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1. UvOD

Eozinofilni granulociti imaju aktivnu ulogu u brojnim poremecajima kao Sto su
alergijski, upalni i maligni poremecaji. Specifiéne granule eozinofilnih leukocita sadrze
nekolicinu kationskih proteina kao Sto su eozinofilni kationski protein (ECP), eozinofilni
protein X (EPX)/eozinofilni neurotoksin (EDN), glavni bazi¢ni protein (MBP) i eozinofilna
peroksidaza (EPO). Ovi proteini imaju jak citotoksi¢ni ucinak i otpustaju se nakon aktivacije i
stimulacije stanica. Intestinalna sluznica pacijenata s upalnom bolesti crijeva (IBD)
karakterizirana je oSte¢enjem epitelnih stanica i infiltracijom razli¢itih upalnih stanica. Upalne
stanice obuhvacaju neutrofilne granulocite, limfocite, plazma stanice, makrofage i eozinofilne
granulocite. Neutrofilni granulociti u svojima granulama sadrze razli¢ite proteine kao $to su
laktoferin, polimorfonuklearna (PMN)-elastaza, mijeloperoksidaza i lizozimi (Saitoh i sur.,
1999.).

Unazad nekoliko desetlje¢a dokazana je povezanost povisenih fekalnih razina proteina
koji potjeCu iz granula neutrofilnih leukocita s aktivnim IBD-om. Uz neutrofilne
biopokazatelje pojavili su se dodatni koji se smatraju vaznima u patoloskom procesu IBD-a,
ukljucujuci ve¢ spomenuti eozinofilni protein ECP, bazi¢ni protein, koji pokazuje aktivnost

eozinofilnih granulocita u upalnim procesima.



1.1. EOZINOFILNI GRANULOCITI I ECP

Eozinofilni granulociti vazne su efektorske stanice upalnoga odgovora. Ove stanice
visestrukih bioloskih funkcija uklju¢ene su u patogenezu brojnih procesa kao $to su infekcije
uzrokovane bakterijama, virusima ili parazitima, oSteCenje tkiva i popravak, alergijske
reakcije, astma i gastrointestinalni poremecaji (Rothenberg, 1998.; Weller, 1994.). Takoder
mogu djelovati kao modulatori urodene i steCene imunosti. Eozinofilni leukociti su u malom
broju prisutni u cirkulaciji 1 pretezno se smatraju stanicama lokaliziranim u razli¢itim tkivima,
gdje mogu prezivjeti do nekoliko tjedana. U zdravih pojedinaca eozinofili su najistaknutiji u
lamini proprii crijeva i u limfatickom sustavu, ali su takoder prisutni u plu¢ima i kozi
(Rothenberg i sur., 1987.; Wagner, 2010.). Eozinofili u svojoj strukturi sadrze granule u
kojima se nalaze visoko kationski proteini koji se otpustaju njihovom aktivacijom. Eozinofilni
kationski protein (ECP) jedan je od proteina smjestenih u primarnom matriksu granula
eozinofila i uklju€en je u sustav imunosnog odgovora. Eozinofilni sekrecijski proteini takoder
su aktivni u obrani domacina od bakterijskih, parazitskih i virusnih infekcija. Osim toga,
citotoksi¢nost ECP-a moze ostetiti stanice epitela domacina i eozinofili se smatraju prvim
leukocitima odgovornima za oSteCenje tkiva u upalnim bolestima (Boix i sur., 2001.).
Citotoksi¢ni mehanizam temelji se na sposobnosti ECP-a da stvara pore u membranama
stanica. Te pore, koje su promjera oko 5 nm, omogucuju prolaz vode i drugih malih molekula
I uniStavaju pogodene stanice osmotskom lizom (Venge i sur., 1999.). Regrutacija i
degranulacija eozinofilnih granulocita korelira s patogenezom astme i upale zbog virusnih
infekcija. Specificno otpustanje sekrecijskih proteina iz granula aktivacijom eozinofila
analizirano je mjerenjem koncentracije ECP-a u bioloskim teku¢inama i uocena je korelacija s
nekoliko efektora eozinofilnih stanica, kao S§to su imunoglobulini i komponente sustava
komplementa (Boix i sur., 2001.).

Na genskoj razini, ECP sekvenca pokazuje visoku homologiju sa sekvencom EDN-a,
jo$ jednog proteina matriksa eozinofilnih granula. ECP, zbog homologije s ljudskom
ribonukleazom (RNaza) i RNazama drugih vrsta kraljeznjaka, takoder je poznat kao RNaza 3.
Zajedno s EDN-om (poznat kao RNaza 2) ¢ine ribonukleotidne enzime Kkoji pripadaju
superobitelji pankreasnih RNaza. ECP ima tri potencijalna glikozilacijska mjesta za Secerne
strukture povezane preko asparginskog ostatka, a opisana su tri glikozilirana oblika nativnog
ECP-a (s molekulskim masama od 18-, 20- i 22- kDa) (Peterson i sur., 1998.; Rosenberg i
sur., 1994.) Nedavne studije pokazuju da diferencijalna glikozilacija ECP-a moze biti kriti¢na

za regulaciju njegove bioloske funkcije (Boix i sur, 2001.; Bystorm i sur., 2011.).



Serumske koncentracije ECP-a, te koncentracije u iskasljaju i ostalim tekuéinama
trenutno se koriste kao biopokazatelji za dijagnozu i pradenje terapijske ucinkovitosti u
akutnim i kroni¢nim upalnim bolestima, kao i1 kod drugih sindroma hipereozinofilije (Boix 1

sur., 2001.).

