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Povezanost neurorazvojnih poremecaja sa varijantama gena za laktazu, humani antigen
leukocita i receptor vitamina D, kao i sa prisustvom opioidnih peptida u urinu i crevnom
disbiozom

Sazetak:

Nutritivne deficijencije, gastrointestinalne smetnje i intolerancija na hranu ¢esto su opisivane
kod dece sa neurorazvojnim poremecajima (eng. neurodevelopmental disorder, NDD).
Pretpostavljeno je da opioidni molekuli, poreklom od proteina kazeina i glutena mogu dovesti do
nastanka nekih neuropsihijatrijskih simptoma. S obzirom da su do sada u literaturi povisene
koncetracije ovih peptida u urinu opisivane kod pacijenata sa autizmom, ali ne i drugim formama
NDD, prvi cilj ove teze bio je proveriti da li kod NDD pacijenata postoji poviSen nivo kazo- i gluten
egzorfina u urinu metodom te¢ne hromatografije visokih performansi. Kako je glavni preduslov da
navedeni peptidi dospeju u cirkulaciju povecana propustljivost crevnog epitela, istrazivanje je dalje
bilo usmereno na ispitivanje ucestalosti genetickih varijanti asociranih sa celijacnom boles¢u (HLA-
DQ) i laktoznom intolerancijom (LCT-13910C>T) metodama baziranim na PCR analizi i ispitivanju
promena u sastavu crevne mikrobiote metodom gel elektroforeze u denaturiSuéem gradijentu. Kod
vecine pacijenata sa NDD detektovan je nedostatak vitamina D, zbog ¢ega je metodama PCR analize
ispitivana ucestalost geneti¢ke varijante VDR Fokl, koja je u literaturi dovodena u vezu sa autizmom.

Rezultati istrazivanja pokazali su pove¢anu koncentraciju analiziranih peptida u urinu NDD
pacijenata koja nije bila asocirana sa genetickim markerima za celijaénu bolest i laktoznu
intoleranciju. Znacajno visa ucestalost genotipa VDR Fokl CC ("FF") je pokazana kod pacijenata sa
decijim autizmom u odnosu na zdrave kontrole, ali i ostale grupe NDD pacijenata. U grupi pacijenata
uocena je manja zastupljenost i sSmanjen diverzitet bakterija koje ¢ine normalnu crevnu mikrobiotu,
kao 1 veca zastupljenost potencijalno patogenih bakterija.

Kljuéne reci: neurorazvojni poremecaji, autizam, egzorfini, laktozna intolerancija, celija¢na bolest,
vitamin D deficijencija, crevna disbioza

Naucna oblast: Biologija
UZa naué¢na oblast: Genetika






The association of neurodevelopmental disorders with genetic variants linked with lactose
intolerance, human leukocyte antigen and vitamin D receptor, as well as the presence of
opioid peptides in the urine and intestinal dysbiosis

Abstract:

Nutritional deficiencies, gastrointestinal disturbances, and food intolerance are frequently
observed in children with neurodevelopmental disorders (NDD). It was hypothesized that opioid
molecules, originally derived from the protein of casein and gluten, may induce some of the
neuropsychiatric symptoms. Since the elevated levels of these peptides in the urine have so far been
described in medical literature in patients with autism, but not in other forms of NDD, the first goal
of this thesis was to check whether the NDD patients have elevated levels of casein- and gluten
exorphins in the urine using the method of High performance liquid chromatography. Since increased
intestinal permeability is the main precondition for the presence of these peptides in circulation, the
research was further directed to examine the frequency of genetic variants associated with celiac
disease (HLA-DQ) and lactose intolerance (LCT-13910C) methods based on PCR analysis and to
examine changes in the composition of gut microbiota. Given that the vitamin D deficiency was
detected in most of the NDD patients, the frequency of the genetic variant VDR Fokl, which has been
linked to autism in the medical literature, was examined by methods based on PCR analysis.

Results indicated that increased concentrations of analized peptides observed in NDD patients
were not associated with genetic predictors for celiac disease or lactose intolerance. A significantly
higher incidence of the Fokl CC (FF) genotype in patients with childhood autism was noted compared
to healthy control and other groups of NDD patients. Within the patients group a lower incidence and
diversity of common commensal bacteria was noted, as well as the higher incidence of potentially
harmful bacteria.

Key words: neurodevelopmental disorders, autism, exorphins, genotipization, lactose intolerance,
celiac desease, vitamin D deficiency, gut microbiota dysbiosis

Scientific field: Biology
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ADHD - poremecaj paznje sa hiperaktivnosti

ASD - autisti¢ni spektar poremecaja

BBB - krvno-mozdana barijera

BB - bifidobakterije

BDNF - mozdani neurotrofni faktor

BK - buterna kiselina

CB - celijacna bolest

CHA - deciji autizam

CM - kazomorfin

CM3 - govedi pB-kazomorfin 1-3

CM4 - govedi B-kazomorfin 1-4

CMd4am - govedi -kazomorfin 1-4 amid

CNS - centralni nervni sistem

DGGE - gel elektroforeza u denaturiSu¢em gradijentu

DSMV - dijagnosticki i statisticki prirucnik americkog psihijatrijskog udruzenja, peto
izdanje

ERLD - poremecaj u razvoju receptivnog i ekspresivnog govora
GE - gluten egzorfin

GEAS5 - gluten egzorfin A5

GEBS - gluten egzorfin B5

GEC - gluten egzorfin C

Gl - gastrointestinalni

HCL - hlorovodoni¢na kiselina

HLA - humani leukocitni antigen

HPLC - te¢na hromatografija visokih perfomansi

IBS - sindrom iritabilnog creva

ICD - 10 - medunarodna klasifikacija bolesti, deseto izdanje
ICV - Intracerebroventrikularni

LB - laktobacili

LI - laktozna intolerancija

MSDD - meSoviti razvojni poremecaj

NDD - neurorazvojni poremecaji

PCR-RFLP - lan¢ana reakcija polimeraze sa analizom polimorfizma duzine restrikcionih
fragmenata

PCR-SSP - lan¢ana reakcija polimeraze sa prajmerima specifi¢nim za sekvencu
PDD-NOS - pervazivni razvojni poremecaj, nespecifi¢an

PPK - propionska kiselina

SCFA - masne kiseline kratkog lanca

VDR - receptor vitamina D






1. Uvod






1.1. Neurorazvojni poremecaji

Neurorazvojni poremecaji (eng. neurodevelopmental disorders - NDD) (DSM-5) (Swedo et
al., 2013) ili poremecaji psiholoskog razvoja (ICD-10) (WHO, 2015) predstavljaju grupu razvojnih
poremecaja Cija se kliniCka slika ispoljava u ranom detinjstvu, obi¢no pre polaska u skolu. Ovi
poremecaji mogu zahvatiti jednu ili viSe sfera razvoja (govorno-jezicku, senzomotornu,
socioemocionalnu). Prema ICD-10 (eng. International Statistical Classification of Diseases and
Related Health Problems 10th Revision) ovoj grupi pripadaju poremecaji ekspresivnog i receptivnog
govora (razvojna disfazija), motoric¢ki poremecaji, poremecaji Skolskih vestina Citanja, pisanja i
raCunanja, mesoviti specificni poremecaji razvoja, drugi poremecaji psiholoSkog razvoja,
nespecifiéni poremecaji psiholoskog razvoja i grupa pervazivnih razvojnih poremecaja u okviru kojih
se nalaze: deciji autizam, atipi¢ni autizam, Aspergerov sindrom, pervazivni razvojni poremecaj
nespecifican, drugi dezintegrativni poremecaji detinjstva, hiperkineticki poremecaj sa mentalnom
retardacijom i stereotipnim pokretima, drugi pervazivni poremecaj razvoja i Retov sindrom. lako je
klasifikacija ovih poremecaja suStinski ista u oba prirucnika, prema poslednjem izdanju
dijagnostickog i statistickog priruénika ameri¢kog psihijatrijskog udruzenja (eng. American
Psychiatric Association's Diagnostic and Statistical Manual, Fifth Edition - DSM-5) grupi
neurorazvojnih poremecaja pripadaju poremecaji komunikacije, razvojni intelektualni poremecaji,
autisti¢ni spektar poremecaja, poremecaj paznje sa hiperaktivnoséu, specifi¢ni poremecaji ucenja i
motoricki poremecaji. Dok prema DSM-5 priru¢niku poremecaj paznje sa hiperaktivnoscéu (eng.
attention deficit hyperactivity disorder — ADHD) pripada grupi neurorazvojnih poremecaja, u okviru
ICD-10 ovaj poremecaj pripada grupi poremecaja ponaSanja i emocija sa po¢etkom u detinjstvu i
adolescenciji i vodi se pod dijagnozom hiperkineticki poremecaj. Hiperkineticki poremeéaj (ICD-10)
karakteriSe rani pocetak (obi¢no u prvih pet godina zivota) nedostatak istrajnosti u aktivnostima koje
zahtevaju kognitivno angazovanje, tendencija prelaska sa jedne aktivnosti na drugu bez okonéanja
bilo koje, dezorganizacija i preterana aktivnost (WHO, 1992). Ekvivalent ADHD u ICD-10 je
poremecaj aktivnosti i paznje koji se izdvaja kao podgrupa u okviru grupe hiperkinetic¢ki poremecaji.
Jedina znacajna razlika u definisanju ovih poremecaja u okviru oba priru¢nika jeste ta §to u okviru
ICD-10 dijagnoza hiperkineticki poremecaj iskljucuje pervazivni razvojni poremecaj, dok DSM-5
dozvoljava komorbidnu dijagnozu autisti¢cnog spektra poremecaja i pomera starosnu granicu za
postavljanje dijagnoze na 7 do 12 godina (Doernberg et al., 2016).

1.1.1. Autizam

Autizam je najteZza 1 najslozenija forma razvojnih poremecaja koja se prema ICD-10
manifestuje trijadom simptoma: 1) kvalitativnim o$te¢enjem verbalne i neverbalne komunikacije 2)
kvalitativnim oStecenjem socijalne interakcije i 3) repetitivnim i stereotipnim obrascima ponasanja i
interesovanja. Pored ovih specifi¢nih dijagnosti¢kih obelezja, deca sa autizmom ¢esto ispoljavaju i
niz drugih, nespecificnih problema kao $to su strahovi, poremecaj u spavanju i ishrani, agresivno
ponasanje. Prema DSM-5 u dijagnosticke kriterijume za autizam se ubraja i senzorna disfunkcija tako
da se prema ovom priru¢niku smatra da autizam obuhvata dijadu simptoma: 1) poremecaj u razvoju
govora 1 jezika sa poremecajem komunikacije 1 2) repetitivni 1 stereotipni obrasci ponaSanja i
interesovanja sa senzornom disfunkcijom. Za razliku od ICD-10 gde u okviru pervazivnih razvojnih
poremecaja postoje razliciti podtipovi autizma (deciji autizam, atipicni autizam, Aspergerov sindrom,
Retov sindrom...), kod DSM-5 su svi ovi podtipovi, osim Retovog sindroma, svedeni u jednu
dijagnozu - autisti¢ni spektar poremecaja. lako je DSM-5 najnovija verzija dijagnostickog priru¢nika,
i dalje se dosta primenjuje ICD-10 kako zbog vece specifi¢nosti i osetljivosti u vezi sa postavljanjem
dijagnoze autizma, tako i zbog obezbedivanja produktivnijeg plana rehabilitacije (Doernberg et al.,
2016). U klinickoj praksi se pri postavljanju dijagnoze neurorazvojnih poremecaja ili poremecaja
psiholoskog razvoja trenutno koriste oba priru¢nika. Primena novog priru¢nika ICD-11, Kkoji je
objavljen u junu 2018, bi trebala da obezbedi prevazilazenje postojecih nedoslednosti u naucnoj
literaturi, kao 1 da pruzi jedinstven medicinski sistem za dijagnostiku, prognozu 1 lecenje
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neurorazvojnih poremecaja, koji ¢e se istovremeno oslanjati na klasifikacioni sistem DSM-5 i koristiti
fenomenoloske opise i podtipove ICD-10 (Doernberg et al., 2016).

1.2. Etiologija neurorazvojnih poremeéaja

Smatra se da veéina neurorazvojnih poremecaja nastaje kao rezultat zajednickog delovanja
genetickih i sredinskih faktora. Vecina istrazivanja odnosi se na ispitivanje mehanizama nastanka
autizma i ADHD-a, dok su bioloski aspekti manje ozbiljnih razvojnih poremecaja, kao §to su teskoce
u ucenju ili poremecaji razvoja govora i jezika, slabo ispitivani do sada.

