se resorpcijom serotoninskog selektivnog
resorpcionog transportera, SERT-a. U slu¢aju neurotransmisije, SERT se nalazi na
serotonergickim nervnim zavrSecima, dok u epitelu crijeva sve epitelne ¢elije imaju SERT
(Linden et al, 2009).

Posljednje studije govore o nekoliko novih koncepata koje dovode u vezu IBS
simptome i promjene nivoa serotonina u tkivu kao i njegove reapsorpcije preko SERT-a, o
aspektima genetickih determinanti, posebno 5-HTTLPR polimorfizma te njegov odnos sa
motornim 1 senzornim funkcijama, kao 1 o novim serotonergi¢kim agensima koji se koriste u
terapiji gastrointestinalnih oboljenja. Veoma bitni nalazi su povecanje serotonina u plazmi kod
IBS pacijenata sa dominantnom dijarejom, i njegovo smanjenje kod onih sa konstipacijom
(Slika 6). Meta-analize pokazuju da polimorfizam 5-HTTLPR nije signifikantno asociran sa
IBS-om kod bijelaca i azijata. Novi antagonisti 5-HT3 i agonisti 5-HT4 pokazuju uspjesnost u
terapiji pacijenata sa IBS-om (Camilleri M, 2009).
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Slika 6: Koncentracija serotonina (5-TH) prije i poslije obroka kod IBS pacijenata sa
konstipacijom (m) i dijarejom (®) i kod zdravih kontola (A) (Preuzeto i modifikovano iz
Gershon and Tack, 2007).

Mukoza crijeva ima ogroman kapacitet za preuzimanje serotonina iz intersticijalnog
prostora jer sve epitelne Celije koje se nalaze na luminalnoj povrSini crijeva vrSe ekspresiju
gena za SERT. SERT je dakle, integralni membranski protein koji sadrzi 12 transmembranskih
domena a sastoji se od 630 aminokiselina, a prenos serotonina vrsi uz pomo¢ natrijum-hlor
zavisne pumpe. Serotonin se sintetiSe u serotonergickim neuronima pleksusa myentericus-a i
submucosus-a, kao i u EC Ccelijama. Kada se serotonin oslobodi, uz pomo¢ SERT-a se
transportuje u Celije epitela nakon ¢ega ulazi u krvotok, odakle ga preuzimaju trombociti, kod
kojih se takode vrsi ekspresija gena za SERT (Mawe et al, 2006).

SERT je SLC6A4 (solute carrier family 6, member 4, NM_001045), medutim u
literaturi se Cesto koriste i drugi sinonimi za ovaj gen, kao Sto su: 5-HTT, 5-HTTLPR, 5HTT,
hSERT, HTT, OCD1, SERT1 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/6532). Ranije studije su

pokazale da se SLC6A4 dovodi u vezu sa razli¢itim psihoti¢nim poremecajima i poremecajima

u ponasanju, kao $to su unipolarno oboljenje, depresija, opsesivno-kompulzivni poremecaj,
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autizam, alkoholizam (http://omim.org/entry/182138), medutim posljednje studije govore da je

upravo SLC6A4 jedan od najperspektivnijih gena koji je ukljuCen u etiologiju sindroma
iritabilnog kolona (1BS).

Selektivni inhibitori ponovnog preuzimanja serotonina (SSRIs - Selective serotonin
reuptake inhibitors) pored toga $to su jedni od najefikasnijih antidepresivnih terapija, pokazali
su se kao agonisti i antagonisti sa pozitivnim efektom na IBS simptome, ubrzavaju¢i i

usporavajuci tranzit kroz GI trakt (Saito, 2011).

Gen SLC6A4 je velic¢ine 37 kb lokalizovan na hromozomu 17q11.1-17q12 (Slika 7) i
sastoji se od 14 egzona (Lesch et al, 1994). Startni kodon je lokalizovan na egzonu 2, a egzon
1 sadrzi neke nekodiraju¢e sekvence za koje se smatra da imaju regulatornu ulogu u

transkripciji.
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Slika 7: Gen SLC6A4 i njegova lokacija u genomu (http://www.genecards.org/cgi-
bin/carddisp.pl?gene=SLC6A4)

Neke prethodne studije su pokazale da poviSen serotonin u plazmi je asociran sa IBS-
D, a smanjen sa IBS-C. Kada se serotonin izluci iz EC ¢elija, aktivira se SERT koji ga ponovo
preuzima ¢ime se ublazava efekat serotonina u GI traktu. RavnoteZa izmedu ova dva suprotna
procesa odrzava normalan nivo serotonina u crijevima. Promjena u aktivnosti SERT-a remeti
ovu ravnotezu te teoretski moze biti uklju¢ena u razvoj IBS-a. Polimorfizam SLC6A4 gena (5-
HTTLPR), sa kratkom varijacijom od 14 ponavljanja (S) i dugom od 16 ponavljanja (L)
dokazano uti¢e na aktivnost SERT-a, $to znaci da je polimorfizam 5-HTTLPR vrlo vjerovatno
asociran sa IBS-om (Niesler et al, 2010; Zhang et al, 2014). Funkcionalne studije su pokazale
da polimorfni homozigoti (S/S) 1 heterozigoti (L/S) na promoteru SERT gena imaju nizu
transkripcionu aktivnost u poredenju sa homozigotima (L/L) Sto dovodi do smanjenog
preuzimanja serotonina kod osoba koje imaju kratku varijaciju ponavljanja u svom genotipu.
Klinicko-geneticke studije koje su sprovedene kako bi se ispitala ova hipoteza o povezanosti

polimorfizma na promotoru SERT gena i IBS fenotipova, imale su kontradiktorne rezultate.
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Jedna studija iz Turske je pokazala povezanost IBS-D i polimorfizma L/S u poredenju sa
zdravim kontrolama. Nasuprot tome, americka studija pokazala je asociranost S/S
polimorfizma i IBS-a kod Zena sa predominantnom dijarejom. U drugoj americkoj studiji nije
bilo statisticki znacajne razlike u distribuciji polimorfizama na SERT-u i pacijenata sa
gastrointestinalnim oboljenjima nizeg dijela trakta, ukljucujuci i IBS (Park et al, 2006). Studija
iz Kine je pokazala da je ucestalost L/L genotipa bila znatno veca kod IBS-C pacijenata nego
kod IBS-D pacijenata i kontrole, a S/S genotip je bio ¢e$¢i kod IBS-D nego kod IBS-C
pacijenata. Transkripcijska efikasnost SERT-a je bila znatno vec¢a kod L/L genotipa nego kod
genotipova S/S i L/S. U ovoj studiji je pokazano da L varijanta poveéava skoro 2.5 puta
aktivnost SERT promotera u odnosu na varijantu S (Wang et al, 2012). Rasne i regionalne
razlike, kao 1 mali uzorak mogu imati ogranicen kapacitet za prepoznavanje razlike izmedu

pacijenata i kontrola, kao i izmedu razli¢itih podtipova IBS-a.

Studije su pokazale da su SERT kod pacova i ljudi veoma sli¢ni. Na SERT-u kod
pacova mogu se razlikovati tri nekodiraju¢e forme egzona 1 oznacene kao 1a, 1b i 1c pri cemu
je egzon 1c detektovan uglavnom u crijevu. Egzon 1c kod pacova dijeli veliku sli¢nost za
odredenim regionom humanog SERT-a koji se nalazi uzvodno od 1b S§to je sugerisalo
postojanje 1c i kod ¢ovjeka. Otkriven je novi transkript humanog SERT-a koji je sadrzao isti
startni kodon, a samim tim imao i isti proteinski produkt kao i prethodno prijavljeni SERT
transkripti. Egzon 1c¢ kod Covjeka leZi uzvodno od 1b i koristi splice mjesto ovoga egzona.
Takode se pretpostavilo da je novi transkript pod kontrolom novog alternativnog
promoterskog regiona §to je i dokazano sa analizom alkilne fosfataze (Secreted Alkaline
Phosphatase Reporter Assay). Promoter P1 koji se nalazi uzvodno od egzona la regulise
transkripciju egzona l1a i 1b, dok je transkripcija 1c egzona kontrolisana novim promoterom
P2. Pretpostavka je da je gastrointestinalni SERT drugacije regulisan od onog u mozgu S$to se
moze objasniti time $§to je Pl uglavnom asociran sa afektivnim poremecajima ali ne i sa
gastrointestinalnim disfunkcijama. Za SERT-P2 promotor pretpostavlja se da dominira u

ekspresiji u mukozi G trakta (Linden et al, 2009).

Analizom neravnoteze povezanosti (Linquage disequilibrium-LD) i zajednickih
haplotipova ustanovljeno je da postoji signifikantna alelska asocijacija izmedu 6

polimorfizama od kojih je rs2020938 izabran kao najreprezentativniji tagSNP (Tabela 4).
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Tabela 4: Podaci o SNP rs2020938, preuzeto sa
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/?term=rs2020938

SNP ID rs2020938

lokacija 17:30223732

Sekvenca GCATTCTTGAGCCTGGGGTGGGTGG[C/T]GGAGGGCCCAA
CAAGTGCGGTACAG

SNP tip Intron variant

Global MAF G=0.2920/635

Pored studija koje se odnose na geneticke varijante serotoninskog transportera SERT-
a, nekoliko studija je proucavalo funkcionalne SNP na genima koji kodiraju serotoninski
receptor. Geni koji kodiraju razliite vrste receptora su HTR2A, HTR3A, HTR3B, HTR3C i
HTR3E. Tri studije su imale pozitivne nalaze, a jedna od tih studija je pokazala da HTR3A -
42C>T C/T je ucestaliji kod IBS-D pacijenata. Ovaj nalaz, medutim, nije ponovljen u ostalim
kohortama. U druge dvije studije tvrdeno je da je sa IBS-D udruzen SNP G>A na HTR3E
genu, sto je zanimljv nalaz jer je HTR3E receptor zastupljen u tankom i debelom crijevu, i
Zeludcu, a studije in vitro su pokazale da postoji povecana ekspresija 5-HT3e podjedinice $to
moze da ima direktan efekat na funkciju serotoninskog receptora. Fukudo sa saradnicima
(2009) je proucavao 386A>C polimorfizam na HTR3B genu i utvrdio da su se razlikovali
regioni aktivacije mozga izmedu osoba sa A/A, A/C 1 C/C genotipom. Saito sa saradnicima
(2011) je sproveo sveobuhvatno istrazivanje sa preko 20 gena koji su u vezi sa serotoninom
kod 968 ispitanika (pacijenti i1 kontrole) gdje su utvrdene sljedeCe asocijacije: 27
polimorfizama udruzenih sa 9 gena za IBS, nekoliko asocijacija sa TDO2, HTR2A i HTR7; 32
snipa na 15 gena za IBS-C sa visestrukim asocijacijama na HTR4 i HTR7; 26 polimorfizama
na 7 gena za IBS-D sa viSestrukom asocijaciom na HTR2A; 32 udruzenja na 9 gena sa
viSestrukim asocijacijama na TPH2, DDC, TDO2, HTR1E, HTR2A i HTR7. Dakle, postoji
nekoliko dokaza da geni koji su uklju¢eni u obradu serotonina imaju vaznu ulogu u
patofizioligiji IBS-a (Saito et al, 2011).

Geni koji kodiraju proteine crijevne barijere proucavani su kod pacijenata ¢iji su IBS
simptomi poceli nakon akutnog gastroenteritisa (PI-1BS). Villani i saradnici (2009) su sproveli

opseznu studiju na populaciji koja je koristila kontaminiranu vodu iz gradskog vodovoda $to je
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rezultiralo velikim infekcijama E. coli0157:H7 i C. jejeuni akutnim gastroenteritisom. U ovoj
studiji odabrane su 79 funkcionalne varijante na 51 genu kandidatu koji kodiraju proteine ¢ija
je funkcija u crijevnoj barijeri epitela, imunom odgovoru, serotoninskim putevima, kao i neki
drugi geni za koje se predpostavlja da su potencijalno vezani za IBS. Studija je pokazala
signifikantnu asocijaciju cetiri snipa sa PI-IBS. Dvije varijante su bile na TRL9 genu koji
kodira receptor 9, jedna na CDH1 genu koji kodira vezuju¢i protein, kadherin, i jedna
varijanta je bila na IL6 koji kodira citokin, interleukin 6. Geneticke varijante TRL9 i CDH1
karakteristi¢éne su samo za PI-IBS, dok je za IL6 u nekim studijama dokazano da moze da
bude jedan od riziko gena za ne infektivni IBS. Takode je dokazana asocijacija dva snipa na
IL10 sa ne infektivnim IBS-om (Villani et al, 2009).

Budu¢i da su depresija, anksioznost 1 neki drugi somatoformni poremecaji prijavljeni u
94% IBS pacijenata, Saito i saradnici su istrazili odnos izmedu polimorfizama koji su u vezi sa
psihijatrijskim poremecajima i klinickim osobinama kao Sto su poremecaji raspolozenja i
osjetljivost na bol kod pacijenata sa IBS-om. Istrazeno je 10 polimorfizama na 8 gena:
FKBP5, COMT, NPY, BDNF, ANKK1, DRD2, OPRM1, FAAH. Za COMT, varijantu
vall158met, dokazano je da je asocirana sa IBS-C, OPRM1 118A>G sa IBS-M i IBS-D kod
zena, a BDNF SNP varijanta Vall66Met je asocirana sa IBS pacijentima koji imaju i neki
psihijatrijski poremecaj. COMT varijanta je povezana sa anksioznoS¢u, opsesivno-
kompulzivnim poremecajem i napadima panike, a OPRM1 sa osjetljivos¢u na bol i zavisnosti
na opijate. BNDF varijanta je povezana sa post-traumatskim stresnim poremecajem, kao i

poremecajem raspoloZenja, te sa shizofrenijom (Slika 8) (Saito et al, 2011).
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Slika 8: Shematski prikaz gena koji su u pozitivnoj asocijaciji sa IBS-om i njegovim
podtipovima. Neke asocijacije su jedinstvene, a negdje dolazi do preklapanja gena za
odredene podtipove IBS-a (Saito et al, 2011).

1.10. Endofenotipovi IBS-a

Klinic¢ka bolest moze biti posljedica jednog patofizioloSkog puta, ali takode moze biti
rezultat viSestrukih abnormalnosti u bioloskim putevima. U ovom drugom slucaju, otkrivanje 1
razumijevanje pojedinacnih patofizioloSkih mehanizama koje dovode do ispoljavanja bolesti
moze da bude veoma tesko, a moze da bude jo$ i teze ukoliko je bolest heterogena i ima
klinicke karakteristike koje se razlikuju od osobe do osobe.

Endofenotip je termin u genetickoj epidemiologiji koji se koristi za odvajanje
bihevioralnih simptoma u stabilne fenotipove sa jasnom genetickom podlogom. Termin
“endofenotip” najprije se poceo koristiti u psihijatrijskoj literaturi s ciljem da se na najbolji
moguéi naéin “izmjeri” odnosno opise slozeni klini¢ki fenotip, te dovede u vezu sa
poremecajima u fizioloskim procesima kod pacijenta. Endofenotip moze biti biomarker,
intermedijarni fenotip ili subklini¢ka osobina. Biomarkeri su definisani kao “karakteristika
koja se mjeri 1 ocjenjuje kao pokazatelj normalnih fizioloSkih procesa, patogenih procesa ili
farmakoloskih odgovora na terapeutski agens” (Mayer, 2011). U geneti¢kim istrazivanjima,
endofenotip mora da ima sljedece karakteristike: mora biti nasljedan i povezan sa boles¢u u

opstoj populaciji, kosegregirati u porodici, ispoljavati se bez obzira na to da li je bolest aktivna
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I nalaziti se kod porodica oboljelih u vi$oj stopi nego u opstoj populaciji. Snaga jednog

endofenotipa je u njegovoj sposobnosti da se napravi razlika izmedu potencijalnih razli¢itih

dijagnoza koje su predstavljene slicnim simptomima.

Zbog klinicke heterogenosti funkcionalnih gastrointestinalnih poremecaja kakav je IBS

I zbog nedostataka objektivnih nalaza u ispoljavanju ovog oboljenja, upotrebljava se strategija

endofenotipova za detekciju gena asociranih sa iritabilnim kolonom. Predlozena su dva

modela endofenotipova za IBS: gastrointestinalni tranzit i snimanje mozga uz visceralne

stimulacije. U nastavku je dat spisak gena evaluiranih u genetickim studijama endofenotipova:

Gastrointestinalni tranzit

Snimanje mozga

Serotoninski geni
* SLC6A4
Adrenergicki geni
+ ADRA2A

* ADRA2C

Metabolizam Zuc¢ne kiseline

* NROB2

* SC10A2

* KLB

* FGFR4
*OST «a

* OST

* CYP7A1L
Kanabinoidni geni
* FAAH
Holecistokinin
*CCK

* CCKAR

* CCKBR
Neuropeptid S
* NPSR1
Drugi

* GN B3
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Opseznu analizu endofenotipa “gastrointestinalni tranzit” analizirali su je Grudel i
saradnici (2007). Oni su, zbog pretpostavke da adrenergicki i serotoninski mehanizmi
moduliraju motalitet crijeva, ispitivali Cetiri funkcionalne varijante ADRA2A —1291C>G,
ADRC2A Del 332-325, GNB3 825C>T i 5-HTT LPR. Studije su pokazale da nije bilo direktne
korelacije izmedu ova Cetiri genotipa | gastrointestinalnog tranzita, ali je uoceno nekoliko
specifi¢nih interakcija izmedu pomenutih gena i IBS podtipova. Za genotip CC GNfS3 uoceno
je brze praznjenje zeludca kod IBS-D pacijenata, a CC ADRA2A kod IBS-M pacijenata.
Utvrdeno je da je genotip ADRA2C heterozigot asociran sa sporijim praznjenjem Zeludca kod
IBS-M, a brzim praznjenjem zeludca kod IBS-C pacijenata (Grudel et al, 2007). U drugoj
studiji ista grupa je proucavala vezu izmedu Cetiri ista markera sa boli i nelagodom u rektumu,
te je dosla do zakljucka da postoji povezanost izmedu polimorfizma 5-HTTLPR nasljedenog
po dominantnom modelu i povecane boli (Camilleri et al, 2008). Osim ovih genetickih
markera, ova grupa objaSnjava ulogu FAAH 385C>A kod IBS-a zbog pretpostavke da
funkcionalne varijante kanabinoidnih receptora na neuronima koji se nalaze u mozdanom
stablu, zeludcu i kolonu uti¢u na motilitet i/ili senzaciju u crijevima. Utvrdili su da je alel A
asociran sa IBS-M i IBS-D (Camilleri et al, 2008).

Manji broj studija govori o ulozi geneti¢kih varijanti u aktivaciji mozga i obradi
visceralnih stimulusa. Fukudo i saradnici govore o ulozi 5-HTT LPR polimorfizma u
procesuiranju mozga kod stimulisanja rektuma barostatom (Fukudo et al, 2009). Budu¢i da
serotonin u mozgu ima ulogu u modulaciji raspoloZenja i anksioznosti slicnom ponasanju,
ovaj polimorfizam moze potencijalno da predvidi aktivaciju prefrontalnog limbickog dijela
mozga. Autori su pretpostavili da S alel, ¢ije prisustvo dovodi do nize transkripcije
serotoninskog transportera, moze uzrokovati veéu aktivaciju prednjeg cingularnog korteksa
(ACC anterior cingulate cortex) i amigdala. Emisionom tomografijom (PET imaging)
otkriveno je da zdrave osobe (bez IBS-a) sa S/S genotipom ¢esce aktiviraju lijevi ACC, desni
parahipokampalni girus i lijevi orbitofrontalni korteks od osoba sa L alelom. Budu¢i da su
pomenuti regioni veoma vazni u emocionalnoj obradi, nalazi sugeriSu da ova varijanta moze
imati ulogu u aktiviranju mozga nakon kolorektalne distenzije kod pacijenata sa IBS-om
(Labus et al, 2008).
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1.11. Epigenetika

Prisustvo epigeneti¢kih promjena u studijama koje su sprovedene na monozigotnim
blizancima ukazuje na potencijalnu ulogu klini¢kih manifestacija IBS-a. Fenotip je, dakle,
kombinacija DNK sekvence, epigeneticke modifikacije 1 faktora sredine. U najcesce
epigeneticke mehanizme se ubrajaju DNK metilacija i modifikacija histona. DNK metilacija
obi¢no “utisa” ekspresiju gena dok kod metilacije ili acetilacije histona mogu se aktivirati geni
sa kojih se regularno ne vrsi transkripcija. IBS je povezan sa ranim traumama u Zivotu ili
zlostavljanjem u djetinjstvu Sto dovodi do negativnih zdravstvenih rezultata i ponaSanja kod
odraslih. Traume iz djetinjstva uticu na somatske simptome, neuralni razvoj i razvoj
neuroendokrinog sistema. Epigeneticki molekularni mehanizmi koji obuhvataju metilaciju
DNK i acetilaciju histona su ukljuéeni u disregulaciju vezanu za stres hipotalamus-hipofiza-
adrenalnog puta (HPA - hypothalamic-pituitary-adrenal axis). Posljednje studije su pokazale
pojacan odgovor kortizola na visceralni stres kod IBS pacijenata i da traume smanjuju
ekspresiju gena za glukokortikoidni receptor hipermetilacijom. Izmijenjena ekspresija ovoga
gena, koji inafe ucestvuje u negativnoj povratnoj sprezi, smanjuje sposobnost HPA da se

efikasno bori sa stresom (Vaiopoulou et al. 2014).

Rasvjetljavanje epigenetickih promjena kod IBS-a je jo§ u povoju iako je uradeno
nekoliko studija na Zivotinjama gdje se pokazalo da je smanjen nivo iRNK gena kandidata u
korelaciji sa acetilacijom histona i metilacijom DNK na odgovaraju¢im promoterskim
regionima. Jo$ uvijek nisu u potpunosti razja$njene epigeneticke promjene kod IBS i drugih
GI oboljenja, iako nekoliko studija na Zivotinjama govore o smanjenom nivou iRNK gena
kandidata $to je u korelaciji sa acetilacijom histona i DNK metilacijom na relevantnom
promoterskom regionu. U jednoj studiji na pacovima koji su bili izloZeni stresu, identifikovana
je diferencijalna metilacija gena za glukokortikoidni receptor (Nr3cl) i kortikotropni rilizing
faktor (Crh1l) koji je u obrnutom odnosu sa ekspresijom gena. Ova studija ukazuje na to da je
centralni epigeneticki mehanizam najvjerovatnije ukljuen u visceralnu preosjetljivost
indukovanu stresom 1 daje podsticaj za dalje istrazivanje epigenetickih mehanizama koji mogu
biti povezani sa simptomatologijom IBS-a. U pomenutoj studiji koja je radena na pacovima,
visceralna preosjetljivost aktivirana stresom preneSena je na naredne generacije (Gazuoli,

2016).
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1.12. Pristupni model u kolaborativhom evropskom istrazivanju nasljedne

osnove IBS-a

Polje genetike se ubrzano razvija i tehnoloski napredak se ogleda u povecanim
moguénostima za identifikaciju rijetkih varijanti genomske DNK. Aktuelni pristupi za
otkrivanje gena kandidata su asocijacijske studije i studije cjelokupnog genoma, da bi se zatim
tehnikama sekvenciranja identifikovale manje uobicajne varijante. Iako su radene studije koje
istrazuju gene kandidate 1 kandidatske regione za IBS, novije metode jo$ nisu primijenjivane
zbog nekoliko ogranicenja. Najvece ograni¢enje u otkrivanju IBS gena je svakako heterogeni
IBS fenotip i multifaktorijalna priroda oboljenja koja je i dalje bez jasno definisanih
patofizioloskih puteva i utvrdenih biomarkera. Nejednakosti nalaza doprinosi i to $to su
pacijenti regrutovani na osnovu nejednoobraznih kriterijuma za identifikaciju i standardizaciju
(Rim I, 111 1) koji se baziraju na simptomima.

U skladu sa ograni¢enjima koje prate identifikaciju genetickih faktora, stru¢njaci i
naucnici iz 19 zemalja Evrope udruzili su snage kako bi se Sto jednostavnije prevazisli
problemi u uspostavljanju “fenotip” strategije kojim bi se omogucéila korelacija gena Sa
fenotipovima i patoloskim promjenama kod IBS-a. Tim predvode istrazivac¢i Akademije
Sahlgrenska, Univerziteta Gothenburg i Instituta Karolinska iz Svedske. Postavljeni cilj se
moze posti¢i samo detaljnom fenotipskom karakterizacijom na osnovu klinickog pregleda i
uzimanjem porodi¢ne istorije, upitnicima kojima se vrSe procjene gastrointestinalnih
simptoma, psihijatrijskog komorbiditeta, osobine licnosti, somatizacija, procjena fizioloskih
parametara, kao i uzimanjem bioloskih uzoraka pacijenata sa dijagnostifikovanim IBS-om i
kontrola za geneticku analizu. GENIEUR (GENes in Irritable Bowel Syndrome Research
Network EURope) se sastoji od vise od 70 istrazivackih grupa koje predvodi dr. Beate Niesler
iz Instituta za Humanu genetiku Univerzitetske bolnice u Heidelbergu. Glavni cilj COST
(Cooperation in Science and Tehnology) Action BM1106 GENIEUR je da se uspostavi
uskladen kriterijum 1 standardizovani protokol, te da se regrutuje veliki broj dobro
okarakterisanih IBS pacijenata i zdravih volontera. Dalji cilj GENIEUR-a je arhiviranje
uzoraka krvi 1 biopsija crijeva za geneticke analize 1 fecesa za analize mikrobioma, §to ce
svakako olaksati budu¢e multicentricne studije. Takode, neophodna je i detaljnija analiza

tandemskih ponovaka CNV (copy number variation), insercije i delecije nukleotida (indel’s) i
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rijetkih varijanti

sekvenciranjem cijelih egzoma ili genoma. Rezultati bi trebali rasvijetliti

funkcionalne posljedice genetickih varijacija u osteCenim putevima uklju¢enim u IBS, te

dodatno unaprijediti dijagnostiku i terapiju pacijenata (Slika 9) (Gazuoli et al, 2016).
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Slika 9: Buduci pristup u genetickim i epigenetickom istrazivanju IBS-a: Pacijenti i zdrave

kontrole ce biti okarakterisane koristeci isti CRF, procjenu spoljasnjih faktora, kroz upotrebu

lijekova i uzimanjem porodicne istorije. Uzorci krvi i biopsije tkiva bic¢e sakupljeni od
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pacijenata i zdravih kontrola. Fenotipizacija ¢e biti izvedena koristenjem utvrdenih upitnika
za procjenu gastrointestinalnih simptoma (Rome 111, GSRS, VSI, Nepean), komorbiditeta i
somatizacije (HADS, GAD7, PHQ). U specijalizovanim centrima mogu se izvrsiti detaljnije
analize (tranzit sadrzaja kroz crijeva, visceralna senzacija, propustljivost crijeva, snimanje
mozga). Bioloski material ¢ée biti koristen za ispitivanje u (epi) genetickim analizama,
istrazivanje gena kandidata ili u GWAS-ovim studijama koriste¢i SNP i NGS.
Gastrointestinalna tkiva mogu biti koristena za dodatne epigeneticke analize metilacije,
acetilacije i analize miRNK. Ukoliko je to moguce, dodatne studije tkiva i ¢elijskih linija mogu
biti uradene za validaciju gena kandidata na nivou iRNK i DNK. Svi rezultati analiza ce biti
integrisani i pohranjeni u Centralnu bazu podataka za biostatisticku analizu pri cemu ce se
moci identifikovati nove IBS podgrupe za personalizovan tretman i lijecenje.
CC - ¢elijska kultura (cell culture), CNV - tandemski ponovci (Copy Number Variation), CRF
— upitnik za pacijente i kontrole (Case Report Form), IF — imunofluorescencija
(Immunofluorescence), ISH — in situ hibridizacija (in situ hybridization), miRNA — mikro
RNK, NGS — “next generation” sekvenciranje (next-generation sequencing). RNAseq —
sekvenciranje RNK (RNA sequencing), SNP — polimorfizam jednog nukleotida (Single
Nucleotide Polymorphism), WB — Western Blot (Gazuoli et al, 2016).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Sveukupni cilj ove doktorske disertacije je identifikacija 1 karakterizacija genetickih
polimorfizama, odnosno gena kandidata, udruzenih sa dijagnozom i specificnim klinickim
podtipovima IBS-a u grupi pacijenata koja je regrutovana na bazi harmoniziranog

multicentricnog protokola, kao osnova za dalja istrazivanja u ovoj oblasti.