1.2. UPALNE BOLESTI CRIJEVA (IBD)

IBD obuhvaca ulcerozni kolitis, Crohnovu bolest i kolagenozni kolitis. To su
poremecaji kroni¢nog karaktera koji su posljedica upalnog procesa u probavnom traktu,
naj¢esce u tankom i debelom crijevu. Bolesti se razlikuju u lokaciji i prirodi upalnih promjena
u probavnom traktu. Glavna karakteristika Crohnove bolesti jest transmuralnost upale koja
moze zahvatiti bilo koji dio probavne cijevi za razliku od ulceroznog kolitisa kod kojeg je
upala ograni¢ena samo na sluznicu kolona, a promjene se nalaze u kontinuitetu od rektuma
prema proksimalnim dijelovima crijeva. Crohnova bolest i ulcerozni kolitis povezani su s
komplikacijama i izvan probavnog sustava kao §to su artritis, psorijaza, iritis, uveitis,
problemi s jetrom itd. Mnoge od ovih komplikacija rezultat su agresivnih lijekova koji se
koriste u lijeCenju osnovne bolesti, prvenstveno kortikosteroida i imunosupresiva. Simptomi
ove dvije bolesti su sli¢ni: proljev, bol u trbuhu, krv i sluz u stolici. Ovi simptomi mogu se
pojaviti, a zatim nestati s remisijama koje ponekad traju godinama. Bolovi u crijevima mogu
takoder upucivati na ozbiljna stanja, kao Sto su apcesi ili perforacije crijevne stijenke
(informacije pruzete sa web stranice Hrvatskog udruzenja za Crohnovu bolest i ulcerozni

kolitis, www.hucuk.hr).

1.2.1. Crohnova bolest

Crohnova bolest predstavlja kroni¢nu transmuralnu upalu koja obi¢no zahvaca distalni
ileum 1 kolon ali takoder moZe nastati u bilo kojem dijelu gastrointestinalnog trakta. Uzrok
Crohnove bolesti nije poznat, ali se sumnja na kombinaciju genske sklonosti i okoli$nih
¢imbenika. Simptomi su proljev i bolovi u trbuhu. Mogu¢ je nastanak apscesa, unutarnjih i
vanjskih fistula kao i opstrukcije crijeva. Dijagnoza se postavlja pomocu kolonoskopije ili
irigografije. LijeCenje ukljucuje 5-aminosalicilnu kiselinu (5-ASA), Kkortikosteroide,
imunomodulatore, anticitokine, antibiotike a Cesto i kirurSke zahvate. lako je Crohnova bolest
dugotrajna, kronicna, lijecenjem se moze drzati pod kontrolom te posti¢i duga razdoblja bez
simptoma (remisije). LijeCenje se prilagodava svakom pacijentu posebno te ovisi o
pogodenom dijelu probavnog sustava, tipu simptoma i aktivnosti bolesti. Brojna istrazivanja
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provode se kako bi se rasvijetlio uzrok bolesti te pronasli novi oblici lije¢enja (informacije
pruzete sa web stranice Hrvatskog udruzenja za Crohnovu bolest i ulcerozni Kolitis,

www.hucuk.hr).

1.2.2. Ulcerozni kolitis

Ulcerozni kolitis upalna je bolest crijeva obiljeZena ponavljanim epizodama upale
ogranicene na sluznicu debelog crijeva. Gotovo uvijek ukljucuje zavrsni dio debelog crijeva,
rektum, a moze se proSiriti 1 na ostale njegove dijelove. Moguéi su i ekstraintestinalni
simptomi, poglavito artritis. U ovih bolesnika veliki je dugoro¢ni rizik nastanka karcinoma.
Dijagnoza se postavlja kolonoskopijom, a ulcerozni se Kkolitis prepoznaje temeljem
karakteristi¢éne povijesti bolesti, tipi¢nog izgleda debelog crijeva za vrijeme endoskopske
pretrage i rezultata analize tkiva. Rendgenska pretraga pomocu barijeve kase moze potvrditi
dijagnozu, ali obi¢no nije nuzna. Kompjutorizirana tomografija moze prikazati znacajno
zadebljanje zida debelog crijeva, ali ovaj se nalaz ne nalazi isklju¢ivo kod ulceroznog kolitisa.
U dijagnostickom postupku znacajna je informacija o postojanju ulceroznog kolitisa kod
¢lanova obitelji i prvih rodaka. Lije¢i se davanjem 5-ASA, kortikosteroida, imunomodulatora,
anticitokina, antibiotika, a ponekad i kirurski (informacije pruzete sa web stranice Hrvatskog

udruzenja za Crohnovu bolest i ulcerozni kolitis, www.hucuk.hr).

1.2.3. Kolagenozni kolitis

Kolagenozni kolitis tip je mikroskopskog kolitisa, stanja karakteriziranog kroni¢nim
teku¢im ne-krvavim proljevom. Osobe s kolagenoznim kolitisom imaju normalnu stolicu i
sliku crijeva kad se ono procjenjuje endoskopom, no mikroskopska analiza biopsije crijeva
pokazuje upalu. Bez analize tkiva rezultati mogu voditi do krivih dijagnoza gastroenteritisa,
upalne bolesti crijeva, celijakije ili stresa. Uzrok ovog poremecaja nije poznat.
Mikroskopskim pregledom tkiva otkriva se zadebljani sloj subepitelnog kolagena. Slojevi
kolagena prisutnih u normalnim crijevima odgovorni su za povezivanje povrsinskih slojeva
crijeva, epitelnih stanica, s drugim unutrasnjim slojevima intestinalnog zida. Kod
kolagenoznog kolitisa, ovaj je sloj znacajno deblji (priblizno 5 puta) i pracen je povecanjem
broja limfocita, plazma stanica i eozinofila u pogodenim slojevima (Wwww.cochrane.org;

www.badgut.org).



1.3. UPALNE BOLESTI CRIJEVA KOD DJECE

1.3.1. Klini¢ka slika upalne bolesti crijeva u pedijatrijskih pacijenata

Kao i kod odraslih, klini¢ka slika IBD-a u djece procjenjuje se s obzirom na lokaciju
bolesti i stupanj upale. Najces¢i simptomi ulceroznog kolitisa obuhvacaju gubitak tezine,
rektalno krvarenje, proljev i abdominalnu bol, dok simptomi vise karakteristi¢ni za Crohnovu
bolest jesu napadi bolova u trbuhu i gubitak tezine. Kod 35% pedijatrijskih pacijenata s IBD-
om javlja se najmanje jedna manifestacija izvan probavnog trakta, od kojih je najces¢i artritis.
Iako tipi¢no paralelni s pogorSanjem bolesti u odraslih, ekstraintestinalni simptomi kod djece

s IBD-om mogu nastupiti godinama prije nego gastrointestinalni simptomi (Cuffari, 2009.).