1.2.1. Etiologija autizma

Autizam je sindrom sa brojnim negeneti¢kim i genetickim uzro¢nicima (Mubhle et al., 2004).
U samo oko 10% slucajeva autizma moguce je identifikovati etioloske, geneticke ili sredinske faktore
(sindromski autizam), dok kod preostalih 90% slu¢ajeva ne postoji jasan uzrok (nesindromski
autizam). Ovim idiopatskim slucajevima se nakon iskljucivanja geneti¢kih i sredinskih faktora i
upotrebom specifi¢nih procena pripisuje multifaktorijalna etiologija (Veenstra-Vanderweele et al.,
2004). Dosadasnja istrazivanja su pokazala da brojni geneticki faktori uestvuju u formiranju
geneticke predispozicije autizma, koja zajedno sa sredinskim faktorima dovodi do formiranja klinicke
slike autizma (Fett-Conte et al., 2013).

1.2.1.1. Geneti¢ka osnova autizma

Pretpostavljeno je da je idiopatski autizam (bez poznatog uzroka) nasledni poremecaj (Muhle
et al., 2004). Porodi¢ne studije i studije blizanaca ukazuju na visoku stopu pojavljivanja autizma kod
monozigotnih blizanaca (60-90%), dok je kod dizigotnih znatno manja (oko 5-31%), kao i da je veci
rizik za nasledivanje kod rodaka prvog stepena srodstva (Bailey et al., 1995; Hallmayer et al., 2011;
Rosenberg et al., 2009). Postoji znacajno veéi rizik za nastanak autizma kod dece roditelja sa
autizmom ili onih sa porodi¢nom istorijom psihijatrijskih problema. Depresija i poremecaji licnosti
ucestaliji su kod majki dece sa autizmom nego kod majki dece urednog razvoja (Constantino et al.,
2010; Daniels et al., 2008). Ustanovljena je i asocijacija izmedu Sizofrenije i bipolarnih poremecaja
kod roditelja ili brace i sestara i povecanog rizika za nastanak autizma (Sullivan et al., 2012).

Neke osobe iz razli¢itih generacija u okviru iste porodice mogu ispoljavati diskretna oSte¢enja
u kognitivnom, jezi¢kom ili socijalnom funkcionisanju, §to se smatra poremec¢ajima koji pripadaju
Sirem fenotipu autisticnog spektara. Rodaci prvog stepena srodstva osoba sa autizmom imaju
povecanu ucestalost kognitivnih poteskoca i poremecaja u ponaSanju asociranih sa autizmom, kao $to
su socijalna ili jezicka disfunkcija, u odnosu na prevalenciju ovih poremecaja u opstoj populaciji
(Losh etal., 2009). Ovo se naziva “grani¢nim fenotipom” i ukljucuje restriktivna, reptitivna ponasanja
i diskretne deficite u socijalnom funkcionisanju ili jezi¢ku disfunkciju (Pickles et al., 2000; Warren
et al., 2012). Kasnjenje u govorno-jezickom razvoju uoceno je u znacajnom procentu kod brace i
sestara autisti¢nih ispitanika (Ben-Yizhak et al., 2011; Gamliel et al., 2007), kao i deficit socijalnih
vestina sli¢an onom kakav se sre¢e kod pacijenata sa autizmom (Constantino et al., 2006).

Ova razli¢itost u fenotipskom ispoljavanju autisticnog poremecaja 1 psihijatrijskih
manifestacija u porodicama pacijenata sa autizmom, ukazuje da na nastanak autizma uti¢e vise
razlicitih gena i genetickih faktora koji svojim specificnim kombinacijama i interakcijama u
individualnom genomu dovode do Siroke fenotipske varijabilnosti klinicke slike autizma (Goldberg
et al., 2005; Pickles et al., 2000).



1.2.1.2. Geni kandidati za nastanak autizma

Do sada je identifikovano nekoliko znacajnih genetic¢kih faktora asociranih sa autizmom, dok
je identitet i broj ostalih gena koji su uklju¢eni u nastanak autizma i dalje nepoznat.

Mnogi lokusi u genomu dovedeni su u vezu sa etiologijom autistiénog ponaSanja. Medutim,
procenjuje se da svi asocirani lokusi zajedno doprinose nastanku autizma kod manje od 1% slucajeva
(Fett-Conte et al., 2013). Velike kolaborativne studije utvrdile su postojanje asocijacije izmedu rizika
za nastanak autizma sa varijacijama u genomu kao $to su geneti¢ke varijante Cesto zastupljene u
populaciji, novonastale geneticke varijante, varijante broja genskih kopija 1 retke nasledne varijante
(Robinson et al., 2015).

Do sada je u literaturi navedeno vise od 200 gena kandidata za autizam. Prema Swanwick i
sar. (2011) (Swanwick et al., 2011) oni se mogu klasifikovati u 4 kategorije:

1) geni povezani sa retkim monogenskim formama autizma (NRXN1 i SHANKS3);

2) geni povezani sa sindromima cije fenotipske manifestacije uklju¢uju i simptome autizma kao
Sto su Fragilni X i Retov sindrom (FMR1 i MECP2);

3) geni koji sadrze varijante Cesto zastupljene u populaciji asocirane sa malim, dodatnim rizikom
za autizam, identifikovani na slu¢ajevima nepoznate etiologije (MET i GABRB1)

4) geni asocirani sa mehanizmima nastanka autizma koji nisu uklju¢eni u drugim kategorijama
(CASDP2 i ALOX5AP).

Geni koji pripaduju prvim dvema kategorijama su najjace asocirani sa patogenezom autizma
(El-Fishawy et al., 2010).

1.2.1.3. Retke monogenske forme autizma - de novo mutacije

U proseéno 5-20% slucajeva pacijenata sa autizmom prisutne su de novo mutacije (O'Roak et
al., 2011). Skorija istrazivanja ukazala su da se ve¢ina ovih de novo mutacija, za koje se smatra da su
odgovorne za nastanak nekih sluc¢ajeva autizma, nalaze u genima koji kodiraju ili regulisu ekspresiju
gena ukljucenih u strukturu ili funkcionisanje sinapsi kao $to su NLGN3/4 (Neuroligin 3/4), SHANKS3
(SH3 and multiple ankyrin repeat domains 3), NRXN1 (neurexin 1) (Daoud et al., 2009; Gauthier et
al., 2009). Godine roditelja, pre svega oceva, u vreme zaceca su asocirane sa pove¢anim rizikom za
nastanak de novo mutacija i sa nastankom autizma (Croen et al., 2007). Prekonceptualna izloZzenost
sredinskim faktorima rizika, kao $to su npr. teski metali, takode moze doprineti nastanku de novo
mutacija i povecanom riziku za nastanak autizma (Kinney et al., 2010).

1.2.1.4. Geneticke varijante ¢esto zastupljene u populaciji asocirane sa nastankom autizma

Sli¢no drugim poremecajima sa genetickom predispozicijom, smatra se da autizam odgovara
modelu u kome brojne geneticke varijante ¢esto zastupljene u populaciji, svaka pojedina¢no sa malim
do umerenim efektom, interaguju jedna sa drugom i u nekim slu¢ajevima sa sredinskim faktorima,
dovode¢i do nastanka geneticki kompleksnog stanja, autizma (Abrahams et al., 2008). Pojedine
geneticke varijante Cesto prisutne u populaciji povec¢avaju verovatnocu za autizam, ali same po Sebi
nisu dovoljne da bi bile uzrok nastanka autizma. Ove varijante doprinose prisutnim varijacijama u
kogniciji i ponasanju kod zdravih ¢lanova porodice, dok interakcija vise njih moze dovesti do
nastanka autizma. Ovaj model objasnjava prisustvo nekih “grani¢nih” osobina kod ne-autisti¢nih
rodaka prvog stepena srodstva.

1.2.1.5. Etiolo§ka heterogenost autizma

Najocigledniji generalni zakljuak na osnovu objavljenih genetickih studija je postojanje
etioloske heterogenosti autizma. Razlicito ispoljavanje klinickih slika kod monozigotnih blizanaca
koji imaju identi¢ni geneticki materijal ukazuje na to da i drugi faktori uticu na fenotip (Muhle et al.,
2004). Specifiéne mutacije, delecije ili jedinstveni set genetickih varijanti mogu da uti¢u na sklonost
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ka autizmu, ali Cak 1 tada sredinski faktori mogu da menjaju fenotipsko ispoljavanje ovog poremecaja
(Cop et al., 2015). Razlike u fenotipovima monozigotnih blizanaca ukazuju na izlozenost razlicitim
pre-, peri- i postnatalnim sredinskim faktorima, tj. da viSestruki uticaji na osetljivu geneti¢ku osnovu
I nasumicni stresovi iz okoline mogu dovesti do pune ekspresije poremecaja.

1.2.2. Sredinski faktori u nastanku neurorazvojnih poremecaja

Opste je prihvaceno da je za nastanak autizma kao i ostalih formi NDD pored geneticke
osnove neophodno i delovanje razli¢itih sredinskih faktora koji deluju kao okidac¢i dovode¢i do pune
ekspresije simptoma ovih poremecaja.

Mnoge studije ukazuju da infekcije majke u toku trudnoce, narocito virusne infekcije izazvane
citomegalovirusom i virusom rubeole u prvom trimestru (Chess et al., 1978; Slawinski et al., 2018),
predstavljaju znacajni prenatalni faktor rizika za nastanak autizma 1 drugih neurorazvojnih
poremecaja (Guinchat et al., 2012). Pove¢anom riziku za nastanak autizma doprinose i alergijska i
autoimunska oboljenja majke u toku trudnoée (Lyall et al., 2014). Smatra se da povecana proizvodnja
inflamatornih citokina kao posledica aktivacije imunskog odgovora majke verovatno predstavlja
kljuéni mehanizam koji povezuje infekciju majke sa promenama u razvoju mozga fetusa i
predispozicijom za mentalna oboljenja deteta kasnije u zivotu (Ratnayake et al., 2013; Zaretsky et al.,
2004). Opste je poznato i prihvaceno da neuro-inflamacija i neuro-imunske abnormalnosti
predstavljaju znacajan faktor u patogenezi autizma (Siniscalco et al., 2018).

Konzumiranje odredenih lekova (antikonvulzivni lekovi) u toku trudnoce, narocito u prvom
trimestru (Christensen et al., 2013), konzumiranja alkohola i cigareta (Aronson et al., 1997; Hultman
etal., 2002), intoksikacije teskim metalima, poput zive i olova (Mendola et al., 2002), kao i prenatalne
nutritivne deficijencije, prevashodno vitamina D, c¢ija deficijencija u prenatalnom i ranom
postnatalnom periodu moze negativno uticati na razvoj centralnog nervnog sistema (Cannell, 2008),
predstavljaju znacajne prenatalne faktore rizika za nastanak neurorazvojnih poremecaja.

Perinatalni faktori rizika (od 28. nedelje trudnoc¢e do 6. dana nakon rodenja) koji se mogu
dovesti u vezu sa nastankom autizma su mala telesna tezina na rodenju, nizak Apgar skor u prvih pet
minuta nakon rodenja, prevremeno rodenje deteta (Finegan et al., 1979; Hultman et al., 2002),
asfiksija i respiratorni distres sindrom (Froehlich-Santino et al., 2014).

Od neonatalnih faktora rizika (od 7.-28. dana nakon rodenja) pominju Se respiratorne
infekcije, narocito one komplikovane upalom srednjeg uha (Hadjkacem et al., 2016). Primeceno je
da deca sa autizmom znatno ¢e$cée oboljevaju od upale srednjeg uha nego njihovi zdravi vr$njaci, kao
1 da deca kod koje su se upale uha razvile u prvoj godini Zivota, odmah po rodenju ili nakon nekoliko
meseci, imaju tezu klini¢ku sliku od one dece kod koje su se upale javile u kasnijoj Zivotnoj dobi
(Konstantareas et al., 1987). Kako su ove infekcije najéeS¢e pracene antibiotskom terapijom,
primecena je i znacajno veca upotreba oralnih antibiotika kod dece sa autizmom (Niehus et al., 2006).

Pored genetickih i sredinskih faktora rizika koji se dovode u vezu sa nastankom autizma i
drugih neurorazvojnih poremecaja, sve vise se govori o komorbidnim stanjima kao potencijalnim
faktorima rizika za nastanak ovih poremecaja.

1.3. Komorbidna stanja neurorazvojnih poremecaja

Komorbidna stanja znacajno su ¢e$¢a kod dece sa autizmom u odnosu na opstu populaciju. U
njih spadaju neuropsihijatrijski poremecaji kao Sto su anksioznost i bipolarni poremecaji
(Lichtenstein et al., 2010; Munesue et al., 2008; Simonoff et al., 2008), neki retki geneticki sindromi
(Retov sindrom, fenilketonurija, Smith-Lemli-Opitz sindrom, tuberozna skleroza, sindrom fragilnog
X hromozoma) (Robert et al., 2017) i epilepsija. Epilepsija se javlja kod ¢ak 40% pacijenata sa
autizmom, dok se procenjuje da je subklinicka epileptiformna aktivnost prisutna kod jos veceg broja
pacijenata koji ne pokazuju klini¢ke znake epilepsije (Jensen, 2011).