Istrazivanje koje je sprovedeno je prospektivno, pregledno, fundamentalno i
neintervencijsko klini¢ko istrazivanje u skladu sa medunarodnim eti¢kim kodeksima, a u cilju

da se utvrdi:

e Da li postoji znacajna razlika u distribuciji alelnih frekvencija odabranih kandidat gena

izmedu grupe pacijenata sa IBS-om i kontrolne grupe;

e Da li postoji znacajna razlika u distribuciji genotipskih frekvencija odabranih kandidat
gena izmedu grupe pacijenata sa IBS-om i kontrolne grupe;

e Dali postoji znacajna razlika u distribuciji haplotipskih frekvencija odabranih kandidat

gena izmedu grupe pacijenata sa IBS-om i kontrolne grupe.

Ova saznanja ¢e rasvijetliti funkcionalne posljedice genetickih varijacija u oSteenim
putevima uklju€enih u IBS te predstavljati solidnu osnovu za nove dijagnosticke 1 terapeutske

pristupe, a samim tim 1 poboljSati kvalitet Zivota oboljelih od sindroma iritabilnog kolona.
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3. MATERIJAL | METODE

Predlozena doktorska disertacija predstavlja kolaborativni naucnoistrazivacki projekat
izmedu Laboratorije za humanu genetiku Instituta za geneticko inzenjerstvo i biotehnologiju
Univerziteta u Sarajevu i Odjeljenja gastroenterologije i hepatologije na Klinici za unutrasnje

bolesti Univerzitetskog klini¢kog centra Republike Srpske u Banjoj Luci.
3.1. Formiranje grupe sa pacijentima i kontrolne grupe

Na zasjedanju Svjetskog udruzenja ljekara 1964. godine u Helsinkiju usvojen je eti¢ki
dokument, poznat kao Helsinska deklaracija. Dokument je posljednji put dopunjen 2000.
godine u Edinburgu. Po ovoj deklaraciji, sva biomedicinska ispitivanja na ljudima moraju biti
usaglasena sa opsteprihvadenim naucnim principima, zasnovana na pravilno izvedenim
laboratorijskim eksperimentima i dobrom poznavanju literature. Izvodenje svakog
eksperimentalnog postupka na ljudima treba da bude jasno formulisano u protokolu koji se
treba proslijediti komisiji na razmatranje i ocjenu rada. Svaki ispitanik mora biti adekvatno
informisan o ciljevima, metodama, ocekivanoj koristi i moguc¢im rizicima. Pravo svakog
ispitanika je da sacuva svoj integritet jer bioloski uzorak predstavlja ne samo dio ljudskog

tijela, ve¢ 1 podatak o ¢itavoj nasljednoj informaciji koju moZze da ima jedna individua.

Prije formiranja grupe sa pacijentima i kontrolne grupe, Eticki komitet Univerzitetskog
klini¢kog centra Republike Srpske (UKC) je bio upoznat sa metodologijom i ciljevima ove
doktorske disertacije nakon ¢ega je dokumentom 1 odobrio njegovu realizaciju. Svi ucesnici,
pacijenti i zdrave osobe, dobrovoljno su pristupile studiji, te potpisali informisani pristanak,
odnosno izjavu o saglasnosti za u€esc¢e u studiji. Obrazac sadrzi osnovne podatke o vrsti i cilju
istrazivanja, zastiti diskrecionog prava ucesnika i primjeni rezultata studije. Svaki ucesnik je
pro¢itao i svojeru¢no potpisao informisani pristanak. Obrada svih pacijenata i zdravih
kontrola, te prikupljanje uzoraka realizovano je uz pomo¢ ljekara specijaliste gastroenterologa
I hepatologa sa Klinike za unutrasnje bolesti UKC RS i tehni¢ara. Nakon potpisivanja
saglasnosti, pristupljeno je ispunjavanju upitnika, a zatim i uzimanju bioloSkih uzoraka
pacijenata i kontrola. Pacijenti koji su zadovoljili Rim Il kriterijum i zdrave osobe bez

gastrointestinalnih simptoma birane su iz primarne i sekundarne zastite.
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3.2. Upitnici

3.2.1. CRF (Case Report Form)

CRF upitnik, verzija za pacijente i za kontrole, sastojao se od pitanja koja se odnose na
osnovne identifikacione 1 demografske podatke, kao Sto su ime i1 prezime, pol, datum rodenja,
edukacija 1 posao. Kako bi se saCuvao integritet pacijenata i kontrola, u ovom upitniku
dodijeljen je jedinstveni identifikacioni broj pod kojim je nadalje voden svaki ucesnik u
studiji. Pitanja CRF upitnika odnosila su se takode i na klini¢ku, porodi¢nu i personalnu
istoriju, navike u ishrani i terapiji koja je koriStena u posljednja 3 mjeseca, a ucesnik je na
osnovu Bristolske karte trebao dati informaciju o promjeni stolice (Cost Action BM1106
GENIEUR).

3.2.2. GSRS (Gastrointestinal Symptom Rating Scale)

Skala procjene gastrointestinalnih simptoma (GSRS), verzija prilagodena za iritabilni
kolon, sadrzi 13 stavki za procjenu simptoma. Pacijenti i kontrole trebali su da odgovore na
pitanja o tome kako su se oni osjecali u proteklih sedam dana, npr. da li su imali bolove u
stomaku, nelagodu, nadutost, gasove, zatvor ili dijareju u pomenutom periodu. Medu
ponudenim odgovorima: uopste ne, manju nelagodu, blagu nelagodu, umjerenu nelagodu,
umjereno jaku nelagodu, jaku nelagodu i veoma jaku nelagodu ispitanici su birali adekvatne

odgovore koji se najvise odnosio na njihovo stanje (Svedland et al, 1988).

3.2.3. PHQ-15 (Patient Health Questionnaire)

Skala jacine somatskih simptoma (PHQ-15) je kratki upitnik koji moZe biti koristan za
pracenje somatizacije 1 ozbiljnosti simptoma u klini¢koj praksi 1 istraZzivanju. Sastoji se od 15
tacaka na koje su pacijenti i kontrole mogli da daju jedan odgovor od ponudena tri: nikako,
malo ili mnogo. Cilj PHQ-15 upitnika je prikupljanje dodatnih informacija o klinickoj slici i

subjektivnoj procjeni pacijenata (Kroenke et al, 2002).

3.2.4. HAD (Hospital Anxiety and Depression Scale)

Ovaj upitnik prvobitno su razvili Zigmond i Snaith 1983. godine, a naj¢esce se koristi

za procjenu anksioznosti 1 depresije koju pacijent prozivljava. HAD skala ima 14 stavki od
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kojih se sedam odnose na anksioznost i isto toliko na depresiju, a cilj je da se detektuju

psihicke promjene kod pacijenata sa fizickim zdravstvenim problemima (Snaith, 2003).

3.2.5. VSI (Visceral Senzitivity Index)

Anksioznost koja je u vezi sa gastrointestinalnim senzacijama ili simptomima igra
znacajnu ulogu u patofiziologiji, kao 1 u zdravstvenom ishodu kod pacijenata oboljelih od IBS-
a. Indeks visceralne senzitivnosti je pouzdan i validan upitnik kojim se mjeri specifi¢na
anksioznost pacijenata sa gastrointestinalnim simptomima, a sastoji se od 15 ta¢aka na koje
ispitanici trebaju da odgovore Sto vjerodostojnije sa jednim od 6 odgovora: veoma se slazem,
umjereno se slazem, blago se slazem, blago se ne slazem, umjereno se ne slazem i veoma se ne

slazem (Labus et al, 2004).

3.3. Uzorci krvi

Svi uzorci krvi su prikupljeni punkcijom kubitalne vene u vakutajner u kome se veé
nalazio antikoagulans K3;EDTA (Vacuette®, Greiner Bio-one) (Sika 10). Na etiketu
vakutajnera je upisana §ifra pacijenta i datum venpunkcije. Uzorci krvi su transportovani pod
optimalnim temperaturnim uslovima (na ledu) u Laboratoriju za humanu genetiku Instituta za
geneticko inzenjerstvo i biotehnologiju u Sarajevu, gdje su uradene izolacije DNK i RNK, te

izvr$ene 1 ostale analize 1z uzorka krvi.

Slika 10: Vakutajner, Vacuette®, Greiner Bio-one
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3.3.1. Izolacija DNK

Izolacija genomske DNK je izvrSena prema protokolu po Mileru (Miller et al, 1988).
Za ovu izolaciju je karakteristi¢no da se taloZenje proteina postize pomocu anorganskih soli.
Genomska DNK je izolovana iz uzoraka krvi volumena 10 ml. Uzorci su tretirani hladnim
(+4°C) RCLB (Red Cells Lysis Buffer) volumena 9 ml. Smjese su ostavljene na ledu (0°C) 15-
20 minuta uz povremeno mijeSanje, nakon ¢ega je doslo do liziranja eritrocita. Dobijeni su
uzorci svijetlo crvene boje sa talogom bijelih krvnih ¢elija u obliku prstena. Uzorci su
centrifugirani 10 minuta na 1500 rpm. Nakon centrifugiranja je odstranjen supernatant, a
epruvete su okrenute naopako na papir 2-3 minute da bi se talog sa leukocitima osu$io. Na
uzorak je zatim doliveno 5 ml PBS-a (Phosphate Buffered Saline) nakon ¢ega su tube bile
snazno promuckane, a zatim ponovo stavljene u centrifuge na 1500 rpm na 10 minuta. Nakon
toga je odstranjen supernatant dodan Kern-lysis pufer u koli¢ini od 3 ml ¢emu je uslijedilo
ponovno muékanje tuba. Na kraju, u tube je stavljeno 100 ul 20% rastvora SDS-a (Sodium
Dodecyl Sulphate, SERVA Electrophoresis GmbH, Njemacka) i 70 pl proteinaze K
(Themofisher Scientific), te je smjesa inkubirana na 37°C i ostavljena preko no¢i.

Nakon inkubacije, protein i ostaci ¢elija su uklonjeni isoljavanjem i to dodavanjem 0.5
ml 6 M NaCl uz snazno mijeSanje i centrifugiranje u trajanju od 15 minuta na 2500 rpm na
temperaturi od 20°C. Ako supernatant ne bi bio bistar, centrifugiranje bi bilo ponovljeno.
Supernatantu je zatim dodat apsolutni etanol u koliini 2 volumena. Blagim okretanjem
epruvete, istalozena je DNK, a zatim i isprana u 70% etanolu. Isprana DNK je otopljena u

vodi i pohranjena na +4°C.

3.3.2. Kvantitativno-kvalitativna analiza DNK

Analiza koli¢ine 1 kvaliteta izolovane DNK izvrSena je pomocu elektroforeze na
agaroznom gelu (Maniatis et al, 1982). Elektroforeza predstavlja grupu tehnika kojima se vrsi
razdvajanje molekula na osnovu njihovih fizickih karakteristika, kao $to su veli¢ina, oblik ili
izoelekticne tacke. Gel-elektroforeza se uglavnom izvodi u analiticke svrhe, ali se takode
moze koristiti i kao preparativna tehnika kojom se djelimi¢no precis¢avaju molekule prije
koriStenja drugih metoda, kao §to su spektrofotometrija, PCR, kloniranje, sekvenciranje ili

immuno-bloting. Metoda se temelji na osnovu usmjerenog kretanja naelektrisanih Cestica u
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elektricnom polju, a brzina i nacin kretanja zavise od veli¢ine i oblika migratornih molekula,

koncentracije agaroznog gela i napona elektri¢ne struje.

U ovom radu je koristen SB (natrijum-borat) pufer za elektroforezu genomske DNK na
agaroznom gelu koncentracije 2%. Elektroforeza je vrSena pod naponom struje 90-100 V uz
konstantne uslove jacine struje. Za vizualizaciju DNK, kao alternativa etidijum bromidu,
koriStena je nekancerogena i manje mutagena boja Midori Green Advance DNA Stain
(NIPPON Genetics Europe GmbH). Uporednom analizom sa komigriraju¢im veli¢inskim
DNK standardom (DNK fragmenti poznate veli¢ine i koncentracije) od 50 baznih parova
(Fermentas) na gelu odredena je veli¢ine i koncentracija ispitivanih fragmenata. Trake su
detektovane nakon apsorpcije ultravioletnog zracenja i dokumentovane u digitalnoj formi
softverom Kodak 1D ver 3.5 (Pizzonia, 2001).

3.4. Gen FKBP5

Pretpostavlja se da izlozenost traumama u ranom djetinjstvu moze povecati rizik za
razli¢ita psihoti¢na stanja kroz proces ponaSanja i bioloske senzibilizacije ukljucene u
regulaciju hipotalamus-hipofiza-adrenalnog (HPA) puta sto u konaénici dovodi do promjene
dopaminskog puta u mezolimbickom regionu. Disregulacija HPA puta podrazumijeva
deregulaciju hipotalami¢kih peptida kortikotropina (corticotropin-releasing) i arginina
vazopresin hormona §to rezultira povecanim odpuStanjem adrenokortikotropnog hormona u
plazmi i glukokortikoida kortizola. Glukokortikoidi promovisu fizioloski odgovor na stres i od
kljuénog su znacaja za prekidanje odgovora kroz negativnu povratnu spregu. Ovakvo
regulisanje negativne povratne sprege preko receptora glukokortikoida je predloZzeno kao

potencijalni faktor rizika za psihopatologiju vezanu za stres.

Protein koji je ukljuCen u regulaciju aktivnosti glukokortikoida je FK506 vezujuci
protein veli¢ine 51 kDa kodiran pomoc¢u gena FKBPS5 koji se nalazi na kratkom p kraku
hromozoma 6 (Tabela 5, Slika 11).
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Tabela 5: Opis FKBP5 gena

Simbol FKBP5

Odobreno ime FK506 binding protein 5

HGNC *ID HGNC:3721

Simbol i ime koje se prije koristilo "FK506-binding protein 5"

Sinonimi FKBP51, FKBP54, P54, PPlase, Ptg-10
Tip lokusa Gen sa proteinskim produktom
Lokacija na hromozomu 6p21.31

- FKBP prolyl isomerases Tetratricopeptide
Genska familija : -
repeat domain containing

* HUGO Gene Nomenclature Committee
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Slika 11: Genska lokacija FKBP5 gena

Funkcionalni haplotip koji sadrzi 18 mononukleotidnih polimorfizama u FKBPS genu
je povezan sa njegovom povecanom ekspresijom, kao odgovor na aktivaciju glukokortikoida 1
varijacije na glukokortikoidnu osjetljivost. Ovaj haplotip je oznacen sa tri mononukleotidna
(tackasta) polimorfizma: rs3800373, rs9296158 i rs1360780 koja su najviSe proucavana na
FKBP5 genu. Nekoliko studija je istaklo da su riziko aleli C, A i T najvjerovatniji te da je
rs1360780 polimorfizam najviSe asociran (Cristobal-Narvaez et al, 2016).

Prema dosadaSnjim saznanjima FKBP5 rs 1360780 (C/T) je tackasti polimorfizam
(SNP) za kojeg je dokazano da ima funkcionalne posljedice uprkos tome §to se nalazi na
intronu 2. Udruzenost ovoga polimorfizma i nivoa ekspresije FKBP5 proteina je dobro
istrazena. Za T alel se smatra da uzrokuje stvaranje vise kortizola nego C alel, a sekvenca koja
sadrzi T alel nalazi se u TATA bloku. Ove molekularne promjene mogu dovesti do promjene
pocetnog mjesta transkripcije. Ovaj polimorfizam, odnosno riziko alel T, najceS¢e vezuju za
bolesti posljedica traumatskog stresa, a u posljednje vrijeme i sa Alzheimerovom boles¢u
(Fujii et al, 2014).
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3.4.1. Allele-specific amplification (ASA PCR)

Kao metod genotipizacije koji je primijenjen u ovom radu za FKBP5 gen je alel-
specificna amplifikacija (allele-specific amplification) ili ASA-PCR. Ovaj metod
genotipizacije upotrebljava se za detekciju rijetkih tackastih mutacija i1 zahtijeva dvije
odvojene PCR reakcije koriste¢i dva razlicita F (forward) prajmera i jedan R (reverse) isti za
obe amplifikacije. F prajmeri na 3’ kraju su razli¢iti, jedan ima normalan (wilde type)
nukleotid, drugi nosi mutaciju, a ova neuskladenost na 3’ kraju F prajmera omogucava
preferencijalnu amplifikaciju jednog alela u odnosu na drugi na mjestu DNK sekvence sa

tackastom varijacijom (Slika 12) (Drenkard et al, 2000).

Alel 1 specificni prajmer Alel 2 specificni prajmer

R & B &

Alel 1 Alel 2 Alel 1 Alel 2
F1 l F1 l E2 F2
—_— —_— N —_
R R R R
. .. Diferencijalna
Dﬁ‘erlmmjelqna amplifilkacija
amplifilkacija
PCE. produlct nema PCR nema PCR PCR prodult
produkta produkta
2.
F1 F2 F1 F2 F1l F2
A1/A1 A2/A2 Al/A2

Slika 12: Shematski prikaz alel-specificne PCR strategije: Oligonukleotidni F prajmeri
na 3’ kraju nose nukleotid koji korespondira SNP mjestu tackastog polimorfizma u

preferencijalnoj amplifikaciji specificnog alela.

1.  Prajmer FI odgovara alelu 1, ali ne i alelu 2 zbog cega

u diferencijalnoj amplifikaciji ne dolazi do stvaranja PCR
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produkta u drugom slucaju. Prajmer F2 odgovara alelu 2, ali
ne odgovara alelu 1 zbog nukleotida na 3’ kraju koji se ne
moze upariti sa sekvencom gdje takode izostaje PCR produkt.
2. Analiza na agaroznom gelu pokazuje ocekivani ishod
amplifikacije kod homozigota i heterozigota za oba alela
koristec¢i prajmere F1 i F2 (preuzeto i modifikovano iz
Drenkard et al, 2000).

Prajmeri koristeni u ovom eksperimentu za gen FKBPS5 su prikazani u Tabeli 8.

Tabela 8: Prajmeri za FKBPS5 gen koristeni kao metod genotipizacije u ASA-PCR
eksperimentu. Fc oznacava forward prajmer (5°'—3’) koji na svom kraju nosi citozin C
(wild type). Fr oznacava forward prajmer (5'—3°) koji na svom kraju nosi timin T

(mutacija). R oznacava reverse prajmer (3'—5°).

Gen Prajmeri Veli¢ina produkta
Fc: GGC TTT CAC ATA AGC AAAGTT AC
FKBP5 F7: GGC TTT CAC ATAAGC AAAGTT AT 220 bp

R: TGA ATC TGA GAA AGG TTA AGT GG

U Tabeli 6 prikazane su sintetske komponente za ASA-PCR diferencijalnu
amplifikaciju FKBP5 gena. Napravljena su dva miksa, za razlikovanje u prvi miks je stavljen
plavi Red Taq, forward prajmer sa C nukleotidom na 3’ kraju (F¢) za prepoznavanje wild type
varijante i reverse prajmer (R). U drugi miks je stavljen crveni Red Taq, forward (5’ 23")
prajmer F sa T nukleotidom na 3’ kraju (Ft) za prepoznavanje varijante gena sa mutacijom i
reverse prajmer R (3’=>5”) . U oba miksa je dodana voda, kao i uzorci krvi pacijenata i

kontrola prema koli¢inama ispisanim u tabeli (Tabela 6).
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Tabela 6: Sintetske komponente za PCR sa prajmerima Fc i Fr

Red Taq 5ul Red Taq Sul
Prim Fc 0.1 ul Prim F+ 0.1 pl
Prim R 0.1 ul Prim R 0.1 ul
H,O 3.8 ul H,O 3.8 ul
DNK 1 ul DNK 1 ul

Uspjesnost PCR reakcija provjerena je elektroforezom na 2% agaroznom gelu prema

ve¢ opisanoj metodi (Slika 13).

Fec Ft Fe Ft Fe Ft Fec Ft
Kool K001l Koo2 K002 pxopo3 K003 K004 K004

vehémski
standard SObp

Slika 13: Elektroforeza na agaroznom gelu za kontrolne uzorke krvi (K001-K004) za gen
FKBP5. F. — uzorci sa C nukleotidom na forward prajmeru za prepoznavanje wild type
varijante; Fr — uzorci sa T nukleotidom na forward prajmeru za prepoznavanje mutirane

varijante.

3.5. Gen DRD2

Gen DRD?2 kodira dopaminski receptor podtipa D2, protein veli¢ine 50619 Da koji se
sastoji od 443 aminokiseline (Tabela 7, Slika 14). Ovaj G protein je kuplovani receptor koji
inhibira aktivnost adenil ciklaze. Grandi sa saradnicima je 1989. godine utvrdio da su
kodiraju¢e sekvence DRD2 gena prekinuti sa 6 introna. Dodatne aminokiseline koje su
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prisutne u humanom dopaminskom receptoru, u odnosu na onaj kod Stakora, kodirane su
jednim egzonom od 87 baznih parova. Eubanks sa saradnicima je 1992. godine utvrdio da se
DRD2 gen proteze preko 270 kb i ukljucuje intron od oko 250 kb koji odvaja prvi egzon od

ostalih kodirajucih egzona za proteinski receptor (Eubanks et al. 1992).

Somatostatin i dopamin su dva glavna neurotransmiterska sistema koji dijele niz
strukturnih i funkcionalnih karakteristika. Zajedno su svrstani u neuronske podgrupe, a
somatostatin je uklju¢en u dopaminsku kontrolu motorne aktivnosti. Koristenjem FRET-a
(photobleaching fluorescence resonance energy transfer) pokazano je da je SSTR5 i DRD2
zajedno reaguju, te da mogu stvoriti novi receptor sa poboljSanom aktivno$éu $to govori o
tome da receptori iz razlicitih porodica G kuplovanih receptora mogu da vrSe interakciju

putem oligomerizacije.

Geneticke missense mutacije gena uzrokuju mioklonalnu distoniju, a druge mutacije su
povezane sa shizofrenijom. Alternativna obrada primarnog transkripta (splicing) ovoga gena
rezultuje u dvije transkript varijante koje kodiraju razli¢ite izoforme. Trea varijanta je
opisana, ali nije utvrdeno da li je zaista u pitanju varijanta ili samo oblik nastao zbog

pogresnog isjecanja introna (https://omim.org/entry/126450).

Tabela 7: Opis DRD2 gena

Simbol

DRD2

Odobreno ime
HGNC *ID

Sinonimi

Tip lokusa
Lokacija na hromozomu
Genska familija

Dopaminski receptor D2

HGNC:3023

Dopamine Receptor D2, Dopamine D2
Receptor, Seven Transmembrane Helix
Receptor, Dopamine Receptor D2 Isoform,
D2DR, D2R

Gen koji kodira protein

11g23.2

Dopaminski receptori

* HUGO Gene Nomenclature Committee
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Slika 14. Genska lokacija DRD2 gena (http://www.genecards.org/cgi-
bin/carddisp.pl?gene=DRD2)

3.5.1. Polimerase Chain Reaction-Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP)

Potraga za razumijevanjem genetickih varijanti i mutacija rezultirala je u razvoju
jednostavne laboratorijske tehnike poznate kao PCR-RFLP metoda za detekciju polimorfnih
fragmenata. Ova metoda se zasniva na digestiji umnozenog DNK segmenta endonukleazama
tipa Il tako $to enzimi prepoznaju i razlazu DNK na podrucju karakteristicnog slijeda
nukleotida, te da na dvolanclanoj DNK specificno cijepaju oba polulanca. Mjesta cijepanja
DNK molekule nazivaju se restrikciona mjesta (restriction site), a nastali dijelovi molekule
nazivaju se restrikcioni fragmenti. Polimorfizam je predstavljen varijacijama u broju i duZzini
restrikcionih fragmenata koje formira ista endonukleaza na uzorcima DNK. PCR-RFLP je
jednostavan metod, te zahtijeva minimalne investicije u instrumentaciji. Pouzdan ne samo za
genotipizaciju duzinskih fragmentata, ve¢ takode i za tackaste mutacije, insercione i delecione

polimorfizme, kao i viSestruke mutacije.
U Tabeli 8 su prikazani prajmeri za DRD2 gen.

Tabela 8: Prajmeri F (5'—3°) i R (3’—5°’) DRD2 gena za odredivanje polimorfnih
fragmenata PCR-RPLF metodom.

Gen Prajmeri Veli¢ina produkta

F.: AAATTT CCATCT CGG CTCCT
DRD2 300 bp
R: GAG GAG CAC CTT CCT GAG TG

Kao metod genotipizacije primijenjen u ovom radu za DRD2 gen bio je PCR-RFLP, a

kao prvi korak bilo je neophodno izvrsiti izbor restrikcionih enzima koji ¢e prepoznati mjesto
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tackaste mutacije i dizajnirati optimalne prajmere za PCR. Sintetske komponente za PCR-

RFLP prikazane su u Tabeli 9.