Tablica 1. Klinicke manifestacije IBD-a izvan probavnog sustava.

SUSTAV U ORGANIZMU SIMPTOMI

Anemija uzrokovana deficijencijom Zeljeza

Anemija kroni¢ne bolesti

KRV Trombocitoza

Autoimuna hemoliticka anemija

Deficijencija vitamina B12

KOSTI Osteoporoza

Uveitis
OKO Episkleritis

Konjuktivitis

Vruéica

. Umor
OPCENITO

Gubitak tezine

Anoreksija

Odgodeni rast
RAST

Odgodeni pubertet

Atralgija
ZGLOBOVI Aurtritis

Ankilozni spondilitis

Nefrolitijaza

Opstruktivna hidronefroza
BUBREZI Enterovezikalna fistula

Infekcije urinarnog trakta

Amiloidoza

Primarni sklerozni kolangitis
JETRA

Hepatitis




Kolelitijaza

) Pulmonarni vaskulitis
PLUCA

Tromboza

Heilitis
USTA Stomatitis
Afte

PANKREAS Pankreatitis

Erythema nodosum

. Pyoderma gagrenosum
KOZA

Perianalna bolest

Metastatska Crohnova bolest

Broj eozinofilnih granulocita u upalnim tkivima najcesée korelira s koncentracijama
eozinofilnih proteina, a posebice se to odnosi na ECP. ECP jest dobar indikator aktivnosti
eozinofila. Ukoliko upala posredovana eozinofilima igra ulogu u nekom procesu, ECP se
moze koristiti za praéenje upalne komponente. Zahvaljujuci Sirokoj rasprostranjenosti
eozinofila u tkivima i tjelesnim teku¢inama, primjerice serum, plazma, iskasljaj, suze, feces,
omoguéena su brojna ispitivanja povezanosti ECP-a s patoloskim procesima kod upalnih
stanja. Nedavno je predlozen kao fekalni biopokazatelj upale crijeva kod nekoliko imuno-
posredovanih bolesti s gastrointestinalnom ekspresijom (Saitoh i sur., 1999.; Peterson i sur.,
2002.). Zbog nedostatka informacija u djecjoj dobi, potrebno je definiranje referentnih

vrijednosti prije daljnjih klini¢kih ispitivanja.



2. OBRAZLOZENJE TEME

Ulcerozni kolitis, Crohnova bolest i neklasificirana upalna bolest crijeva, a u Sirem
smislu 1 mikroskopski kolitidi (limfocitni 1 kolagenozni kolitis) kroni¢ne su bolesti
gastrointestinalnog trakta koje pripadaju upalnim bolestima crijeva. IBD je karakteriziran
kroni¢nim tijekom 1 relapsom bolesti. Upalne lezije kod ulceroznog Kkolitisa i
nedeterminiranog Kolitisa locirane su u sluznici kolona, ali kod Crohnove bolesti mogu se
nalaziti u bilo kojem dijelu probavnog trakta. Upala intestinalnog tkiva karakterizirana je
akumulacijom upalnih stanica u pogodenom tkivu i1 otpusStanjem viSe upalnih medijatora u
izvanstanicni prostor (Wedrychowicz i sur., 2014.)

IBD je, osim upalnim lezijama u crijevima, karakteriziran i edemom sluznice i
ulceracijama s osiromaSivanjem vrcastih stanica i poremecajem proizvodnje sluzi.
Histopatolo$kim analizama uzoraka upaljene sluznice dobivenih biopsijom opisane su
intenzivne infiltracije limfocita, neutrofila i eozinofila. Eozinofili takoder imaju sposobnost
migracije kroz stanice epitela probavne sluznice i stvaranja apcesa u IBD-u. Povecana
infiltracija eozinofila zabiljezena je u sluznici kolona kod pacijenata s aktivnim ulceroznim
kolitisom (Fyderek i sur., 2009.; Woodruff i sur., 2011.; Luck i sur., 1997.).

IBD, ukljucuju¢i Crohnovu bolest i ulcerozni kolitis, najces¢e zapo€inju tijekom
adolescencije 1 kod mladih odraslih ljudi. Studija koju su proveli Abramson 1 suradnici u
SAD-u pokazala je da se kod priblizno 25% pacijenata s IBD-om javlja prije 20 godine. Medu
djecom s IBD-om, kod 4% bolest se javlja prije 5. godine zivota, a kod 18% javlja se prije 10.
godine s vrhuncem u adolescenciji. Incidencija pedijatrijskog IBD-a priblizno je 10 na 100000
djece u SAD-u i Kanadi i dalje raste (Abramson i sur., 2010.; Adamiak i sur., 2013.;
Benchimol i sur., 2011.). Epidemiologija bolesti u zemljama zapadne Europe takoder ukazuje
na povecanu incidenciju bolesti u djece 1 adolescenata tijekom zadnja tri desetlje¢a dok su se
godine javljanja simptoma smanjile (Lindberg i sur., 2000.).

Procjena aktivnosti bolesti jest vrlo vazna u dugoro¢noj skrbi i terapiji djece sa IBD-
om zbog kroni¢ne prirode bolesti i pojave relapsa. Za potpunu procjenu ozbiljnosti bolesti u
lumenu gastrointestinalnoga trakta potrebno je izvesti endoskopiju koja je pouzdana metoda.
Medutim zbog svoje invazivne naravi 1 visoke cijene, postoji potreba odredivanja
laboratorijskih pokazatelja kao indikatora aktivnosti bolesti metodom koja bi mogla biti
pouzdana u procjeni intenziteta upalnih lezija u crijevima (Wedrychowicz i sur., 2014.).
Budu¢i da pojedine studije smatraju ECP kao izvrstan pokazatelj eozinofilne aktivnosti kod

upalnih procesa gastrointestinalnog sustava povecan je interes za pronalaskom jednostavne,



neinvazivne i pouzdane metode koja bi se mogla koristiti za kvantifikaciju ECP-a posebice
kod pedijatrijskih pacijenata.