Pored ovih komorbidnih stanja zapazena je i visoka ucestalost ekcema, alergija, respiratornih
infekcija, upala srednjeg uha i gastrointestinalnih problema kod dece i odraslih sa postavljenom
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dijagnozom autizma (Adams et al., 2011; Konstantareas et al., 1987; Theoharides et al., 2016;
Tonacci et al., 2017).

Razlicite alergijske manifestacije ukljucujuéi astmu, atopijske bolesti (atopijski dermatitis,
alergijski rinitis, alergijska bronhijalna astma, spasti¢ni bronhitis, mukozni kolitis) i intoleranciju na
neke namirnice (Chen et al., 2013; Khakzad et al., 2012; Theoharides et al., 2016; Xu et al., 2018) su
Ceste kod pacijenata sa autizmom. Uoceno je da deca koja pate od alergija u prvoj godini Zivota
pokazuju niza socioemocionalna postignuc¢a u kasnijoj dobi u poredenju sa decom koja nisu imala
alergije (Meldrum et al., 2012). Predlozeno je da alergije na hranu uzrokuju gastrointestinalne tegobe
i pojavu razli¢itih psiholoskih, psihijatrijskih i neuroloskih stanja (de Theije et al., 2014a) ukljucujuci
autizam (Jyonouchi, 2009) i ADHD (Pelsser et al., 2009). Eksperimenti na zivotinjama pokazali su
da alergija na hranu moze dovesti do nekih promena u ponasanju koje su prisutne kod pacijenata sa
autizmom poput smanjene socijalne interakcije, oStecenja prostorne memorije i pojave stereotipnog
ponasanja (de Theije et al., 2014b). U literaturi se mogu pronaci podaci da su serumski nivoi antitela
(IgA, 1gG, IgM, IgE), pre svega na kravlje mleko, poviseni kod dece sa autizmom u odnosu na grupu
zdrave dece (Lucarelli et al., 1995). U grupi dece sa autizmom takode je uoceno prisustvo veceg titra
antitela na glijadin u odnosu na kontrolne ispitanike (Lau et al., 2013). Ukazano je na postojanje
pozitivne koleracije izmedu tezine alergijskih manifestacija i nivoa funkcionalnosti osoba sa
autizmom (Jyonouchi, 2010; Mostafa et al., 2008; Shibata et al., 2013), kao i da iskljucivanje
pojedinih namirnica iz ishrane (poput glutena, mleka i mle¢nih proizvoda) dovodi do poboljsanja
simptoma autizma (Pennesi et al., 2012).

Posebna paZnja u poslednje vreme posvecuje se gastrointestinalnim (GI) smetnjama kao
komorbidnim stanjima autizma, s obzirom na njihovu znacajnu ucestalost kod dece i odraslih sa
autizmom (Buie et al., 2010; Coury et al., 2012).

1.3.1. Gastrointestinalne smetnje kod dece sa neurorazvojnim poremecajima

U grupi pacijenata sa NDD ¢esto su prisutne GI smetnje kao $to su dijareja, opstipacija,
nadimanje, refluks i povrac¢anje (Gorrindo et al., 2012; lbrahim et al., 2009; Molloy et al., 2003;
Nikolov et al., 2009; Valicenti-McDermott et al., 2006; Wang et al., 2011b). Visoka ucestalost GI
smetnji u grupi dece sa autizmom, kao i zajednic¢ki pocetak ispoljavanja simptoma gastrointestinalnih
1 neurorazvojnih poremecaja, vodi ka pretpostavci da gastrointestinalna patologija moze imati udela
u nastanku NDD (Sekirov et al., 2010).

Ucestalost dijarea i kolitisa kod dece sa autizmom i razvojnim teSko¢ama je sedam puta veca
nego kod dece tipi¢nog razvoja (Chaidez et al., 2014). Primeceno je da postoji snazna korelacija
izmedu tezine simptoma autizma i GI poremecaja (Adams et al., 2011; Gorrindo et al., 2012; Wang
et al., 2011b). Zakljuceno je da GI smetnje mogu uticati na probleme sa snom, senzornu disfunkciju,
pojavu impulsivnog, agresivnog ponasanja kao i anksioznosti (Chaidez et al., 2014; Mazefsky et al.,
2014; Mazurek et al., 2013; Peters et al., 2014; Prosperi et al., 2017; Schurman et al., 2012).

U poslednje vreme sve je prihvaéenija ideja da postoji veza izmedu GI trakta i CNS-a (eng.
gut brain axis) i da nju ¢ini dvosmerni sistem komunikacije koji se ostvaruje kroz neuralne puteve
(centralni, autonomni i entericki), neuroendokrini i neuroimunski sistem (Grenham et al., 2011).
Jedna od teorija koja donekle objasnjava vezu izmedu GI trakta i CNS-a je opioidna teorija. Ovom
teorijom predloZen je jedan od potencijalnih molekularnih mehanizama nastanka neurorazvojnih
poremecaja, pre svega autizma.



1.4. Opioidna teorija nastanka autizma

Opioidnu teoriju nastanka autizma prvi put je opisao Panksepp 1979. godine Kkoji je
pretpostavio da osobe sa autizmom imaju povisen nivo endogenih opioidnih peptida na nivou CNS-
a (Panskepp, 1979). Sprovodeci eksperimente na Zivotinjama, on je u svojoj neurohemijskoj teoriji
nastanka autizma izneo pretpostavku o postojanju veze izmedu povisenog nivoa endogenih opioida i
nekih simptoma autizma kao $to su izmenjen osecaj za bol, smanjena potreba za socijalizacijom i
insistiranju na istovetnosti (Panskepp, 1979). Nesto kasnije, na osnovu nalaza povisenih nivoa peptida
u urinu dece sa autizmom, Reichelt KL je postulirao teoriju prema kojoj egzogeni opioidni molekuli,
kazo-egzorfini (u literaturi ¢es¢i pod nazivom kazomorfini, eng. casomorphin - CM) i gluten egzorfini
(eng. gluten exorphin - GE), nastali nekompletnim varenjem proteina poreklom iz mleka (kazeina) i
zitarica (glutena), dospevaju putem cirkulacije do CNS-a i tamo, reagujuci sa opioidnim receptorima,
izazivaju simptome kao $to su stereotipije, hiperaktivnost i kaSnjenje u govorno-jezickom razvoju
(Reichelt et al., 2012). Opioidna teorija potvrdena je rezultatima istrazivanja na zivotinjama.
Pokazano je da intraperitonealni tretman pacova sa CM 1-7 dovodi do uznemirenosti i hiperaktivnog
ponasanja koje je praceno povlacenjem iz socijalnih kontakta i burnim odbrambenim reakcijama (Sun
et al., 1999a). Ovakva ponasanja se mogu dovesti u vezu sa simptomima koji su ¢esto opisivani kod
dece sa autizmom. Takode, pomenuti tretman ovim kazomorfinom uti¢e i na regulaciju spavanja
(Taira et al., 1990) i izaziva analgeticki efekat (Sun et al., 1999a). Intracerebroventrikularni tretman
(ICV) CM-5 pokazuje umeren analgeticki efekat (Matthies et al., 1984), sto se moze dovesti u vezu
sa poviSenim pragom za bol kod osoba sa autizmom. Takode pokazano je da ICV primena gliadin
egzorfina A5 ima antinociceptivni (analgeticki) efekat, kao i da oralna primena ovog egzorfina utice
1 na centralni i periferni nervni sistem dovodeci do pojave teskoca u u€enju i anksioznog ponasanja
(Takahashi et al., 2000). Potvrdeno je i da kazomorfini imaju znacajan i dugorocan efekat na
adaptabilno ponasanje i u¢enje kod mladih pacova (Dubynin et al., 2008).

Na osnovu ove teorije doslo je do razvoja novog terapijskog pristupa u rehabilitaciji dece sa
autizmom koji se bazira na primeni dijete bez glutena i kazeina (eng. gluten free casein free - GFCF).
Pozitivni efekti ovakvih dijetarnih intervencija evidentirani su na nivou razli¢itih oblasti
funkcionisanja osoba sa autizmom: jezik i komunikacija (Knivsberg et al., 2002; Knivsberg et al.,
1999; Lucarelli et al., 1995; Whiteley et al., 2010), paznja i koncentracija (Knivsberg et al., 2002;
Lucarelli et al., 1995; Whiteley et al., 2010), socijalna interakcija (Knivsberg et al., 2002; Whiteley
et al., 2010), samopovredivanje i izmenjena percepcija bola (Lucarelli et al., 1995; Whiteley et al.,
2010), repetitivno, stereotipno ponasanje (Knivsberg et al., 2002; Whiteley et al., 2010) gruba
motorika i koordinacija pokreta (Knivsberg et al., 2002), hiperaktivnost (Whiteley et al., 2010).

PoviSen nivo peptida u cirkulaciji moZe biti posledica nekompletnog varenja proteina do kog
moze do¢i zbog smanjene aktivnosti peptidaza, bilo usled njihove inhibicije, genetickog deficita ili
nedostatka kofaktora (Bouras et al., 1996; Reichelt et al., 2009). Pored toga, smatra se da povec¢ana
propustljivost creva, tzv. sindrom propusnih creva (eng. leaky gut sindrome), koja je opisana u
proseku kod Cetvrtine do treé¢ine dece sa autizmom (Boukthir et al., 2010; D'Eufemia et al., 1996),
moze biti jedan od razloga povisene koncentracije opioidnih peptida u cirkulaciji. Povecana
propustljivost creva je verovatno posledica oStecenja crevnog epitela koje je primeéeno kod
pacijenata sa autizmom (Horvath et al., 2002; Torrente et al., 2002). Do sada nije potpuno razjasnjeno
da li je povecana propustljivost crevnog epitela u ovoj grupi pacijenata urodeni deficit crevne barijere
ili je rezultat inflamacije crevne mukoze.

Kako je povisen nivo opioidnih peptida pronaden i U urinu pacijenata sa celijaénom bolesti
pretpostavljeno je da inflamacija creva kakva se srece kod ovih pacijenata moze dovesti do smanjenja
aktivnosti litickih enzima i povecane propustljivosti crevnog epitela (Reichelt et al., 1998).



1.5. Celijacna bolest, osetljivost na gluten i laktozna intolerancija kao moguci uzroci poveéane
propustljivosti crevnog epitela u neurorazvojnim poremecajima

Visoka ucestalost GI smetnji kod dece sa autizmom podstakla je istrazivace na ispitivanje
potencijalne veze izmedu celija¢ne bolesti (CB) ili glutenske senzitivnosti i autizma. Podaci dobijeni
u dosada$njim istrazivanjima koji su se odnosili na imunski odgovor na gluten u autizmu, kao i veze
izmedu autizma 1 CB, su Cesto bili nedosledni i protivrec¢ni.

Povezanost CB i/ili osetljivosti na gluten sa neuroloskim i psihijatrijskim simptomima uoc¢ena
je jos pre 40 godina (Bender, 1953; Dohan, 1966). Podaci iz radova ukazuju da se kod 22% pacijenata
sa CB primecuju neke neuroloske ili psihijatrijske disfunkcije (Briani et al., 2008), kao i da 57%
pacijenata sa neuroloskim simptomima imaju antiglijadinska antitela u cirkulaciji (Hadjivassiliou et
al., 1998). Neuroloska i psihijatrijska stanja uocena kod imunoloski posredovanog odgovora na gluten
ukljucuju epilepsiju, ataksiju, cerebelarnu degeneraciju, anksioznost, poremecaj paznje i
hiperaktivnosti, depresiju i autizam (Jackson et al., 2012).