Tabela 9: Sintetske komponente za PCR-RPLF DRD2 gena

Red Taq 6.25 ul
Prim F 0.25 ul
Prim R 0.25 ul
ddH,0O 525 ul
DNK 0.5l

3.6. Gen DAT (SLC6A3)

Dopaminski transporter ili DAT gen ima klju¢nu ulogu u regulisanju dopaminske

neurotransmisije. Gen koji kodira DAT, SLC6A3 (solute carrier family 6, member 3),

lokalozovan je na hromozomu 5p15.3 (Slika 15, Tabela 10). Veoma vazan paralog ovoga gena

je SLC6A4 gen (SERT). Polimorfizam promjenjljivog broja tandem ponavljanja (VNTR

Variable Number of Tandem Repeats) opisan je na 3’ nekodiraju¢em regionu na egzonu 15. U

veéini slucajeva, najces$¢i polimorfizmi su od 9 i 10 tandemskih ponovaka, a u nekim

populacijama primijeceni su i polimorfizmi sa 3, 5, 7, 8 i 11 ponavljanja.

Tabela 10: Opis SLC6A3 gena

Simbol

SLC6A3

Odobreno ime

HGNC *ID

Sinonimi

Tip lokusa

Lokacija na hromozomu

Genska familija

solute carrier family 6 member 3
HGNC:11049
DAT; DATL; PKDYS
Gen koji kodira protein
5p15.33

Hlor-zavisni neurotransmiterski transporter

* HUGO Gene Nomenclature Committee
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Slika 15: Genska lokacija DAT gena (http://www.genecards.org/cgi-
bin/carddisp.pl?gene=SLC6A3)

| pored toga Sto je lociran na nekodiraju¢em regionu gena, ovaj polimorfizam je
udruzen sa nekoliko klinickih fenotipova koji su u vezi sa disregulacijom dopaminskog
transporta. Neravnoteza povezanosti (linquage disequilibrium) izmedu ADHD sindroma
(Attention Deficit Hyperactivity Disorder) i polimorfizma od 10 tandemskih ponovaka
prikazana je u Cetiri odvojene studije. Studije su pokazale da je polimorfizam od 9 ponavljanja
sa kokain-indukovanom paranojom kod osoba zavisnih o kokainu, sa alkoholizmom i
pusenjem. VNTR polimorfizam na 3’ kraju nije povezan sa mutacijom u DAT proteinskoj
sekvenci, §to ukazuje na to da polimorfizam moze biti u neravnoteZi povezanosti sa mutacijom
koja utice na ekspresiju gena ili fiziolosku funkciju proteina

(https://www.snpedia.com/index.php/SLC6A3).

Studije su pokazale da je SNP rs464049 udruZen sa poremecajima raspoloZenja, a

jedna populaciona studija iz Hrvatske je pokazala da je prisustvo T alela imalo povecan rizik

za shizofreniju (https://www.snpedia.com/index.php/Rs464049).

3.7. SRin2

Gen koji kodira humani serotoninski transporter graden je od 14 egzona i obuhvata oko
31 kilobaze, a njegova citogeneticka lokacija je 17ql1 (Slika 16). Redoslijed svih egzona
ukljucujudi i intronske sekvence kao i tandemska ponavljanja VNTR (Variable Number of
Tandem Repeats) sekvenci utvrdena su i pohranjena u bazi podataka EMBL/GenBank data
base sa pristupnim brojevima od X76753 do X76762 (Lesch et al, 1994).

Ogilvie sa saradnicima 1996. godine je identifikovao jedan od prvih polimorfizama na
SERT genu, a u pitanju je koji je promjenjljivi broj tandemskih ponavljanja VNTR u intronu 2
koji je predstavljen ponavljanjima od 17 bp. Prvobitno su opisane tri varijante od 9, 10 i 12
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ponavljanja, ali u literaturi se spominje 1 varijanta od 11 ponavljanja

(http://www.omim.org/entry/182138). Do sada su radene tri studije koje ukljucuju

polimorfizam SRin2. U ovim studijama nije pronadena udruZenost SRin2 polimorfizma sa
IBS-om, iako su neke druge studije pokazale postojanje haplotipa u kombinaciji kratkog alela
na 5-HTTLPR promoteru i alela od 12 ponavljanja u intronu 2 gena za serotoninski transporter
(Niesler et al, 2010).

SEROTONIN REUPTAKE TRANSPORTER (SERT)

( (( ( ( Chromosome 17

Exon |

@ —— - G010 —I—C

Promoter

Intron 2

Slika 16: Shematski prikaz i organizacija SERT gena:

e SERT je serotoninski resorpcioni transporter (Serotonin Reuptake Transporter)

e Protein je kodiran jednim genom koji se nalazi na hromozomu 17g11

e Obuhvata vise od 30 kilobaza i sastoji se od 14 egzona

e Startni kodon je lokalizovan na egzonu 2

e FEgzon I sadrzi nekodirajuce sekvence te se smatra da ima regulatornu funkciju u
transkripciji.

e Intron 2 sadrzi razlicit broj tandemskih ponavljanja VTNR

3.7.1. Polymerase Chain Reaction (PCR)

Kao metod genotipizacije primijenjen u ovome radu za DAT gen i SRin2 koristen je
konvencionalni PCR metod (lan¢ana reakcija sa polimerazom) koji je formulisao Kary Mullis

(Mullis et al, 1986). Metod omogucava stvaranje velikog broja kopija sekvence od interesa
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koriste¢i malu pocetnu koli¢inu DNK uzorka. Za umnozavanje, odnosno, replikaciju DNK in

vitro, neophodni su:

DNK matrica - dvostruki lanac DNK koji se zeli umnoziti, duzine od 100 do
35000 baznih parova,

Jednolancani prajmeri duzine 20-30 nukleotida ¢ije su sekvence
komplementarne krajevima one DNK sekvence koja se Zeli umnoziti,

Smjesa slobodnih dezoksiribonukleotida u zasi¢enim koncentracijama (200
mM za svaki dNTP),

Enzim DNK polimeraza, nazvan Taq polimeraza izolovan iz bakterije Thermus
aquaticus koja zivi u termalnim izvorima na temperaturi od oko 70°C, te zbog
toga 1 ima sposobnost da vrsi replikaciju na viS§im temperaturama na kojima bi
se drugi enzimi denaturisali,

Magnezijumovi joni Mg?®* koji su neophodni za aktivnost enzima, a dodaju se u
obliku vodene otopine MgCls,,

Standardni PCR pufer koji se sastoji od 50 mM KCI, 10 mM TRIS ClI, 1.5 mM
MgCl,, pH 8.3.

Napravljena smjesa se stavlja u Thermocycler koji omogucéava dalji tok reakcije, a u

ovom radu je koristen Mastercycler gradient, Eppendorf. PCR se izvodi ponavljanjem 20 do

30 ciklusa, od kojih se svaki sastoji od tri osnovne faze:

Denaturacija -razdvajanje matrice:

Zagrijavanje reakcione smjeSe na 94-96°C pri ¢emu dolazi do denaturacije,
odnosno razdvajanja dvostrukih lanaca DNK. Ova faza traje oko jedne minute.
Annealing - hibridizacija prajmera:

Hladenje reakcione smjeSe na 40-60°C gdje dolazi do vezivanja prajmera. Ova
faza traje oko 30 sekundi, u zavisnosti od duzine prajmera.

Elongacija - sinteza novog lanca:

Zagrijavanje reakcione smjeSe na 72°C kada Tagq polimeraza zapolinje

polimerizaciju i dostize maksimum aktivnosti. Trajanje ove faze zavisi od
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duzine fragmenta koji se zeli umnoziti i moze da traje od jedne do dva minuta

(Slika 17).
Lanéana reakcija polimeraze PCR
ol ’/
DNK matrica y
» 5 3 5 y 7 s \.
/ III|ImI - rrrrm x
s - e
“ ? ¥ . AT ¥ 5 \;' "“. io
5 3 Adadabd 1
s, © o o e e
3 5'\“\‘ 9 Im /9
’c . 3'I’IIIIIII;’ ~ m i 3 - 'II"“
r ¢« | ® EEHHTITT » AL - \-
| DNK prajmer ¥ ¥ ¥ 5 \ - I/,/"
nukleotidi (Vi \

© denaturacija  94-96°C
© annealing -e8°C
© clongacija 72°C

Slika 17: Shematski prikaz PCR reakcije

U ovome radu sekvenca od interesa za svaku genotipizaciju amplificirana je
primjenom adekvatnog prajmerskog para (Tabela 11), a sintetske komponente za oba gena

prikazane su u Tabeli 12 .

Tabela 11: Prajmeri F (5°—3°) i R (3’—5°) za DAT i SRIn2 koristeni za genotipizaciju

metodom lancane reakcije polimeraze i velicina ocekivanih genskih produkata.

Geni Prajmeri Veli¢ina produkta
DAT F: 6-FAM-GGT GTA GGG AAC GGC CTG AGA G 471/433

R: CTT CCT GGA GGT CAC GGC TCA AGG
SRin2 F: 6-FAM-GTC AGT ATC ACA GGC TGC GAG 299/267

R: TGT TCC TAG TCT TAC GCC AGT G

Uslovi PCR reakcije za oba prajmerska para bili su: inicijalna denaturacija 95°C, 5
min; denaturacija 95°C, 30 sec; annealing 50°C, 30 sec; elongacija 72°C, 45 sec, 40 ciklusa;

finalna elongacija 72°C, 7 min.
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Tabela 12: Sintetske komponente za PCR reakciju DAT i SRin2 gena

DAT SRin2
Pufer 1.25 wl 1 ul
MgCl, 0.75 ul 1.25 ul
dNTP’s 0.25 ul 0.5 ul
Prim F 0.25 ul 0.2 ul
Prim R 0.25 ul 0.2 ul
TaqGold 0.05 ul 0.1 ul
ddH,0 9.2 ul 3.75 ul
DNK 0.5 ul 3ul

Vizualizacija i analiza PCR produkta (fragmenata DNK) je vrSena na sekvenceru 3500
Genetic Analyzer (dpplied Biosystems™) nakon zavrSene PCR reakcije sa fluorescentno
obiljezenim forvard prajmerom (Slika 18 i Slika 19). Sekvencer je aparat koji se Kkoristi za
analizu fluorescentno obiljezene DNK, a bazira se na kapilarnoj elektroforezi. Prije samog
sekvenciranja za svaki uzorak dodano je 9 ul formamida i pl 0.3 Rox-a (crvena boja,
standard), uzorci su stavljani 2 minute na 95°C u termoblok kako bi se izvrSila denaturacija te

dobile jednolan¢ane DNK.
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3.8. Izolacija RNK iz periferne krvi

Izolacija RNK iz krvi je vrSena prema protokolu The Quick-RNA™ MiniPrep Kita, Koji

je namjenjen i dizajniran za brzo, jednostavno i pouzdano izolovanje RNK. Procedura

obuhvata jedinstveni sistem pufera kombinovan sa tehnologijom Zymo-Spin kolona sa
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dodatkom DNK/RNK Shield™ i proteinaze K za izolaciju RNK iz svih bioloskih tkiva (sve
¢elije 1 tkiva, krv 1 druge tjelesne te¢nosti), a dobijena visoko kvalitetna RNK moze se koristiti

za RT-PCR, hibridizaciju i sekvenciranje.
Postupak

Kod izolacije RNK iz perviferne krvi najprije je izvrSeno izdvajanje leukocita iz krvi

po sljedec¢em protokolu:

e 6 ml krvi konzervisane sa EDTA-Na (vakutajner sa ljubi¢astim ¢epom) prenijeti u
epruvete sa ravnim dnom od 50 ml i dodati 40 ml (ili 4V) 1 x RETIC otopine. Lagano
promijesati.

e Centrifugirati na 25000 rpm na +4°C (Centrifuga Nive NF 800)

e Pazljivo odvojiti supernatant od taloga, a na talog dodati 40 ml svjeze pripremljene
otopine za liziranje Celija Lysis buffer. Lagano promijesati i staviti na roler da se
lagano okrec¢e 10 minuta.

e Staviti u frizider na -20°C 10 minuta.

e Centrifugirati na 2500 rpm 10 minuta na +4°C.

e Pazljivo odvojiti supernatant.

e Ponoviti postupak liziranja ¢elija jos jednom (koraci 3-6).

¢ Na talog dodati 10 ml hladnog PBS pufera pH 7.4.

e Centrifugirati na 2500 rpm 10 minuta na +4°C.

e Dodati filterisanim tipovima 300 pl PBS pufera i dobro promijesati pipetom. Talog u
PBS puferu pipetom prenijeti u DEPC tubice od 1.5 pl

e ZataloZenje leukocita centrifugirati na 3000 g (3000 g je oko 6000 rpm) 5 minuta.

e Nakon centrifugiranja isprati i odbaciti sav supernatant, a u tubici ostaju samo

istaloZeni leukociti.
Nastavak izolacije RNK se vrsi po NucleoSpin®RNA protokolu:

e Za liziranje Celija dodati 350 ul RA1 pufera i 3.5 pl B-merkaptoetanola (B-ME) na

prethodno istalozene leukocite i jako izvorteksirati.
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e Redukovati viskoznost 1 procistiti lizat filtriranjem kroz NucleoSpin® filtar sa
ljubicastim prstenom. Staviti NucleoSpin® filtar u kolekcijsku tubicu (Collection
Tube) od 2 ml, dodati smjesu i centrifugirati 1 minut na 11000 g (Nuve NF 048).

e Odbaciti NucleoSpin® filtar, dodati u kolekcijsku tubicu 350 ul 70% etanola za
homogenizaciju lizata te pazljivo promijesati pipetom.

e Pipetom prenijeti lizat u NucleoSpin® kolonu sa plavim prstenom koja je smjeStena
u kolekcijsku tubicu. Centrifugirati 30 sekundi na 11000 g. Nakon toga premjestiti
kolonu u novu kolekcijsku tubicu (2 ml).

e Dodati 350 ul MDB (Membrane Desalting Buffer) i centrifugirati na 11000 g 1
minut da se membrana osusi.

e Pripremiti DNaza reakcijsku smjesu u sterilnu 1.5 ml tubicu koja nije predvidena
NucleoSpin®RNA kitom. Za svaku izolaciju dodati 10 pl rekonstruisane rDNaze u
90 pul reakcijskog pufera za rDNazu. Promijesati.

e Dodati 95 pl reakcijske DNaza smjese direktno u centar silika membrane na koloni
I inkubirati na sobnoj temperaturi 15 minuta.

e Oprati i osusiti silika membranu:

1. Prvo pranje: dodati 200 pl RAW2 pufera na NucleoSpin® RNK  kolonu.
Centrifugirati 30 sekundi na 11000 g. Staviti kolonu u novu kolekcijsku tubicu
(ml).

2. Drugo pranje: dodati 600 pl RA3 pufera na NucleoSpin® RNK kolonu.
Centrifugirati 30 sekundi na 11000 g. Odbaciti centrifugat i vratiti kolonu u istu
kolekcijsku tubicu.

3. Trece pranje: dodati 250 ul RA3 pufera NucleoSpin® RNK kolonu. Centrifugirati
2 minute na 11000 g da bi se membrana u potpunosti osusila. Staviti kolonu u
nuclease-free kolekcijsku tubicu 1.5 ml.

e lzolovati RNK u 60 ul Rnase-free H,O i centrifugirati na 11000 g 1 minut.

e [zolovanu RNK ¢uvati na -20°C.
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3.9. Izolacija RNK iz tkiva (biopsija kolona)

U populacijsko-genetickoj analizi IBS od velikog znacaja je bilo analizirati
polimorfizam genske ekspresije odabranih gena. S tim u vezi jedan od ciljeva je bilo
prikupljanje tkiva za procjenu lokalno specifi¢nih tkivnih promjena asociranih sa 1BS-om.
Biopsija kolona izvrSena je na Odjeljenju gastroenterologije i hepatologije Klinike za
unutrasnje bolesti u Banjoj Luci. U ispitivanju je izvrSeno 16 kolonoskopija pri ¢emu je uzet
uzorak tkiva debelog crijeva. Od ukupno 16 biopsija, 9 je od pacijenata sa IBS-om, a 7 je
kontrolnih. Kontrole su bile osobe bez ikakvih tegoba vezanih za IBS, a radile su
kolonoskopiju zbog pozitivne porodi¢ne anamneze na karcinom debelog crijeva. Veli¢ina
bioptata je oko 3x3 mm, a tkivo se neposredno nakon uzimanja stavljalo u tubice sa Allprotect
Tissue Reagent koji se koristi za brzu stabilizaciju DNK, RNK i proteina u tkivima. Biopsije

su Cuvane na -20°C do transporta u laboratoriju, gdje se zatim, iz smrznutog tkiva, nakon

otapanja vrsila najprije homogenizacija tkiva, a zatim i izolacija RNK (Slika 20).

Slika 20: Homogenizacija bioptata kolona velicine oko 3x3 mm prije izolacije RNK

Za postupak izolacije RNK iz tkiva (bioptata kolona), koriSten je Quick-
RNA™MiniPrep Plus kit. Izolacija je vrSena po sljede¢em protokolu:
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3.10

Dodati 300 pl DNK/RNK Shield™ na tkivo koje je prethono blago homogenizovano
za optimalnu ekstrakciju.

Za svakih 300 pl uzorka dodati 30 pl PK Digestion Buffer i 15 pl Proteinase K.
Promijesati 1 inkubirati na 55°C oko 5 sati dok se tkivo ne rastopi.

Nakon inkubacije vorteksirati uzorak, a zatim centrifugirati na maksimalnoj brzini 2
minute (centrifuga Nuve NF 048). Prebaciti te¢ni supernatant u RNase free tube koje
nisu predvidene ovim kitom.

Dodati jednaku koli¢inu RNA Lysis pufera i dobro promijesati.

Prebaciti lizirani uzorak u Spin-Away™ filtere (Zuti) u kolekcijske tube i centrifugirati
kako bi se odstranila ve¢ina gDNK. Sacuvati ono S§to ostane u tubama nakon
centrifugiranja.

Dodati apsolutni etanol 1V u tube 1 dobro promijesati.

Prebaciti smjesu u Zymo-Spin™ IIICG kolone smjeStene u kolekcijske tube i
centrifugirati. Odbaciti centrifugat.

Dodati 400 pl RNA Prep pufera na kolonu i centrifugirati 1 minutu. Odbaciti
centrifugat.

Dodati 700 pul RNA Wash pufera na kolonu i centrifugirati 1 minutu. Odbaciti
centrifugat.

Dodati 400 ul RNA Wash pufera na kolonu i centrifugirati 2 minute. Prebaciti kolonu
u Rnase-free tubu koja nije predvidena ovim kitom.

Dodati 100 pl DNase/Rnase-free vode direktno na kolonu i centrifugirati 1 minut.

Izolovana RNK se moze koristiti odmabh ili ¢uvati na -70°C.

. Odredivanje koncentracije RNK

Odredivanje koncentracije RNK je vrSeno uz pomo¢ Qubit 2.0 Fluorometer,

instrumenta za kvantifikaciju DNK, RNK 1 proteina u razliCite svrhe. Za odredivanje

koncentracije nukleinskih kiselina i proteina koriste se boje fluorescencije, a princip se temelji

na mjerenju prirodne apsorpcije svjetlosti na 260 nm za nukleinske kiseline i 280 nm za

proteine. Sto je vise DNK, RNK ili proteina u uzorku, vise ée se svjetla apsorbovati.
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Za odredivanje koncentracije RNK koristeni su Qubit Reagent 1 x n ul i Qubit Buffer
199 x n pl (n-broj uzoraka i broj standarda). Njihovim mijeSanjem dobijen je Qubit Working

Solution koji se razlijeva u tubice:

e 10 pul standard I + 190 pl Qubit Working Solution
e 10 pul standard IT + 190 ul Qubit Working Solution
e | pluzorka RNK + 199 ul Qubit Working Solution

Nakon razlijevanja neophodno je snazno promuckati tubice (vorteksirati) 2-3 sekunde,
a zatim inkubirati na sobnoj temperaturi 2 minute. Poslije inkubacije, koncentracija DNK,

RNK ili proteina mogu se o¢itati uz pomo¢ Qubit 2.0 fluorometra kroz nekoliko sekundi.

3.11. Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)

Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction je reverzna transkripcija lancane
reakcije polimeraze (RT-PCR) je veoma osjetljiva metoda za detekciju informacione RNK iz
uzoraka ogranicene koli¢ine tkiva. U pitanju je slozena tehnika kod koje postoje odredeni
problemi vezani za njenu osjetljivost, reproducibilnost i specifi¢nost, a kao kvantitativna
metoda nailazi na probleme svojstvene za PCR (optimalne temperature hibridizacije prajmera,
duZine elongacije ili reakcije 1 sl.). UspjeSna primjena zavisi od razumijevanja prakticnih
problema 1 pazljivog dizajniranja eksperimenta $to je neophodno za preciznu kvantifikaciju

transkripcije gena.

Budu¢i da se RNK ne moze koristiti kao matrica za PCR, kao prvi korak je obrnuta
transkripcija RNK u komplementarnu cDNK, nakon cega slijedi njena eksponencijalna
amplifikacija u PCR reakciji. Obi¢no ovo podrazumijeva upotrebu RNK 1 DNK zavisne
polimeraze bilo u posebnim reakcijama (dva enzima/dvije tube) ili u jednoj reakciji (dva
enzima/jedna tuba). Reverzna transkriptaza ili RNK zavisna DNK polimeraza je DNK
polimerazni enzim koji sintetiSe, odnosno transkribuje jednolan¢anu RNK u jednolancanu
c¢DNK. Ona takode resintetiSe i drugi DNK lanac koji je komplementaran cDNK, a enzim se
naziva reverznim zbog toga Sto normalna transkripcija obuhvata sintezu RNK iz DNK. U

reakciji se koristi kratki prajmer komplementaran 3’ kraju za sintezu prvog lanca cDNK koja
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se dalje upotrebljava kao matrica za umnozavanje zeljenog fragmenta PCR metodom (Slika
21).

I AAA  RNK
—

Reverzna Bprajmer

transkripcija

T AAA  .DNK

PCR l

|

- amplificirana DNK

Amplifikacija >\

|

IH!
IW

Slika 21: Shematski prikaz reverzne transkripcije lanc¢ane reakcije polimeraze

Nakon ekstrakcije RNK uradena je reakcija reverzne transkripcije, odnosno sinteza
dvolan¢ane DNK od jednolanc¢ane RNK. Komplementarna DNK ili cDNK koja nastaje ovim
putem je pogodna za kvantitativno odredivanje PCR produkta pomocu Real-Time PCR.
Transkripcija je uradena pomocu ProtoScript® First Strand cDNA Synthesis Kit proizvodaca
New England BioLabs,,c na Mastercycler gradijent Eppendorf PCR uredaju.
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Protokol za sintezu prvog lanca cDNK:

Komponente Volumen
Total RNK 1-6 pl (10 pg-1 pg)
D(T)23 VN(50uM) 2 ul
H,0O bez nukleaza razlicito
Ukupni volumen 8 ul

=

Denaturisati RNK na 70°C 5 minuta. Kratko spinovati i staviti na led.

no

Dodati sljedec¢e komponente u tubice:
e M-MuLV reakcijski miks 10 pl
e M-MuLV enzimski miks 2 pl
Za negativnu kontrolu dodati sljede¢e komponente:
e  M-MuLV reakcijski miks 10 pl
e HO2ul

3. Inkubirati 20 pl cDNK jedan sat na 42°C.
4. Inaktivirati enzim 5 minuta na 80°C. Razrijediti sa vodom za PCR.
5. cDNK ¢uvati na -20°C.

Sastav reakcijske smjese za prevodenje RNK u ¢cDNK prikazan je u Tabeli 13.

Tabela 13: Sastav reakcijske smjese za reverznu transkripciju

10 x RT pufer 2.0 ul
25 X dNTP 0.8 pl
RT prajmeri ili dT 2.0 ul
RT transkriptaza (multiscribe reverse transcriptase) 1.0 ul
RNK inhibitor 1.0 ul
H,O 3.2l

+10 pl RNK
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3.12. Real Time PCR

Klasi¢na metoda reverzne transkripcije PCR (RT-PCR) je semikvantitativna, te je
potreba za preciznijom kvantifikacijom iRNK dovela do razvoja nove tehnike nazvane lan¢ana
reakcija polimeraze u realnom vremenu (eng. Real-Time Polymerase Chain Reaction, Real-
Time PCR). To je precizna i pouzdana metoda za kvantifikaciju specificnih molekula DNK, a
za reakciju su potrebne veoma male koli¢ine iRNK §to omogucava upotrebu ove metode kod

veoma malih koli¢ina uzoraka.

Real-Time PCR je metoda koja kombinuje konvencionalnu PCR metodu i
fluorimetriju. Metoda je nastala devedesetih godina proslog vijeka i omoguéava pracenje PCR
reakcije iz ciklusa u ciklus. Detekcija PCR produkata je moguca zahvaljujuéi fluorescentnim
molekulima koji prate poveéanje DNK tako S§to proporcionalno povecavaju fluorescentni
signal. Fluorescentna hemija koja se koristi u ove svrhe podrazumijeva boje koje se specificno
vezuju za dvolancanu DNK, kao 1 specifi¢ne probe i prajmere obiljezene bojama koje imaju
sposobnost fluorescencije. Takode, za Real-Time PCR neophodni su specijalizovani aparati
koji imaju detektore fluorescencije za prac¢enje amplifikacije kroz cikluse. Ova tehnologija je
danas nasla Siroku primjenu za kvantifikaciju genske ekspresije, kao i za detekciju mutacija 1

polimorfizama (http://www.bio-rad.com/en-ba/applications-technologies/what-real-time-pcr-

gpcr). U ovom radu koristen je 7300 Real Time PCR System, Applied Biosystems (Slika 22).

Slika 22: 7300 Real Time PCR System (Applied Biosystems)
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Princip metode se zasniva na kontinuiranom pracenju porasta fluorescencije kroz
cikluse, a koja je proporcionalna umnozenom PCR fragmentu. Kao rezultat umnozavanja

dobija se grafikon (eng. amplification plot) sa amplifikacijskom krivom (Slika 23).
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Slika 23: Grafikon amplifilacije, preuzeto i modifikovano sa http://www.bio-rad.com/en-

ba/applications-technologies/what-real-time-pcr-gpcr

Na ovom grafikonu broj ciklusa je prikazan na x osi, a fluorescencija iz reakcije
umnozavanja na y osi. Mogu se vidjeti dvije faze: eksponencijalna i plato faza. Tokom
eksponencijalne faze koli¢ina PCR produkata se priblizno udvostrucava u svakom ciklusu,
medutim, kako reakcija napreduje, komponente u reakciji se troSe 1 neke od njih postaju
ograniCavajuce. Tada reakcija usporava i ulazi u plato fazu (ciklus 28-40). U inicijalnim
ciklusima (ciklusi 1-18), fluorescencija ostaje na bazalnom nivou (eng. beckground) i njeno
povecanje se ne detektuje, iako se produkti reakcije eksponencijalno nakupljaju. Kada se
dovoljno umnozenog produkta nakupi, proizvede se detektabilan fluorescentni signal. Ciklus u
kome se ovo deSava se naziva grani¢ni ciklus (eng. treshold line) Ct. Vrijednost Ct je
odredena koli¢inom pocetne matrice i ukoliko je njena koli¢ina mala, viSe ciklusa ¢e biti
potrebno da fluorescentni signal prede bazalni nivo, te ¢e i sama reakcija imati visi Ct. Dakle,

ukoliko neke cDNK ima vise u uzorku, ranije ¢e se umnoziti i prije prec¢i prag detekcije, te ¢e
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njena Ct vrijednost biti niza, dok ¢e uzorak sa manje cDNK kasnije preci prag detekcije i
njegova Ct vrijednost ¢e biti visa. Ovaj odnos ¢ini osnovu kvantitativnog aspekta Real-Time

PCR.

