ANALIZA EKSPRESIJE DIVALENTNOG METALNOG TRANSPORTERA 11
FEROPORTINA 1 U INTESTINALNOJ SLUZOKOZI PEDIJATRIJSKIH
PACIJENATA SA KRONOVOM BOLESCU

UvVOD

Inflamatorna bolest creva (IBC) je hroni¢na, imunski-posredovana i progresivna bolest
gastrointestinalnog sistema. Obuhvata dve velike grupe pacijenata — one sa Kronovom
bolesc¢u i one sa ulceroznim kolitisom. lako se bolest moze prezentovati u bilo kom Zivotnom
dobu, oko jedne tre¢ine bolesnika zivi sa oboljenjem od ranog detinjstva ili adolescencije (1).
Pedijatrijski IBC se znacajno razlikuje od adultne forme bolesti. Pedijatrijski pacijenti
neretko imaju tezi oblik oboljenja i ¢eS¢e ekstraintestinalne manifestacije pra¢ene usporenim
rastom i razvojem. Osim toga, znacajno je i sociopsiholosko opterecenje dozivotne hroni¢ne
bolesti (1). Jedna od najces¢ih ekstraintestinalnih komplikacija je anemija, koja se javlja u
znaCajnom broju pacijenata. Njena prevalencija varijabilna je u literaturi, ali odredena
istrazivanja pokazuju da ¢ak 1 do 90% pedijatrijskih pacijenata moze imati znakove
anemijskog sindroma u sklopu prve prezentacije bolesti (2). Glavni uzroci nastanka anemije
kod pacijenata sa IBC su deficit gvozda i anemija usled hroni¢nih bolesti, iako je etiologija
cesto kombinovana (2). Kod pacijenata sa IBC deficit gvozda javlja se usled njegovog
povecanog gubitka, smanjenog unosa ili malapsorpcije (3). Klinicka slika anemijskog
sindroma ukljucuje nespecificne simptome i znake, poput: zamora, glavobolje, vrtoglavice,
dispneje, tahikardije, bledila koze i sluzokoze i drugih znakova, ili moze biti asimptomatska.
Pokazano je da anemijski sindrom, bilo simptomatski ili asimptomatski, zna¢ajno smanjuje
kvalitet zivota pacijenata (2,4). Dijagnoza se postavlja na osnovu anamnestickih, objektivnih
1 laboratorijskih parametara, a standardni laboratorijski kriterijumi za dijagnozu anemijskog
sindroma ukljuuju analize hemoglobina i hematokrita, broja eritrocita i retikulocita,
serumski feritin, transferin, CRP i druge relevantne parametre (5).

Obzirom da ne postoji adekvatan mehanizam eliminacije prekomernog gvozda iz organizma,
njegovi nivoi zavise pretezno od pazljivo regulisane intestinalne apsorpcije (3). Prosecni
dnevni unos gvozda je 10 do 15 mg, dok se samo 10-20% apsorbuje, pretezno u hem obliku.
Non-hem gvozde, koje se naj¢esc¢e nalazi u trivalentnoj formi mora se prevesti u fero oblik
enzimskom redukcijom u Zelucu pre apsorpcije. Divalentni metalni transporter 1 (DMT1),
koji se nalazi pretezno na duodenalnoj sluznici, odgovoran je za transport gvozda kroz
apikalnu membranu enterocita. Tada ima dvojnu sudbinu — moze preko transportera
feroportina 1 (FPN1) na bazolateralnoj membrani biti dopreman do krvi ili biti deponovan u
obliku feritina da bi bio ekskretovan pri eliminaciji enterocita koji se normalno desava svakih
5 dana (6). Hepcidin, protein akutne faze, igra klju¢nu ulogu u regulaciji gvozda, inhibirajuci
njegovu apsorpciju u digestivnom traktu 1 oslobadanje iz makrofaga i depoa u hepatocitima.
Vezujuéi se za feroportin izaziva njegovu internalizaciju i degradaciju. Sinteza hepcidina
regulisana je nivoom gvozda i eritropoetskom aktivno$¢u. Medutim, u inflamatornim
stanjima poput IBC, sinteza hepcidina je povecana usled inflamacije $to moZe doprineti
pogorSanju anemijskog sindroma pacijenata (7).