Cilj ovog diplomskog rada jest ispitivanje primjenjivosti metode opisane u
znanstvenom radu Petersona i suradnika (Peterson i sur., 2002.) za kvantifikaciju ECP-a u

uzorcima fecesa.



3. MATERIJALI | METODE

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Pribor i reagensi

Koncentracije ECP-a u uzorcima fecesa analizirani su na Zavodu za medicinsku
biokemiju i hematologiju Farmaceutsko-biokemijskoga fakulteta Sveucilista u Zagrebu i
Odjelu za medicinsku biokemiju i hematologiju Zavoda za laboratorijsku dijagnostiku Klinike

za djecje bolesti Zagreb.

Prilikom ispitivanja koriSteni laboratorijski pribor i uredaji su:
1) epruvete od 1,5 mL i 2,0 mL (Eppendorf, Njemacka)
2) pipete od 10, 100 i 1000 pL i pripadajuéi nastavci s filterom (Eppendorf, Njemacka)
3) ultrazvuéni sonikator Ultrasonic Processor UP100H (Hielscher-Ultrasound
Technology, Njemacka)
4) digitalna vaga (Kern & Sohn GmbH, Njemacka)
5) centrifuga (Andreas Hettich GmbH & Co. KG, Njemacka)
6) Phadia UniCap100 uredaj za analizu (Phadia® Laboratory Systems, Svedska)

Glavni reagensi koristeni za odredivanje koncentracije ECP-a u fecesu:
1) destilirana voda
2) fosfatni pufer (pH=7,4)
3) glicerol (Kemika, Hrvatska)
4) govedi serumski albumin (BSA; Sigma-Aldrich, SAD)
5) etilendiamintetraocetna kiselina (EDTA; Sigma-Aldrich, SAD)
6) N-cetil-N,N,N-trimetilamonijev-bromid (CTAB; Sigma-Aldrich, SAD)
7) ImmunoCAP® ECP kalibrator 200 pg/L (Thermo Fisher Scientific, SAD)
8) polietilen glikol sorbitan monolaurat/polioksietillensorbitan monolaurat (Tween 20;
Sigma-Aldrich, SAD)



3.2. METODE

Uzorci stolice nasumice skupljeni smrznuti su odmah na -27°C ili pohranjeni u
hladnjaku maksimalno 12 h prije smrzavanja. Uzorci stolice ostavljeni su preko noéi u
hladnjaku ili na sobnoj temperaturi koriste¢i ventilator kako bi se odmrznuli. Izvagano je
priblizno 0,1-1 g fecesa i resuspendirano (pipetiranjem) u 4 volumena ekstrakcijskog pufera
(fosfatni pufer pH 7,4, 10 mmol/L EDTA, 0,2% CTAB, 20% glicerol, 0,05% Tweenom 20,
1% BSA). Nakon toga, 0,5 mL homogenata (HO-5x dil) razrijedeno je 20 puta ekstrakcijskim
puferom (I0). Tako razrijedeni homogenat inkubiran je na 6°C tijekom 30 minuta uz lagano
mijesanje. PozavrSetku inkubacije reakcijska smjesa podvrgne se centrifugiranju (20800 x g
30 minuta na 5°C). Supernatant se prenese u tri epruvete i zamrzne na -27°C za daljnju
analizu. Dvije posebne epruvete, koje su sadrzavale 1500 pL 5x razrijedenog homogenata,
izvagane su i centrifugirane na 20800 x g tijekom 30 minuta na 5°C. Masa polusuhog ostatka

dobije se nakon odbacivanja supernatanta i vaganjem taloga (Peterson i sur., 2002.).

3.2.1. Postupak ekstrakcije ECP-a iz fecesa

U pokusu je primijenjen originalno opisan postupak (Peterson i sur., 2002.) uz
resuspenziju fecesa u ekstrakcijskom puferu pipetiranjem,

Homogenat fecesa (HO-5xdil) prireden je dodatkom 400 uL ekstrakcijskoga pufera na
0,1 g fecesa (razrjedenje 5 X, u Eppendorf epruveti od 1,5 mL). Po 50 pL HO-5xdil preneseno
je u nove 3 epruvete oznacene kao 10-1, 10-2, 10-3 i dodano 950 pL ekstrakcijskog pufera
(HO-5xdil razrijeden 20 x). Epruvete 10-4 i 10-5 sadrzavale su 50 uL HO-5xdil, 940 pL
ekstrakcijskog pufera i 10 puL ECP standarda (ImmunoCAP® ECP kalibrator 200 pg/L).
Epruvete u kojima je dodan referentni ECP razlikovale su se u vremenu njegovog dodavanja u
inkubacijsku smjesu, gdje je u prvu epruvetu (10-4+ECP) standard dodan prije, a u drugu (10-
5+ECP) nakon reakcijske smjese (30 min, +6°C, lagano mijesanje). Osim toga, pripremljene
su dvije standardne otopine ST-1 i ST-2 koje su sadrzavale 990 pL ekstrakcijskog pufera i 10
ML ECP standarda koncentracije 200 pg/L.

U dvije posebne Eppendorf epruvete od 1,5 mL, prethodno izvagane, preneseno je
1500 pL HO-5xdil (epruvete HO-5xdil-1, HO-5xdil-2), potom su centrifugirane (20800 x g, 30
min, +5°C) te izvagane nakon odbacivanja supernatanta. Razlikom mase epruvete s talogom

(m2) i mase prazne epruvete (m1) dobiva se masa polusuhog ostatka (SDMI = m3 - my).
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Slika 1. Shematski prikaz postupka prema originalnoj metodi.
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3.2.2. Modifikacija originalnog postupka

Originalni postupak modificiran je na dolje navedene nacine. U prethodno opisani
postupak (3.2.1.) uvedene su sljedece izmjene:

1. priredeni su razli¢iti homogenati razrjedenjem ekstrakcijskim puferom 5 puta (HO-
5xdil), 10 puta (HO-10xdil) i 20 puta (HO-20xdil).

2. vrijeme inkubacije produljeno je na 60 min.