CB je imunoloski posredovano oboljenje koje je prisutno kod 1% opSte populacije 1 koje se
manifestuje GI smetnjama kao $to su dijareja, povracanje, umor, gubitak tezine (Genuis et al., 2010).
Dijagnoza se potvrduje seroloSkim testiranjem antitela na tkivne transglutaminaze (tTG) 1
antigliadinska antitela (AGA), histoloskim nalazom sluznice tankog creva koji ukazuje na postojanje
atrofije crevnih resica, kao i ispitivanjem geneticke osnove poremecaja koja ukljucuje varijante gena
za sistem humanih leukocitnih antigena (eng. human leukocyte antigen — HLA) HLA-DQ2 ili HLA
DQ8. HLA 1l obuhvata kompleks proteina na povrsini antigen prezentuju¢ih ¢éelija (makrofagi,
dendritske celije i B limfociti), ¢ija je primarna uloga aktiviranje imunskog odgovora vezivanjem
peptidnih fragmenata i njihove prezentacije T ¢elijama (Wieczorek et al., 2017). Kod CB ove antigen
prezentujuce celije eksprimiraju HLA DQ?2 i DQ8 proteine koji pokazuju visok afinitet za glijadinske
peptidne fragmente (Molberg et al., 1998). Vezivanjem ovih fragmeta i njihovom prezentacijom T
¢elijama dolazi do aktiviranja imunskog i humoralnog odgovora koje vodi nastanku atrofije crevnih
resica i razvoja CB (Megiorni et al., 2012). Vise od 90% pacijenata sa CB eksprimira protein DQ?2,
dok je kod ostalih pacijenata prisutan DQ8 protein (Tollefsen et al., 2006). Ovi proteini kodirani su
visokopolimorfnim genima HLA-DQAL i HLA-DQB1 koji se nalaze u lokusu glavnog kompleksa
histokompatibilnosti MHC 1l (eng. major histocompatibility complex - MHC) (Thorsby, 2009).
Protein HLA-DQ?2 kodiran je alelima DQA1*05 i DQB1*02 koji se mogu naslediti zajedno na istom
hromozomu (cis konfiguracija) u okviru haplotipa DRB1*03-DQA1*05-DQB1*02 ili odvojeno na
dva homologa hromozoma (trans konfiguracija), naj¢es¢e u okviru haplotipova DRB1*11/12/13-
DQA1*05-DQB1*03:01 i DRB1*07-DQA1*02-DQB1*02 (Cizmarevic et al., 2015). Utvrdeno je da
medu nosiocima HLA-DQ2, homozigoti za alel DQB1*02 imaju povecan rizik za razvoj CB (Clerget-
Darpoux et al., 1994; Stankovic et al., 2014; VVader et al., 2003). Protein HLA-DQ8 kodiran je alelima
DQA1*03 i DQB1*03:02 u okviru haplotipa DRB1*04-DQA1*03-DQB1*03:02 (Karell et al., 2003).
Za sve navedene rizicne alele pacijenti mogu biti homozigoti ili heterozigoti, a jacina upalnog
odgovora zavisi od broja alela asociranih sa rizikom za nastanak CB (Cizmarevic et al., 2015).

Osetljivost na gluten je stanje koje se manifestuje pojavom Gl smetnji kao §to su bolovi u
stomaku, nadutost, dijareja ili opstipacija, nakon konzumacije namirnica koje sadrze gluten i smatra
se da je ovaj oblik nepodnosenja glutena dosta ¢es¢i u odnosu na CB (Catassi et al., 2013). Osobe
kod kojih je prisutna osetljivost na gluten nemaju atrofiju crevnih resica, kao ni antitela specifi¢na za
CB (Hadjivassiliou et al., 2004), dok su haplotipovi tipi¢ni za CB detekovani kod 50% ovih osoba
(Bizzaro et al., 2012).

Kod nekih pacijenata sa dijagnostikovanom CB nisu prisutni simptomi CB i tada se govori o
asimptomatskoj CB. Smatra se da klasicne simptome CB kod ovih pacijenata maskira
antinociceptivni efekat opioidnih peptida poreklom iz glutena, gluten egzorfina (Pruimboom et al.,
2015).

CB moze biti pogresno dijagnostikovana kao laktozna intolerancija (LI) zbog sli¢nih GI
simptoma (Samasca et al., 2011). Takode ova dva GI poremecaja se Cesto javljaju zajedno.
Registrovana je visoka prevalenca CB kod pacijenata sa laktoznom intolerancijom (Ojetti et al.,
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2005), ali i visoka ucestalost laktozne intolerancije kod odoj¢adi sa tipi¢nim simptomima CB
(Radlovic et al., 2009).

LI nastaje kao posledica smanjene aktivnosti enzima laktaze u sluznici tankog creva i
karakteriSe se GI simptomima kao $to su dijareja, bol u stomaku, nadustost i mu¢nina (Matthews et
al., 2005). LI moze biti razvojna, kongenitalna, primarna i sekundarna. Razvojna LI se javlja kod
prevremeno rodene dece kao posledica nezrelosti GI sistema. Kongenitalna L1 je veoma retka i nastaje
kao posledica mutacije u genu za laktazu. Gen za laktazu LCT nalazi se na dugom kraku 2.
hromozoma na poziciji 21 (2921) (Arroyo et al., 2010; Swallow, 2003). Uzvodna geneticka varijanta
LCT-13910 C>T, nalazi se u regulatornoj sekvenci gena za laktazu (Arroyo et al., 2010; Swallow,
2003). Pisustvo alela C na ovoj poziciji povezano je sa smanjenjem (Rasinpera et al., 2006), a
varijante T sa oCuvanjem ekspresije LCT gena (Swallow, 2003). Primarana laktozna intolerancija (ili
adultna hipolaktazija) se javlja kao posledica postepenog smanjivanja ekspresije gena za laktazu sa
pocCetkom 0ko 2. godine Zivota, da bi se u odraslom dobu smanjila za 90%, kod osoba koje su
homozigotni nosioci varijante sa C alelom (C/C varijanta) (Scaro, 2016). Osobe koje su heterozigotni
nosioci ove varijante (C/T), imaju smanjenu laktaznu aktivnost, ali ne u meri u kojoj i homozigotni
nosioci, i podlozniji su laktoznoj intoleranciji u slu¢aju stresa ili nekog GI poremecaja (Matthews et
al., 2005), dok su nosioci T/T varijante tolerantni na laktozu tokom celog zivota (laktaza perzistencija)
(Swallow, 2003). Sekundarna laktozna intolerancija se javlja kao posledica oStec¢enja sluznice
crevnog zida nastale kao posledica nekog Gl oboljenja (Scaro, 2016). Kod odoj¢adi sa klini¢ki jasnim
simptomima CB, ¢esto dolazi do sekundarne LI kao posledica inflamacije tankog creva (Radlovic et
al., 2009).

Na osnovu biopsije creva dece sa autizmom, zaklju¢eno je da je Smanjena enzimska aktivnost
laktaze, laktazna deficijencija, ¢esta kod pacijenata sa autizmom i da moze doprineti razvoju GI
smetnji i nekih oblika izmenjenog ponasanja (Kushak et al., 2011). Nije poznato da li ova deficijencija
kod autisti¢nih pacijenata nastaje kao razvojna, primarna (geneticki determinisana) ili sekundarna.

1.6. Disbioza kao moguéi uzrok povecane propustljivosti crevnog epitela u neurorazvojnim
poremecajima

Jedan od mogucéih uzroka povecane propustljivost crevnog epitela koja je primeéena kod
pacijenata sa autizmom (de Magistris et al., 2010; Fiorentino et al., 2016; Quigley, 2016), mogao bi
da bude inflamacija creva nastala usled poremecaja sastava crevne mikrobiote - disbioze (Brandl et
al., 2015). Crevna mikrobiota predstavlja kompleksnu ekolosku zajednicu mikroorganizama, koji
zive u simbiozi sa svojim domacinom i ima kljuénu ulogu u oCuvanju zdravlja. Mikrobiota i
metaboli¢ki produkti enterickih organizama imaju jak 1 dinami€an uticaj na funkcionisanje domacina.
Ona ima vaznu ulogu u zastiti od patogena (Ubeda et al., 2017), indukciji i modulaciji imunskog
sistema (Maranduba et al., 2015), metabolizmu nutrijenata i lekova (Rowland et al., 2018; Wilkinson
et al., 2018) sintezi vitamina i esencijalnih aminokiselina (Morowitz et al., 2011), ali i u modulaciji
ekspresije gena u mnogim organima, medu kojima su GI sistem i mozak (Camp et al., 2014; Carabotti
et al., 2015). Promene u sastavu crevne mikrobiote mogu doprineti nastanku nekih bolesti kao §to su
alergije, gojaznost, dijabetes, Kronova bolest, sindrom iritabilnog creva (eng. irritable bowel
syndrome - IBS) (Sekirov et al., 2010), ali i nekih neuropsihijatrijskih oboljenja kao $to su depresija,
bipolarni poremeca;j i autizam (Mangiola et al., 2016).

Kako je primeéeno da su GI simptomi ¢esti kod dece sa autizmom, pretpostavljeno je da bi
ovi poremecaji na nivou GI sistema mogli biti uzrokovani promenama u sastavu crevne mikrobiote
(de Theije et al., 2011). Poslednjih godina veliki broj studija pokazao je da kod dece sa autizmom
postoji disbalans u sastavu crevne mikrobiote. Rezultati nekoliko istrazivanja pokazali su da je kod
dece sa autizmom prisutan prekomeran rast uslovno patogenih bakterija kao §to su pripadnici roda
Clostridium (De Angelis et al., 2013; Finegold et al., 2002; Parracho et al., 2005; Song et al., 2004a)
kao i1 nekih drugih bakterija medu kojima su Sutterella spp. (Williams et al., 2012) i bakterija roda
Desulfovibrio (De Angelis et al., 2013; Finegold et al., 2012). S druge strane, ¢esto je u uzorcima
stolice dece sa autizmom zabeleZen i disbalans u sastavu bakterija koje ¢ine normalnu crevnu floru,
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u vidu smanjenog broja bakterija roda Bifidobacterium (De Angelis et al., 2013; Finegold et al., 2010)
i vece zastupljenosti bakterija roda Lactobacillus (Adams et al., 2011). Iako se podaci medu studijama
razlikuju, ukazuju¢i na postojanje individualnih razlika u sastavu crevne mikrobiote, generalno je
prihvaceno da je kod pacijenata sa autizmom smanjen diverzitet crevne mikrobiote kao i naruSen
balans bakterija koje ¢ine normalnu crevnu floru (Krajmalnik-Brown et al., 2015).

Veliki broj istrazivanja ukazao je na znacajnu ulogu mikrobiote na razvoj i funkcionisanje
nervnog sistema (Bercik et al., 2011a; Gareau et al., 2011; Neufeld et al., 2011; Sudo et al., 2004),
kao i na uske vremenske intervale u ranom postnatalnom periodu u kojima je za pravilan razvoj
nervnog sistema neophodna pravilna kolonizacija creva. Zaklju¢eno je da promene u sastavu
mikrobiote u ranim fazama kolonizacije i razvoja mikrobiote mogu da uti¢u na razvoj CNS-a i imaju
trajne posledice na neuralne funkcije i na kasnije mentalno zdravlje (Borre et al., 2014).

Promene u sastavu crevne mikrobiote dovode do promena na nivou razli€itih bakterijskih
metabolita preko kojih se ostvaruje komunikacija izmedu crevne mikrobiote i CNS-a. Regulacija
funkcije CNS-a moze se ostvarivati preko ogranic¢avanja dostupnosti prekursora serotonina-triptofana
(O'Mahony et al., 2015), preko neuroaktivnih ili imunomodulatornih molekula poput dopamina,
gama-aminobuterne kiseline (eng. y-aminobutyric acid - GABA), histamina i acetilholina, koje
proizvode pojedine bakterije (Rogers et al., 2016) ili masnih Kiselina kratkog lanca.

1.6.1. Masne kiseline kratkih lanaca - bakterijski metaboliti sa plejotropnim efektima na nivou
creva i CNS-a

Masne kiseline kratkih lanaca (eng. short chain fatty acids - SCFA) su bioaktivni molekuli
koji nastaju bakterijskom fermentacijom ugljenih hidrata. SCFA su zasi¢ene alifati¢ne organske
kiseline koje se sastoje od jednog do Sest ugljenika od kojih su siréetna, propionska i buterna Kiselina
najzastupljenije (95%) (den Besten et al., 2013). One mogu uticati na brojne funkcije kako na nivou
creva, tako i na nivou CNS-a.

Buterna kiselina (BK) ima $irok spektar uticaja na intestinalnu funkciju (Hamer et al., 2008).
Ona je koristan izvor energije za enterocite u debelom crevu i uti¢e na njihovu proliferaciju,
diferencijaciju 1 apoptozu, ima antiinflamatorni efekat, ojacava odbrambrenu barijeru creva tako $to
poveéava produkciju mucina i smanjuje propustljivost crevnog epitela povecavajuci ekspresiju
proteina ¢vrstih veza (eng. “tight junction” proteins) medu epitelijalnim ¢elijama creva
(Van Immerseel et al., 2010). Na nivou CNS-a, buterna kiselina doprinosi ouvanju stabilnosti krvno-
mozdane barijere (Braniste et al., 2014) i ocuvanju mozdanih funkcija kroz stimulaciju ekspresije
grupe gena koji su ukljuéeni u prezivljavanje, plasti¢nost i regeneraciju neurona (Bourassa et al.,
2016). Smanjena proizvodnja buterne kiseline mogla bi biti uzrok povecane propustljivost crevne i
krvno-mozdane barijere koja je opisivana kod dece sa autizmom (Fiorentino et al., 2016).