Iako je primarno mesto apsorpcije gvozda duodenum, novija istrazivanja pokazuju da i kolon
igra vaznu ulogu u ovom procesu (8). Zastupljenost DMT]I sli¢na je u svim segmentima
kolona kao 1 u duodenumu, dok je nivo feroportina tek jedna Cetvrtina one u duodenumu (8).
Odredene studije ukazuju da u IBC dolazi do ushodne regulacije ovih transportera kako u
duodenumu, tako i u kolonu kao kompenzatorni mehanizam korekcije anemije (8,9).



Medutim, istrazivanje Wu 1 saradnika (10) je pokazala znacajno nizu ekspresiju DMTI i
feroportina u aktivnoj IBC. Novije studije bave se ulogom DMT1 i FPNI1 u patofiziologiji
razli¢itih organskih sistema, kao 1 novim nac¢inima stimulacije receptora u regulaciji anemije
(11-13). Stimulisanje degradacije receptora DMTI1 dovodi do smanjene feroptoze S§to
poboljsava ishod razli¢itih patoloskih stanja (11,12). U mi$jim modelima pokazano je da su
manje naglaSene rane povrede mozga nakon subarahnoidalne hemoragije (11) i da je
povoljniji ishod akutne pluéne povrede (12). Odredene aminokiseline povecavaju ekspresiju
DMT1 u enterocitima i samim tim apsorpciju gvozda kod miSeva sa insuficijencijom gvozda

(13).

Uprkos napretku u razumevanju inflamatornih bolesti creva kod dece, patofizioloski
poremecaji homeostaze gvozda ostaju nedovoljno istrazeni. Posebno je nejasna moguca uloga
terminalnog ileuma kao mesta apsorpcije gvozda.

RADNA HIPOTEZA

Pacijenti sa Kronovom bole$¢u imaju izmenjenu ekspresiju transportera gvozda DMT] i
FPNI1 u intestinalnoj sluzokozi, $to doprinosi poremecenom transportu gvozda, pogorSanju
sideropenijske anemije 1 poremecaju homeostaze metabolizma gvozda u organizmu.

CILJEVI ISTRAZIVANJA

1. Analizirati ekspresiju membranskih transportera gvozda DMT1 i FPNI u intestinalnoj
sluzokozi duodenuma i terminalnog ileuma pacijenata sa Kronovom boles¢u u
poredenju sa kontrolnom grupom.

2. Porediti ekspresiju membranskih transportera gvozda DMT1 1 FPN1 u intestinalnoj
sluzokoZzi duodenuma i terminalnog ileuma izmedu prvog i kontrolnog pregleda kod
pacijenata sa Kronovom boleS¢u

3. Utvrditi povezanost izmedu promene ekspresije membranskih transportera DMTT1 i
FPN1 1 Kklinickih, endoskopskih 1 laboratorijskih pokazatelja sideropenijske
anemije kod pedijatrijskih pacijenata sa Kronovom bolescu.

MATERIJAL I METODE

Tip studije
Retrospektivna kohortna studija.

Mesto i period istraZivanja

Iz arhive Instituta za patologiju ,,Prof. dr Porde Joannovi¢“ Medicinskog fakulteta
Univerziteta u Beogradu izdvoji¢e se parafinski kalupi 1 rutinski sefeni i1 obojeni
histopatoloski preparati obojeni hematoksilin i eozin (HE) metodom pacijenata koji pripadaju
1 studijskoj 1 kontrolnoj grupi. Za koriS¢enje parafinskih kalupa iz arhive dobijeno je
odobrenje upravnika Instituta za patologiju (zavedeno u Institutu za patologiju pod brojem
02-260/25). Imunohistohemijsko bojenje i analiza histopatoloSkih preparata ¢e se obaviti u
laboratoriji Instituta za patologiju. Klinic¢ki, laboratorijski i endoskopski nalazi pacijenata



bic¢e obezbedeni iz medicinske dokumentacije Univerzitetske de¢je klinike u Beogradu (broj
dozvole Etickog odbora Univerzitetske decje klinike 017-16/224).