Real-Time PCR se koristi za apsolutnu ili relativhu kvantifikaciju DNK/RNK.
Apsolutnom kvantifikacijom mozemo precizno odrediti broj kopija RNK u nekom uzorku
uporedujuci fluorescenciju sa standardnom krivuljom. Relativnom kvantifikacijom mogu se
analizirati relativne promjene u koli¢ini transkripta. Ova metoda nalazi sve ve¢u primjenu u
SNP analizama u molekularnoj genetici u testiranju rizika za oboljevanje od odredene bolesti,

kao 1 kod testiranja mogucéeg odgovora na terapiju kod pojedinaca.

Postoje dva tipa hemijskih komponenti koje se koriste za Real-Time PCR, a to su
specifi¢ne 1 nespecifi¢ne. Specificna detekcija sekvenci razlikuje sekvencu od interesa od
prajmer-dajmer ili nespecifi¢ne amplifikacije, dok nespecifi¢na detekcija biljezi sve dvostruko

povecane DNK proizvedene tokom reakcije.

.....

detekciju produkata. Ova fluorogenska interkalirajua boja vezana je za priguSiva¢ (Q-
quencher), a emituje jak fluorescentni signal tek nakod odvajanja od njega, odnosno kada se
veze za dvolan¢anu DNK, dok slobodna nevezana boja u smjesi pokazuje malo fluorescencije
koja se ne moze detektovati (Slika 24). Mjerenjem fluorescencije mjeri se DNK koja je
nastala, jer je koli¢ina fluorescencije srazmjerna koli¢ini PCR proizvoda. Nakon zavrSene
reakcije, softver moze da izraCuna i krivu taljenja (eng. melting-curve), pri ¢emu se mjeri
fluorescencija u odnosu na temperaturu. Tako Real-Time PCR mjeri i tacku taljenja (melting
point) novonastalog proizvoda, kada se dva lanca odvoje i fluorescencija naglo prestaje. Ovim
se provjerava specifi¢nost produkta jer svi produkti za specifi¢an par prajmera moraju imati
istu krivu taljenja. Sybr green® se moze koristiti za bilo koji cilj sa bilo kojim parom prajmera,
bez potrebe za dodatnim fluorescentnim oznacavanjem oligonukleotida. Njegov glavni
nedostatak je taj da se na ovaj nacin detektuju i specifi¢ni i nespecifiécni DNK proizvodi. Za
razliku od Real-Time PCR metode koja koristi Sybr green®, metoda koja koristi Tagman®
hemiju zasniva se na koriStenju neobiljeZenih specificnih prajmera i specifine obiljeZene
probe. Ova metoda se koristi za analizu ekspresije gena, ali i za SNP analizu u kojoj se koriste

dvije specificne i razli¢ito obiljeZene probe.
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Slika 24: Nespecificna detekcija uz pomo¢ Sybr green-a

Sybr green miks koriSten u ovom radu sadrzi pufer, dNTP, termostabilnu DNK
polimerazu i Sybr green boju. U mastermiks, pored Sybr green-a, dodavani su jos PCR
prajmeri (F i R) i cDNK uzoraka.

3.12.1. Konstitutivni ili Housekeeping geni kao referentni geni u analizi relativne genske

ekspresije

Postoji nekoliko alternativnih postupaka normalizacije ove procedure, ali najc¢esce je
koristena normalizacija uz pomo¢ ,,gena domacina“ ili houskeeping gena koji se regularno
nalaze u svim celijama bez obzira na pol, dob ili zdravstveno stanje osobe. To su visoko
konzervativni geni koji su stabilni, na njima se mutacije rijetko deSavaju a imaju i visoku
ekspresiju u tkivima. Ovi ,,kontrolni“ geni se koriste kako bi se ispravile eventualne razlike u
pocetnoj koncentraciji uzorka, a sve Ct vrijednosti se normaliziraju prema vrijednostima
housekeeping gena jer je njihova karakteristika da im je ekspresija veoma stabilna u svim

tkivima u bilo kojem trenutku ili stanju organizma.

Najcesce koristeni referentni geni su 18S RNK, B aktin (BA), gliceraldehid-3-fosfat
dehidrogenaza (GAPDH), B-2-mikroglobulin (B2M), hipoksantin fosforibozil transferaza 1
(HPRT1), ubikvitin C i drugi. U ovom radu konkretno kao referentni konstitutivni gen
koriSten je gen za B-aktin (HGNC: 132 Ensembl: ENSG00000075624 OMIM: 102630).
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3.13. Izbor gena za analizu ekspresije, prajmeri i njihova optimizacija

Izbor moguc¢ih gena kandidata za analizu ekspresije gena kod sindroma iritabilnog
kolona izvrSeno je na osnovu detaljnog pregleda opsezne literature iz oblasti genetike
gastrointestinalnih oboljenja. U ovom radu analizirani su geni: TNFSF15, P2RY4, VIP,
GUCAZ2B, PDZD3 i NR1H4.

3.13.1. TNESF15 (Tumor necrosis factor ligand superfamily member 15)

Alternativni nazivi i simboli: TNF15; TNF ligand-related molecule 1; TL1; Vascular
endothelial growth inhibithor; VEGI. Gen se sastoji od 4 kodiraju¢a egzona, a detaljniji opis
gena dat je u Tabeli 14.

Tabela 14: Opis TNFSF15 gena (http://www.proteinatlas.org/ENSG00000181634-
TNESF15/tissue#gene information)

TNFSF15, Tumor necrosis factor ligand superfamily, member

Naziv gena

15 (HGNC Symbol)
Sinonimi MGC129934, MGC129935, TL1, TL1A, VEGI, VEGI192A
Citogeneticka lokacija 9932

Hromozomska lokacija

(bp)
Ensembl ENSG00000181634 (version 83.38)

114784635 - 114806126

Pove¢ana ekspresija ovoga gena pronadena je u razliitim tkivima, a u
gastrointestinalnom traktu nalazi se u pljuva¢nim Zlijjezdama, jednjaku, Zeludcu, tankom 1

debelom crijevu i kolonu.

Protein koji je kodiran ovim genom je citokin koji pripada tumor nekroznim faktorima
(TNF) ligand porodice. Ovaj protein se jako eksprimira u endotelijalnim ¢elijama, ali ne i u
¢elijama T 1 B limfocita. Ekspresija proteina indukovana je TNF i IL-1alfa. Ovaj citokin je
ligand za TNFRSF25 receptor i lazni receptor TNFRSF21/DR6. Moze aktivirati NF-kappaB i
MAP kinaze, i djelovati kao autokrini faktor za indukovanu apoptozu u ¢elijama endotelijuma.

Za TNFSF15 je takode utvrdeno da inhibira proliferaciju endotelijalnih ¢elija, te na taj nacin
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moze da funkcioniSe i kao inhibitor angiogeneze. Pronadene su dvije transkriptne varijante

koje kodiraju razli¢ite izoforme ovoga gena (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/9966).

TNFSF15 je bio prvi identifikovan gen asociran sa Kronovom bolesti u pra¢enju 72
738 tackastih polimorfizama (SNP) u japanskoj populaciji. Ova asocijacija je potvrdena i u
studiji korejske kohorte i kohorte sjedinjenih ameri¢kih drzava, kao i u meta-analizi GWAS-
ove studije kod evropske populacije (Lee et al, 2015). Takode je dokazana jaka asocijacija
sedam tackastih mutacija (rs10114470, rs3810936, rs6478108, rs4263839, rs64781009,
rs7848647 i rs7869487) na ovom genu sa Kronovim oboljenjem i ulcerativnim kolitisom kod

indijske populacije (Baskaran et al, 2014).

3.13.2. P2RY4 (Pyrimidinergic receptor P2Y4)

Produkt ovog gena je protein koji pripada porodici receptora vezanih za G-protein.
Ova porodica ima nekoliko podtipova receptora sa razli¢itom farmakoloskom aktivnoséu koja
se u nekim sluc¢ajevima preklapa za razliite adenozin i uridin nukleotide. Taj receptor reaguje
na uridin  nukleotide, djelimino na ATP, a ne reaguyje na ADP

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene?Db=gene&Cmd=DetailsSearch&Term=5030). Gen se

nalazi na X polnom hromozomu, a detaljniji opis gena dat je u Tabeli 15.

Tabela 15: Opis P2RY4 gena (http://www.proteinatlas.org/ENSG00000186912-
P2RY4/tissue#gene_information)

Naziv gena P2RY4, pyrimidinergic receptor P2Y4 (HGNC Symbol)
Sinonimi NRU, P2P, P2Y4, UNR

Citogeneticka lokacija XQg13.1

Hromozomska lokacija (bp) 70258170 - 70259764

Ensembl ENSG00000186912 (version 83.38)

Funkcija gena takode moze biti vezana i za imunoloski sistem P2Y receptora, u
regulaciji mati¢nih ¢elija i ulogu u neuroimunoj funkciji. Identifikovane su dvije varijante
transkripta koje kodiraju isti protein. Povecana ekspresija ovoga gena pronadena je u tankom

crijevu.
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3.13.3. VIP (Vasoactive intestinal peptide)

Vazoaktivni intestinalni peptid je ¢lan glukagon-sekretin porodice koja ukljucuje
glukagon, sekretin i gastrini intestinalni peptid. Pokazuje Sirok raspon bioloskih djelovanja
kao $to je relaksacija glatke muskulature, stimulacija sekrecije vode i elektrolita u crijevima, te

oslobadanje inzulina, glukagona i nekoliko hormona prednjeg reznja hipofize.

Kloniranjem DNK sekvence komplementarne sa iRNK koja kodira vasoaktivni
intestinalni peptid, ustanovljeno je da VIP prekursor ne sadrzi samo VIP, nego i novi peptid od
27 aminokiselina nazvan PHM27 koji ima N-terminalni histidin i C-terminalni metionin.
Razlikuje se od PHI17 izolovanog iz intestinuma svinje u dvije aminokiseline. PHI17, kao §to
se moze vidjeti iz naziva, ima C-terminalni izoleucin. Primarni transkript iRNK ima 20 kD, a
iRNK koja kodira VIP ima molekulsku masu 17.5 kD. Istrazivanja ekspresije gena kod pacova
vr$ena su specificnom sondom u mozgu i duodenumu, a ekspresija kodiraju¢e iRNK otkrivena
je u nekoliko podru¢ja u mozgu ukljucujuéi hipokampus, korteks, kolikulum, bulbus

olfactorius, talamus i hipotalamus (https://www.omim.org/entry/192320#text).

In situ hibridizacijskim tehnikama Gozes i saradnici su 1987. godine locirali VIP gen

na hromozomu 6. Detaljniji opis gena dat je u Tabeli 16.

Tabela 16: Opis VIP gena (http://www.proteinatlas.org/ENSG00000146469-

VIP/tissue#gene information)

Naziv gena VIP, Vasoactive intestinal peptide (HGNC Symbol)
Sinonimi

Citogeneticka lokacija 6025.2

Hromozomska lokacija (bp) 152750798 - 152759765

Ensembl ENSG00000146469 (version 83.38)

Povecana ekspresija ovoga gena nalazi se u slijepom crijevu, kolonu, rektumu i glatkoj

muskulaturi tankog crijeva.

Epidemiolose studije su pokazale da su pedijatrijski pacijenti sa sindromom iritabilnog

kolona, kao i odrasli, bili prethodno izloZeni psiholoskom ili inflamatornom stresu. Li i
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saradnici (2013) su istrazili ¢elijske mehanizme glatkih misi¢a kolona kod odraslih Stakora
podvrgnutih neonatalnoj upali daju¢i im 2,4,6-trinitrobenzin za indukovanje upale kolona.
Pokazano je da je kod polovine jedinki znaCajno povecana ekspresija ajic Subjedinice
kalcijumovih kanala, a to su bile iste jedinke kod kojih je VIP iRNK povecéana u spoljas$njim
misi¢ima debelog crijeva. Zakljuceno je da neonatalna upala povec¢ava VIP u debelom crijevu
koji dalje moduliSe epigeneticke dogadaje na promotoru za aktiviranje transkripcije aiclb
gena. Upala u ranijem periodu zivota moze da bude uzok disfunkcije glatkih miSic¢a kod
odraslih, §to ide u prilog izmijenjenom crijevnom motilitetu kod dijareja predominantnih IBS

pacijenata (Li et al, 2013).

Vazoaktivni intestinalni peptid nedavno je prepoznat kao obecavajuca terapeutska
meta obzirom na njegovu ulogu u motilitetu crijeva i varenju. VIP ima $iroku distribuciju u
organizmu, te se nalazi u srcu, plu¢ima i digestivnom traktu. Takode, ima mnoge fizioloske
efekte ukljucujué¢i endokrinu i egzokrinu sekreciju, neuroprotektivnu ulogu, ulogu u
diferencijaciji ¢elija i imunom odgovoru. Zbog snaznog antiinflamatornog dejstva, moguci je
kandidat u terapiji nekoliko hroni¢nih upalnih bolesti kao §to su reumatozni artritis i astma.
Takode, veoma je snazan relaksant crijevne muskulature, a njegova disregulacija je prijavljena

kod nekoliko gastrointestinalnih poremecaja (Del Valle-Pinero et al, 2015).

3.13.4. GUCAZ2B (Guanilate cyclase activator 2B)

GUCAZ2B je endogeni aktivator intestinalne gvanilat ciklaze 1 stimuliSe enzim kroz istu
regiju vezivanja receptora kao 1 enterotoksini stabilni na toplotu. Moze biti potencijalni
fizioloski regulator crijevne te¢nosti i elektrolita. GUCA2B gen se sastoji od 3 egzona, a
fluorescentnom in situ hibridizacijom je lociran na p kraku hromozoma 1 (Miyazato et al,
1997). Povecana ekspresija ovoga gena nalazi se u tankom crijevu i kolonu. Detaljniji opis

gena dat je u Tabeli 17.
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Tabela 17: Opis GUCA2B gena (http://www.proteinatlas.org/ENSG00000044012-
GUCAZ2B/tissue#gene_information)

GUCAZ2B Guanylate cyclase activator 2B (uroguanylin) (HGNC

Naziv gena

Symbol)
Sinonimi
Citogeneticka lokacija 1p34.2

Hromozomska lokacija

(bp)
Ensembl ENSG00000044012 (version 83.38)

42153421 - 42155824

3.13.5. PDZD3 (PDZ domain containing 3)

Guanilil ciklaza C (GCC ili GUCY2C) proizvodi cGMP nakon vezivanja bilo

endogenih liganada ili toplotno stabilnih enterotoksina koje luc¢e E. coli ili druge enteri¢ke

bakterije. Aktivacija GCC inicira signalnu kaskadu koja dovodi do fosforilacije regulatora

transmembranske provodljivosti, nakon ¢ega dolazi do ispuStanja jona i vode u crijevni lumen.

GUCAZ2B je regulatorni protein koji veze GCC i reguliSe koli¢inu cGMP proizvedenog nakon

stimulacije receptora. Detaljniji opis gena dat je u Tabeli 18.

Tabela 18: Opis PDZD3 gena (http://www.proteinatlas.org/ENSG00000172367-
PDZzD3/tissue#gene_information)

Naziv gena PDZD3 PDZ domain containing 3 (HGNC Symbol)
Sinonimi FLJ22756, IKEPP, PDZK2
Citogeneticka lokacija 11923.3

Hromozomska lokacija

(bp)
Ensembl ENSG00000172367 (version 83.38)

119185457 - 119190223
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Scott i saradnici su 2002. godine klonirali PDZD3 protein iz cDNK crijeva. Dobijen je
polipeptid od 505 aminokiselina molekularne mase 54.2 kD koji sadrzi 4 domena koji grade
kotransporterom tipa Ila (SLC34A1) dijeli 77% identi¢nosti. Northen blot analiza otkrila je
povecanu ekspresiju PDZD3 transkripata u bubrezima i nes$to nizu u tankom i debelom
crijevu. Dot blot analiza visestrukih gastrointestinalnih tkiva otkrila je ekspresiju gena cijelom
duzinom gastrointestinalnog trakta. Imunolokalizacijske studije su pokazale da se PDZD3
nakuplja u subapikalnom odjeljku i apikalnoj membrani u ¢elijama karcinoma debelog crijeva.
U zdravim ¢elijama ileuma i debelog crijeva kod covjeka, protein se preferencijalno nakuplja

na gornju povrsinu kripti i vilusa (https://www.omim.org/entry/607146#description).

3.13.6. NR1H4 (Nuclear receptor subfamily 1, group H, member 4)

Gen NR1H4 kodira receptor farnesoid X (FXR) koji moze da detektuje nivo Zuéne
kiseline. Poviseni nivo zucne kiseline aktivira FXR koji indukuje smanjivanje biosinteze
zucne kiseline u hepatocitama. NR1H4 je ¢lan superfamilije nuklearnog receptora ligand-

aktiviranog transkripcionog faktora (https://www.omim.org/entry/603826#description).

Gen NR1H4 se sastoji od 11 egzona, 5S'UTR sadrzi TATA box, a inicijalni kodon
nalazi se unutar 3' regije egzona 3. Alternativni egzon 3a kodira FXR-beta varijantu koji ima
N-terminalnu sekvencu. U nekim FXR transkriptima pronadena je insercija od 12 baznih

parova kao rezultat alternativnog splajsinga u egzonu 5. Detaljniji opis gena dat je u Tabeli 19.

Tabela 19: Opis NR1H4 gena (http://www.proteinatlas.org/ENSG00000012504-
NR1H4/tissue#gene information)

NR1H 4Nuclear receptor subfamily 1, group H, member 4

Naziv gena

(HGNC Symbol)
Sinonimi FXR, HRR-1, HRR1, RIP14
Citogeneticka lokacija 12g23.1

Hromozomska lokacija

(bp)
Ensembl ENSG00000012504 (version 83.38)

100473708 - 100564413
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3.13.7. Prajmeri i optimizacija

Visokoprec¢iséeni prajmeri za gene od interesa i za referentni gen proizvedeni su
komercijalno od strane BioTeZ Berlin-Buch GmbH, Njemacka. Prajmeri koristeni u ovome

radu su prikazani u Tabeli 20.

Tabela 20: Prajmeri koristeni u kvantitativnom Real-Time eksperimentu. Oznaka F
oznacava ,,forward ", odnosno 5'—3' smjer sekvence gena, a oznaka R oznacava ,,reverse “,

odnosno 3'—5'smjer sekvence gena.

Gen Prajmeri Velidina
produkta
TNFSF15 F - AGAGCAGACGGAGATAAGCC 203 bp
R - CGGAATGTGACCTGGGAGTA
P2RY4 F - GGAGCTGGACTGTTGGTTTG 157 bp
R - GAACATGTAGGTGGCCGTTG
VIP F-CTTGGGTCAACTTTCTGCCA 197 bp
R - CCTCACTGCTCCTCTTTCCA
GUCA2B F - AGAAGCTGAGTGACCTGGAG 195 bp
R - CAACGTTCACACACAGCTCA
PDzD3 F-CGTCTCTTCATCTCCCAGGT 162 bp
R - CTTCAGGCAGAGGGGTGG
NR1H4 F - GCAGCCTGAAGAGTGGTACT 157 bp

R - ACACAGCTCATCCCCTTTGA

Optimizacija temperature vezivanja prajmera izvedena je na Mastercycler Gradient
aparatu. Prajmeri su testirani u rasponu temperatura 56-61°C, a kao optimalna temperatura za

sve prajmerske parove bila je 57°C za VIP i 60°C za ostale gene.

Prije same kvantifikacije neophodno je izvesti eksperiment validacije prajmera u

kojem se moze vidjeti da i se odabrani i referentni geni mogu amplificirati u istim uslovima.
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Validaciona kriva se dobija istovremenom amplifikacijom oba prajmerska para sa
istom matricom od koje se pravi serija razblazenja 1, 0.5, 0.2, 0.1, 0.05, 0,02, 0.01. Osim
validacione krive, kao mjera kontrole funkcionalnosti i specifi¢nosti prajmera sluzi i kriva
disocijacije prajmera. Kriva disocijacije predstavlja specifi¢nost vezivanja prajmera za gene
od interesa. Na slici su prikazane dvije amplitude koje oznacavaju vezivanje dva prajmerska

para gdje se moze vidjeti da nema nikakvih odstupanja (Slika 25).

Dissociation Curve
1.00

0.80

0.60

0.40

0.20

0.00

-0.20
60 65 70 75 80 85 90

Temperature (C)
Slika 25: Krive disocijacije

Nakon provjere prajmera vrsilo se mjerenje genske ekspresije za gene od interesa. U
Tabeli 21. prikazane su sintetske komponente za TNFSF15, P2RY4, VIP, GUCA2B. PDZD3 i
NR1H4 gene, kao i za B aktin. Za svaku reakciju pravljena su dva miksa, jedan za referentni
gen, a drugi za gen od interesa, i to za sve pacijente i kontrole kako iz krvi, tako i iz bioptata.
Takode, treba napomenuti da su svi uzorci amplificirani u duplikatu radi reprezentativnosti

rezultata.
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Tabela 21:Sintetske komponente za TNFSF15, P2RY4, VIP, GUCA2B. PDZD3, NR1H4 i

aktin
Sybr green 5ul
Prajmer F 0.1ul
Prajmer R 0.1l
H,O 3.8l

+ 1yl cDNK

3.14. Statisticke metode
3.14.1. X test

Hi kvadrat test (eng. Chi-squared test) se koristi u slucajevima kada se radi o
kvalitetnim podacima ili ako podacima distribucija znac¢ajno odstupa od normalne. Ovaj test je
veoma praktican te se koristi kada Zelimo utvrditi da li neke dobivene frekvencije odstupaju od

onih koje ocekujemo pod odredenom hipotezom.

3.14.2. Fisher exact test

Ispitivanje povezanosti odabranih genetickih polimorfizama i pojave oboljenja IBS-a
vrseno je Fiserovim egzaktnim testom (Fisher exact test) u sklopu programa MedCalc 17.4.4.
FiSerov egzaktni test je test statistiCke znacajnosti za male uzorke koji se koristi kada se slucaj
ili situacija ne mogu predvidjeti, a znacaj odstupanja od nulte hipoteze (P vrijednost) moze
tacno da se izraCuna. Ovaj test je koriSten za alelne, genotipske 1 haplotipske asocijacije, a kao

nivo signifikantnosti uzet je P=0,05.

3.14.3. Hardi-Vajnbergov ekvilibrijum (HWE)

Hardi-Vajnbergov ekvilibrijum predstavlja zakonitost idealnih populacija u kojoj
frekvencije gena i genotipova teZze da zadrZe ravnotezno stanje i da budu nepromijenjene iz
generacije u generaciju. Ako postoji djelovanje nekih evolutivnih faktora, kao §to su mutacije,

geneticki drift, selekcija 1 migracije, te ako nije prisutna panmiksija odnosno sluc¢ajno
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sparivanje, tada dolazi do remecenja ravnoteze u genotipskoj i alelnoj frekvenciji. U
statistickoj populaciji remecenje ravnoteze moze da znaci postojanje povezanosti odredenih

genetickih markera sa ispitivanim svojstvom ili stanjem.

3.14.4. REST-Relative expression software tool

Reverzna transkripcija u realnom vremenu pracena lancanom reakcijom polimeraze
(RT-PCR) nudi visoku osjetljivost i Sirok spektar kvantifikacije, te predstavlja najpogodniji
metod za detekciju i kvantifikaciju IRNK. Danas se sve vise Koristi ovaj metod relativne
ekspresije, gdje je ekspresija ciljnog gena standardizovana referentnim genom. Razvijeno je
nekoliko matematickih algoritama za izraCunavanje odnosa ekspresije na osnovu efikasnosti
Real-Time PCR i odstupanja uzorka u odnosu na kontrolu. Medutim, ve¢ina dostupnih modela
za izraCunavanje relativne ekspresije dozvoljavaju racunanje transkripcijske razlike izmedu
jedne kontrole i jednog uzorka. Novi softverski alat nazvan REST® (Relative Expression
Software Tool) mogu da uporeduju dvije ili vise posmatranih grupa ili stanja (REST-MCS) sa
do stotinu razli¢itih podataka u kontrolnoj grupi (REST-XL), a takode moze se koristiti za vise
referentnih gena i do 15 gena od interesa (REST-384). Primijenjeni matematicki model
zasnovan je na korekciji efikasnosti PCR i srednje vrijednosti devijacije izmedu grupe uzoraka
i kontrolne grupe. Nakon toga se provjerava rezultat odnosa ekspresije ispitivanih transkripata
sa Pair Wise Fixed Reallocation Randomisation Test© i odreduje pomocu procjene standarne

greske slozenim Taylor algoritmom (Pfaffl et al, 2002).

3.14.5. Korelacije

Korelacijama se analizira stepen povezanosti (zavisnosti, asocijacije ili odnosa) dvije
ili viSe varijabli. Povezanost ili asocijacija medu varijablama podrazumijeva da veli¢inu jedne
varijable je moguce predvidjeti na temelju poznavanja druge. Slu¢ajno promjenljive veliCine
su povezane ako su promjene u jednoj veli¢ini pra¢ene promjenama u drugoj velicini.
Korelacija podrazumijeva analizu jacine i smijera te povezanosti. Koeficijent korelacije
izrazava veli¢inu povezanosti medu varijablama, a najeS¢e se koriste Pearsonov i
Spearmanov koeficijent korelacije. U ovom radu koriSten je Pearsonov koeficijent, a njegove
karakteristike su da je to bezdimenzionalna veli¢ina te da se njegove vrijednosti linearne

korelacije kre¢u u intervalu od -1 do 1. Ako je koeficijent korelacije veci ili jednak 0,7, u
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pitanju je jaka povezanost; ako se kre¢e u intervalu 0,3-0,69, radi se o osrednjoj povezanosti;
ako je manji od 0,3 rije¢ je o maloj povezanosti; sve vrijednosti ispod 0,3 govore da nema
povezanosti, mada se ovim ne iskljuCuje postojanje nelinearnog oblika povezanosti
(interpretacija je ista i za negativne vrijednosti koeficijenta korelacije). Eksploracija odnosa
izmedu dvije varijable vrsi se grafickim prikazom, odnosno dijagramom rasipanja (scatter
plot) ¢ime je moguce sagledati karakteristike povezanosti: smijer (pozitivan ili negativan),
jacina i oblik povezanosti. Korelacije izmedu genotipiva i klini¢kih parametara u 0VvOj

disertaciji radena je u sklopu programa MedCalc 17.4.4.