S druge strane, intraventrikularni tretman propionskom kiselinom (PPK) kod pacova izaziva
poremecaje na nivou motorike, repetitivno ponasanje, elektrografske promene na mozgu, poremecaje
kognicije, rigidnost u u¢enju i poremecaje socijalnih interakcija kao i neurohemijske promene koje
se vezuju za autizam (Macfabe, 2012).

PPK i BK deluju na nivou epigenoma i na taj nacin uticu na promenu ekspresije gena unutar
neurotransmiterskih sistema, nervnih adhezionih molekula, molekula uklju¢enih u inflamatorne
procese, oksidativni stres, lipidni metabolizam i mitohondrijsku funkciju (Nankova et al., 2014).
Kako su promene u svim ovim sistemima karakteristi¢ne za autizam, jedna od pretpostavki je da i
SCFA mogu imati vaznu ulogu U patogenezi autizma (Macfabe, 2012).

1.7. Nutritivne deficijencije, deficijencija vitamina D i varijante u genu VDR u neurorazvojnim
poremecajima

Inflamacija gornjih delova creva kakva se sre¢e kod pacijenata sa celijatnom bolesti,
laktoznom intolerancijom ili disbiozom dovodi do poremecaja apsorptivnih mehanizama i
narus$avanja optimalnog unosa hranljivih materija. Nedostatak nutritijenata moze negativno da utice
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na razliCite bioloske procese neophodne za pravilno funkcionisanje CNS-a (Genuis et al., 2010). Jasan
primer malapsorpcionog sindroma sa upadljivom disfunkcijom CNS-a jeste slucaj de¢aka sa CB koji
je pogresno dijagnostikovan kao autizam (Genuis et al., 2010).

Nutritivne deficijencije su Cesto opisivane kod pacijenata sa autizmom (Hyman, 2008)
ukljucujuéi i upadljivu deficijenciju (vrednosti manje od 10 ng/ml (25nmol/l)) glavne cirkuliSuce
forme vitamina D — kalcidiola (25(OH)D3) (Cannell et al., 2013; Mostafa et al., 2012). Kako je
ekspresija brojnih gena regulisana vitaminom D, na osnovu rezultata istrazivanja na zivotinjama
zakljuceno je da prolazna deficijencija vitamina D u toku trudno¢e dovodi do smanjenja ekspresije
mnogih gena ukljuéenih u neuralnu strukturu i signalnu transmisiju, uzrokujuéi neurorazvojne
poremecaje (Eyles et al., 2009). Takode, pokazano je i da nedostatak vitamina D u ranom razvoju
utiCe na diferencijaciju neurona, aksonalnu povezanost, dopaminsku ontogenezu i formiranje
mozdanih struktura i funkcija (Eyles et al., 2013) usled ¢ega dolazi do promena u strukturi i
funkcionisanju mozga koje su opisane kod pacijenata sa autizmom (Schmidt et al., 2015). Stoga se
nedostatak vitamina D smatra jednim od faktora rizika za nastanak neurorazvojnih poremecaja (Eyles
et al., 2009).

Metabolizam vitamina D je kompleksan viSestepeni proces, u kome ucestvuju produkti
razli¢itih gena koji su ukljuceni u preciznu regulaciju metabolizma vitamina D. Uzimaju¢i u obzir da
izvesne genske varijante u tim genima mogu da imaju efekat na put sinteze aktivne forme vitamina
D, postavlja se pitanje da li bi prisustvo gorepomenutih genskih varijanti, doprinoseéi deficijenciji
vitamina D, posledi¢éno mogle biti povezane sa rizikom za razvoj autizma. 1z tih razloga bilo bi
znacajno ispitati varijante u genima koji kodiraju proteine ukljué¢ene u metabolizam vitamina D kako
bi se bolje razumeo mehanizam nastanka autizma (Cannell, 2008).

U literaturi je Cesto proucavan receptor vitamina D (eng. vitamin D receptor-VDR), ¢lan
familije nukleusnih receptora koji pripada transkripcionim faktorima i uti¢e na transkripciju velikog
broja razli¢itih gena (Hewison et al., 2003; Verlinden et al., 2001). VDR ima znacajnu ulogu u razvoju
CNS-a i eksprimira se u razli¢itim delovima mozga vrlo rano u embrionalnom razvoju (Eyles et al.,
2005; McGrath et al., 2001). VDR se aktivira vezivanjem kalcitriola (aktivne forme vitamina D (1,25
(OH) D3)) ¢ime, nakon dimerizacije sa retinoid X receptorom (RXR), postaje aktivan transkripcioni
faktor koji intereaguje sa kofaktorima i tako uti¢e na ekspresiju brojnih gena koji sadrze elemente
odgovora (eng. vitamin D responsive elements) (Dusso et al., 2005). Na taj na¢in vitamin D aktivira
ili suprimira ekspresiju ciljnih gena.

Gen koji kodira receptor za vitamin D (VDR) nalazi se na hromozomu 12g13.1. Do sada je
opisano nekoliko varijanti u ovom genu koje su povezane sa autizmom — Tagl rs731236, Bsml
rs1544410 i Fokl rs2228570 (Coskun et al., 2016). Na osnovu poredenja nivoa kalcidiola u serumu
kod pacijenata sa autizmom koji nose razlic¢ite VDR geneticke varijante, utvrdeno je postojanje
asocijacije Fokl varijante i metabolizma vitamina D kod dece sa autizmom (Coskun et al., 2016).

Postoji mali broj podataka koji se odnose na ispitivanje VDR geneti¢kih varijanti kod autizma
(Coskun et al., 2016; Schmidt et al., 2015) dok ove geneticke varijante nisu ispitivane kod dece sa
nekom drugom formom neurorazvojnih poremecaja.
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2. Ciljevi istrazivanja
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Cilj ove doktorske disertacije je da ispita geneti¢ke varijante povezane sa intolerancijom na
gluten, laktoznom intolerancijom i izmenjenom transkriptivnom aktivnoséu receptora za vitamin D,
kao i da ispita prisustvo crevne disbioze i opioidnih peptida u urinu dece sa razvojnim poremecajima.

Definisani su slede¢i konkretni ciljevi:
1. Ispitivanje prisutva kazo- i gluten egzorfina u urinu pacijenata i u kontrolnoj grupi;

2. Ispitivanje ucestalosti varijanti gena u HLA-DQ lokusu (DQA1, DQBL1 i DRBL1 aleli) asociranih
sa nastankom celijacne bolesti u grupi pacijenata i kontrolnoj grupi i ispitivanje njihove
korelacije sa prisustvom kazo- i gluten egzorfina u urinu;

3. Ispitivanje ucestalosti geneticke varijante LCT -13910C>T, asocirane sa laktoznom
intolerancijom, u grupi pacijenata i kontrolnoj grupi i ispitivanje njihove korelacije sa prisustvom
kazo- i gluten egzorfina u urinu;

4. Ispitivanje uCestalosti geneticke varijante VDR Fokl rs2228570, asocirane sa izmenjenom
transkriptivnom aktivno$¢u ovog receptora, u grupi pacijenata i kontrolnoj grupi i ispitivanje
asocijacije VDR Fokl genotipa sa nivoom metaboli¢ki akivne forme vitamina D — kalcidiola u
serumu pacijenata;

5. Ispitivanje sastava crevne mikrobiote dece sa neurorazvojnim poremecajima u odnosu na zdravu
populaciju, njenog diverziteta i odredivanje klju¢nih bakterija koje su u manjoj ili ve¢oj meri
zastupljene kod pacijenata u odnosu na kontolnu grupu dece;

6. Ispitivanje da li neki od testiranih faktora imaju potencijal dijagnostickih, terapeutskih ili
prognostickih biomarkera;

Ocekuje se da ¢e ova studija doprineti boljem razumevanju odnosa izmedu analiziranih faktora i

pojave neurorazvojnih poremecaja kod dece sa ciljem efikasnije diskriminacije izmedu podtipova ove
heterogene grupe poremecaja kao i unapredenja dijagnostickih i terapeutskih pristupa.
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3. Materijal i metode
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3.1. Ispitanici

U istrazivanju je ucestvovalo 100 dece iz Srbije i Hrvatske sa postavljenom nekom od
dijagnoza neurorazvojnih poremecaja: 36 pacijenta sa dijagnozom mesovitog razvojnog poremecaja
(eng. mixed specific developmental disorder - MSDD, F83.0), 4 sa dijagnozom poremecaj paznje sa
hiperaktivnosti (eng. attention deficit hyperactivity disorder ADHD, F90.0), 16 sa dijagnozom
poremecaj u razvoju receptivnog i ekspresivnog govora (eng. expressive and receptive language
disorder - ERLD, F80.1 et F80.2), 21 sa dijagnozom deciji autizam (eng. childhood autism - CHA,
F84), i 23 sa dijagnozom pervazivni razvojni poremecaj, nespecifican (eng. pervasive developmental
disorder-not otherwise specified - PDD-NOS, F84.9). Dijagnoza je postavljena od strane lekara
specijaliste, decijeg neuropsihijatra, a na osnovu opservacije klini¢ke slike i anamnestic¢kih podataka.
Pri postavljanju dijagnoze lekar se sluzio ICD-10 kriterijumima za dijagnostikovanje mentalnih
oboljenja. Uzorkom je bilo obuhvaceno 79 decaka i 21 devojcica (razlika u zastupljenosti polova sa
odnosom 3,7) uzrasta izmedu 18 meseci i 11 godina (medijana 4). Vecina dece iz uzorka pacijenata
je od ranog uzrasta bila podvrgnuta nekom obliku rehabilitacionog tretmana i imala je jednu ili vise
Gl smetnji kao sto su — dijareja, konstipacija, kasaste stolice, primese nesvarene hrane u stolici.
Informacije o GI smetnjama dobijene su na osnovu intervjua sa roditeljima u okviru koga je iskusni
klinicar postavljao ciljana pitanja koja se odnose na prisustvo Gl smetnji. Pored toga podaci su
dobijeni i na osnovu rezultata obavljenih analiza stolica u klini¢ckim laboratorijama. Kontrolnu grupu
¢inilo je 95 zdravih ispitanika, koji nisu imala nikakve GI smetnje, ukljucujuci i odsustvo razvojnih
smetnji, i koja nisu bila u srodstvu sa ispitanicima iz grupe pacijenata. Ovu grupu cinilo je 73 dec¢aka
I 22 devojcice (razlika u zastupljenosti polova sa odnosom 3,3) uzrasta izmedu 1 i 15, 8 godina
(medijana 5).

U okviru grupe od 100 ispitanika selektovana je podgrupa, koja je obuhvatila 36 dece sa
neurorazvojnim poremecajima, kod kojih su uzimani uzorci fecesa u cilju ispitivanja specifi¢nosti
sastava crevne mikrobiote. Devet pacijenata iz ove grupe imalo je dijagnozu ERLD, 12 pacijenta
MSDD, 10 pacijenata PDD-NOS i 5 pacijenata dijagnozu CHA. Podgrupom je obuhvaceno 28 decaka
i 8 devojcica (razlika u zastupljenosti polova sa odnosom 3,5) uzrasta izmedu 2 i 9 godina (medijana
4.). Svi pacijenti selektovani su na prvim pregledima, pre bilo kakvih medicinskih ili nutricionistickih
tretmana koji bi mogli da imaju uticaj na sastav crevne mikrobiote ¢ime je podrazumevano da
pacijenti nisu uzimali probiotike, prebiotike antibiotike/antimikotike i druge suplemente najmanje tri
meseca pre davanja uzoroka fecesa. Kontrolnu grupu cinilo je 28 zdrave dece, 19 decaka i 9 devojcica
(razlika u zastupljenosti polova sa odnosom 2,1), uzrasta izmedu 2 i 11 godina (medjana 6) koja nisu
bila u srodstvu sa ispitanicima iz grupe pacijenata i koji takode nisu uzimali probiotike, prebiotike,
antibiotike i antimikotike, niti primenjivali nijedan dijetetski rezim ishrane tri meseca pre davanja
uzoraka fecesa. Zbog teskoce u prikupljanju urina kod male dece, u okviru ove podgrupe posebno je
selektovano 26 pacijenata sa NDD, 21 decak i 5 devoj¢ica (razlika u zastupljenosti polova sa odnosom
4,2), uzrasta izmedu 2 i 7 godina (medijana 4) i 26 kontrola - 21 decaka i 5 devojcica (razlika u
zastupljenosti polova sa odnosom 4,2), uzrasta od od 2 do 7,5 godina (medijana 4) za analizu urina u
cilju kvantifikacije ukupne kolicine peptida, kao i koli¢ine gluten egzorfina i govedih kazomorfina.
Pacijenti, kao i kontrole, za ovu posebnu podgrupu selektovani su po istim kriterijuma kao i pacijenti
i kontrole iz prethodnih podgrupa. Svi ispitanici iz grupe pacijenata selektovani su iz Specijalisticke
ordinacije iz psihijatrije “Dr Selakovi¢” u Beogradu.