Selekcija ispitanika

Istrazivanje ¢e ukljucivati studijsku i kontrolnu grupu pedijatrijskih pacijenata lecenih na
Univerzitetskoj decjoj klinici u Beogradu ¢ije su biopsije gastrointestinalnog trakta obradene
na Institutu za patologiju ,,Prof. dr Porde Joannovi¢* u periodu od 1.1.2019. do 31.12.2025.
godine. Kriterijumi za uklju¢ivanje u studijsku grupu bice: postavljena dijagnoza Kronove
bolesti na osnovu klini¢kih, endoskopskih i histopatoloskih kriterijuma, pedijatrijski pacijenti
(uzrast <18 godina), dostupna biopsija duodenuma i terminalnog ileuma i laboratorijski
podaci u trenutku uzorkovanja (hemoglobin, hematokrit, broj eritrocita, serumsko gvozde,
feritin). Kriterijumi za iskljuCivanje iz studije bice: prisustvo drugih inflamatornih ili
autoimunskih bolesti gastrointestinalnog trakta (npr. celija¢na bolest) ili malignih tumora,
nedostatak adekvatnog biopsijskog materijala, neadekvatni ili nepotpuni klinicki 1
laboratorijski podaci, terapija preparatima gvozda ili transfuzije u periodu kra¢em od 3
meseca pre uzorkovanja. Kontrolnu grupu ¢e ¢initi pacijenti kojima je iz drugih razloga
uradena endoskopija digestivnog trakta sa biopsijom, pri ¢emu nije utvrdeno prisustvo IBC ili
drugih inflamatornih ili autoimunskih bolesti uz uredan histopatoloski nalaz u sluznici creva,
sa dostupnom biopsijom duodenuma i terminalnog ileuma i koji u trenutku pregleda nisu
imali laboratorijske znake anemijskog sindroma. Za svakog pacijenta bice prikupljeni
demografski (pol i1 uzrast), klini¢ki (simptomi i znaci bolesti), laboratorijski (krvna slika,
biohemijske analize: glukoza, urea, kreatinin, AST, ALT, alkalna fosfataza, GGT, bilirubin,
albumin, CRP; i laboratorijske analize za dijagnostiku anemijskog sindroma: hemoglobin,
hematokrit, broj eritrocita, serumsko gvozde, feritin, saturacija transferina, TIBC, transferin,
vitamin B12, folati), endoskopski i histopatoloski podaci u momentu uzorkovanja biopsije.
Poredi¢e se nalazi inicijalnog i kontrolnog pregleda nacinjenog godinu dana nakon
inicijalnog pregleda.

INSTRUMENTI I MERENJA
Imunohistohemijska analiza

U cilju utvrdivanja ekspresije DMT1 i FPN1 u intestinalnoj sluzokozi pacijenata sa
dijagnozom Kronove bolesti, bi¢e sprovedena imunohistohemijska bojenja na iseccima
sluznice duodenuma i terminalnog ileuma. Sa svakog odabranog parafinskog kalupa se¢i ¢e
se preseci debljine 4 do 5 pm. Nakon deparafinizacije i antigenskog demaskiranja, ucinice se
blokiranje nespecificnog vezivanja. Zatim ¢e se vrSiti obelezavanje primarnim antitelom
iseCaka na DMTI1 (Proteintech, 20507-1-AP) i FTNI1 (Elabscience, E-AB-17960) uz
upotrebu odgovarajucih kitova za detekciju. Za detekciju bojenja, koristice se DAB supstrat
dok se ne pojavi smeda boja na mestima ekspresije transportera. Za kontrastiranje bice
koris¢en hematoksilin. Imunohistohemijsko bojenje ¢e biti sprovedeno manuelno, u skladu sa
uputstvima proizvodaca za svako antitelo posebno. Vizualizacija pozitivnog bojenja se
zasniva na primeni streptavidin-biotin tehnike. DMTI1 je membranski transporter koji je
lokalizovan na apikalnoj, dok je feroportin eksprimiran na bazolateralnoj membrani
enterocita. Intenzitet bojenja zavisi od koli¢ine transportera u uzorku. Za pozitivou kontrolu
koristi¢e se preseci jetre inkubirani sa primarnim anti-DMT1 i anti-FPN1 antitelom, dok ¢e
negativna kontrola biti izvedena izostavljanjem primarnog antitela



Kvantifikacija

Vizuelna analiza: Mikroskopijom pod velikim uvelicanjem (x400) ocenjivace se prisustvo
boje 1 njenu lokalizaciju.