3. za pripremu homogenata (HS) koriSten je ultrazvucni sonikator Ultrasonic Processor
UP100H (Hielscher-Ultrasound Technology) pri uvjetima od 100 W, 30 kHz te
amplitudi 20%. HS-5xdil je homogeniziran u 3 serije po otprilike 20 sekundi s
odredenim vremenskim razmacima izmedu svakog soniciranja.

4. priredene su razlicite inkubacijske smjese s 5 puta (10-5xdil, 1S-5xdil), 10 puta (10-
5xdil, 1S-10xdil) i 20 puta (10-5xdil, 1S-20xdil)  razrjedenjem HS-5xdil u
ekstrakcijskom puferu
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Slika 2. Shematski prikaz prve i druge modifikacije originalne metode.
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Slika 3. Shematski prikaz trece i cetvrte modifikacije originalne metode.
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3.2.3. Stabilnost ECP-a u stolici

Analizirana je stabilnost ECP-a u supernatantu inkubacijske smjese na nacin da je
supernatant inkubacijske smjese koristen za odredivanje koncentracije ECP-a svjez 1 nakon

zamrzavanja.

3.2.4. Analiza uzoraka pomoéu Phadial00 UniCAP

Uzorci priredeni kako je opisano pod 3.2.1. i 3.2.2. koriSteni su za mjerenje
koncentracije ECP-a u laboratoriju Odjela za medicinsku biokemiju i hematologiju Klinike za
djecje bolesti Zagreb pomocu uredaja Phadial00 UniCAP. Analiza ovih uzoraka provedena je

ImmunoCAP ECP testom.

3.2.4.1. ImmunoCAP ECP test

ImmunoCAP ECP test jest metoda kojom se pomocu instrumenta Phadial00 mjeri
koncentracija ECP-a u uzorcima. Razrjedivanje uzoraka najce$¢e nije zahtijevano. Za
odredivanje koncentracija visih od 200 pg/L ECP-a potrebno je razrijediti uzorke s
ImmunoCAP IgE/ECP/Tryptaza uzorcima za razrjedivanje.

Preporuceno je uklanjanje i zatvaranje kontrolnih boc€ica instrumenta ¢im se zavrsi
pipetiranje uzoraka i zapo¢ne inkubacija uzoraka. Takoder je preporuc¢eno lagano promijesati
bocicu prije upotrebe. ImmunoCap ECP Control treba tretirati na isti nacin kao 1 pacijentov
uzorak u postupku.

ImmunoCAP ¢vrsta faza sastoji se od derivata celuloze zatvorenog u kapsuli.
Hidrofilni, visoko razgranati polimer omogucuje idealni mikrookoli§ za alergene, vezu¢i ih
nepovratno pritom zadrzavajuci njihovu nativnu strukturu. Test je dizajniran kao sendvi¢

imunoanaliza (informacije dobivene na web stranici www.phadia.com).
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Slika 4. Princip ImmunoCap ECP analize.

Slike i informacije preuzete s web stranice

www.phadia.com.

Anti ECP, kovalentno vezan na ¢vrstu fazu,

reagira s ECP-om u serumu bolesnika.

Nakon ispiranja, dodaju se sekundarna
antitijela na ECP obiljezena enzimom da bi se

formirao kompleks.

Nakon inkubacije, nevezani enzim-anti-ECP se
ispere i vezani kompleks se zatim inkubira s

agensom (supstrat s enzimom).

Nakon zaustavljanja reakcije izmjerena je
fluorescencija eluata. Fluorescencija je izravno
proporcionalna koncentraciji ECP u uzorku

seruma.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. REZULTATI

4.1.1. Fekalne koncentracije ECP-a odredene prema originalnom postupku

Prema propisu originalne metode obraden je uzorak fecesa dobiveni rezultati nisu bili
u skladu s rezultatima temeljne metode, granica osjetljivosti bila je ispod ustanovljene.
Razlika izmedu uzorka 10-4, koji je sadrzavao ECP standard dodan prije inkubacije uzorka, i
10-5 uzorka, kojemu je referentni ECP dodan nakon inkubacije uzorka, nije znacajna. Tablice

2.1 3. prikazuju dobivene rezultate prema Petersonovoj metodi i masu polusuhog ostatka.

Tablica 2. Rezultati ekstrakcije uzoraka po propisima temeljne metode.

UZORAK KONCENTRACIJA ECP-a (ug/L)
10-1 <2,00
10-2 < 2,00
10-3 <2,00
10-4 2,87
10-5 2,59
ST-1 2,30
ST-2 2,28

Tablica 3. Polusuha masa uzoraka.

MASA
POLUSUHOG
EPRUVETA
OSTATKA (SDMI)
/SDMI = mz2 — my/
HO-5xdil-1 0,01g
HO-5xdil-2 0,012 ¢
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4.1.2. Utjecaj duljine inkubacije na izmjerene fekalne koncentracije ECP-a

Za ispitivanje utjecaja duljine inkubacije na izmjerene koncentracije ECP-a proveden

je postupak (Peterson i sur., 2002.) priredivanja homogenata i inkubacijske smjese. Inkubacija

je provedena tijekom 30 i 60 minuta te potom izmjerene koncentracije ECP-a. Rezultati

mjerenja prikazani su u Tablici 4. Oni pokazuju da vrijeme inkubacije ne utjece na izmjerenu

koncentraciju ECP-a. Stoga su sljedeci pokusi provedeni uz inkubaciju od 30 minuta.

Tablice 41 5. Utjecaj duljine inkubacije na izmjerene koncentracije ECP-a.

UZORCI H INKUBIRANI 30

KONCENTRACIJE ECP-a (pg/L)

min

10-4 6,81
10-4 7,29
10-5 5,09
10-5 13,1
10-6 18,0
10-6 26,0

UZORCI H INKUBIRANI 60

KONCENTRACIJE ECP-a (pg/L)

min
10-4 7.26
10-4 6,75
10-5 6,07
10-5 6,70
10-6 17,6
10-6 18,6
10-4+ECP 15.0
10-5+ECP 19.4
10-6+ECP 26,8
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Tablica 6. Polusuha masa uzoraka.