Pisane forme saglasnosti potpisane su od strane roditelja pre uklju¢ivanja svakog ispitanika u
studiju. Ova studija sprovedena je uz saglasnost Eticke komisije Instituta za molekularnu genetiku i
geneticko inzenjersvo, Univerziteta u Beogradu (O-E0-002/2015). Studija je sprovedena u skladu sa
Helsinskom deklaracijom Svetske medicinske asocijacije.
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3.2. Analiza nivoa vitamina D (25-OH) u serumu i testovi intolerancije na hranu

Rezultati analize serumskog nivoa vitamina D (25-OH) - kalcidiola i testa intolerancije na
hranu dobijeni su od roditelja pacijenata (81 pacijent je imao je rezultate testa intolerancije na hranu
dok je 68 pacijenata imalo rezultate serumskog nivoa 25-OH). Analize su uradene u tri komercijalne
medicinske laboratorije: “Konzilijum” i “Analiza” iz Beograda, Republika Srbija i “Synlab” iz
Zagreba, Republika Hrvatska. Analize kalcidiola radene su u razli¢itim mesecima, tokom cele godine.

Sakupljena je kapilarna krv iz prsta (0,8 ml) uz pomoé¢ Greinerove Bio-One MiniCollect
sistema tuba za skupljanje kapilarne krvi. Krv je uzimana ujutro, pre prvog obroka. Preporuceno je
da se hrana ne konzumira 12 sati pre uzimanja uzorka krvi. Nakon vadenja, krv je stajala na sobnoj
temperaturi 30 min, zatim je centrifugirana na 3500 rpm 10 min, takode na sobnoj temperaturi. Za
odredivanje vitamina D, serum je ¢uvan na hladnom (2-8 °C) i analiziran istog dana, dok je za
odredivanje IgG antitela ¢uvan na -20 °C do momenta analize (obi¢no 3 do 4 dana).

Nivo vitamina D (25-OH) u serumu odreden je automatizovanim testom-Vitamin D total test-
electro-chemiluminescence binding assay (ECLIA, Roche, Mannheim, Nemacka) prema uputstvu
proizvodaca. Ukratko, ovaj kompetitivni protein-vezujuci esej za ispitivanje ukupnog vitamina D (25-
OH) u humanom serumu (25-hidroksivitamin Dz i D) sastoji se od tri koraka inkubacije (svaki traje
9 minuta, na 37 °C). U prvom koraku, u uzorku se denaturise vitamin D vezujuéi protein (eng. vitamin
D binding protein-VDBP) kako bi oslobodio vezani vitamin D (25-OH) inkubacijom uzorka (15 ul)
sa denaturiSu¢im reagensom 1 (ditiotreitol 1 g/L, pH 5,5) i 2 (natrijum hidroksid 55 g/L). Uzorak se
dalje inkubira sa rutenijumom obelezenim VDBP, pri ¢emu se formira kompleks sa vitaminom D
(25-OH). U trecoj inkubaciji se dodaje vitamin D (25-OH) konjugovan sa biotinom, koji se
kompetitivno vezuje za rutenijumom obeleZzen VDBP. Nakon dodavanja mikrocestica oblozenih
streptavidinom, kompleks koji se sastoji od rutenijumom obelezenog VDBP-a i vitamina D (25-OH)
konjugovanog sa biotinom, se vezuje za Cvrstu fazu (usled interakcije biotina i streptavidina).
Kona¢no, reakciona smesa se prebacuje u mernu celiju gde se mikrocestice vezuju za povrSinu
elektrode. Primena napona na elektrodu indukuje hemiluminescentnu emisiju koja se meri
fotomultiplikatorom.

Deficijencija vitamina D definisana je kao serumski nivo 25-OH <50 nmol/L, dok je
insuficijencija vitamina D definisana kao 50-75 nmol/L. Optimalni nivo vitamin D (25-OH) definisan
je kao > 75 nmol/L (Holick, 2009).

Test intolerancije na hranu podrazumeva kvantitativno odredivanje specifi¢nih IgG antitela u
humanom serumu na alergene iz hrane putem upotrebe tri komercijalna testa: Allerquant 90 Foods
IgG - enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA, Biomerica, SAD), RIDASCREEN Spec.
Foodscreen - enzyme immunoassay (EIA, R-biopharm AG, Nemacka) ili Food intolerance tests (FIT)
(EIA, Synlab, Nemacka).

Svi testovi su sprovodeni prema uputstvu proizvodaca. Svaki uzorak seruma (0,1 ml) je
razblazen 1:100 u puferu za uzorke. Specifi¢ni alergeni (ekstrakti hrane) apsorbovani su na
unutra$njim povr$inama Supljina mikrotitarske ploc¢e. Uzorci pacijenata, standardi i kontrolni serumi
su pipetirani u odgovaraju¢e Supljine i1 inkubirani na sobnoj temperaturi. Tokom inkubacije,
specificna IgG antitiela se vezuju za odgovarajuce antigene hrane (apsorbuju se na plocu).
Prekomerni proteini u serumu uklanjaju se ispiranjem. Zatim se dodaje anti-humano IgG antititelo
konjugovano sa alkalnom fosfatazom. Tokom druge inkubacije, ovaj konjugat antitela se veze sa
humanim IgG antitelima iz uzorka ispitanika. Konac¢no, supstrat se doda i1 inkubira na sobnoj
temperaturi, u mraku, 60 min. Supstrat se defosforiliSe konjugovanim enzimom i boji u Zzuto.
Intenzitet Zute boje je proporcionalan koli¢ini antitela specifiénih za antigen u serumu i meri se
fotometrijski na 405 nm.
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3.3. Priprema urina i analiza egzorfina te¢nom hromatografijom visokih perfomansi

Grupa od 26 pacijenata selektovana je za analizu urina te¢nom hromatografijom visokih
performansi (eng. high-performance liquid chromatography-HPLC) u cilju odredivanja koli¢ine
ukupnih peptida (kao mere crevne propustljivosti), kao 1 koli¢ine gluten egzorfina i govedih beta
kazomorfina.

Prvi jutarnji urin je prikupljen kako je prethodno opisano (Reichelt et al., 2012). Uzorci urina
prikupljeni su u epruvetama sa stabilizatorom - limunskom kiselinom (finalno 1%) i zamrznuti $to je
pre moguce na -20 °C. U laboratoriji su uzorci urina ostavljeni da se tope tokom no¢i u hladnoj sobi
na 4 °C. Kreatinin je odreden Jaffeovom reakcijom (Toora et al., 2002). Ukratko: 50 ul standarda ili
uzorka pomesano je sa 0,6 ml dH20 i 0,1 ml alkalnog pikrata i ostavljeno na sobnoj temperaturi 45
minuta. Apsorbancija je izmerena na 505 nm.

Zapremina urina ekvivalentna 500 nmol kreatinina (ili 200, za vrlo razredene uzorke)
analiziran je hromatografskom analizom na aparatu Agilent serije 1100 HPLC (Agilent technologies,
Waldbronn, Nemacka) sa DAD detektorom, na reverznoj fazi peptid/protein analiti¢ke kolone Zorbax
300 SB-C18 (250 mm x 4,6 mm id, veli¢ina Cestica 5 um, Agilent, SAD) opremljenom sa zastitnom
kolonom (Zorbax 300SB-C18, 12,5 mm x 4,6 mm, 5 um) na 29 °C. Pre HPLC analize, urin je filtriran
kroz $pric filtere (Phenex, RC Membrane 0.45 um, 4 mm, Phenomenex, USA). Mobilna faza sastojala
se od rastvora A (trifluorosiréetna kiselina, 10 mM) i rastvora B (acetonitril, JT Baker, Deventer,
Nizozemska) koriste¢i elucioni gradijent: 95% A 0-20 min, 95-60% A 20 -75 min, 60-40% A 75-80
min, 40% A 80-89 min, 40-95% A 89-95 min. Na kolonu je nano$ena zapremina uzoraka od 22-89
pm, zavisno od koncentracije kreatinina. Detekcija talasne duzine postavljena je na 215 nm (za
peptidne veze), 280 nm (za aromati¢ne grupe) i 325 nm (indolil grupe), a brzina protoka bila je 1
ml/min.

Peptidni standardi govedeg p-kazomorfina 1-3 (YPF), B-kazomorfina 1-4 (YPFP), B-
kazomorfina 1-4 amida, p-kazomorfina 1-7 (YPFPGP), B-kazomorfina 1-8 (YPFPGPI), gluten
egzorfina A5 (GYYPT), gluten egzorfina B5 (YGGWL) i gluten egzorfina C (YPISL) i hipurinska
kiselina (Pepmic, Kina), su pojedina¢no rastvoreni u vodi HPLC ¢istoce sa 0,1% v/v trifluorosiréetne
kiseline. Koncentracija osnovnih rastvora peptida bila je 1 mM.

Radi identifikacije jedinjenja u hromatogramima i odredivanja njihovih retencionih vremena,
uzorci urina bili su koinjektirani sa standardnim rastvorima peptida (20 uM). Za kvantifikaciju su
koris¢ene kalibracione krive sa eksternim standardima. Standardni rastvori (opseg koncentracija od
0,625 do 20 pM) napravljeni su rastvaranjem osnovnih rastvora peptida u 0,1% v/v trifluorosircetnoj
kiselini. Linearna regresiona analiza kalibracionih krivih peptidnih standarda pokazala je linearnu
zavisnost sa korelacionim koeficijentom r2 = 0,9997 — 1,000. Svi eksperimenti su ponovljeni
najmanje dva puta. Preklopljeni hromatogram kontrolnog urina i kontrolnog urina koinjektiranog
rastvorima standarda peptida je prikazan na slici 1.
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Slika 1. Preklopljeni hromatogram kontrolnog urina (puna linija) i kontrolnog urina koinjektiranog
sa rastvorima standarda peptida (isprekidana linija), detektovani na 215 nm. CM3-#-kazomorfin 1-3
(YPF), CM4-B-kazomorfin 1-4 (YPFP), CM4amid-B-kazomorfin 1-4 amid, CM7-p-kazomorfin 1-7
(YPFPGP), CM8-f - kazomorfin 1-8 (YPFPGPI), GEC-gluten egzorfin C (YPISL), gluten egzorfin
GEAG5 — gluten egzorfin A5 (GYYPT), GEB5-gluten-egzorfin B5 (YGGWL)

3.4. 1zolacija DNK na koloni

Postupak izolacije DNK na koloni izvrSen je prema proceduri predlozenoj od strane
proizvodaca (QlAamp DNA Blood Mini Kit - Qiagen, Hilden, Nemacka).

U mikrotube od 1,5 ml dodato je 400 pl PBS-a. Kako bi se postiglo da ¢elije difunduju, na
dno mikrotuba stavljen je bukalni bris. Zatim je dodato 20 pul Qiagen proteaze K i 400 ul pufera AL.
Smesa je vorteksovana, a nakon toga je inkubiranaa u vodenom kupatilu 1 sat na 56°C. Dodato je 400
ul 100% etanola. Uzorak je promesan vorteksom, zatim nanosen na QlAamp Mini spin kolonu i
centrifugiran na 6000 g, 1 min. Ovim postupkom DNK se vezala za kolonu, a eluat je odbacen. Da bi
se DNK isprala od necisto¢a na kolonu je nanoSeno 500 ul pufera AW1 i kolona je centrifugirana na
6000 g, 1min. Postupak ispiranja se ponovio sa istom koli¢inom pufera, AW2, nakon ¢ega je kolona
centrifugirana na 10000 g, 3 min. Zatim je kolona je prebacena u novu mikrotubu i centrifugirana 1
min na 10000 g. Nakon centrifugiranja kolona je prebacena u ¢istu, 1.5 ml mikrotubu. Dodat je 100
ul AE pufer za eluciju u cilju spiranja DNK sa kolone koja je zatim 1 min inkubirana na ST i
centrifugirana na 6000 g, 1 min. Eluat sa rastvorenom DNK je skladisten na -20°C.
Spektrofotometrom NanoVue (GE Healthcare Life sciences, Amersham, VB) su mereni prinos i
Cistoca izolovane DNK prema uputstvu za rad na aparatu.