Morfometrijska analiza: Analiza slika bice izvrSena u ImageJ programu (besplatan softver
dostupan na linku http://imagej.nih.gov/ij/). Analizirae se od 2 do 10 odabranih PVMU
(polja sa najve¢im brojem pozitivno obojenih ¢elija). Nakon selekcije signala u spektru boje
odgovaraju¢eg hromogena, izdvoji¢e se pozitivni signali, a zatim ¢e se odrediti procenat
povrsine vidnog polja sa pozitivnom imunohistohemijskom reakcijom. Kao rezultat analize
izraCunace se srednja vrednost procenta pozitivne povrsine za sva analizirana vidna polja.

Veli¢ina uzorka

Potrebna minimalna veli¢ina uzorka za detekciju veli¢ine efekta od 0.33 u analizi varijanse 2
ponovljena merenja sa medugrupnim faktorom za ekspresiju transportera DMT1 i1 FPNI1 za
nivo statisticke znacajnosti od 0.05, statisticku snagu od 0.9, pretpostavljene korelacije
ponovljenih merenja od 0,3 1 korekcije za narusavanje sferi¢nosti od 1 iznosi 36 ispitanika.
Veli¢ina efekta dobijena je na osnovu pretpostavljenih odnosa vrednosti objaSnjene i
rezidualne varijanse od 0.1 prema 0.9. Izra¢unati minimalni broj ispitanika (36) je povecan za
20% zbog ocekivanog gubitka podataka tokom trajanja studije (nedostajuci ili neprimenljivi
podaci) pa je konaCan minimalan broj ukupnih planiranih ispitanika 44. Minimalni broj
ispitanika bi¢e ravnomerno rasporeden izmedu ispitivane i kontrolne grupe sa priblizno
jednakim brojem ispitanika u svakoj grupi.

STATISTICKA ANALIZA

Zavisno od tipa varijabli i normalnosti raspodele, deskripcija podataka bi¢e prikazana kao n
(%), aritmeticka sredinatstandardna devijacija ili medijana (min-max). Od metoda za
testiranje statistiCkih hipoteza koristi¢e se: t-test, Mann-Whitney test, hi-kvadrat test, Fisherov
test tacne verovatnoCe, Wilcoxonov test, McNemarov test, Analiza varijanse ponovljenih
merenja sa medugrupnim faktorom. Od metoda za analizu povezanosti primenice se
Pearsonov koeficijent linearne korelacije ili Spearmanov koeficijent korelacije rangova. Za
modelovanje odnosa zavisne varijable sa potencijalnim prediktorima koristi¢e se regresioni
modeli.

Statisticke hipoteze bice testirane na nivou statisticke znacajnosti (alfa nivo) od 0,05.
Rezultati ¢e biti prikazani tabelarno 1 graficki.

Svi podaci bi¢e obradeni u IBM SPSS Statistics 26 (IBM Corporation, Armonk, NY, USA)
softverskom paketu ili R programskom okruzenju (R Core Team, 2025).

PROCENA KANDIDATA O POTENCIJALNOM NAUCNOM DOPRINOSU

Anemijski sindrom cCesta je ekstraintestinalna manifestacija pedijatrijskih pacijenata sa
inflamatornom bolesc¢u creva. Ova doktorska disertacija ima znacajan potencijal da doprinese
razumevanju kompleksne patofiziologije homeostaze gvozda u okviru Kronove bolesti.
Analiza ekspresije transportera gvozda DMT1 1 FTN1 u intestinalnoj sluzokozi moze pruziti
nova saznanja o tome kako inflamacija utice na funkciju ovih transportera i time na
apsorpciju gvozda u probavnom sistemu. Povezanost izmedu promenjene ekspresije ovih
transportnih sistema i razvoja sideropenijske anemije moze biti klinicki znacajna, jer bi



omogucila preciznije postavljanje dijagnoze i blagovremeno leCenje, kao i1 sekundarnu
prevenciju. Ovo ne samo da moze poboljsati klinicku praksu, veé i otvoriti put za buduca
istrazivanja usmerena na razvoj terapijskih strategija usmerenih na sideropenijsku anemiju
kod pedijatrijskih pacijenata sa IBC, unapredujuci tako kvalitet zivota ovih pacijenata i
smanjujuc¢i dugorocne posledice povezane sa hroni¢nim deficitom gvozda.
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