75



Identifikacija i karakterizacija genetickih polimorfizama asociranih sa sindromom iritabilnog kolona

4. REZULTATI

4.1. Formiranje grupa, sakupljanje podataka i uzoraka

U periodu od aprila 2014. do marta 2016. godine prikupljeni su podaci i uzorci za
ukupno 29 osoba: 20 pacijenata kod kojih je na osnovu Rim 11 kriterijuma dijagnostifikovan
sindrom iritabilnog kolona i 9 zdravih kontrola bez bilo kakvih gastrointestinalnih tegoba.
Dijagnosti¢ku obradu i pacijenata i kontrola izvrSio je stru¢ni ljekarski tim pod vodstvom prof.
dr. Zorana Mavije na Odjeljenju gastroenterologije i hepatologije Klinike za unutras$nje bolesti
Univerzitetskog klinickog centra Republike Srpske u Banjoj Luci. U istrazivanje su ukljuceni
zene i musSkarci koji su zadovoljili Rim IIl Kriterijum za dijagnostifikovanje sindroma
iritabilnog kolona, odnosno oni koji su imali kontinuirane ili rekurentne simptome u trajanju
od najmanje tri mjeseca koji podrazumijevaju bol ili nelagodu u abdomenu, pri ¢emu bol
popusta sa defekacijom i/ili, povezana je sa promjenama u frekvenciji stolice i/ili, povezana je
sa promjenama u konzistenciji stolice. Takode, ispitanici koji su formirali grupu pacijenata,
imali su pozitivna dva ili viSe uslova, a to su viSe od 3 stolice dnevno ili manje od 3 stolice
sedmic¢no, sluz u stolici i nadutost ili osjecaj distenzije abdomena. U kontrolnu grupu su
uklju¢eni zene 1 muskarci koji nisu imali nikakvih simptoma koji bi se preklapali sa
sindromom iritabilnog kolona, a uglavnom su se javljali na Odjeljenje gastroenterologije zbog

sumnje i pozitivne porodi¢ne anamneze na karcinom, najéesc¢e debelog crijeva.

Neophodno je naglasiti da je prije same realizacije ovoga projekta u planu bilo da se
formiraju kontrolna grupa i grupa pacijenata od po 20 ispitanika, ali zbog sloZenosti
disertacije, te same Cinjenice da se sakuplja bioloSki material, uz velike napore prikupljeni su
uzorci za 20 pacijenata 1 9 zdravih kontrola. Studija je izvrSena prema lokalnim standardima u
skladu sa evropskim pravom uz potpuno uvazavanje svih osoba koji su bili ukljuceni u studiju.
Svi ucesnici u ovoj studiji imali su postojece odobrenje od Etickog komiteta koje im je
osiguralo da je istrazivanje sigurno, zna¢ajno, dobro razmotreno i rezonovano. Ucesnici su bili
jasno informisani o ciljevima istraZivanja, o trajanju studije, kao 1 o mogu¢im rizicima.
Istrazivacki tim je izvrSio studiju u potpunosti u skladu sa odredbama protokola, vazecih
nacionalnih zakona, kao i pravila i propisa donesenih Helsinskom deklaracijom. Takode,

istrazivacki tim se obavezao da ¢e sve podatke i informacije koje se odnose na ovu studiju
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tretirati kao povjerljive uz potpunu diskreciju ucesnika, te da nece otkriti nikakve informacije
tre¢im licima, niti da ¢e se podaci i informacije koristiti za bilo koju drugu svrhu osim za

izvodenje studije.

Svi uéesnici su najprije prosli informativni razgovor sa ljekarom specijalistom prilikom
Cega su dobili 1 pismeno objaSnjenje kao 1 vrijeme za razmatranje o saradnji. Svaki ucesnik u
studiji je dao pismenu saglasnost potpisivanjem informativnog pristanka, a ljekar specijalista
je bio na raspolaganju za bilo kakve dodatne informacije. Nakon potpisivanja informativnog
pristanka, pristupilo se popunjavanju standardizovanih upitnika HAD, PHQ 15, GSRS-IBS i
VSI. Ucesnici u studiji su imali dodatno vremena da pazljivo odgovore na pitanja vezana za
podatke o klinickoj slici, psiholoskim aspektima kao i subjektivnoj procjeni bolesti i
simptoma. Takode, ljekar specijalista je zajedno sa u¢esnicima popunio CRF upitnik koji se
odnosio na osnovne identifikacione i demografske podatke, te na pitanja koja su se odnosila na
personalnu i porodi¢nu istoriju. Po ispunjavanju upitnika, svim uéesnicima je izvadena krv
konvencionalnom metodom. Biopsija je radena samo u slucajevima kada je osoba morala da
prode endoskopiju, bilo kao dio standardne prakse, ili kao dobrovoljni pristanak u istrazivanju
(Tabela 22). Svi uzorci koji su prikupljeni, skladiSteni su prema specificnim zahtjevima za
svaki uzorak. Svaki uzorak je oznacen jedinstvenim brojem, a samo je ljekar u moguénosti da

prati broj kroz podatke u€esnika u studiji.

Tabela 22: Kolicina i vrsta bioloSkih uzoraka u odnosu na ispitivane grupe

Krv Biopsije
Pacijenti 20 9
Kontrole 9 7

4.2. Brojnost, polna i starosna struktura

Na osnovu CRF upitnika dobijeni su osnovni podaci o pacijentima i kontrolama. Od 20
pacijenata, koliko je ucestvovalo u studiji, 11 je bilo muskaraca, a 9 zena. Od ukupno 9
kontrola, bilo je 7 muSkaraca i 2 Zene. Prosjecna starost u grupi pacijenata je bila 46.5 godina,

a u kontrolnoj grupi 48.7 godina. Najmladi pacijent imao je 25, a najstariji 83 godine (Tabela
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23). Na osnovu prosjecnih starosti moze se zakljuciti da nije bilo statisticki signifikantne

razlike u starosti medu grupama.

Tabela 23: Distribucija ucesnika u studiji prema aspektu ispitivanja (pacijenti i

kontrole), polu i starosti.

Starost ispitanika

Interval od najmlade

Grupa Pol Broj Srednja vrijednost -
do najstarije osobe

Muski 11 49.6

Pacijenti Zenski 9 42.5 25-83
Ukupno 20 46.5
Muski 7 48.6

Kontrola Zenski 2 49.5 31-66
Ukupno 9 48.7

Na osnovu CRF upitnika kao i prethodno uzete anamneze, u grupi pacijenata moze se
vidjeti ukupna zastupljenost podtipova IBS-a, kao i zastupljenost IBS-a u odnosu na pol.
Najvise je pacijenata sa IBS-D (8), zatim sa IBS-M (7), a najmanje je pacijenata sa IBS-C (5).
Ako se posmatra zastupljenost podtipova u odnosu na pol, moze se vidjeti da je jednak broj
muskaraca obolio od IBS-D i IBD-M (po 5 za svaki podtip), a samo jedan od IBS-C. Kod
zenskog pola, najvise je osoba sa IBS-C (4), zatim sa IBS-D (3), a najmanje sa IBS-M. Takode
mozemo vidjeti da je vise Zena oboljelo od IBS-C u odnosu na muskarce, a da je vise
muskaraca oboljelo od IBS-D i IBS-M u odnosu na Zene (Grafikon 1) U grupi pacijenata nije

dijagnostifikovan niti jedan nedefinisan IBS pacijent (IBS-Unsubtyped).
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M Muskarci H Zene

5 3)

IBS-C IBS-D IBS-M

Grafikon 1: Distribucija podtipova IBS-a u odnosu na pol

4.3. Rezultati upitnika
4.3.1. GSRS

Skala procjene gastrointestinalnih simptoma (verzija prilagodena za IBS) ili GSRS
upitnik je ispunjen od strane svih ucesnika ove studije, sastoji se od 13 pitanja, a pacijenti i
zdravi ispitanici su dali subjektivnu procjenu o ja¢ini gastrointestinalnih tegoba u proteklih 7
dana. Ispitanici su odgovorili na pitanja sa jednim od ponudenih odgovora: “uopste ne”,
“manju nelagodu”, “blagu nelagodu”, “umjerenu nelagodu”, “umjereno jaku nelagodu”, “jaku
nelagodu” i “veoma jaku nelagodu”. Svakom odgovoru je dodijeljena vrijednost od 1 do 7 na
nacin da je prvi odgovor imao najmanju, a posljednji najvecu vrijednost. IzraCunate su srednje
vrijednosti za obje ispitivane grupe, a na osnovu njih i vrijednosti T-testa (Tabela 25). Na
osnovu sumiranih rezultata GSRS upitnika prikazanih u Tabeli 24. moze se vidjeti da postoji
statistiCki signifikantna razlika izmedu grupe sa pacijentima i kontrolne grupe za pitanja 1, 2,
3,4, 6,7, 8, 12 1 13. Takode, postoji statisticki signifikantna razlika izmedu ove dvije
posmatrane grupe za sva pitanja zajedno (P= 0.0000019).
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U analizi poredenja specificnih podtipova za IBS 1 zdravih ispitanika, dobijeni su

sljede¢i rezultati: Uocena je statisticki signifikantna razlika u poredenju pacijenata IBS-D i

zdravih ispitanika za pitanja 1, 2, 3, 4, 6, 7, 9, 13. Kada se poredila grupa pacijenata IBS-C i

zdravih kontrola, uoceno je da se njihovi odgovori 1, 2, 3, 4, 5, 8, 10, 12 i 13 statisticki

znacajno razlikuju. U poredenju grupe IMS-M pacijenata i zdravih kontrola, uocena je

signifikantna razlika za pitanja 1, 3, 4, 6, 7, 8 1 13.

Tabela 24: Srednje vrijednosti za svako pitanje GSRS upitnika za obje ispitivane grupe

i P vrijednost

Srednja Srednja
o vrijednost  vrijednost T test
Pitanje
za za (P<0.05)
pacijente kontrole
1. Dali suvam bolovi u stomaku stvarali
3,05 1,33 0,0005
nelagodu?
2. Dali ste osjecali bol ili nelagodu u stomaku
2,1 1,22 0,0055
koja je nastala nakon praznjenja crijeva?
3. Dali vam je stvarao nelagodu osjecaj
. 2,75 1,44 0,0095
nadutosti?
4. Da li suvam stvarali nelagodu gasovi? 3,15 1,55 0,0006
5. Dali vam je zatvor stvarao nelagodu? 2,3 1,44 0,1079
6. Da li vam je proljev stvarao nelagodu? 2,9 1,22 0,0073
7. Dali vam je Cesta stolica stvarala nelagodu? 2,4 1,11 0,0379
8. Da li vam je tvrda stolica stvarala nelagodu? 2,1 1 0,0141
9. Da li vam je hitna potreba za praznjenjem
y 2,2 1,22 0,0580
crijeva stvarala nelagdu?
10. Da li vam je nakon praznjenja crijeva osjecaj |
: 2,4 1,55 0,0650
dalje potrebe stvarao nelagodu?
11. Da li vam je osjecaj sitosti ubrzo nakon
' 1,3 1,22 0,3602
pocetka jela stvarao nelagodu?
12. Da li vam je osjeéaj sitosti duze vremena nakon 1,9 1,11 0,0248
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jela stvarao nelagodu?

13. Da li vam je vidljiva nadutost stomaka stvarala
2,85 1,22 0,0105
nelagodu?

4.3.2. PHQ-15

Na upinik koji se odnosi na skalu jadine somatskih simptoma odgovorili su svi
ispitanici u obje grupe. Ovim upitnikom su se prikupile dodatne informacije o klini¢koj slici
ispitanika i njegovoj subjektivnoj procjeni simptoma. Ispitanici su odgovorili na 15 tacaka

odgovorima sa “nikako ”, “malo” i “mnogo ”. Ponudenim odgovorima su dodijeljene ocjene:

e Nikako=0
e Malo=1
e Mnogo =2

Kona¢ni rezultat se o€itao na sljedeci nacin:

0-4 Nema somatizacijskih poremecaja
5-9 Blagi somatizacijski poremecaj
10-14  Umjereni somatizacijski poremecaj

+15 TeZi somatizacijski poremecaj

U Tabeli 25 moze se vidjeti da postoji statisticki signifikantna razlika izmedu grupe
pacijenata i kontrolne grupe za simptome koji se ticu stomac¢nih bolova; zatvora, ¢este stolice,
proljeva, muc¢nine, gasova ili slabe probave; osjecaja umora ili gubitka energije i problema sa
spavanjem. Potrebno je napomenuti da svi ispitanici nisu dali odgovor na simptome vezane za
menstrualne tegobe, te bolove i probleme tokom polnog odnosa. Takode, postoji statisticki
signifikantna razlika izmedu ove dvije posmatrane grupe za sve simptome zajedno
(P=0,00000000936).

Kada su poredeni specifiéni podtipovi IBS-a sa zdravim kontrolama dobijeni su

sljede¢i rezultati: Uocena je statisticki signifikantna razlika izmedu pacijenata podtipa IBS-D i
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zdravih kontrola za 12, 13, 14 i 15 tacku. Za podtip IBS-C javila se statisti¢ki znacajna razlika
u odnosu na kontole za 1, 2, 3, 4, 12, 13, 14 1 15 tacku, dok se kod IBS-M u poredenju sa

kontrolama javila samo jedna statisticki signifikantna razlika, i to kod odgovora na tacku 1.

Tabela 25: Srednje vrijednosti za svaku tacku PHQ upitnika za obje ispitivane grupe i

P vrijednost

Opisite u kojoj mjeri su vam se javljali Srednja Srednja T test
simptomi u protekle 4 sedmice vrijednost za  vrijednost za (P<0.05)
pacijente kontrole
e Stomacni bolovi 1,3 0,33 0,0000
e Bolovi u ledima 0,7 0,33 0,1092
e Bolovi u rukama, nogama ili 0,45 0,22 0,1288
zglobovima
e Menstrualni gréevi ili druge tegobe 0,88 0,5 0,2192
vezane za menstruaciju
e Glavobolja 0,25 0,11 0,2055
e Bolovi u grudima 0,15 0 0,1172
e Vrtoglavica 0,25 0 0,0531
e Nesvjestica 0,15 0 0,1172
e Osjecaj jakog udaranja ili brzeg 0,25 0 0,0531
kucanja srca
e Kratkoc¢a daha 0,3 0 0,0652
e Bolovi tokom ili problema tokom 0,105263 0 0,1959

polnog odnosa
e Zatvor, Cesta stolica, proljev, 1,6 0 0,0000
mucnina, gasovi ili slaba probava
e Osjecaj umora ili gubitak energije 11 0,11 0,0012
e Problem sa spavanjem 0,95 0,111111 0,0003
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4.3.3. VSI

Upitnik vezan za indeks visceralne senzitivnosti su ispunili svi ucesnici studije tako Sto
su odgovorili na svih 15 taaka. Zahvaljuju¢i ovom upitniku izmjerena je specifi¢na
anksioznost pacijenta sa simptomima koji su u vezi sa gastrointestinalnim senzacijama ili
simptomima koji igraju znacajnu ulogu kod oboljelih od IBS-a. Ispitanici su odgovorili na
postavljene izjave sa jednim od 6 odgovora: “veoma se slazem”, “umjereno se slazem”,
“blago se slazem”, “blago se ne slazem”, “umjereno se ne slazem” 1 “veoma se ne slazem”.
Svakom odgovoru je dodijeljena vrijednost od 1 do 6 na nacin da je prvi odgovor imao
najmanju, a posljednji najvecu vrijednost. IzraGunate su srednje vrijednosti za obje ispitivane
grupe, a na osnovu njih i vrijednosti T-testa (Tabela 26). Na osnovu sumiranih rezultata VSl
upinika u Tabeli 31 moze se vidjeti da postoji statisticka signifikantnost izmedu grupe sa
pacijentima i1 kontrolne grupe kod svih 15 tacaka. Takode, postoji statisticki signifikantna

razlika izmedu ove dvije posmatrane grupe za sve ta¢ke zajedno (P=0,0000000252).

U poredenju podtipova IBS-a sa grupom zdravih kontrola, dobijeni su sljedeci
rezultati: UocCena je statisti¢ki signifikantna razlika izmedu IBS-D i IBS-C u poredenju sa
zdravim kontrolama za svaku tacku posebno VSI upitnika. Uocena je statisticki signifikantna
razlika podtipa IBS-M za tacke 1, 2, 3,4, 5,6,7,9, 11, 12, 13 i 14, dok za tacke 8, 10 i 15 nije

bilo statisticki signifikantne razlike izmedu pacijenata podtipa IBS-M i zdravih ispitanika.

Tabela 26: Srednje vrijednosti za svaku tacku VSI upitnika za obje ispitivane grupe i P

vrijednost
_ Srednja
Srednja 3
- vrijednost T test
vrijednost
B za (P<0.05)
za pacijente
kontrole
1. Brinem se da ¢e se kad god jedem, nadimanje i 3,2
_ 511 0,0008
napetost u stomaku pogorsati.
2. Obuzima me tjeskoba kad jedem na nekom
3,7 5,66 0,0007

novom mjestu.
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3. Cesto brinem o problemima sa stomakom. 3,1 5,77 0,0000
4. Ne mogu uzivati jer stalno razmisljam o svojim
3,35 5,88 0,0000
stomacnim tegobama.
5. Cesto se pribojavam da ne¢u imati normalnu
: 2,7 5,44 0,0000
stolicu.
6. Zbog straha od stomacnih tegoba rijetko
3,15 5,44 0,0001
probavam novu vrstu hrane.
7. Bez obzira $ta jedem, najvjerovatnije ¢e mi
» 3,95 5,55 0,0019
naskoditi.
8. Cim se jave stomaéne tegobe, zabrinem se i
] 3,1 577 0,0000
unervozim.
9. Kad dodem na neko novo mjesto prvo potrazim
4,2 5,77 0,0110
toalet.
10. Konstantno osje¢am neku senzaciju u stomaku. 3,1 5,77 0,0000
11. Cesto mislim da su tegobe u stomaku vezane za
4,45 5,66 0,0102
neku tesku bolest.
12. Cim se probudim po¢nem brinuti da éu imati
5,88 0,0000
stomacne tegobe taj dan.
13. Cim osjetim nelagodu u stomaku uplagim se. 3,8 5,77 0,0002
14. Kad sam pod stresom imam vece stomacne
2,35 577 0,0000
tegobe.
15. Stalno razmisljam o tome Sta se deSava u mom
3,8 5,88 0,0002
stomaku.
4.3.4. HAD

Na HAD upitnik odgovorili su svi u¢esnici studije na osnovu ¢ega je dobijena procjena
anksioznosti i depresije koju pacijent prozivljava. Svi pacijenti i zdrave kontrole odgovorili su
na 14 tacaka od kojih se 7 odnosi na anksioznost i isto toliko na depresiju sa jednim od
ponudena Cetiri odgovora pri ¢emu je prvi odgovor uvijek imao najmanju, a cetvrti odgovor

najvecu vrijednost. Ispitanici su odgovorili najpribliznije onome §ta su osjecali u posljednjih
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sedam dana. Nakon sumiranja rezultata detektovane su psihicke promjene kod pacijenata sa
fizickim zdravstvenim problemima. Uocena je statisticki signifikantna razlika izmedu grupe
pacijenata i kontrolne grupe za svaku tacku (Tabela 27). Takode, postoji statisticki

signifikantna razlika izmedu ove dvije posmatrane grupe za sve tacke zajedno (P= 0,006353).

Kada su se testirale razlike za podtipove IBS-a u odnosu na zdrave kontrole, dobijeni
su sljedeci rezultati: uoCena je statistiki signifikantna razlika izmedu grupe pacijenata IBS-C
podtipa i zdravih kontrola za svaku tacku HAD klini¢kog upitnika. Kod IBS-D pacijenata
nema statisticki znacajne razlike za tacke 2, 9 1 14 izmedu njih i zdravih kontrola. Kod IBS-M
pacijenata nema statisti¢ki znacajne razlike za tacke 2, 4, 8, 10, 12 1 14 u poredenju sa zdravim
kontrolama. Postoji statisti¢ki signifikantna razlika izmedu IBS-C i zdravih kontrola, te IBS-D
i zdravih kontrola za ukupne odgovore, odnosno za sve tacke zajedno. Ovakva razlika za

ukupne odgovore nije uoc¢ena izmedu IBS-M pacijenata i zdravih ispitanika.

Tabela 27: Srednje vrijednosti za svaku tacku HAD upitnika za grupu pacijenata sa

IBS-om i zdravih kontrola i P vrijednosti

Srednja Srednja
3 3 T test
vrijednost za  vrijednost za
§ (P<0.05)
pacijente kontrole
e (Osjecam napetost 2,65 3,77 0,0001
e [ dalje uZivam u stvarima u kojima
2,15 1,33 0,0015
sam uvijek uZivao/la
e Imam osjecaj straha da ¢e se nesto
. 2,55 3,77 0,0000
lose dogoditi
e Mogu se smijati i dozivjeti
2 1 0,0001
smijeSnu stranu nekih stvari
e Osjecaj zabrinutosti me prozima 2,45 3,77 0.0000
e (Osjecam se veselo 3,1 4 0,0004
e Mogu sjediti na miru i opustiti se 2,75 1,33 0,0000
e (Osjecam se usporeno 2,8 3,66 0,0011
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e Obuzme me osjecaj usplahirenosti

2,5 1,55 0,0000
kao “leptiri¢i u stomaku”
¢ Ne zanima me kako izgledam 2,6 3,55 0,0059
e Osjecam se uznemireno, kao u
. : 2,65 3,77 0,0000
stanju pripravnosti
e Radujem se stvarima sa uzivanjem 2,2 1,11 0,0000
e Dobijam iznenadne napade panike 2,9 4 0,0000
e Uzivam u dobroj knjizi ili TV
2,2 1,33 0,0011

programu

4.4. Analiza asocijacije odabranih genskih polimorfizama sa sindromom

iritabilnog kolona

U ovome radu je primijenjena asocijativna analiza odabranih genetickih polimorfizama
kao mogucih rizikofaktora za sindrom iritabilnog kolona prema modelu studije “pacijent-
kontrola” (case-control study). IzvrSena je genotipizacija za ukupno 4 genska polimorfizma
kao mogucih rizikofaktora za sindrom iritabilnog kolona. Rezultati su izrazeni ili numericki u
baznim parovima (bp) po utvrdenoj veli€ini ciljnog fragmenta ili kao razlika u nukleotidu
(tackasta mutacija), te su prikazani tabelarno. Kod uzoraka za obje ispitivane grupe kod kojih
je bilo moguée izvrsiti genotipizaciju izraCunate su frekvencije alela (Aj), frekvencija
genotipova (Gy) i Hardi-Vajnbergov ekvilibrijum (HWE) za FKBP5, DRD2, DAT i SRin2, a
rezultati su prikazani tabelarno. Takode, primjenom asocijativne analize ispitivanih gena sa
pojavom sindroma iritabilnog kolona (Fisher Exact Test) dobijene su P vrijednosti na
genotipskom i alelnom nivou, a u analizi haplotipske asocijacije metodom regresivne analize

haplotipova, analizirano je nekoliko kombinacija odabranih polimorfizama.
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4.4.1. Rezultati genotipizacije, analiza genotipske i alelne asocijacije i Hardi-Vajnbergov

ekvilibrijum

FKBP5

Rezultat genotipizacije FKBP5 gena metodom ASA-PCR za FKBP5 gen predstavljen
je u tabelama 28 i 29. Genotipizacija je izvrSena za 19 uzoraka iz grupe pacijenata i 9
kontrolnih uzoraka, a za jedan uzorak nije bilo moguce izvrsiti genotipizaciju iako je vise puta
ponavljana. Moguce alelne varijante su C i T (rs1360780) u genu koji kodira protein uklju¢en
u regulaciju glukokortikoida kao potencijalnog rizikofaktora u psihopatologiji stresa. Za T alel
se smatra da uzrokuje stvaranje vise kortizola (mutant) od C alela (wild type) (Cristobal-
Narvaez et al, 2016). Ucestalost genotipova U ispitivanom uzorku prikazana je u Tabeli 30, a
ucestalost alela predstavljena je Grafikonom 2. Frekvencija genotipa CC bila je 0 u obje
ispitivane grupe, frekvencija genotipa CT iznosila je 0,9 u grupi pacijenata i 1 u grupi
kontrola, a frekvencija genotipa TT 0,005 u grupi pacijenata i 0 u grupi zdravih ispitanika.
Ucestalost alela C iznosila je 0,45, a alela T 0,5 u grupi pacijenata, a u grupi kontrola
frekvencija oba alela iznosila je po 0,5. Analiza udruzenosti nije pokazala statisticki znacajnu
asocijaciju ovoga SNP-a sa pojavom sindroma iritabilnog kolona niti na nivou alelne (P=
0,761), niti na nivou genotipske asocijacije (P=0,548), a genotipske frekvencije analiziranog

polimorfizma su se nalazile u Hardi-Vajnbergoj ravnotezi (HWE 0,0000) (Tabela 40).

Tabela 28: Genotipovi za FKBP5 gen Tabela 29: Genotipovi za FKBP5 gen
dobijeni sekvenciranjem kod grupe pacijenata  dobijeni sekvenciranjem kod kontrolne grupe

Genotip za Genotip za
Uzorak uzorke Uzorak kontrolne
pacijenata uzorke
POO1 CIT K001 CIT
P002 CIT K002 CIT
PO03 CIT K003 CIT
P004 CIT K004 CIT
PO05 CIT K005 CIT
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PO06
POO7
PO08
PO09
PO10
PO11
P0O12
PO13
P014
PO15
PO16
PO17
PO18
PO19
P020

CIT
CIT
CIT
CIT
CIT
CIT
CIT
CIT
CIT
CIT
CIT
CIT
CIT

TIT
?

K006
K007
K008
K009

CIT
CIT
CIT
CIT

Tabela 30: Ucestalost genotipova (Gy) u uzorku pacijenata i kontrolnom uzorku za gen

FKBP5
Genotip Pacijenti G¢ Kontrole Gt
CIC 0 0
CIT 0,9 1
TIT 0,005 0
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Ucestalost alela C i alela T u uzorku pacijenata i kontrola
za FKBPS5 gen

HCHT

Pacijenti Af Kontrole Af

Grafikon 2: Ucestalost alela (A4s) u uzorku pacijenata i kontrolnom uzorku za gen FKBP5

DRD2

Rezultat genotipizacije DRD2 gena metodom PCR-RFLP za detekciju polimorfnih
fragmenata kod grupe pacijenata oboljelih od IBS-a i kontrolne grupe prikazani su Tabelama
31 i 32. Kao metod genotipizacije primijenjen u ovom radu za DRD2 gen bio je PCR-RFLP.
Nakon PCR reakcije, produkt je nanoSen na gel, te se nakon elektroforeze ocCitavao rezultat

(Slika 26).
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POO1 P00Z  Po03 Poo4 POOS POO6  Poo7 Poos  P009  POlO

veliéimski standard SObp

Slika 26: Provjera uspjesnosti PCR-RFLP gel elektroforezom za uzorke pacijenata (P001-
P010) za DRD2 gen.