3.5. Genotipizacija genetickih varijanti asociranih sa celijacnom bolesti i laktoznom
intolerancijom, kao i varijante Fokl u genu za receptor vitamina D

Svi ispitanici (100 NDD pacijenata i 95 zdravih kontrola) su genotipizirani za HLA-DQAL, -
DQB1 i -DRB1 geneticke varijante asocirane sa CB, metodom lancane reakcije polimeraze sa
prajmerima specifiénim za sekvencu (eng. Sequence Specific Primer-Polymerase Chain Reaction -
PCR-SSP) (Lavant et al., 2011; Stankovic et al., 2014). Odredivanje DRB1 genotipa bilo je niske
rezolucije i ovaj gen je ukljucen samo kako bi se omogucéila preciznija identifikacija HLA-DQA1-
DQB1 haplotipa. Kod svih ispitanika je uradena i genotipizacija varijante -13910 C> T uzvodno od
gena za laktazu LCT (rs4988234) asocirane sa laktoznom intolerancijom, kao i varijante Fokl
(rs2228570) u genu za receptor vitamina D VDR, asocirane sa izmenjenom transkripcionom
aktivnoS¢u ovog receptora, metodom lancane reakcije polimeraze sa analizom polimorfizma duzine
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restrikcionih  fragmenata (eng. Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment Length
Polymorphism — PCR-RFLP), metodom koja je prethodno opisana, ali sa malim modifikacijama
(kako je detaljno opisano u poglavlju 3.5.3.)(Gross et al., 1996; Mulcare et al., 2004).

3.5.1. Identifikacija varijanti gena HLA

Genotipizacija HLA-DQAL, HLA-DQBL1 i HLA-DRB1 vrsena je PCR-SSP metodom, koja
podrazumeva upotrebu prajmera specifi¢nih za svaku ispitivanu varijantu gena HLA. Koris¢ene su tri
razli¢ite multipleks PCR reakcije. Svaki analizirani lokus je imao jedan prajmer specifi¢no
fluorescento obelezen (NED fluorofora za DQA1, VIC za DQB1 i FAM za DRB1), dok drugi prajmeri
specifi¢ni za pojedinacne allele nisu bili obeleZeni. Diskriminacija razli¢itih alela vrSena je na osnovu
duzine umnozenih DNK fragmenata. Ova metoda poznata je pod nazivom fragment analiza. Prajmeri
koriS¢eni za genotipizaciju HLA prikazani su u tabeli 1.

Tabela 1. Prajmeri kori$¢eni u analizi varijanti gena HLA (Lavant et al., 2011)

Naziv prajmera Sekvenca (5’ - 3’ smer)
DQA1*NED_F NED-GCCTCTTCAGGTGTAAACTTGTACCAGT
DQB1*05/*06 L*VIC_R | VIC-CGACGACGCTCACCTCTCCT
DQB1*05/*06 L*VIC_R | VIC-GTCGTGCGGAGCTCCAACT

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

DQB1*02_F CGTGCGTCTTGTGAGCAGAA
DQB1*04_F GCGGGGTGTGACCAGATACA

DQB1*03:01/*03:03_F GCTGGGGCCGCCTGA
DQB1*03:01/*03:04_F GACAGCGACGTGGAGGTGTAC
DQB1*03:02/*03:03_F GAGCGCATGCGTCTTGTGAC
DRB1*03/*11/*13/*14 F | CACGTTTCTTGGAGTACTCTACGTC

DRB1*04_F CGGAGGCCGCTTCTGTA
DRB1*07_F CACGTTTCCTGTGGCAGGG
DRB1*09_F CGGTATCTGCACAGAGGCAT
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Napomena: NED, VIC, FAM - fluorofore kojima su obelezeni prajmeri. Skracenice: F — forward,
uzvodni prajmer, R — reverse, nizvodni prajmer

U tabeli 2. prikazan je sastav smesSa i volumen prajmera koris¢enih za genotipizaciju HLA
gena u tri multipleks PCR-SSP reakcije. Pored toga, prikazane su i o¢ekivane duzine PCR fragmenata.

Tabela 2. Prajmeri koris¢eni u HLA genotipizaciji i o¢ekivane duzine dobijenih umnoZzenih DNK

fragmenata
HLA . . DuZina Volumen
smese prajmera Naziv prajmera fragmenta ()
(bp)
DQA1*NED F - 0,40
DQA1*01R 176 0,24
DQA1*02 R 154 0,10
DQA1*03R 148 0,22
Smesa prajmera 1 DQA1*04/*05/*06 R 140 0,28
DQA1/DQB1*05/*06 | DQA1*05R 204 0,16
DQB1*05 F 227 0,15
DQB1*06 F 234 0,30
DQB1*06:01 F 236 0,15
DQB1*05/*06 *VIC R - 0,40
DQB1*02 F 201 0,32
DQB1*04 F 198 0,16
Smesa prajmera 2 DQB1*03:01/*03:03 F 114 0,28
DQB1 *02/*03/*04 DQB1*03:01/*03:04 F 149 0,10
DQB1*0302/*03:03 F 206 0,36
DQB1*02/*03/*04 *VICR - 0,80
DRB1*03/*11/*13/*14 F 407 0,40
N DRB1*04 F 454-475 0,40
SmesaDngginera 3 [DRBIOTF 375 0,40
DRB1*09 F 345 0,30
DRB1*FAMR - 0,80

Napomena: Koncetracija prikazanih prajmera bila je 2.5 mM. Skracenice: F — forward, uzvodni
prajmer, R — reverse, nizvodni prajmer

Sve tri multipleks PCR reakcije bile su kona¢nog volumena 6 pl i imale su identian sastav
komponenti, a razlikovale su se u dodatoj smesi prajmera (1/2/3):
= 1 xPCR pufera (Qiagen)
1,25 mM MgCI2 (Qiagen)
0,25 mM dNTPs (Thermo Scientific)
0,25 U HotStar Tag DNK polymeraze (Qiagen)
2 ul smese prajmeral/2/3
4 ng genomske DNK
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Temperaturni profil prikazan je u tabeli 3 i bio je isti za sve tri PCR reakcije.

Tabela 3. Temperaturni profil PCR reakcija

Faze PCR reakcije Tem[()oeCr;;ltu ra Vrem(en:firrf?)janja Broj ciklusa
Inicijalna denaturacija 95 10 1
Denaturacija 94 1
Hibridizacija 66 0,5 45
Elongacija 72 1
Finalna elongacija 72 10 1

Umnozeni PCR produkti su zatim razblazeni u de-mi vodi u zapreminskom odnosu 1:10 za
smeSu prajmera 1, 1:20 za smesu prajmera 2 1 1:5 za smesu prajmera 3. Nakon toga, 1 pl razblazenog
PCR produkta se rastvarao u 9 ul pripremljenog 2,5% GeneScan500 LIZ standarda (Applied
Biosystems) u HiDi formamidu (Applied Biosystems). GeneScan500 LIZ standard ¢ine fluorescentno
obelezeni DNK fragmenti poznate duzine koji su neophodni da bi se odredile duzine umnozenih
PCR fragmenata. Denaturacija pripremljenog uzorka vrsena je 5 min na 95 °C, nakon ¢ega je uzorak
analiziran kapilarnom elektroforezom na aparatu 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems,
Kalifornija, SAD). Na osnovu boje pikova i njihove pozicije u odnosu na standard, vrsila se
identifikacija HLA varijanti koris¢enjem GeneMapper v.4 softvera. S obzirom da se lokusi DQA1,
DQB1 i DRBL1 nalaze u jakoj gametskoj neravnotezi, prisustvo odredenog HLA-DQ haplotipa se
moglo pouzdano odrediti bez poznavanja roditeljskog genotipa (uz koriSéenje elektronske baze
podataka vezane za varijante HLA gena).

3.5.2. ldentifikacija varijante - 13910 C> T uzvodno od gena za laktazu
Genotipizacija varijante -13910 C> T uzvodno od gena za laktazu LCT izvrSena je pomocu
PCR-RFLP metode. PCR reakcijom prvo je umnozen ciljni region Koji sadrzi pomenutu varijantu,

a prajmeri kori$¢eni za umnoZavanje su prikazani u tabeli 4.

Tabela 4. Prajmeri koris¢eni za anlalizu geneticke varijante LCT -13910C>T

Naziv prajmera Sekvenca 5’-3' smer Reference

AC-C-M-U | GCTGGCAATACAGATAAGATAATGGA |  (Mulcare et al,
LAC-C-L2 CTGCTTTGGTTGAAGCGAAGAT 2004)
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Temperaturni profil PCR reakcije za umnozavanje geneticke varijante LCT -13910C>T
prikazan je u tabeli 5.

Tabela 5. Temperaturni profil PCR reakcije za umnozavanje varijante LCT - 13910 C> T

Faze PCR reakcije Tem?oeg)altu ra Vrem(fntil;]a;janja Broj ciklusa
Inicijalna denaturacija 95 5 1
Denaturacija 94 0,5
Hibridizacija 58 0,5 35
Elongacija 72 0,5
Finalna elongacija 72 7 1

Dobijeni PCR fragment duzine 201 bp analiziran je na 2% agaroznom gelu, pri naponu od
110V, jacini struje od 110 mA i vremenu trajanja od 30 minuta.

Nakon toga umnozeni PCR produkt je tretiran enzimom Hinfl (Thermo Fisher Scientific,
SAD), prema uputstvu proizvodaca. Hinfl je restrikciona endonukleaza koja sece DNK na
specifi¢nim prepoznatljivim nukleotidnim sekvencama koji se nazivaju restrikciona mesta i na taj
nacin omogucava identifikaciju alela koji se medusobno razlikuju po prisustvu odnosno odsustvu
restrikcionih mesta. U zavisnosti od prisustva (broja i polozaja) restrikcionih mesta u analiziranom
fragmentu, dobijaju se fragmenti razlicitih duzina. Smesa za digestiju volumena 15 pl finalno je
sadrzala:
= 150 ng PCR produkta (procenjeno denzitometrijski sa gela)
= 1x pufer R (Thermo Scientific, SAD)
= 0,2 pl Hinfl enzim (Thermo Scientific, SAD)

Nakon inkubacije na temperaturi od 37 °C u trajanju od 16 sati, restrikcioni fragmenti su
analizirani 50 minuta na 3% agaroznom gelu, u cilju odredivanja genotipa ispitanika.

Fragment koji odgovara CC genotipu bio je duzine 200bp. Prisustvo T alela je uvodilo
restrikciono mesto za Hinfl enzim tako da se kod nosioca CT genotipa na restrikcionom profilu
uocavaju fragmenti od 201bp, 177bp i 24bp. Kod nosioca CC genotipa identifikivani su restrikcioni
fragmenti duzine 177bp i 24bp.

3.5.3. Identifikacija varijante Fokl u genu za receptor vitamina D
Genotipizacija Fokl (rs2228570) varijante u genu VDR izvrSena je pomocu PCR-RFLP
metode. Prvo je PCR reakcijom umnozen ciljani region VDR gena koji sadrzi pomenutu varijantu.

Sekvence uzvodnog (engl. forward, F) i nizvodnog (eng. reverse, R) prajmera koris¢ene za
umozavanje zeljenog VDR regiona navedene su u tabeli 6.
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Tabela 6. Prajmera kori$¢enih za dobijanje VDR regina koji sadrzi Fokl varijantu

Gen | Geneticka 1o ence uzvodnog (F) i nizvodnog (R) prajmera Reference
varijanta

Fokl

F: 5-AGCTGGCCCTGGCACTGACTCTGCTCT-3' | (Harris etal.,
(rs2228570) | R:

5
VDR S-ATGGAAACACCTTGCTTCTTCTCCCTC-3' 1997)

U finalnu PCR smesu od 25 pl su dodavane sledec¢e komponente:
50 ng DNK
1x PCR pufer (sadrzi 15 mM MgCl2) (Qiagen, Nemacka)
1x Q solution (Qiagen, Nemacka)
0,2 mM dNTP
0.4 uM F 1 R prajmera
1U KAPA Tagq DNK polimeraze (Kapa Biosystems, SAD)

Temperaturni profil PCR reakcije za analizu VDR Fokl varijante prikazan je u tabeli 7.

Tabela 7. Temperaturni profil PCR reakcije za umnozavanje VDR regiona koji sadrzi Fokl varijantu

Faze PCR reakcije Temp()s cr:?tura Vrem(en:irr?)janja Broj ciklusa
Inicijalna denaturacija 95 5 1
Denaturacija 94 0,5
Hibridizacija 57 0,5 35
Elongacija 72 0,5
Finalna elongacija 72 7 1

Dobijeni PCR produkti duzine 265bp provereni su horizontalnom elektroforezom na 2%
agaroznom gelu, pri naponu od 110V i jacini struje od 110 mA i vremenu trajanja od 30 minuta.

Nakon toga PCR fragmenti su tretirani odgovarajué¢im restrikcionim FoklI Fast digest (FD)
enzimom (Thermo Scientific, SAD) prema uputstvu proizvodaca. Genotip analizirane varijante je
odreden prema duzini restrikcionih fragmenata. Prisustvo varijante C podrazumevala je odsustvo, a
varijante T prisustvo restrikcionog mesta. Dobijeni genotipovi su obeleZeni na slede¢i nacin: genotip
CC (“FF”), genotip CT (“Ff”) i genotip TT (“ff”). U zagradama su navedeni nazivi ovih genotipova
koji se Cesto koriste u litiraturi. Alelu C odgovara kra¢a F, a alelu T duza forma f VDR.