MASA
EPRUVETA POLUSUHOG
OSTATKA
HO-4 0,011 g
HO-5 0,075 g
HO-6 0,108 g

4.1.3. Utjecaj razrjedenja homogenata, inkubacijske otopine i nacina pripreme
homogenata na izmjerene koncentracije ECP-a

Uzorak fecesa podvrgnut je homogeniziranju pomocu a) viSestrukog resuspendiranja
uzorka fecesa pipetiranjem (HO) i b) soniciranja (HS). Pri tome su priredeni homogenati
dodatkom 5, 10 i 20 volumena ekstrakcijskoga pufera na 1 masu uzorka fecesa (HO-5xdil, HO-
10xdil, HO-20xdil, HS-5xdil, HS-10xdil i HS-20xdil). Od svakog homogenata priredena je
inkubacijska otopina daljnjim razrjedivanjem homogenata 5, 10 i 20 puta. U supenatantima
ovih uzoraka izmjerena je koncentracija ECP-a. Najbolji rezultati mjerenja dobiveni su kod
mjerenja  koncentracija ECP-a u supernatantima uzoraka nastalim petorostrukim
razrjedivanjem homogenata HO-5xdil i HS-5xdil ekstrakcijskim puferom i oni su prikazani u

Tablici 5.

Tablica 7. Koncentracije ECP-a u supernatantima uzoraka fecesa koji su hmogenizirani

pipetiranjem i soniciranjem.

Rt ool | KONCENTRACIJE | UZORCTHS- | KONCENTRACIJE
ECP-a (pg/L) 5XDIL ECP-a (pg/L)
10-7 26,8 51 180
10-7+ECP 35,5 IS-1+ECP 93
10-8 19,9 152 205
10-8+ECP 223 1S-2+ECP 336
10-9 295 153 856
10-3+ECP < 2,00 IS-3+ECP 159
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4.1.4. Stabilnost i ponovljivost mjerenja koncentracije ECP-a

Prema literaturi (Peterson i sur., 2002.) ECP u fecesu stabilan je u frizideru (6°C) 7

dana, dok je na sobnoj temperaturi (22°C) bio stabilan 3 dana, a na 34°C 2 dana. U

supernatantima obradenih uzoraka fecesa ECP nije pokazivao nestabilnost nakon 7 dana

pohrane u frizideru na 6°C jer su se koncentracije ECP-a i 7. dan razlikovale za manje od

10%. Takoder je pokazano da tri ciklusa zamrzavanja na -27°C i odmrzavanja fecesa ili

supernatanata nisu utjecala na koncentracije ECP-a (Peterson i sur., 2002.).

U ovom radu ispitivana je stabilnost ECP-a u supernatantima inkubacijskih smjesa

koje su izmedu dva mjerenja (razdoblje od 12 dana) bile pohranjene na -20°C. Dobiveni

rezultati mjerenja koncentracije ECP-a ukazuju da je njegova stabilnost u tom razdoblju bila
95-99% (Tablica 6.).

Tablica 8. Prikaz koncentracija ECP-a izmjerenih u istim uzorcima u razdoblju od 12 dana.

Izmedu dva mjerenja uzorci su bili pohranjeni na -20°C.

% pocetne

UZORAK | ECP (png/L)-12.5.2018. | ECP (ng/L)-24.5.2018.
koncentracije
10-7 26,8 25,9 97
10-7+ECP 35,5 34,9 98
IS-1+ECP 48,0 45,6 95
IS-3 8,56 8,14 95
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4.2. RASPRAVA

Rutinskim histoloskim analizama sluznice crijeva u pacijenata s IBD-om ne uocavaju
se degranulirani eozinofili. Imunohistokemijskom analizom koja koristi antitijela naspram
eozinofilnih granulnih proteina korisna je za procjenu prisutnosti i aktivnosti eozinofila
intestinalne sluznice (Talley 1 sur., 1992.). Medutim, kolonoskopija je potrebna za dobivanje
uzoraka tkiva crijevne sluznice. Nasuprot tome, fekalni su testovi sigurni i mogu se izvesti
viSe puta. Utvrdivanje metode mjerenja fekalnih eozinofilnih biopokazatelja vazno je s
klinickog stajaliSta. Eozinofili proizvode i otpustaju razli¢ite upalne medijatore, medu njima 1
niz kationskih proteina prisutnih u njihovim granulama. (Saitoh i sur., 1999.). Visoke
koncentracije ECP-a i EPX-a pronadene su u fecesu (Bischoff i sur., 1997; Saitoh i sur.,
1999.), crijevnom perfuzatu (Carlson i sur., 1999.) i tekuéini prilikom ispiranja crijeva (Levy i
sur., 1997.), naglaSavaju¢i ukljucenost aktiviranih eozinofila u lumenu crijeva (Dainese i
sur.,2012.). Od otkrica ECP-a, razvijeni su testovi za utvrdivanje njegove koncentracije u
bioloskim uzorcima kod razlic¢itih bolesti. Koncentracije ECP-a koreliraju s povezanosti
eozinofilnih granulocita s patofizioloskim stanjem, ali mogu biti povezane i s nekim bolestima
bez do sada utvrdenog sudjelovanja eozinofilnih granulocita (Bystorm i sur., 2011.).

Pojedine studije pokazale su visok broj eozinofila u upaljenoj sluznici kod IBD-a
(Bischoff i sur., 1996.; Raab i sur., 1998.; Winterkamp i sur., 2000.), iako su podaci ponekad
kontradiktorni (Wedemayer i sur., 2008.). Zbog upitnih rezultata koncentracija ECP-a
naspram drugih eozinofilnih granularnih proteina dobivenih metodom fekalnih testova neki
autori nisu sigurni u ulogu ECP-a kao biopokazatelja u bolesnika s IBD-om. Ipak, brojni se
autori (Peterson i sur., 2002.; Saitoh i sur., 1999.) slazu da fekalne razine ECP-a mogu dati
informacije o eozinofilnoj aktivaciji u crijevnoj sluznici. Pokazano je da klini¢ke osobine
mogu biti razli¢ite u bolesnika s IBD-om koji imaju aktivirane crijevne eozinofile i onih koji
ih nemaju. Bilo bi zanimljivo istraziti postoje li sli¢nosti u klinickim znacajkama bolesnika s
IBD-om koji imaju aktivirane crijevne eozinofile i pacijenata s eozinofilnim
gastroenteritisom. Modificirano ili neobvezno lijjecenje moZe biti korisno u podskupini IBD
bolesnika s jakom aktivacijom crijevnih eozinofila. Lijekovi koji inhibiraju migraciju i
aktivaciju eozinofila mogu biti korisni kao terapija odrzavanja bolesti u mirnom stanju (Jones
1 sur., 1998.; Hillgren i sur., 1989.). LijeCenje moze biti vazan ¢imbenik koji utjece na fekalne
razine ECP-a.