Genotipizacija je uspjeSno izvrSena za sve uzorke, a ocekivane veli¢ine fragmenta bile
su od 300 bp i 160/140 bp. Ucestalost genotipova prikazana je u Tabeli 33, a ucestalost alela
predstavljena je Grafikonom 3. U¢estalost genotipa 300/300 bio je 0,05 u grupi pacijenata, a u
grupi kontrola nije se pojavio niti jednom. Frekvencija genotipa 300/160/140 iznosila je 0,3 u
grupi pacijenata, a 0,11 u grupi kontrola, a frekvencija genotipa 160-140/160-140 iznosila je
0,65 u grupi pacijenata, a u grupi kontrola 0,88. Frekvencija alela 300 bila je 0,2 u grupi
pacijenata, 0,05 u kontrolnoj grupi, dok je frekvencija alela 160/140 iznosila 0,8 u grupi
pacijenata i 0,94 u grupi kontrolnih ispitanika. Genotipske frekvencije analiziranog
polimorfizma se nisu nalazile u Hardi-Vajnbergovoj ravnotezi (HWE 0,5120). Analizom
asocijacija na nivou alela (P=0,251) i genotipova (P=0,568) je utvrdeno da nije bilo statisticki

znacajne povezanosti ovog polimorfizma sa pojavom sindroma iritabilnog kolona (Tabela 40).
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Tabela 31: Genotipovi za DRD2 gen dobijeni
sekvenciranjem kod grupe pacijenata

Genotip za uzorke

Uzorak
pacijenata (bp)

POO1 300 160/140
P002 160/140 160/140
P003 160/140 160/140
P004 160/140 160/140
PO05 300 160/140
P006 160/140 160/140
P007 160/140 160/140
PO08 300 160/140
PO09 160/140 160/140
P010 300 160/140
PO11 160/140 160/140
P012 160/140 160/140
P013 160/140 160/140
P014 160/140 160/140
P015 300 160/140
P016 160/140 160/140
PO17 300 300
P018 160/140 160/140
P019 300 160/140
P020 160/140 160/140

Tabela 32: Genotipovi za DRD2 gen dobijeni

sekvenciranjem kod kontrolne grupe

Genotip za kontrolne

Uzorak
uzorke (bp)

K001 160/140 160/140
K002 160/140 160/140
K003 160/140 160/140
K004 300 160/140
K005 160/140 160/140
K006 160/140 160/140
K007 160/140 160/140
K008 160/140 160/140
K009 160/140 160/140
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Tabela 33: Ucestalost genotipova u uzorku pacijenata i kontrolnom uzorku za gen DRD2

Pacijenti  Kontrole

Genotip

Gt et
300/300 0.05 0
300/160-140 0,3 0,11
160-140/160-140 0,65 0,88

Ucestalost alela 300 i alela 160/140 u uzorku pacijenata i
kontrola za DRD2 gen

300 H160-140

0,94

0,05

Pacijenti Af Kontrole Af

Grafikon 3: Ucestalost alela (As) u uzorku pacijenata i kontrolnom uzorku za gen DRD2

DAT

Rezultat genotipizacije DAT gena PCR metodom kod grupe pacijenata oboljelih od
IBS-a i kontrolne grupe prikazani su tabelama 34 i 35. Dopaminski transporter je
polimorfizam promjenljivog broja tandemskih ponovaka, a analize sekvenci u prethodnim
studijama pokazale su da se radi o ponavljanjima od 40 bp na 3’ kraju gena (Doucette-Stamm
et al, 1995). Ovaj polimorfizam moze da ima od 3 do 11 ponavljanja, ali najceS¢i su
polimorfizmi od 9 (oko 440 bp) i od 10 (oko 480 bp) ponavljanja koji su detektovani i u ovom
radu. Ucestalost genotipova prikazana je u Tabeli 36, a ucestalost alela predstavljena je

Grafikonom 4. Ucestalost genotipa 472/472 iznosila je 0,3 u grupi pacijenata i 0,66 u grupi
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kontrola. Ucestalost genotipa 472/434 iznosila je 0,25 u grupi pacijenata i 0,33 u grupi
kontrola, a ucestalost genotipa 434/434 iznosila je 0,45 u grupi pacijenata dok se isti genotip
nije javio niti jednom u grupi sa zdravim ispitanicima. Frekvencija alela 472 iznosila je 0,425
u grupi pacijenata i 0,833 u kontrolnoj grupi, a alela 434 0,575 u grupi pacijenata i 0,166 u
grupi zdravih kontrola. Genotipske frekvencije analiziranog polimorfizma pokazale su
odstupanje od ravnoteznog stanja (HWE=0,023). Kada je u pitanju asocijativna analiza,
pokazalo se da DAT ima jaku statisticki signifikantnu udruzenost sa sindromom iritabilnog
kolona, kako na nivou alela (P=0,006), tako i na nivou genotipova (P=0,031) (Tabela 40).
Osobe koje imaju 434 alel u svom genotipu imaju 6 puta vecu vjerovatnocu da ée oboljeti od

sindroma iritabilnog kolona od osoba koje nemaju ovu alelnu varijantu u svom genotipu.

Tabela 34: Genotipovi za DAT gen dobijeni Tabela 35: Genotipovi za DAT gen dobijeni

sekvenciranjem kod grupe pacijenata sekvenciranjem kod kontrolne grupe

Genotip za Genotip za

Uszorak uzorke Uzorak kontrolne
pacijenata uzorke (bp)
(bp) K001 434]472

POO1 4721472 K002 434/472

P002 4721472 K003 472/472

P003 4721472 K004 4721472

P004 434/434 K005 472/472

PO05 434/434 K006 434/472

P006 434/434 K007 472/472

PO07 434/434 K008 4721472

P008 4341472 K009 4721472

PO09 4721472

P010 434/434

PO11 434/472

P012 434/472

PO13 4341472

P014 434/472
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PO15 472/472
PO16 434/434
PO17 4721472
PO18 434/434
PO19 434/434
P020 434/434

Tabela 36: Ucestalost genotipova u uzorku pacijenata i kontrolnom uzorku za gen

DAT
Genotip Pacijenti G¢ Kontrole Gt
472/472 0,3 0,66
472/434 0,25 0,33
434/434 0,45 0

Ucestalost alela 472 i alela 434 u uzorku pacijenata i
kontrola za DAT gen

472 @434

0,833

Pacijenti Af Kontrole Af

Grafikon 4: Ucestalost alela (As) u uzorku pacijenata i kontrolnom uzorku za gen DAT
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SRin2

Rezultat genotipizacije SERT SRint2 gena PCR metodom kod grupe pacijenata
oboljelih od IBS-a i kontrolne grupe prikazani su tabelama 37 i 38. Oc¢ekivani fragmenti su
mikrosatelitne varijante sa razlikom u duzini od 17 bp (Kaiser et al, 2002). U nasem uzorku
uocene su tri alelne varijante: 251 bp, 268 bp i 299 bp koje odgovaraju alelnim varijantama od
9, 10 i 12 ponavljanja. Alelna varijanta sa 11 tandemskih ponovaka se najrjede srece u
humanoj populaciji i nije uocena u naSem uzorku. Za jednog ispitanika nije bilo moguce
izvrSiti genotipizaciju za ovaj lokus i1 pored nekoliko ponavljanja Sto je najvjerovatnije
uslovljeno polimorfizmom u regionu hibridizacije prajmera. Frekvencija alela u grupi
pacijenata je bila 0,053 za alel 9, 0,632 za alel 10 i 0,315 za alel 12. U grupi zdravih ispitanika
frekvencija alela je bila 0 za alel 9, 0,667 za alel 10 i 0,333 za alel 12 (Grafikon 5). Nije
uocena asocijacija alela (P=1) i genotipova (P=1) sa pojavom IBS-a. Frekvencije genotipova
(Tabela 39) su pokazale da se nalaze u Hardi-Vajnbergovoj ravnotezi (HWE 0,0000) $to se

moze vidjeti u Tabeli 40.

Tabela 37: Genotipovi za SRin2 gen Tabela 38: Genotipovi za SRIn2 gen
dobijeni sekvenciranjem kod grupe pacijenata  dobijeni sekvenciranjem kod kontrolne grupe

Genotip za Genotip za
Usorak uzorke Uzorak kontrolne

pacijenata uzorke (bp)

(bp) K001 268/268
POO1 299/299 K002 299/299
P002 nedet. K003 268/268
PO03 268/268 K004 268/268
P004 268/268 K005 268/268
PO05 299/299 K006 268/268
P006 268/268 K007 268/268
PO07 299/299 K008 299/299
P008 268/268 K009 299/299
PO09 268/268
P010 299/299
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PO11
P0O12
PO13
P014
PO15
PO16
PO17
PO18
PO19
P020

268/268
299/299
268/268
268/268
268/299
268/268
268/299
268/268
251/251
268/268

Tabela 39: Ucestalost genotipova Gt U uzorku pacijenata i kontrolnom uzorku za gen

SRin2
Genotip Pacijenti G  Kontrole G¢
299/299 0,263 0,333
268/268 0,579 0,666
268/299 0,105 0
251/251 0,052 0

Ucestalost alela 251, alela 268 1 alela 299 u
uzorku pacijenata i kontrola za SRin2 gen

M251 H268 299

0,667 0,667

0,315

0,053 0

Pacijenti Af Kontrole Af

Grafikon 5: Ucestalost alela (Ar) u uzorku pacijenata i kontrolnom uzorku za gen SRin2
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Tabela 40: P vrijednosti dobijene primjenom Fiser Exact testa posmatrane na nivou

alela i genotipova i HWE za odabrane polimorfizme

_ _ Alelna Exact P Genotipska Exact P
Polimorfizam Ny - HWE
vrijednost vrijednost
FKBP5 0,761 0,548 0,0000
DRD2 0,251 0,568 0,5120
DAT 0,006 0,031 0,0230
SRin2 1 1 0,0000

4.4.2. Analiza haplotipskih asocijacija

U analizi haplotipskih asocijacija za analizirane polimorfizme napravljeno je nekoliko
moguénosti gdje je Powermarker softver automatski kreirao nekoliko kombinacija. U
kombinacijama od dva, tri i1 Cetiri polimorfizma nisu identifikovani oni koji pokazuju
statisticki signifikantnu asocijaciju (P<0.05) sa sindromom iritabilnog kolona. U Tabeli 41 se
moze vidjeti da je kombinacija dva polimorfizma FKBP5 i DATI na granici znacajnosti
(P=0,0535) §to moze da ukazuje na to da ukoliko bi smo imali veéi broj ispitanika, mozda bi

se pokazala signifikantnost (Tabela 41).

Tabela 41: Haplotipske asocijacije sa dva, tri i Cetiri polimorfizma i njihove P

vrijednosti
Haplotipovi P vrijednost
DRD-FKBP5 0,2678
FKBP5-DAT1 0,0535
DAT1-SRint2 0,2176
DRD2-FKBP5-DAT1 0,1945
FKBP5-DAT1-SRint2 0,0944
DRD2-FKBP5-DAT1-SRint2 0,4297
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4.5. Analiza asocijacije varijacija u genskoj ekspresiji sa sindromom

iritabilnog kolona

4.5.1. Rezultati dobiveni izolacijom RNK. reverznom transkripcijom i lanéanom reakcijom

polimeraze u realnom vremenu

Nakon prikupljenih uzoraka pacijenata i kontrola, izolovana je RNK iz oba tipa
bioloskog tkiva (krv i biopsije). Koli¢ina izolovane RNK iz krvi je od 1,53 do 52,7 ng/pl sa
prosjecnom koncentracijom od 17,5 ng/ul, a za Cetiri uzorka (P012, PO13, P014 i P020)
koncentracija RNK je bila preniska za dalju analizu. Nakon isparavanja vode, za P013 i P014
se 1 dalje nije mogla posti¢i odgovarajuca koncentracija, te su ova dva uzorka eliminisana iz
analize ekspresije gena lancanom reakcijom polimeraze u realnom vremenu. Razlog tome lezi
u Cinjenici da je sama RNK kao jednolan¢ana molekula veoma nestabilna i osjetljiva na
djelovanje bakterijskih endonukleaza, te lako degradira sto otezava proces izolacije. Koli¢ina
izolovane RNK iz biopsija kretala se od 15,9 do 40 ng/ul sa prosjecnom koncentracijom od
28,4 ng/ul, a za 5 uzoraka imala je vrijednost vise od 1000 ng/ul.

Dobijene vrijednosti za uzorke pacijenata i kontrola iz oba bioloska uzorka (krv i
biopsije) prikazane su tabelarno (Tabela 42). Za uzorke koji su imali nizu koncentraciju RNK,
kao i one kod kojih je koncentracija bila toliko niska da se nije mogla detektovati (TL), za
reakciju reverzne transkripcije je dodavano po 6 pl RNK, dok kod ostalih uzoraka
koncentracija je bila razblazena sa ddHO.

Tabela 42: Koncentracije RNK u ng/ul iz krvi i biopsija kod pacijenata (P001-P020) i
kontrola (K001-K009); TL-too low.

Uzorci Krv (ng/ul) Biopsija (ng/ul)
P001 52.7 24.8
P002 21.2 >1000
P003 22.1 20.4
P004 4.16 >1000
P005 2.65 >1000
P006 4.83 25.6
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P0O07 31.6 >1000
P008 22.8 40.0
P009 23.8 37.2
P010 1.53 -
PO11 4.23 -
P012 TL -
P013 TL -
P014 TL -
P015 7.07 -
P016 4.7 -
P0O17 1.33 -
P018 7.33 -
P019 6.67 -
P020 TL -
K001 23.2 15.9
K002 20.0 34.4
K003 28.5 28.4
K004 6.05 32.0
K005 40.7 22.0
K006 27.2 >1000
K007 3.81 31.6
K008 2.6 -
K009 2.93 -

Nakon izolacije, iz svih uzoraka RNK je u prevedena u cDNK procesom reverzne
transkripcije. Uspjesno je optimizirana reakcija za Real-Time PCR za 6 odabranih gena:
TNFSF15, P2RY4, VIP, GUCA2B, PDZD3 i NR1H4 (generisana validaciona kriva, te
provjerene amplifikabilnosti prajmera disocijacionom krivom). Svi uzorci su amplificirani u
duplikatu za svaki gen od interesa. Prije Real-Time amplifikacije izvrSen je eksperiment
validacije u kojem se moglo vidjeti da odabrani geni i referentni gen se mogu amplificirati u
istim uslovima (Slika 23 i 24).
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Nakon Real-Time PCR amplifikacije dobijene su Ct vrijednosti, a zatim je izraCunata

srednja Ct vrijednost za svaki uzorak raden u duplikatu. Takode, izra¢unata je i ACt vrijednost

(delta Ct) (ACt = Ct vrijednost gena od interesa — Ct vrijednost referentnog gena), a svi

dobijeni rezultati su sumirani u tabelu (Slika 26). U Tabeli 43 mogu se vidjeti neke ACt

vrijednosti kod ispitivanih uzoraka za gene od interesa. Buduéi da su neke ACt vrijednosti bile

negativne, zbog analiti¢kih softvera koji ne prihvataju negativne vrijednosti, izraCunata je i

AACt (delta delta Ct) vrijednost kao razlika izmedu prosje¢ne Ct vrijednosti za jedan gen od

interesa 1 prosjecne Ct vrijednosti za kontrolni gen. Neke AACt vrijednosti su i dalje bile

negativne te su se zatim izraCunavale

mogle su se koristiti za analizu.

2" AACt

vrijednosti, te kao takve logaritmirane vrijednosti,

Slika 27: Ukupni rezultati sa Ct i delta Ct vrijednostima svih uzoraka pacijenata i kontrola iz

krvi i biopsija za sve analizirane gene (sirovi podaci).

P6 p7 P10 P11 P12 pis P16 P17 P18 P19 P20 k3 K7
PDZD3 _ |krv. 34,605 24,61‘ 31,12 33,175 31,675' 2 27,045 33,16‘ 38,4 24,15 31,83 32,28 28,845
ACTIN _[krv 23,98 25,69 26,085 25,755 25,79 25,77 28,78 23555 20445| 20525  281| 28,385 28,945| 2451 24,675 24,79]  27,61] 25,059
delta ct 10,625 7,195/ 5,84| 5,57, 6,6] 12,65‘ 10,3| -4,235 2,885 7,77] 4,17| 7,275 5,5_5{ 10,175
[

[ | | [ [ [ [ |
PDzD3 _|biopsija 28,42 31,075] 29,255 X 29,775 28,6 33,@| 2021 28,425 31,65] 27,985 29,245 ze,lgl 28,58
IACTIN biopsija 25,12| 25,4 24,665 27,445 - 8| 25,905 22,9 23,49 25,71 27,175 25,82 23,065 25,51 25,54 24,42_5‘
[derta ct 33| ses[ 459 477 485 5, 3,87] 5,7 9,89 3,5 125]  saas[ 492 3735[ 365 4,145
P2RY4  [krv 3546] 33,86 33,385 32,58 32,03 29665  32,67] 34,765 33,24 30515 29,705 31,555 30,56]  26,775] 31,33] 33,125] 36,345] 31,09] 3732 27,265 31,925] 3069 33,89 29,73 3162 3079 3335
ACTIN _[krv 21,275| 23,96 23 I 24,61{ Y zz,z§| 2328|  2061] 27,615 24,175 20845 21,015] 29,235 2832 30495 23,41 22,845 zz,@{ 2519 32,48 27,46 X ,
delta ct 14,185| X X 8,04 10045] 7,235 9005 394] 38| s503| 10315] 389 802s| o595 1301 a4 98 55 1m 227
P2RYA _|biopsija_| 34,775 34, 37,675 37,645] 33,33 32,985 35,57] 32,79 3592  334] 34,16 X
IACTIN _[biopsija 26,035 ¥ 25,465] , 25,16]
[derta ct 9,775 7,325] X X X 255|656 7,7
FRX__ [k, 27,865 30,18 28545] 27,585 29,455 28,195 26,655] 32,855 26955 27,555 29,86  3815| 25645 3248 27,745 263 3372 29765 32415 31,06
ACTIN _[krv 19,05| 21,545) 1975| 17,71 26745| 2361 20325] 20,44| 28495 2827| 29,81 21,055 19,905| 1986] 22,86 20,79 19,0&' 17,73 1946 19,22
delta ct 8,815| 8795 987 27| 4585|633 12415 150 -0715| 00s| 1700 574 1262 asss| 551 14635 12035 12,955 11,.84)
FRX___|biopsija 33,51 X X 32| 31,5 33205 31,095 32265 31,78] 29,72
[ACTIN _[biopsija_| _24,925| X X | 25755 273] 2589 2334 2578 26,055] 25,035)
[derta ct 8,585] i 2 | 6,245) 422 7335] 7,755 6485 5,729
Gucazs kv 36,45 3 i 34605 3450 3527] 3503 27,005 20825] 3006] 3443 3248 3353 31,04 3278] 3368 , y X 32,02[ 26,64
IACTIN krv 15,45‘ ), 22,22 A ), 19,695 23,29 20,66 17,885 23,655 23,52 21,265 20,725 28,605 29,22 29,275 21,875 20,27‘ 19,295 23,77| 18,78 19,005 18,84/
delta ct 18] 14 11,09 16365] 1223 1690 13815] 11,69 13985 16705 11615 1151 583 91 aass| sz 320 11655 1077 13485 901 15 X 16,68] 13,015 78
IGUCA2B |biopsija Z7,B!;51 30,32 31,34 30,27‘ 28,19| 28,63 28,865 29,52 27,94 29,22 29,185 26,79 ! ), 27,42
IACTIN biopsija 25,54 Z7,3£{ 2 28,115 25,63 26,395 26,185 23,11 24,42 26,07] 27,92 26,375 23,665 25,31 27,165 25,155
[dettact 2,155 2985 o09ss| 3205  aea|  n7es| 2ms] 5759 5,1] 1,87 13 2| 31s] 226 1965 2,269]
[TNFSF15_[krv 33,06 32,45‘ 34,68 31,665 33,115‘ 30,885 32,65 28,95 30,895 32,985 31,185 33,52 30,55 28,505 30,69 32,075 32,42 32,195 34,005 31,93 31,9—7‘ 33,995 32,865 33,1 30,39 33,035 32,815
ACTIN _[krv 23,05| 2313| 2464] 25035 24,165| 22,95 24,93 24215 22,685 2408| 21,83 27,37] 2432 21,25 21,355 2888 2924] 3076| 23915 23,75 2347] 2655 24,185 2485 21,235 23,64 22,959
delta ct 10,01 9,32 10,04 6,63| 8,95] 7,935| 7,72 4,735 8,21 8,905 9,355| 6,15 6,23 7,28] 9,335 3,195| 3,18| 1,435 10,09 8,18| 85| 7,445 8,68 8,25 9,155| 9,395 9,86
[TNFSF15 |biopsija 338 3263 31,38] 3278] 32795] 32,105 31,495| 30865 29,51 30385 2992 3098 30315] 31,78] 3226 31,32
IACTIN biopsija 25,855 27,795 27,305, 28,51 26,205 27,52 26,815 23,945 24,855 26,25 28,285 26,96 24,465 26,515 27,075 25,75
|derta ct 7,945 4835 4075 427 659 4605 _ 468] 692 4,65 4135 1635 407 585 5265 518 557
vip kv 281] 2835 3397] 27,81 27,055 25885 28345 27,905 27,295 293| 26165] 27,51 2622 2478 2599 27,60] 28,075 28685 2833 27,035 26965 25875 28635 28945] 2698 28,905 28,005
AN Jkrv 2,085 22,76] 24.065] 3397 2308 22,065] 2373| 23005 22,085 23065| 2076] 26,275 24,285 20785| 207a] 2814 27,93 29785] 2325] 22,87 22475 X 3
delta ct 6015| 5605 9905| -616] 4025|  362[ 461 49 525 623| s5405] 10235[ 103 3995 525 -04s5| omas| 11| 508 416 449
vip biopsja_| 28,985] 3008|2901 29,85 3014 28975 29,205 28955 27,335 28,47 27,825 28,21
ACTIN _|biopsja | 26,045| 26,205| 26,285 27,44 2575| 26,23 26,745 23,825 24,285 | | [ [ | 27,06 2854 26,61
[deltact 2,08 3875 2,725 241 a39[ o4 2,55| 5,13 3,05 | | | | 131 0715
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Tabela 43: Minimalne, maksimalne i srednje vrijednosti ACT uzoraka iz grupe pacijenata i
kontrolne grupe za krv i biopsije

Pacijenti Kontrole

TNFSF15

c 1,435 10,04 6,178 7,445 10,09 8,84
v

P2RY4

0,595 14,185 7,029 1,41 13,91 7,254

VIP
-6,16 9,905 2,942 0,055 6,52 4,74

GUCAZ2B

krv

1,455 19,15 10,848 7,8 15,725 12,192

PDZD3

c -4,235 12,635 6,258 4,17 10,87 7,733
rv

NR1H4

-0,715 13,345 6,26 4,885 17,09 10,813
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Nakon sumiranja svih rezultata dobijenih Real-Time PCR-om, uradena je statisticka

obrada podataka uz pomo¢ REST programa (Relative expression software).

4.5.2. Rezultati REST analize

REST analiza se temelji na testovima randomizacije ili premutacije. Ovi testovi
predstavljaju veoma korisnu alternativu za neke standardne parametrijske testove za analizu
eksperimentalnih podataka kod kojih je uslov izmedu ostalog i normalna distribucija. Test
randomizacije ne pretpostavlja normalnu distribuciju i uzorci se nasumice rasporeduju. Na
osnovu odredenog matematickog modela (Pfaffl MW et al, 2002). REST izraCunava relativne
ekspresije odnosa odredene grupe uzoraka za gen od interesa nasuprot referentnom genu, te
testira statisticku znacajnost rezultata, a takode ima i mogucnost kreiranja vjestackog broja

ponavljanja kao mjeru sigurnosti da rezultati dobijeni REST-om nisu slu¢ajni.

Izracunate su razlike u ekspresiji gena izmedu grupa kontrola i pacijenata za krv i za
biopsije (Tabela 44). U poredenju razlike u ekspresiji gena u krvi pacijenata i kontrola moglo
se vidjeti da nije zabiljezena statisticki znaCajna razlika u ekspresiji gena izmedu posmatranih
grupa. Kod gena je bila primije¢ena povecana (up) regulacija, ali ne na nivou signifikantnosti.
U analizi razlike u ekspresiji gena izmedu pacijenata i kontrola u biopsijama, primijecena je
smanjena (down) ekspresija VIP gena na signifikantnom nivou (P=0,045) za 3,102 puta u

grupi pacijenata u odnosu na zdrave kontrole.

Tabela 44: Razlika u ekspresiji analiziranih gena izmedu grupe pacijenata i kontrolne

grupe u uzorcima krvi i biopsijama.

U krvi U biopsijama
Gen Up/down  Faktor  Pvrijednost Up/down Faktor P vrijednost
TNFSF15 Up 3,706 0,0990 Down 1,814 0,3095
P2RY4 Up 2,548 0,4210 Down 2,48 0,1235
VIP Up 3,399 0,2085 Down 3,102 0,0450
GUCA2B Up 1,991 0,6460 Down 1,881 0,2445
PDzZD3 Up 1,842 0,6131 Down 1,184 0,8705
NR1H4 Up 61,792 0,1170 Down 2,7 0,5580
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Kada se poredila razlika u ekspresiji odabranih gena u grupi pacijenata izmedu dva tipa
bioloskih uzoraka, mogla se uociti statisticki znacajna razlika za Cetiri analizirana gena:
PDzZD3 (P=0,021), P2RY4 (P=0,043), GUCA2B (P=0,002) i TNFSF15 (P=0,001). Za sva
Cetiri gena bila je povecana ekspresija u bioptatima u odnosu na krv (up regulacija). Takode je
zabiljezena povecana ekspresija za NR1H4, a smanjena za VIP, ali ne na signifikantnom
nivou. U poredenju razlike u ekspresiji kod grupe zdravih ispitanika izmedu krvi i tkiva,
takode se mogla uociti povecana ekspresija gena na statisti¢ki znacajnom nivou za tri gena
TNFSF15 (P=0,001), VIP (P=0,018) i GUCA2B (P=0,001). Za P2RY4 je uocena smanjena, a
PDZD3 i NR1H4 poveéana ekspresija gena u biopsijama u odnosu na krv kod grupe

pacijenata, ali ne na signifikantnom nivou (Tabela 45).