Analize cijelog ispranog crijeva mogu biti tocnije od fekalnih testova za procjenu

ukupne koli¢ine medijatora koji su opuSteni u lumen crijeva, ali ti su postupci sloZeni i nisu
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za rutinsku uporabu (Bischoff i sur., 1997.; Ferguson i sur., 1995). Mjerenje ECP-a u stolici
korisno je za procjenu aktivnosti bolesti i predvidanje recidiva u bolesnika s IBD-om (Saitoh i
sur.,, 1999.). Osim ECP-a kao prikladni biopokazatelji razmatraju se i drugi proteini

eozinofilnih granula.
4.2.1. Rasprava o metodi

Prema originalnoj metodi za ekstrakciju fekalnog ECP-a vazno je u ekstrakcijski pufer
dodati kationski detergent CTAB, za kojeg se Carlson i suradnici, 1994. slazu da uspjes$no
ekstrahira proteine granula eozinofila i neutrofila. Razli¢ite mase fecesa (0,1- 0,4 g) nisu
pokazale znacajan utjecaj na rezultate mjerenja. Mijenjanjem pocetnog razrjedenja uzoraka
fecesa pri priredivanju homogenata s 5 puta na 10 i 20 puta, a nepromijenjenim sekundarnim
razrjedenjem (20 puta), kao Sto je pokazano u ovom radu, moguce je izmjeriti koncentracije
ECP-a jer su one iznad granice osjetljivosti. Rezultati s inicijalnim razrjedenjem od 5 puta te
promijenjenim drugim razrijedenjem pri priredivanju inkubacijske smjese (smanjenje na 10 i
5 puta umjesto originalno predlozenog 20 puta) pokazali su se boljim nego rezultati dobiveni
originalnim sekundarnim razrjedenjem od 20 puta. Homogenizacija uzoraka ultrazvu¢nim
soniciranjem ¢ini se ucinkovitijom u odnosu na homogenizaciju resuspenzijom i visekratnim
pipetiranjem. Jo$ jedan od parametara originalne metode koji je mijenjan jest i vrijeme
inkubacije uzoraka, no njegovim mijenjanjem nije pokazan bitan ucinak na povecanje ili
smanjenje izmjerenih koncentracija ECP-a u uzorcima. Uzorci su prema originalnoj metodi
pokazali stabilnost u uvjetima -27°C i 6°C kroz 7 dana. Stabilnost uzoraka ovog istrazivanja

ispitana je na -20°C kroz priblizno dva tjedna inkubacije i nije pokazala odstupanja.
4.2.2. Problemi metode

Nekoliko se problema javlja zbog kojih je tesko interpretirati i usporediti koncentracije
ECP-a u fecesu. Standardizirana tehnika za kvantifikaciju ECP-a ne postoji. Peterson i sur.
opisali su metodu u kojoj se koristi ekstrakcijski pufer s CTAB-om, detergentom koji
povecava ekstrakciju ECP-a, proteina s visoko kationskim nabojem (Pi > 9). Kod zdravih
pojedinaca tom metodom dobivene su koncentracije gotovo 100 puta vise nego §to Su
dobivene uporabom 0,15 mol/L NaCl kao pufera (Garcia —Rubio i sur., 2007.). Osim toga, u
nekim su istrazivanjima dobivene nize koncentracije ECP-a uporabom ekstrakcijskog pufera
koji ne sadrzi CTAB (Saitoh i sur., 1999.), dok su druga istrazivanja (Silva, 2007.) uporabom

ekstrakcijskog pufera bez CTAB dobile sli¢cne koncentracije ECP-a u uzorcima stolice onima
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od Petersona i sur. sto ukazuje da prisustvo CTAB-a u ekstrakcijskom puferu vjerojatno nije
kljuéno za ekstrakciju ECP-a.

Rezultati ECP-a znacajno se razlikuju ovisno o konzistenciji fecesa/stolice. Potrebno
je primijeniti korekcijski faktor ovisno o masi polusuhog fecesa; stoga, polazeci od inicijalno
sli¢nih vrijednosti ECP-a u serumu, razine ECP-a u fecesu znatno ¢e varirati. Ovo je to¢no
0s0bito u upalnim procesima s tekuc¢im stolicama, budu¢i da se ECP veze za ¢vrsti dio stolice
(Garcia-Rubio i sur., 2007.). Tehnike koje se koriste za mjerenje ECP-a nisu uvijek iste. Neki
laboratoriji koriste fluorescentni enzimski imunotest dok drugi koriste radioimuno test. Vazno
je uzeti u obzir 1 veliCinu studije koja se radi, odnosno broj osoba koje sudjeluju u
istrazivanju, te druge karakteristike kao $to su primjerice dob (veci broj studija proveden je na
odraslim pacijentima), spol, sklonost bolesti i geografsko podrucje. Peterson i suradnici
odredili su razinu ECP i druge parametre u uzorku od 44 zdravih Svedskih pacijenata 1 dobili
prili¢no niske vrijednosti, medijan od 1,69 g / g i 95. percentila od 6,41 g / g. Nasuprot tome,
u studiji sa $panjolskom populacijom (Garcia-Rubio i sur., 2007.) razina je iznosila 14,53 g/ g
u uzorku od 39 zdravih osoba. Bischoff i sur. izmjerili su vise vrijednosti ECP-a u fecesu
bolesnika s ulceroznim kolitisom i Crohnovom bolesti nego u zdravih bolesnika. Drugi autori
koji su proucavali ECP u stolici bolesnika s alergijom na hranu otkrili su vise koncentracije
ECP-a u fecesu dojencadi sa simptomima alergijske reakcije na kravlje mlijeko prije i poslije
napada (Majamaa i sur., 1999.) i takoder vecée vrijednosti u djece s atopijskim dermatitisom i
alergijom na razli¢ite hrane (Saarinen i sur., 2002.; Garcia-Rubio i sur., 2007.). Ve
spomenuti problem dje¢je populacije i malog broja ispitivanja koja ih ukljucuju ide u korist
razvijanja boljih metoda za odredivanje ECP-a u uzorcima fecesa zbog svoje neinvazivnosti te
moguce koristi same metode za odredivanje intestinalnih upalnih procesa 1 pracenje ucinka