Tabela 45: Razlika u ekspresiji analiziranih gena izmedu krvi i biopsija u grupi

pacijenata i u grupi zdravih ispitanika.

U grupi pacijenata U grupi kontrola

Gen Up/down Factor P Up/down Factor P
TNFSF15  Up 10,643 0,001 Up 25,69 0,001
P2RY4 Up 3,382 0,043 Down 1,212 0,888
VIP Down 2,471 0,5615 Up 9,348 0,018
GUCA2B  Up 188,64 0,002 Up 2093,163 0,001
PDzZD3 Up 6,068 0,021 Up 3,491 0,1005
NR1H4 Up 1,301 0,9025 Up 15,608 0,3835

Kod analize podtipova za IBS, u poredenju oboljelih dijareja podtip (IBS-D) sa
zdravim kontrolama, nije bilo statisti¢ki znacajne razlike izmedu grupa ni za jedan od
analiziranih gena, niti u krvi, niti u biopsijama. U poredenju razlike u ekspresiji gena kod
oboljelih podtip konstipacija (IBS-C) u biopsijama uocena je povecana ekspresija NR1H4
gena kod pacijenata za oko 28,8 puta u odnosu na zdrave kontrole na signifikantnom nivou
(P=0,002). U poredenju mijesanog podtipa (IBS-M) sa grupom zdravih kontrola uocene su
statisti¢ki znaCajne povecane ekspresije gena u krvi za TNFSF15 (P=0,005) i VIP (P=0,025).
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4.6. Analiza Kkorelacija izmedu genetiCkih Kkarakteristika sindroma

iritabilnog kolona i klini¢kih parametara

U analizi korelacije testirana je povezanost izmedu dvije varijable: genetickih
karakteristika sindroma iritabilnog kolona i klinickih parametra prikupljenih anketiranjem
pacijenata pomocu operacionalizovanih klini¢kih upitnika. Dobijeni su rezultati koji pokazuju
da varijacija u genskoj ekspresiji pracena specificnom varijacijom u ukupnoj vrijednosti

(score) za upitnik (Tabela 46).

Tabela 46: Rezultati korelacija izmedu ekspresije gena i klinickih upitnika za grupu

pacijenata i grupu kontrola; r-koeficijent korelacije; P<0,05.

Klini¢ki Grupa kontrola Grupa pacijenata
upitnici  Ekspresija gena r P Ekspresija gena r P
Sum PDZD krv -0,548 0,018
P2RY4 krv -0,731 0,025 —
VSI PDZD biopsija -0,708 0,033
Sum
- - - PDZD krv 0,472 0,045
GSRS
Sum
GUCA2Bkrv 0,734 0,024 - - -
PHQ
Sum
HAD

U grupi pacijenata za ekspresiju gena PDZD u krvi postoji negativna korelacija srednje
jacine (r= 0,548) sa ukupnim skorom VSI upitnika na statisticki zna¢ajnom nivou (P=0,018).
Takode za ekspresiju gena PDZD u biopsijama utvrdeno je postoji negativna i snazna
povezanost (r= - 0,708) sa ukupnim skorom VSI upitnika na statisti¢ki znacajnom nivou
(P=0,033). U grupi pacijenata utvrdena je takode i pozitivna korelacija srednje jacine i izmedu
ekspresije gena PDZD u krvi (r = 0,472) i ukupnog skora GSRS upitnika (P=0,045).

U ispitivanoj grupi utvrdena je negativna korelacija srednje jacine izmedu ekspresije
PDZD gena u krvi sa tackom 10 VSI upitnika (r=-0,490, P=0,039) i tatkom 13 VSI upitnika
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(r=-0,513, P=0,03), kao i izmedu ekspresije PDZD gena u biopsiji kolona i tacke 11 VSI
klini¢kog upitnika (r= -0,680, P=0,44). Takode, utvrdena je i pozitivna korelacija izmedu
ekspresije PDZD gena iz krvi i pitanja broj 7 (r=0,514, P=0,029), pitanja 9 (r=0,568,
P=0,014) i pitanja 11 GSRS klini¢kog upitnika (r=0,699, P=0,001).

U kontrolnoj grupi ekspresija gena P2RY4 iz krvi nalazi se u jakoj negativnoj
korelaciji (r= -0,731, P = 0,025) sa ukupnim skorom VSI upitnika, a ekspresija gena
GUCAZ2B iz krvi u jakoj pozitivnoj korelaciji (r=0,734, P=0,024) sa ukupnim skorom PHQ
upitnika.
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5. DISKUSIJA

Sindrom iritabilnog kolona smatra se biopsihosocijalnim poremec¢ajem cija je pojava
najc¢eS¢e posljedica interakcija izmedu viSe faktora koji ukljuuju poremecaje motiliteta
crijeva, abnormalnosti gastrointestinalne senzacije, razliite upale i infekcije crijeva, promjene
u aferentnim senzornim informacijama, psihi¢kih 1 afektivnih poremecaja. Predlozeno je
nekoliko modela da se opiSe i objasni sindrom iritabilnog kolona, ali svaki od tih modela se
fokusira na odredene i konkretne aspekte ili mehanizme ovoga poremecaja. U ovoj doktorskoj
disertaciji se nastojalo da se predstave i razmotre razliite determinante IBS-a i njegovih
simptoma kroz individualni pristup pacijenata i procjenu njegovog psiho-fizickog statusa, kroz
odgovore na klinicke upitnike gdje su ispitanici mogli da daju svoju subjektivnu ocjenu, a
zatim i kroz razli¢ite geneticke analize, analize udruzenosti prema modelu case-control
studije, analize genske ekspresije u razli¢itim tkivima, i na kraju kroz analize korelacije gdje
se nastojalo ispitati da li postoji eventualna povezanost izmedu analiziranih gena i klinickog

fenotipa.

Predlozena doktorska disertacija predstavlja kolaborativni nau¢noistrazivacki projekat
izmedu Odjeljenja gastroenterologije i hepatologije Klinike za unutra$nje bolesti
Univerzitetsko klini¢kog centra Republike Srpske u Banjoj Luci i Laboratorije za humanu
genetiku Instituta za geneticko inzenjerstvo i biotehnologiju Univerziteta u Sarajevu. U studiji
je ucestvovalo 29 osoba, 20 pacijenata i 9 kontrola. Iako je na pocetku realizacije projekta bilo
predvideno prikupljanje veceg uzorka, i to po 20 ispitanika i u ispitivanoj i u kontrolnoj grupi,
naisli smo na objektivne poteskoce prilikom sakupljanja uzoraka. Stoga je timski odluceno da
se faza prikupljanja okon¢a nakon dvije godine. Na najveé¢i problem smo nailazili kod
sakupljanja uzoraka od zdravih ispitanika, sto se moglo i vidjeti po ukupnom broju kontrolnih
uzoraka. Neki od njih su Zeljeli uéestvovati u studiji, ali nisu Zeljeli dati uzorak biopsije jer bi
to znacilo da moraju proé¢i kroz endoskopiju. Svi ucesnici u kontrolnoj grupi su pristali dati
uzorak krvi smatrajuéi da je to manje bolno i vise prihvatljivo. Jednostavnije je bilo prikupiti
uzorke od pacijenata jer su svakako prolazili procedure vadenja krvi, a neki i endoskopije.
Uzorci koji su prikupljeni na odjeljenju gastroenterologije i hepatologije Klinike za unutraSnje
bolesti u Banjoj Luci transportovani su u hladnom rezimu u Laboratoriju za humanu genetiku

u Sarajevu gdje je izvrSena dalja laboratorijska analiza uzoraka. Svi ucesnici u studiji su bili
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jasno informisani o ciljevima istrazivanja, o trajanju studije, kao i o moguéim rizicima, a
svojeru¢nim potpisom informisanog pristanka su dali saglasnost o dobrovoljnom uceséu u
studiji. Prije samog izvodenja ove studije Eticki komitet Univerzitetsko-klinickog centra
Republike Srpske je bio upoznat sa metodologijom i radom te je aktom odobrio njegovu
realizaciju. Studija je izvrSena u potpunosti u skladu sa odredbama protokola, vazecih

nacionalnih zakona i propisa HelsinSke deklaracije.

5.1. Upitnici

U ovoj studiji pacijenti, kod kojih je dijagnostifikovan IBS i zdrave kontrole
samostalno su ispunile sva cetiri predvidena klinicka upitnika kako bi se postigla §to vecéa
subjektivnost i iskrenost u odgovorima. Svi upitnici su bili anonimni i obje grupe ispitanika
imale su dovoljno vremena da razmisle o odgovorima. Pored toga, zajedno sa ljekarom
specijalistom dali su podatke za CRF koji je bio pripremljen u dvije varijante, za pacijente i za

zdrave ispitanike.
5.1.1. CRF

Ovaj upitnik sadrzi osnovne identifikacione i demografske podatke i Sifrovan je,
odnosno dodijeljen mu je jedinstveni identifikacioni broj, kako bi se sacuvao integritet
ucesnika studije. Neka pitanja iz CRF upitnika su se odnosila i na klinicku, personalnu i
porodi¢nu istoriju, a ucesnici su na osnovu Bristolske karte dali informacije o promjenama
stolice. Ovim upitnikom moglo se saznati vise o navikama ucesnika u studiji, da li je pusac, da

li konzumira alkohol, da li ima alergiju na neku hranu 1 sli¢no.

Na osnovu CRF upitnika dobijene su informacije o brojnoj, polnoj i starosnoj strukturi
grupe pacijenata i kontrolne grupe. Sto se ti¢e brojnosti i polne strukture od 20 pacijenata,
koliko je ucestvovalo u studiji, 11 je bilo muskaraca, a 9 zena, a od ukupno 9 kontrola, bilo je
7 muskaraca i 2 zene. Moze se zakljuciti da je uzorak izjednacen po distribuciji polova u grupi
pacijenata, dok je u kontrolnoj grupi o€igledna razlika u distribuciji polova $to se djelimi¢no
moze objasniti procedurama kroz koje su zdravi ucesnici trebali na dobrovojnoj osnovi da

produ (vadenje krvi, kolonoskopija).
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Kada je u pitanju starosna struktura, prosjec¢na starost u grupi pacijenata je bila 46,5
godina (prosjecna starost muskaraca 49,6; prosjecna starost zena 42,5), a u kontrolnoj grupi
48,7 godina (prosjecna starost muskaraca 48,6; prosjecna starost Zena 49,5), te se na osnovu
prosjecnih starosti moze zakljuciti da nije bilo statisticki signifikantne razlike izmedu ove

dvije grupe (P>0,05).
5.1.2. GSRS

Skala procjene gastrointestinalnih simptoma (GSRS), verzija prilagodena za IBS je
skala koja sadzi 13 tac¢aka na osnovu kojih su pacijenti i zdravi ispitanici dali subjektivnu
procjenu o gastrointestinalnim tegobama u proteklih sedam dana. Na osnovu sumiranih
rezultata moglo se vidjeti da postoji statisti¢ki signifikantna razlika kod grupe pacijenata u
odnosu na kontrolu za pitanja koja se ticu nelagode u stomaku, boli i nelagode nakon
praznjenja crijeva, osjecaja nadutosti, gasova, proljeva, Ceste stolice, tvrde stolice, osjecaja
sitosti nakon jela i vidljive nadutosti stomaka. Ovaj nalaz je potpuno u skladu sa klinickom

slikom pacijenata oboljelih od IBS-a.

U analizi poredenja specificnih podtipova IBS-a moglo se vidjeti da postoji statisticki
signifikantna razlika izmedu IBS-D pacijenata i zdravih kontrola kada su u pitanju vecina
simptoma. Kod IBS-D pacijenata za razliku od kontrola bolovi u stomaku su stvarali nelagodu
u proteklih sedam dana, javljala se nelagoda i nakon praznjenja crijeva, imali su osjecaj
nadutosti, gasove i proljev. IBS-D pacijenti takode su imali Cestu stolicu, hitnu potrebu za

praznjenjem crijeva i nadutost stomaka.

IBS-C pacijenti u odnosu na kontrole imali su bolove i nelagodu u stomaku, nelagodu
nakon praznjenja crijeva, osjecaj nadutosti, gasove, zatvor i tvrdu stolicu, osjecaj sitosti duze

vremena nakon jela te osje¢aj nadutosti.

IBS-M pacijenti u odnosu na kontrolu imali su bol i nelagodu, osje¢aj nadutosti, te
gasove. Na osnovu odgovora dobijenih GSRS upitnikom za IBS-M po pitanju konzistencije
stolice, pacijenti u odnosu na kontrolnu grupu su ¢esée imali proljev, ¢estu i tvrdu stolicu,
odnosno ono §to je i karakteristico za mijeSani tip sindroma iritabilnog kolona, a to je da se
smjenjuju epizode sa konstipacijom i dijarejom. Takode IBS-M pacijenti su imali i vidljivu

nadutost stomaka u poredenju sa kontrolama.
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Sve navedene subjektivne procjene pacijenata su u potpunoj saglasnosti sa njihovom
klinickom slikom i Rim III kriterijjumom na osnovu koga je i dijagnostifikovano oboljenje kao

i specifi¢ni podtip za svakog pacijenta.
5.1.3. PHQ-15

Zahvaljuju¢i upitniku koji se tice skale jacine somatskih simptoma dosSlo se do
podataka o subjektivnoj procjeni somatizacije i ozbijnosti simptoma kod pacijenata oboljelih
od sindroma iritabilnog kolona, kao i njegovih podtipova. Na osnovu rezultata ovoga
klini¢kog upitnika moglo se zakljuciti da postoji evidentna razlika na signifikantnom nivou
izmedu pacijenata i kontrolne grupe za simptome koji se ticu stomacnih bolova, zatvora, ¢este
stolice, proljeva, mucnine, gasova ili slabe probave, osjecaja umora ili gubitka energije i

problema sa spavanjem.

Na osnhovu analize subjektivnih procjena somatskih simptoma kod specifi¢nih
podtipova, IBS-D i IBS-C su imali u odnosu na kontrolnu grupu simptome kao $to su kratkoc¢a
daha, problem i bolovi tokom polnog odnosa, zatvor, ¢estu stolicu, proljev, mu¢ninu, gasove
ili slabu probavu, osec¢aj umora ili gubitak energije. IBS-C pacijenti su dodatno imali
stomacne bolove, bolove u ledima, bolove u rukama, nogama ili zglobovima, a kod zenskih
pacijenata registrovani su menstrualni gréevi. Pacijenti podtipa IBS-M imali su samo jedan
simptom u odnosu na kontrolnu grupu ispitanika, a to je stomac¢na bol Sto moze da sugeriSe na
to da su ovi pacijenti prema njihovoj subjektivnoj procjeni sa najmanjim stepenom
stepenom somatizacije, odnosno oni pacijenti kod kojih se psihicke i emocionalne promjene

najviSe odrazavaju na tjelesnom planu su pacijenti sa IBS-C.
5.1.4. VSI

Poremecaj centralne kontrole mozga za mehanizame koji moduliraju pokretljivost
crijeva mogu biti vazniji od disfunkcije samih crijeva. Ve¢ je re¢eno da anksioznost, koja je u
vezi sa gastrointestinalnim senzacijama ili simptomima, igra znacajnu ulogu u patofiziologiji
IBS pacijenata, a VSI se pokazao kao pouzdan i validan upitnik pomocu kojeg je izvedena

subjektivna ocjena tjeskobnog stanja pacijenta u vezi sa gastrointestinalnim simptomima.
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Na osnovu rezultata moglo se vidjeti da postoji statisticki signifikantna razlika izmedu
pacijenata i kontrola po pitanju svih ta¢aka VSI upitnika Sto znaci da su svi pacijenti imali
osjecaj tjeskobe, prestrasenosti, pojave straha cak i do panike, unutrasnji nemir i strepnju pri
¢emu dominira iS¢ekivanje nekog loseg 1 nepovoljnog ishoda. Pacijenti IBS-D podtipa takode
su imali razliku u odgovorima na sve tacke u odnosu na zdrave ispitanike na signifikantnom
nivou, a IBS-C na sve osim na drugu tacku $to pokazuje da IBS-C pacijenti ipak ne moraju
imati osjecaj tjeskobe vezan za jelo na nekom novom mjestu kao $to ga imaju pacijenti IBS-D.
Pacijenti IBS-M se ne razlikuju od kontrolnih ispitanika na osnovu tacaka 9, 101 15, a to je da
ne moraju prvo potraziti toalet kada se nadu na novom mjestu, ne osjecaju konstantnu
senzaciju u stomaku i ne razmisljaju stalno o tome §ta im se deSava u stomaku §to navodi na
zaklju¢ak da IBS-M pacijenti u najmanjoj mjeri osjecaju tjeskobu, napetost i strah vezane za

gastrointestinalne simptome.
5.1.5. HAD

Istrazivanja u nekoliko zemalja su pokazala da IBS pacijenti imaju veéi nivo
neuroticizma od zdravih osoba. Neuroticizam se odnosi na Siroki spektar individualnih razlika
u tendenciji dozivljavanja negativnih emocija, udruZzenosti ponasanja i kognitivnih osobina.
Neke od osobina koje definiSu neuroticizam su strah, anksioznost, bespomocnost,
razdrazljivost. Kod IBS pacijenata povezan je visok stepen neuroticizma sa pojacanim bolom
(Tanum&Malt, 2001) i slabim odgovorom na lijeCenje sa antidepresivima (Tanumé&Malt,
2000).

Upitnik HAD prvobitno su razvili Zigmond i1 Snaith 1983. godine i koristi se u
klini¢koj praksi za procjenu anksioznosti i depresije koju pacijent prozivljava. HAD skala ima
14 stavki od kojih se sedam odnose na anksioznost i isto toliko na depresiju, a osmisljena je sa
ciljem da se registruju psihicke promjene kod pacijenata sa fizickim zdravstvenim
problemima. Oko % IBS pacijenata tvrde da stres uzrokuje bol u abdomenu i promjenu u
motilitetu crijeva. Pacijenti oboljeli od IBS-a prijavljuju znatno veci broj stresnih dozivljaja i

ranih nezeljenih iskustava u odnosu na druge pacijente (Zigmond&Snaith, 1983).

Prema rezultatima ovog upitnika pokazalo se da postoji statisticki znacajna razlika

izmedu grupe pacijenata i zdravih ispitanika kada je rije¢ o svim tackama HAD klinickog
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upitnika. Takode, to isto vazi i kada je rije¢ o IBS-C pacijentima §to znaci da oni prema
subjektivnim procjenama, prozivljavaju najveci stepen anksioznosti i depresije. Pacijenti IBS-
D prema subjektivnoj procjeni mogu i dalje uzivati u stvarima u kojima su ranije uzivali, ne
obuzima ih osje¢aj usplahirenosti, raduju se stvarima sa uzivanjem te se po pitanju tih
odgovora ne razlikuju od kontrola na osnovu ¢ega se moze zakljuciti da su pacijenti IBS-D
manje anksiozni i depresivni u odnosu na IBS-C. Pacijenti IBS-M imaju najmanje izrazen
stepen anksioznosti i depresije, odnosno najvise su sli¢ni kontrolama od ostala dva podtipa
IBS-a, te oni i dalje mogu da uzivaju u stvarima kao i prije, mogu da se smiju i dozivljavaju
smijesnu stranu stvari, raduju se stvarima sa uzivanjem te mogu da uzivaju ¢itajuci knjigu ili

gledaju televizijski program.

Na osnovu analiziranih klinickih upitnika mozemo zaklju¢iti da je IBS
biopsihosocijalni poremecaj koji o€ito nastaje pod stresom, te da bioloske, drustvene i
psiholoske komponente igraju ulogu u percepciji bolesti 1 stvaranju simptoma. Ovo su dakle,
subjektivne procjene svakog ispitanika $to objektivno ne mora da predstavlja njegovo pravo
stanje. To se prvenstveno odnosi na pacijente koji ispoljavaju veci stepen neuroticizma i koji
mogu blage somatske simptome interpretirati kao ozbiljne. Kako bi se $to efikasnije pristupilo

obradi i lijeenju pacijenta sa IBS-om, svi ovi faktori bi se svakako trebali uzeti u obzir.

5.2. Asocijacije odabranih genetickih polimorfizama sa sindromom

iritabilnog kolona

Visceralna preosjetljivost je glavna patofizioloska karakteristika IBS-a, ali molekularni
mehanizmi koji je izazivaju su veoma slabo razjasnjeni. Pored visceralne preosjetljivosti, ono
Sto karakteriSe sindrom iritabilnog kolona su i disfunkcija CNS-a, promjene u motilitetu
crijeva, te razliCite abnormalnosti u neurotransmiterskim sistemima. NajceS¢e ispitivan
neurotransmiterski sistem, na osnovu pregleda dosada$nje literature, je serotoninski. Medutim,
razli¢ite studije su pokazale vaznost i drugih neurotransmiterskih sistema, kao S$to je
norepinefrinski (Zhang et al, 2011) i dopaminski (Shan Li et al, 2006). Takode, poznato je da
su glukokortikoidi odgovorni u fizioloSkom odgovoru na stres kroz mehanizam negativne

povratne sprege te je njihovo regulisanje predlozeno kao potencijalni rizikofaktor vezan za
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psihopatologiju stresa (Cristobal-Narvaez et al, 2016). Na osnovu prethodno navedenoga
izvrSen je i1 odabir polimorfizama u nasoj asocijacijskoj studiji prema case-control modelu.

U analizi koja je sprovedena, od 4456 polimorfizama njih 12 je bilo u okviru gena
FKBPS5. Studija je pokazala da su 2 od 12 bili znacajni nakon Bonferroni korekcije. Dalja
analiza je pokazala da ne postoji udruzenost ovih polimorfizama sa subtipovima 1BS-a,
medutim nalazi pokazuju da FKBP5 gen ipak moze igrati vaznu ulogu u etiologiji IBS-a
(Camileri et al, 2012). U na$oj studiji FKBP5 gen (rs1360780) analizom udruZenosti (Fisher
Exact) nije pokazao statisti¢ki znac¢ajnu asocijaciju sa pojavom IBS-a niti na nivou alelne, niti
na nivou genotipske asocjacije. Genotipske frekvencije su se nalazie u Hardi-Vajnbergovoj
ravnoteZi §to znaci da je dobijen nalaz validan. Za T alel (rs1360780) se smatra da uzrokuje
viSe kortizola (mutant) od C alela, a genotipizacijom naSih uzoraka utvrdeno je da je samo
jedan uzorak (P019) bio homozigot TT dok su ostali pacijenti bili heterozigoti (CT). Kod
kontrola je utvrdeno da su svi bili heterozigoti, samo je K009 bila homozigot CC. Uzorak
PO19 je pacijent podtipa IBS-D, iako je homozigot TT usamljeni slu¢aj u ovoj studiji, dalja
istrazivanja bi mogla da idu u pravcu analiziranja ovog polimorfizma sa specificnim dijareja
predominantnim podtipom kako bi se utvrdila njihova eventualna povezanost. Gen FKBP5
kodira FK506 vezuju¢i protein za koga se smatra da ima ulogu u imunoloskoj reakciji i
reakciji sa glukokortikoidnim receptorima koji doprinose posttraumatskom poremecaju.
Potrebno je dalje ispitivati ovaj gen i njegove polimorfizme kroz studije asocijacija i
neravnoteze povezanosti, kako bi se potvrdilo da FKBP5 pridonosi stvaranju IBS-a, te da se
utvrdi kroz koje puteve sve moZze da djeluje.

Kateholamini u€estvuju u modulaciji gastrointestinalnog motiliteta. Simpaticki nervni
sistem otpusta norepinefrin (NE) koji inhibira acetilholine (Ach) iz motornih neurona (preko
a2 adrenoceptora) §to pobuduje submukozalne neurone i opusta glatku muskulaturu. U
crijevima, se medutim, nalazi i dopamin (DA) u mnogo vecoj koli¢ini nego norepinefrin, a
crijeva sadrze visoku koncentraciju specifi¢cnih dopaminskih metabolita 3, 4-
dihidroksifenilacetilne kiseline. Za dopamin se smatra da opuSta glatku muskulaturu
gastrointestinalnog trakta. Postoji 5 podtipova DA receptora koji se mogu grupisati u dvije
porodice: D1 porodica (ukljucuje D1,i D5 receptore) i D2 porodica (ukljucuje D2, D3 i D4
receptore). Studije na miSevima su pokazale da D2 receptori fizioloski inhibiraju intestinalnu

pokretljivost. Transkripti koji kodiraju D2 i njegov imunoreaktivni protein su ograni¢eni na
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neurone pa se smatra da je D2 vazan posrednik neuronskog dopaminskog odgovora. U
eksperimentu sa transgenim misevima, kod kojih nedostaje D2, povecan je broj transkripata
koji kodiraju tirozin hidroksilazu (TH) i dopaminski transporter (DAT). Stimulacija receptora
D2 ¢ini se vaznom u regulaciji biosinteze dopamina i njegovog ponovnog preuzimanja (preko
DAT-a) (Shan li et al, 2006). U naSoj studiji radena su dva polimorfizma vezana za dopamiski
neurotransmiterski sistem, a to su dopaminski receptor DRD2 i dopaminski transporter DAT.
Analizom asocijacija na nivou alela i genotipova utvdeno je da nije bilo statisti¢ki znacajne
povezanosti izmedu polimorfizma na DRD2 genu i pojave IBS-a. Genotipske frekvencije za
DRD?2 polimorfizam se nisu nalazile u HWE ravnotezi. Takode bilo je odredenog odstupanja
od ravnoteznog stanja i kod genotipskih frekvencija za DAT polimorfizam. Mogu¢i uzroci
odstupanja genotipskih frekvencija posmatranih markera od HWE mogu biti razliciti kod
statistickih populacija u eksperimentalnim uslovima. Odstupanja se mogu javiti kao rezultat
stvarne asocijacije polimorfizma (markera) sa osobinom koja se analizira, ali takode i zbog
male veli¢ine uzorka ili ako je uzorak pristrasan. Razlog takode moze biti i nedovoljna
informativnost markera ili odredene greske u tipizaciji. Kod analize udruzenosti DAT
polimorfizma pronadena je jaka alelska (0,006) i genotipska (0,023) asocijacija sa pojavom
IBS-a §to znaci da je analizirani DAT polimorfizam udruZen sa sindromom iritabilnog kolona
u nasoj grupi pacijenata. Radi se o polimorfizmu promjenjljivog broja tandemskih ponavljanja
(VNTR) koji je opisan je na 3’ nekodiraju¢em regionu na egzonu 15. U vecini slucajeva,
naj¢es¢i polimorfizmi su od 9 1 10 tandemskih ponovaka koji su detektovani i u ovom radu, a
u nekim populacijama primijeceni su i polimorfizmi sa 3, 5, 7, 8 i 11 ponavljanja. Do sada je
prijavljeno nekoliko studija koje govore o udruzenosti nekih klini¢kih fenotipova sa
disregulacijom dopaminskog transporta (ADHD, kokainska zavisnost, alkoholizam, puSenje),

ali ovo je prva koja pokazuj udruzenosti DAT-a sa IBS-om.

Na SERT genu je jo§ 1996. godine identifikovan jedan od prvih polimorfizama, a rije¢
je o promjenjljivom broju tandemskih ponavljanja veli¢ine 17 bp u intronu 2. Prvobitno su
opisane tri varijante od 9, 10 i 12 ponavljanja. U nasem uzorku su takode uocene tri alelne
varijante: 251 bp, 268 bp i 299 bp koje odgovaraju alelnim varijantama od 9, 10 i 12
ponavljanja. Alelna varijanta sa 11 tandemskih ponovaka se najrjede pronalazi u humanoj
populaciji i nije uofena u naSem uzorku. Do sada su radene tri studije udruzenosti ovog

polimorfizma sa IBS-om i niti u jednoj nije pronadena njihova asocijacija. U drugim studijama
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potvrdena je asocijacija haplotipa u kombinaciji kratkog alela na 5-HTTLPR promoteru i alela
od 12 ponavljanja u intronu 2 gena za serotoninski transporter (Niesler et al 2009). U nasem
radu, takode, nije potvrdena asocijacija SRin2 polimorfizma sa pojavom IBS-a, a u analizi
haplotipskih asocijacija SRin2 nije pokazao udruzenost sa pojavom oboljenja niti u jednoj od
kombinacija. Genotipske frekvencije su se nalazile u HWE ravnoteZzi §to potvrduje validnost

rezultata.

U analizi haplotipskih asocijacija za analizirane polimorfizme napravljeno je nekoliko
mogucénosti gdje je softver automatski kreirao nekoliko kombinacija. U kombinacijama od
dva, tri i Cetiri polimorfizma nisu identifikovani oni koji pokazuju statisticki signifikantnu
asocijaciju sa sindromom iritabilnog kolona. Takode, treba napomenuti da ovi haplotipovi i
nisu toliko informativni buduc¢i da se svi analizirani polimorfizmi nalaze na razliCitim

hromozomima.

Na samom pocetku istrazivanja prilikom definisanja ovoga rada postavljeni cijevi bili
su da se utvrdi da li postoji znacajna razlika u distribuciji alelnih, genotipskih i haplotipskih
frekvencija odabranih polimorfizama izmedu grupe pacijenata sa IBS-om i zdravih ispitanika.
Ovim prospektivnim istrazivanjem utvrdeno je da postoji alelna i genotipska asocijacija DAT
polimorfizma sa IBS-om, te da osobe koje imaju 434 alel u svom genotipu, imaju 6 puta vecu
vjerovatnocu da ¢e oboljeti od IBS-a u odnosu na osobe koje nemaju ovu varijantu gena. Sama
¢injenica da je ovaj nalaz u dosadasnjim istraZivanjima jedini koji je udruZen sa ovim
klinickim fenotipom, javljaju se moguce ideje u kojem pravcu se treba i¢i u buducim
ispitivanjima. Iako je ve¢ina dosadasnjih istraZivanja bila usmjerena na serotonin, ovim radom
je potvrdeno da dopaminski neurotransmiterski sistem evidentno ima nezanemarljivu ulogu u
etiopatologiji 1BS-a. Ova studija predstavlja vazan korak ne samo u identifikaciji odgovornih
gena 1 njihovih alelnih varijanti za IBS, ve¢ 1 za potpunije razumijevanje ovog fenomenoloski

heterogenog, fenotipski nestabilnog i etioloski kompleksnog oboljenja.
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5.3. Asocijacije varijacija u genskoj ekspresiji i sindroma iritabilnog kolona

Vec je reCeno da je etiopatogeneza IBS-a slabo poznata, a brojne studije koje su radene
ukazuju da razli¢ite upale i imunoloske promjene mogu biti relevantne. Gen TNFSF15 kodira
za sintezu citokina koji pripada tumor nekroznim faktorima (TNF) ligand porodice. Ovaj se
protein eksprimira u endotelijalnim ¢elijama u velikoj koli¢ini. Bolesti udruzene sa ovim
genom ukljucuju divertikulus i primarni Zzu¢ni holangitis. Medu njegovim povezanim
putevima su interakcije ligand-receptor i sa imunoloskim funkcijama sluznice. U studiji koja
je radena na pacijentima IBS-D podtipa pronadena je smanjena ekspresija TNFSF15 gena
(P=0,01) (Camilleri et al, 2014). U drugoj studiji ispitivanja su pokazala da G alel
polimorfizma rs4263839 na TNFSF15 genu uzrokuje vecu ekspresiju ovoga gena u krvi i
intestinalnoj mukozi kod IBS-C pacijenata (Zucchelli et al, 2011). U nasoj studiji kada je
radeno poredenje za TNFSF15 gen izmedu grupe pacijenata i zdravih ispitanika, nije bilo
statisticki znacajne razlike niti u uzorcima Kkrvi, niti u biopsijama kontrola. Kada je analizirana
njegova ekspresija u grupi pacijenata, pri ¢emu je poredena koli¢ina ekspresije u krvi i tkivu,
nalaz je pokazao da postoji povecana ekspresija ovoga gena u biopsijama u odnosu na krv
(P=0,001). Poredena je ekspresija TNFSF15 u krvi i tkivu i kod zdravih ispitanika, gdje je,
takode, zabiljeZena povecana ekspresija ovoga gena (P=0,01). Ovaj nalaz navodi na zakljucak
da njegova up regulacija nije povezana sa pojavom IBS-a sto ide u prilog Cinjenici da se
protein regularno eksprimira u organizmu u velikim koli¢inama. Prethodne studije su pokazale
da rizikoalel G u SNP rs4263839 za koga je dokazano da je asociran sa Kronovom bolescu,
takode udruzen 1 sa IBS-om. Korelacija izmedu genotipa ovoga tackastog polimorfizma 1
ekspresije TNFSF15 otkrivena je kako u perifernoj krvi, tako i u rektalnim biopsijama zdravih
osoba (Zucchelli et al, 2011) §to se u potpunosti podudara i sa nasim nalazom. IzvrSeno je
takode 1 poredenje ekspresije TNFSF15 gena izmedu specifi¢nih podtipova IBS pacijenata 1
grupe zdravih ispitanika. U ovim analizama asocijacija ekspresije gena pronadena je poveéana
regulacija kod IBS-M pacijenata (P=0,005) u krvi. Uzimajuéi u obzir nalaze iz prethodnih
studija (Camilleri et al, 2014) gdje je ekspresija ovog gena smanjena kod IBS-D pacijenata,
mozemo zakljuciti da su pacijenti IBS-M vise sli¢ni kontrolnim ispitanicima od pacijenata sa

dijarejom, i to ne samo na nivou klini¢kog fenotipa.
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Za P2RY4 gen je poznato da kodira protein ¢ija je funkcija transport jona u
gastrointestinalnom traktu. U prethodnim studijama je pronadeno da postoji povecana
ekspresija ovog gena u biopsijama kod IBS pacijenata sa dijarejom u odnosu na zdrave
kontrole (Camilleri et al, 2014). U naSoj studiji kada su poredene grupe IBS pacijenata i
zdravih ispitanika, nije bilo razlike u ekspresiji za P2RY4 gen. U poredenju ekspresije u krvi i
biopsije unutar grupe pacijenata pronadena je povecana ekspresija ovoga gena u bioptatima u
odnosu na krv (P=0,043). Za istu analizu u grupi zdravih ispitanika nije pronadena povecana
ekspresija ovoga gena u biopsijama §to nas navodi na zakljuc¢ak da je povecana ekspresija u
tkivu pacijenata svakako povezana sa pojavom IBS-a. Isti nalaz je pronaden i za PDZD3 gen.
U studijama (Camilleri et al, 2014) u biopsijama kolona IBS-D pacijenata je utvrdena
povecana ekspresija PDZD3 gena u odnosu na zdrave kontrole. U naSem slucaju nije bilo
statistiCki znaCajne razlike izmedu IBS pacijenata 1 kontrola, §to se moze objasniti malim
uzorkom i relativno malim brojem IBS pacijenata sa dijareja podtipom u ukupnom broju
oboljelih (8 IBS-D od ukupno 20 pacijenata). Kada se poredila ekspresija u biopsijama u
poredenju sa krvi, u grupi pacijenata je pronadena povecana ekspresija u biopsijama u odnosu
na krv (P=0,021), dok u grupi zdravih ispitanika nije pronadena, $to bi se svakako moglo

povezati sa pojavom IBS-a.

Gen GUCAZ2B kodira uroguanilin, endogeni ligand za GC-C receptor, povecavajuéi
ciklicni GMP, sekreciju hlora i vode, te ima ulogu u transpotu jona u crijevima. U prethodnim
studijama je identifikovan jo$ jedan pozitivno dereguliran jonski transportni mehanizam
GUCA2B gena (Camilleri et al, 2014). Kod IBS-D pacijenata je zabiljeZzena povecana
ekspresija ovoga gena u tkivu biopsije kod pacijenata u odnosu na zdrave ispitanike. U nasoj
studiji nije zabiljezena statisticki znaajna razlika u grupama pacijenata 1 kontrola. U
poredenju ekspresije u krvi 1 biopsije kod grupe pacijenata pronadena je povecana ekspresija
ovoga gena u bioptatima u odnosu na krv, ali takode isti nalaz je pronaden i U grupi zdravih
ispitanika, tako da se moze zakljuciti da u nasem slucaju povecana ekspresija GUCA2B gena
u biopsiji najvjerovatnije nije povezana sa pojavom IBS-a. Takode, u analizi povezanosti
ekspresije gena sa specificnim podtipovima IBS-a, nije bilo znafajne razlike u regulaciji
GUCA2B u poredenju sa kontrolnim ispitanicima. Medu intestinalnim sekretornim
mehanizmima, povecana ekspresija GUCA2B i P2RY4 gena je povezana sa povecanom

sekrecijom elektrolita i tekuc¢ine u enterocitima i submukoznim neuronima, a povecana
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ekspresija PDZD3 je povezana sa povecanom sekrecijom natrijumovih jona i apsorpcijom

te¢nosti, ili pove¢anjem hlora i sekrecijom te¢nosti (Camilleri et al, 2014).

Gen NR1H4 kodira receptor farnesoid X (FXR) koji je vezan za detekciju nivoa zu¢ne
kiseline. PoviSeni nivo zucne kiseline aktivira FXR koji indukuje smanjenje biosinteze zucne
kiseline u hepatocitama. U prethodnim studijama vezanim za ekspresiju gena uoc¢ena je
grani¢na povecana ekspresija NR1H4 gena kod pacijenata sa IBS-D (Camilleri et al, 2014). U
nasoj studiji, ovaj gen u grupi pacijenata sa IBS-C je bio povecano eksprimiran (P=0,002).
Aktivacija ovoga gena spreCava hemijski indukovano zapaljenje crijeva sa pojacanim
simptomima kolitisa, inhibicije epitelijalne permeabilnosti i gubitkom peharastih ¢elija na
modelu misa. Ekspresija ovoga gena se smanjuje kod bolesnika u sluznici kolona sa
primarnim skleroziraju¢im holangitisom. Ovo su podaci koji ukazuju na mogucu protektivnu

ulogu NR1H4 gena i njegovoj ekspresiji u kolonu (https://www.omim.org/entry/603826).

Sami poceci u ispitivanju vazoaktivnog intestinalnog polipeptida vezuje se za davnu
1980. godinu kada je histohemijskim metodama dokazan povecan sadrzaj VIP-a u mukozi i
submukozi pacijenata oboljelih od Kronove bolesti. Promjena u inervaciji VIP-a moze biti
prisutna i u susjednim histoloski normalnim dijelovima crijeva kod pacijenata oboljelih od
Kronove bolesti kao odgovor na iritiraju¢i podsticaj upalnog procesa ili kao izlijeCen dio
prethodno upaljenog crijeva (Bishop et al, 1980). Koristenjem specifi¢nih radioimunoloskih
testova istrazivanja su pokazala da postoji znacajano smanjenje VIP-a u rektalnoj sluznici i
sluznici kolona kod pacijenata sa ulceroznim kolitisom u poredenju sa zdravim ispitanicima, a
promjena VIP-a je u korelaciji sa stepenom upale sluznice (Surrenti et al, 1993). Dalja
istrazivanja su iSla u smjeru ispitivanja stresa kao glavnog uzroka Kronove bolesti i
ulcerativnog kolitisa, a glavni geni kandidati trebali su da odgovore na dva uslova: da imaju
ulogu u regulaciji imuniteta 1 ¢elijske odbrane od oStecenja tkiva 1 da imaju ulogu u odgovoru
na stres (Maunder, 1999). Medline pretrazivanjem, medu Sest kandidata naSao se i VIP gen.
Neuroni submukoznog pleksusa (ENS) otpustaju VIP u lamina propria-u, ali ga takode mogu
oslobadati i peritonealni mastociti, trombociti, eozinofili, bazofili i neutrofili. VIP ima
mjeSovitu regulatornu ulogu koja je pretezno inhibitorna, a nalazi su sugerisali da moze da
bude smanjena ekspresija ovoga gena kao odgovor na stres (Maunder, 1999). lzazivanje

kolitisa trinitrobenzin-sulfidnom kiselinom (TNBS) na modelu misa pokazao je viscelarnu i
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somatsku preosjetljivost, a zabiljezeno je da ovaj intezivni Kolitis oponasa post infekcijski PI-
IBS. VIP je od nedavno prepoznat i kao obecavajuc¢a farmakoterapijska meta zbog njegove
uloge u olakSavanju ukupne pokretljivosti crijeva i snazan je relaksant misi¢a crijeva. Ima
Siroku distribuciju u tijelu i mnoge fizioloske efekte ukljucujuéi egzokrinu i endokrinu
sekreciju, neuroprotektivnu ulogu, ulogu u ¢elijskoj diferencijaciji i ulogu u regulaciji imunog
odgovora (Del Valle-Pinero et al, 2015). U studijama ekspresije gena kod IBS pacijenata sa
dijarejom zabiljezena je smanjena ekspresija VIP gena u biopsijama u odnosu na zdrave
ispitanike (Camilleri et al, 2014). U naSoj studiji je takode zabiljezena smanjena ekspresija
VIP gena (negativna deregulacija) u biopsijama pacijenata u odnosu na kontrolne ispitanike. U
poredenju ekspresije gena u istoj grupi ali razli¢itim tkivima, zabiljezena je povecana
ekspresija ovoga gena u biopsijama kod zdravih ispitanika $to sugeriSe na protektivnu ulogu
VIP-a u eliminaciji pro-1BS faktora rizika. Ono §to je takode zanimljivo je to da je zabiljezena
njegova povecana ekspresija u krvi kod IBS-M pacijenata, a to se moze povezati Sa

.....

nego IBS-D pacijentima.

5.4. Korelacije izmedu ekspresija i klini¢kih fenotipova

Jedna od najvecih poteskoca prilikom dijagnostifikovanja i lije¢enja IBS-a je svakako
njegov izrazito heterogeni fenotip kao i sama multifaktorska priroda oboljenja. Analizama
korelacije smo ispitali da li postoji eventualna povezanost izmedu varijacije u ekspresiji gena

u razli¢itim tkivima i determinisanih klini¢kih fenotipova sa dijagnozom IBS-a.

U grupi pacijenata najinformativnijim genom se pokazao PDZD3 ¢ija je funkcija
prvenstveno u regulaciji jonskog transporta. Analizama je pokazano da stoji u negativnoj
korelaciji sa ukupnom sumom odgovora VSI klini¢kog upitnika koji se odnosi na specifi¢nu
anksioznost pacijenata u vezi sa njihovim gastrointestinalnim simptomima. Ovo znaci da §to je
manji rezultati u skoru VSI upitnika, veca je ekspresija ovoga gena u tkivu i krvi. Takode je
ustanovljeno da se odredena pitanja VSI upitnika nalaze u negativnoj korelaciji sa ekspresijom
istoga gena, odnosno da je kod pacijenata koji konstantno osjecaju senzaciju u stomaku, ¢im

osjecaju nelagodu uplase se, te kod pacijenata koji ¢esto misle da su tegobe koje imaju vezane
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za neku teSku bolest, povecana ekspresija PDZD3 gena. Analizama je utvrdeno da ekspresija
PDZD3 gena stoji u pozitivnoj korelaciji sa GSRS upitnikom Kkoji je prilagoden za pacijente sa
IBS-om, a odnosi se na subjektivnu procjenu jacine gastrointestinalnih simptoma. Dakle,
pozitivna korelacija ukazuje na to da veéi ukupan skor pitanja GSRS upitnika korelira sa
povecéanom ekspresijom u krvi PDZD3 gena kod pacijenata. Takode, neka pitanja GSRS
upitnika pokazuju srednje jaku korelaciju sa ekspresijom ovoga gena, a odnose se na Cestu
stolicu, hitnu potrebu za praZznjenjem crijeva, te na osjecaj sitosti ubrzo nakon pocetka jela.
Ovi rezultati korelacija PDZD3 gena sa VSI i GSRS klini¢ckim upitnicima, te sa nekim
njihovim specifiénim odgovorima, podudaraju se sa nalazima prethodnih studija da je kod
pacijenata sa predominantnom dijarejom utvrdena povecana ekspresija ovoga gena u tkivu
pacijenata. Studije su pokazale da je inace poveéana ekspresija ovoga gena u tkivu pacijenata
u odnosu na kontrolne ispitanike (Camilleri et al, 2014), a nasa studija je pokazala da je veca

ekspresija ovoga gena u tkivu nego u krvi kod pacijenata oboljelih od IBS-a.

Uradena je korelacija i za grupu sa zdravim ispitanicima da bi se utvrdilo da pronadena
korelacija kod pacijenata je svojstvena samo za tu grupu. Kod zdravih ispitanika PDZD3 gen
nije korelirao niti sa jednim klini¢kim upitnikom $to potvrduje validnost korelacije. U grupi
zdravih kontrola je pronadena negativna korelacija ekspresije P2RY4 gena u krvi i VSI
upitnika, kao i ekspresije GUCA2B u krvi i PHQ15 skale. Ovaj nalaz sugerira mogucu
korelaciju ispitanika sa njihovom procjenom anksioznosti i jacine nekih somatskih simptoma u
kontrolnoj grupi, a kako je grupa kontrola formirana na osnovu osoba koji su se javljali
gastroenterologu zbog sumnje i pozitivne porodi¢ne anamneze na kolorektalni kancer, onda se
ova korelacija najprije moze dovesti u vezu sa tim stanjem, a nikako sa IBS-om. Kontrolna
grupa ispitanika je grupa zdravih osoba §to mozemo sa sigurno$¢u tvrditi samo kad je u

pitanju sindrom iritabilnog kolona, a nikako za njihovo opste psiho-fizi¢ko stanje.
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6. ZAKLJUCAK

U ovu studiju je ukljuc¢eno ukupno 29 ispitanika, 20 pacijenata kojima je na osnovu
Roma I kriterijuma dijagnostifikovan IBS i 9 kontrolnih ispitanika koji nisu imali nikakvih

simptoma vezanih za IBS.

Obrada svih pacijenata i zdravih kontrola, kao i prikupljanje uzoraka realizovano je
uz pomo¢ ljekara specijaliste gastroenterologa i hepatologa sa Klinike za unutrasnje bolesti
UKC RS i tehnicara. Eticki komitet UKC RS je dao odobrenje za izvodenje studije, svi
ispitanici su dali saglasnost za ucestvovanje u studiji te potpisali informativni pristanak.
Studija je u potpunosti sprovedena u skladu sa odredbama protokola, vaze¢ih nacionalnih

zakona, kao 1 pravila i propisa donesenih HelsinsSkom deklaracijom.

Svi ucesnici studije su samostalno ispunili Cetiri klinicka upitnika HAD, PHQ15,
GSRS-IBS 1 VSI ¢ime se postigla ve¢a objektivnost 1 iskrenost u odgovorima, a dobila

subjektivna procjena njihove klinicke slike, simptoma i psiholoskih aspekata.

Imajuéi u vidu dobijene rezultate moZzemo zakljuéiti da standardna metoda izolacije
DNK isoljavanjem (Miller et al, 1988) se pokazala pouzdanom gdje je dobijena DNK
odgovarajuceg kvaliteta koja je zadovoljila potrebe eksperimenta ovoga tipa, a vizualizacija na
horizontalnoj gel elektroforezi i razdvajanje fragmenata na sekvenceru Genetic Analyzer

pokazala se zadovoljavaju¢ima.

Razvijene su originalne metode amplifikacije za polimorfizme FKBP5, DRD2, DAT
i SRIn2 koji su se pokazali validnim i pouzdanim za genotipizaciju potencijalno suspektnih

gena odnosno polimorfizama vezanih za IBS.

Nakon genotipizacije izraCunate su frekvencije gena i1 genotipova, kao 1 HWE.
Genotipske frekvencije za DAT 1 DRD2 polimorfizam se nisu nalazile u ravnotezi. Odstupanja
od HWE mogu da ukazu na stvarnu asocijaciju polimorfizma sa IBS-om, ali i na nedovoljnu

informativnost polimorfizma, neku greSku u genotipizaciji ili na mali broj uzoraka.

Kada je u pitanju analiza genske asocijacije sa dijagnozom IBS, nasa studija je

pokazala da DAT ima jaku statisticki signifikantnu udruZenost sa sindromom iritabilnog
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kolona, kako na nivou alela (P=0,006), tako i na nivou genotipova (P=0,031), te se procjenjuje

da osobe sa 434 alelom (9 ponavljanja) imaju 6 puta vecu vjerovatno¢u da obole od IBS-a.

U analizi haplotipskih asocijacija za analizirane polimorfizme od dva, tri i Cetiri
polimorfizma nisu identifikovani oni koji pokazuju statisticki signifikantnu asocijaciju

(P<0.05) sa sindromom iritabilnog kolona.

U dosadasnjim istrazivanjma ovo je jedini nalaz da je DAT polimorfizam udruzen sa
IBS klini¢kim fenotipom, te se javljaju moguce ideje u kojem pravcu se treba i¢i u budu¢im
ispitivanjima. lako je vecina dosadasnjih istrazivanja bila usmjerena na serotonin, ovim radom
je potvrdeno da dopaminski neurotransmiterski sistem evidentno ima klju¢nu ulogu u

etiopatologiji IBS-a.

Ekstrakcija RNK iz krvi 1 biopsija kolona izvrSena je veoma uspjesno i jednostavno
uz pomo¢ Quick RNA Mini Prep kita §to se pouzdano potvrdilo odredivanjem njene
koncentracije uz pomo¢ Qubit 2.0 fluorimetra. Allprotect Tissue Reagent se pokazao veoma
pouzdanim za brzu stabilizaciju RNK u tkivima, a posebno je pogodan kod uzoraka koji se

moraju transportovati.

Reakcija reverzne transkripcije pomocu ProtoScript® First Strand cDNA Synthesis
Kita je uspjesna pri ¢emu se stvorila dovoljna koli¢ina kvaltetne ¢cDNK za dalje analize

pomocu Real-Time PCR.

Metoda mjerenja genske ekspresije vizualizacijom sa Sybr green i pomocu
Real-Time PCR-a, dala je validne rezultate za TNFSF15, P2RY4, VIP, GUCA2B,
PDZD3 i NR1H4 gene.

U analizi razlike u ekspresiji gena izmedu pacijenata i kontrola u biopsijama, u nasoj
studiji je uoc¢ena smanjena ekspresija VIP gena na nivou statisticke znacajnosti (P=0,045) ili

za 3,102 puta u grupi pacijenata u odnosu na zdrave kontrole.

U analizi razlika u ekspresiji odabranih gena u grupi pacijenata izmedu krvi i biopsija,
u nasoj studiji je uocena statisticki znaCajna razlika za Cetiri analizirana gena: PDZD3
(P=0,021), P2RY4 (P=0,043), GUCA2B (P=0,002) i TNFSF15 (P=0,001). U poredenju

razlike u ekspresiji kod grupe zdravih ispitanika izmedu krvi 1 tkiva, takode se mogla uociti
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povecana ekspresija na statisticki znacajnom nivou za tri gena: TNFSF15 (P=0,001), VIP

(P=0,018) i GUCA2B (P=0,001).

U poredenju razlike u ekspresiji gena kod oboljelih IBS-C u biopsijama je uoc¢ena
povecana ekspresija NR1H4 gena kod pacijenata za oko 28,8 puta u odnosu na zdrave
kontrole na signifikantnom nivou (P=0,002). U poredenju IBS-M pacijenata sa grupom
zdravih kontrola uoc¢ena je statisticki znacajna povecana ekspresija gena u krvi za TNFSF15
(P=0,005) i VIP (P=0,025).

U analizi korelacija utvrdeno je da postoji negativna korelacija ekspresije PDZD3 gena
u krvi i ukupnog skora VSI upitnika (r= -0,548; P=0,018), te takode negativna korelacija
ekspresije PDZD3 gena u biopsiji i ukupnog skora VSI upitnika (r= - 0,708; P=0,033). U
grupi pacijenata utvrdena je i pozitivna korelacija srednje jacine izmedu ekspresije gena
PDZD u krvi i ukupnog skora GSRS upitnika (r = 0,472; P=0,045). Ovi rezultati korelacija
PDZD3 gena sa VSI i GSRS klini¢kim upitnicima, te sa nekim njihovim specificnim
odgovorima, podudaraju se sa nalazima prethodnih studija gdje je utvrdena poveéana
ekspresija ovoga gena u tkivu pacijenata, kako kod pacijenata sa predominantnom dijarejom,

tako i kod svih pacijenata oboljelih od IBS-a.

Tokom izrade ove studije postojao je veliki broj ogranicenja, od limitiranog broja
uzoraka do limitiranog broja gena za analizu, jer ovakve studije koje ukljucuju sekvenciranja i
analize ekspresije podrazumijevaju vece izdatke koji moraju biti ekonomski i naucno
opravdani. Kao $to se do sada iz svega moglo zakljuditi, klini¢ki fenotip IBS-a nije stabilan, a

genotipsko-fenotipsku asocijaciju je veoma tesko dokazati.

NaSa namjera je bila da se $to bolje rasvijetle mehanizmi i putevi koji dovode do
pojave IBS-a kao jednog multifaktorskog, slozenog, heterogenog, nestabilnog i veoma ¢estog
oboljenja, te da se izdiferencira solidna osnova za buduce studije IBS. Studije kao §to je ova su
vazne, jer zahvaljuju¢i boljem razumijevanju genetickih i negenetickih determinanti IBS,
mozemo doprinijeti boljoj tehnologiji dijagnostike i lijecenja IBS-a sa Sirim socioekonomskim

znacajem.
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