lijecenja.
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5. ZAKJUCAK

1. Cilj ovog rada bio je modificirati 1 prilagoditi metodu mjerenja eozinofilnog
kationskog proteina (ECP-a) u uzorcima fecesa.

2. Rezultati ovog istrazivanja donekle su korelirali S rezultatima studije na ¢ijoj se metodi
temeljio postupak ispitivanja, no uspostavljen protokol metode razlikovao se u
razrjedenju uzoraka. Sekundarno razrjedenje homogenata je po propisima originalne
metode bilo 20 puta, dok su se u ovom radu rezultati razrjedenja od 5 i 10 puta
pokazali kao najbolji. Upotrijebljeni uzorci homogenizirani su pomocu ultrazvuénog
sonikatora te resuspenzijom visekratnim pipetiranjem. Homogenizacija ultrazvu¢nim
sonifikatorom nije upotrijebljena u originalnoj metodi, no u ovom istrazivanju
primjena sonikatora utjecala je izmjerene koncentracije ECP-a u stolici.

3. Stabilnost ECP-a u ispitanim uzorcima odgovarala je stabilnosti opisanoj u literaturi.

4. Mjerenje ECP-a i drugih eozinofilnih proteina u uzorcima fecesa vrlo je atraktivno s
obzirom na potencijalni klinicki znacaj za razliCite patofizioloske procese u
gastrointestinalnom traktu. Predlozene modifikacije metode koje su ispitane u okviru
ovoga diplomskoga rada trebalo bi verificirati kroz jedno opsezZnije istrazivanje koje bi
ukljucilo zdrave i bolesne ispitanike s IBD-om razli¢ite dobi s posebnim fokusom na
pedijatrijsku populaciju za koju je iznimno vazna primjena neinvazivnih metoda za

dijagnostiku i pracenje IBD-a.
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7. SAZETAK/SUMMARY

7.1. Sazetak

ECP je bazi¢ni protein smjeSten u granulama eozinofilnih granulocita koji je ukljucen
u sustav imunosnog odgovora. U stanicama domacina broj eozinofila korelira s
koncentracijama eozinofilnog kationskog proteina (ECP) koji se oslobada njihovom
aktivacijom. Karakteristika ECP-a jest citotoksi¢nost i sudjelovanje u razli¢itim upalnim
procesima. Intestinalna sluznica pacijenata s upalnom bolesti crijeva (IBD) karakterizirana je
oSte¢enjem epitelnih stanica i infiltracijom razli¢itih upalnih stanica, ukljucujuéi i ECP. Cilj
ovoga diplomskoga rada bio je ispitati uéinkovitost i predloziti potencijalne modifikacije
metode za kvantifikaciju fekalnog ECP-a. Za bolju ekstrakciju fekalnog ECP-a koristen je
ekstrakcijski pufer s CTAB-om. Ispitane su modifikacije originalnog postupka ekstrakcije
ECP-a u pogledu priredivanja homogenata uzorka fecesa i trajanja inkubacije. Takoder je
ispitana stabilnost i ponovljivost mjerenja ECP-a. Uporabom instrumenta Phadial00
provedeno je ImmunoCAP ECP mjerenje koncentracija ECP-a u uzorcima. Bolji rezultati
postignuti su homogenizacijom uzoraka ultrazvu¢nim sonifikatorom, te sekundarnim
razrjedenjem od 5 i 10 puta. Stabilnost uzoraka osigurana je pohranom u zamrzivacu na -20°C

prije analiza.
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7.2. Summary

ECP is a basic protein localized in granules of the eosinophil granulocytes and is
included in immune response reactions. In host cells, eosinophil levels correlate with ECP
levels that are released during their activation. Characteristic of ECP is cytotoxicity and
involvement in various inflammatory processes. Intestinal mucose of the patients with IBD is
characterized with damaged epitelial cells and infiltration of various inflammatory cells,
including eosinophils. The goal of this research was to examine efficacy and suggest potential
modifications of the method for the quantification of the ECP in stool samples. For better
fecal ECP extraction, buffer mixture with CTAB was used. Modifications of the original ECP
extraction procedure were examined in terms of stool samples preparation and incubation
time. Stability and repeatability of ECP measurement was also tested. ImmunoCAP ECP
assay preformed with Phadial00 instrument was used for measuring ECP concentrations in
samples. Better results were achieved by sample homogenization with ultrasonic sonificator
and secundary dilution of 5 x and 10 x. Sample stability was secured by storing in the freezer

at the -20°C before assays.
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8. PRILOZI

8.1. Kratice

5-ASA — 5-aminosalicilna kiselina

BSA — Bovine serum albumine — govedi serumski albumin

CT - Computed tomography — Kompjuterizirana tomografija
CTAB — N-cetil-N,N,N-trimetilamonijev bromid

ECP — Eosinophil cationic protein - Eozinfilni kationski protein
EDTA — Etilendiamintetraoctena kiselina

EDN — Eosinophil derived neurotoxin - Eozinofilni neurotoksin
EPO — Eosinophil peroxidase - Eozinofilna peroksidaza

EPX — Eozinofilni protein X

IBD/SIC — Irritable bowel syndrome/Sindrom iritabilnog crijeva
MBP — Major basic protein — Glavni bazi¢ni protein

RNaza — Ribonukleaza

Tween 20 — Polietilen glikol sorbitan monolaurat/polioksietillensorbitan monolaurat
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