Smesa za digestiju volumena 15 pl finalno je sadrzala:
= 150ng PCR produkta (procenjeno denzitometrijski sa gela)
= 1x Fokl FD pufer (Thermo Scientific, USA)
= 0,2 ul Fokl FD enzim (Thermo Scientific, USA)

Nakon inkubacije na temperaturi od 37 °C u trajanju od 3 sata, restrikcioni fragmenti su
analizirani 40 minuta na 2% agaroznom gelu, u cilju odredivanja genotipa ispitanika.

Fragment koja odgovara CC genotipu bio je duzine 265bp. Kod nosioca CT genotipa na
restrikcionom profilu uo¢avaju fragmenti veli¢ine od 265bp, 196bp i 69bp. Kod nosioca TT genotipa
identifikovani su restrikcioni fragmenti duzine 196bp i 69bp.
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3.5.4. Analiza ispitivanih genetic¢kih varijanti agaroznom elektroforezom

Razdvajanje produkata PCRa vrSeno je elektroforezom na horizontalnom agaroznom gelu
koncentracije 2 ili 3%. U gelove je dodavan etidijum bromid (finalne koncentracije 0,7 pg/mL) pre
polimerizacije. Za elektroforezu koja je tekla pri naponu od 5 V/ecm i amperazi od 5 A/cm koris¢en
je TAE pufer (40 mM Tris, 20 mM sir¢etna kiselina, 1 mM Na2EDTA). CCD kamerom sa
BioDocAnalyze sistemom vrSeno je osvetljavanje gela UV svetlom u cilju vizuelizacije DNK.
Veli¢ina fragmenata DNK odredivana je koris¢enjem DNK markera Gene ruler 100bp DNA Ladder
(Thermo Scientific, SAD).

3.6. Analiza specifi¢nosti u sastavu crevne mikrobiote dece sa neurorazvojnim poremecajima

U podgrupi od 36. dece sa neurorazvojnim poremecajima i 33 kontrolnih ispitanika analizirani
su uzorci fecesa u cilju ispitivanja specifi¢nosti sastava crevne mikrobiote i njenog diverziteta, kao i
odredivanja zastupljenosti klju¢nih bakterija prisutnih kod dece sa NDD u odnosu na kontrolnu grupu
pacijenata. Uzorci fecesa su prikupljeni i zamrznuti na -20 °C odmah nakon defekacije. Na
temperaturi od -70 °C ¢uvani su do momenta analiziranja.

3.6.1. Izolacija ukupne DNK iz fecesa

Izolacija ukupne DNK iz uzoraka fecesa izvodena je koris¢enjem komercijalnog kita ZR Fecal

DNA MiniPrep™ (Zymo Research - The Epigenetic Company™, Irvin, SAD) prema uputstvu

proizvodaca:

1. U Fecal DNA Binding Buffer dodavan je 3-merkaptoetanol u kona¢noj koncetraciji od 0,5% (v/v).

2. Sa vrha Zymo-Spin™ IV-HRC Spin Filters kolona je otkinut vrh. Kolone su stavljene u
odgovarajuce kolektorske tube i centrifugirane (Eppendorf 5424, 8000 x g 3 min).

3. 150 mg fekalnog uzorka sa 750 pL Lysis Solution je dodato u ZR BashingBead™ Lysis tubu i

votreksovano na maksimalnoj brzini 5 min;

Nakon toga uzorak je centrifugiran (Eppendorf 5424, 10000 x g 1 min);

400 pL supernatanta je prebacivano u Zymo-Spin™ IV Spin Filter kolone i centrifugirano

(Eppendorf 5424, 7000 x g 1 min);

6. U dobijene filtrate je zatim dodato 1200 pl Fecal DNA Binding Buffer;

7. 800 pl mesavine filtrata i Fecal DNA Binding Buffer je prebageno u Zymo-Spin™ IIC kolone i
centrifugirano (Eppendorf 5424, 10000 x g 1 min), a zatim je prethodni korak ponovljen sa
preostalih 800 pul navedene mesavine.

8. Nakon toga je u Zymo-Spin™1IC kolone dodato 200 uL. DNA-Pre Wash Buffer i centrifugirano
(Eppendorf 5424, 10000 x g 1 min), a zatim 500 uL. Fecal DNA Wash Buffer i centrifugirano
(Eppendorf 5424, 10000 x g 1 min).

9. Radi eluiranja DNK sa kolone 50 uL. DNA Elution Buffer dodato je u Zymo-Spin™ IIC kolonu,
a sama kolona je prebacena u ¢istu mikrotubu (Eppendorf) i centrifugirana (Eppendorf5424,
10000 x g 30 s).

10. Eluirana DNK je prebacivana u pripremljene Zymo-Spin™ IV-HRC Spin Filter kolone koje su
stavljana u mikrotube (Eppendorf) i centrifugirane (Eppendorf 5424, 8000 x g 1 min) radi
preciS¢avanja izolovane DNK.

11. Izolovana DNK je ¢uvana na -20 °C.

ok~
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3.6.2. Umnozavanje DNK fragmenata PCR reakcijom

Izolovana DNK iz uzoraka fecesa kori$¢ena je kao matrica za PCR reakcije. KoriS¢ena su tri
seta prajmera, pri ¢emu je po jedan prajmer iz para imao ,,CG-clamp®: univerzalni F-968-GC-f i R-
1401-r specifi¢ni za V6-V8 region gena za 16S rRNK (Nubel et al., 1996), Lab-0159-f i Uni-0515-
GC-r specificni za laktobacile (Heilig et al., 2002) i seta prajmera Bif 164-f i Bif 662-CG-r (Satokari
et al., 2001) specifi¢nih za bifidobakterije. Sekvence prajmera navedene su u tabeli 8.

Tabela 8. Prajmeri kori$¢eni za umnozavanje selektovanih DNK fragmenata

- . Sekvence e
Prajmeri (5" — 3 smer’) Metoda Ciljani region Reference
CGC CCG GGG CGC
GCC CCG GGC GGG .
F-968-GC | GCG GGG GCACGG | PCR V6'V186r889'0n (N“fge;g al.,
GGG GAA CGC GAA
GAA CCT TAC
i CGG TGT GTA CAA V6-V8 region (Nubel et al.,
R-1401 GAC CC PCR 165 1996)
i GGA AAC AG (AIG) . (Heilig et
Lab-0159f TGC TAA TAC CG PCR Lactobacillus 16S al., 2002)
ATC GTATTACCG
CGG CTG CTG GCA
Uni-0515- CGC CGG GGG CGC . (Heilig et
GCr GCC CCG GGC GGG | TCR | Lactobacillus 165 1 ) 500
GCG GGG GCA CGG
GGG G
: GGGTGGTAATGCCG - . (Satokari et
Bif 164-f GATG PCR Bifidobacterium 16S al., 2001)
CGCCCGCCGLaeae
GGCGGGCGGGGCGG (Satokari et
Bif 662-CG-r | GGGCACGGGGGGCC PCR Bifidobacterium 16S al., 2001)
ACCGTTACACCGGG v
AA
F-968 AA CGC GAA GAA | Sekvenci V6-V8 region (Nubel et al.,
CCTTA ranje 16S 1996)
. ATC GTATTACCG | Sekvenci . (Heilig et
Uni-0515r CGG CTG CTG GCA ranje Lactobacillus 16S al., 2002)
. CCACCGTTACACCG | Sekvenci - . (Satokari et
Bif 662 GGAA ranje Bifidobacterium 16S al., 2001)

Pripremana je reakciona smesSa koja sadrzi 1 X reakcioni pufer A (KAPA Taq Buffer A) sa
1,5 mM MgClz, dNTP smesu (svaki ANTP po 200 uM), prajmere (svaki po 10 pmol), 1 U KAPA Taq
DNK polimeraze (Kapa Biosystems, Boston, Masacusets, SAD) i 100-500 ng DNK matrice.
Umnozavanje je vrseno u GeneAmp 2700 PCR Cycler aparatu (Applied Biosystems, SAD). U tabeli
9 prikazan je temperaturni profil PCR reakcije.
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Tabela 9. Tempraturni profil PCR reakcije.

Faze PCR reakcije Tem?oeé;;ltu ra \grfirrr]])e Broj ciklusa
Inicijalna denaturacija 95°C 5 1x
Denaturacija 95°C 0,5 35 x
Hibridizacija 56°C 0,33 35X
Elongacija 68°C 0,66 35x
Terminalna elongacija 68°C 7 1x

3.6.3. Elektroforeza molekula DNK

Elektroforeza ukupne DNK i PCR fragmenata izvodena je u 1% agaroznom gelu. Za
pravljenje gelova agaroza je rastvarana u 1 X TAE puferu (40 mM Tris-acetat, 1 mM EDTA, finalno
pH 8,0) uz dodatak etidijum bromida (0,5 pg/ml). Za elektroforezu koja je tekla pri naponu od 1-10
V/cm gela je koriséen isti pufer (1 X TAE). Veli¢ine fragmenata su odredivane poredenjem predenog
puta analiziranin DNK fragmenta sa duzinom predenog puta fragamenata poznate veliCine
(standarda). Kao DNK standard koris¢en je “Gene RulerTM DNA 1kb Ladder Mix” (ThermoFisher
Scientific, Waltham, Masacusets, SAD).

3.6.4. Gel elektroforeza u denaturiSu¢em gradijentu

Za analizu rDNK amplikona dobijenih PCR reakcijom koriS¢ena je gel elektroforeza u
denaturiSsu¢em gradijentu (eng. Denaturing Gradient Gel Electrophoresis — DGGE), prema Luki¢ i
sar. (Lukic et al., 2013).

Nakom zavr$ene PCR reakcije, PCR produkti su pomesani sa bojom za nanoSenje uzoraka 6
x Loading Dye Solution (Thermo Scientific) u odnosu 3:1 i 15 pl smeSe nanoSeno je na gel sa
gradijentom denaturiSuceg agensa. Gelovi su sadrzali gradijent uree i formamida od 30 % do 60 %
za Lab-0159-f i Uni-0515-GC-r set prajmera (Heilig et al., 2002), od 45 % do 55 % za Bif 164-f i Bif
662-CG-r set prajmera (Satokari et al., 2001) i od 40 % do 80 % za F-968-GC-f i R-1401-r set
prajmera (Muyzer et al., 1993). 100% denaturiSu¢eg agensa odgovaralo je 7 mol/l Uree i 40%
(Vol/Vol) formamida. Uzorci na gelu su razdvajani 16 h pri konstantnoj voltazi od 85 V i pri
temperaturi od 60 °C u 1 X TAE puferu u aparatu DGGE-2001 (C.B:S. Scientific, San Diego, SAD).
Amplikoni su vizualizovani bojenjem i AgQNOs kao $to je prethodno opisano (Sanguinetti et al., 1994).
Ukratko: gelovi su fiksirani 20 min u rastvoru 10 % etanola i 0,5 % glacijalne sir¢etne kiseline. Zatim
su 10 min bojeni u rastvoru 0,1% AgNOs. Razvijanje je vrSeno sve do pojave vidljivih traka u 1,5 %
rastvoru NaOH, 0,1 % natrijum borhidrida (NaBHa) i 0,048 % formaldehida.

3.6.5. Sekvenciranje dela gena za 16S rDNK i analiza dobijene sekvence

Nakon zavrsene PCR-DGGE analize, fragmenti koji su bili statisticki razli¢ito zastupljeni u
grupi pacijenata u odnosu na kontrolnu grupu (p<0.05), selektovani su za sekvenciranje.

Selektovani fragmenti su izrezani iz gela i usitnjeni u destilovanoj vodi, a suspenzija je
inkubirana 10 min na 98°C (Lukic et al., 2013). Nakon inkubacije, suspenzija je centrifugirana.
Koriséen je supernatant (10 ul) za PCR umnozavanje univerzalnim prajmerima (UNI) F-968 i R-
1401, prajmerima za laktobacile (LB) Lab-0159f i Uni-0515r i prajmerima specifiénim za
bifidobakterije (BB) Bif164-f i Bif662-r (Tabela 8). Dobijeni PCR proizvodi pre¢iséeni su GeneJET
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PCR kitom za preci$¢avanje (ThermoFisher Scientific) i ligirani u pJET1.2/sistemu vektora prema

uputstvu proizvodaca (Thermo Fisher Scientific, MA, SAD). Ligirani konstrukti su transformisani u

rubidijumskim kompetentnim E. Coli DH5a ¢elijama (Hanahan, 1983). Ligacione smesa (20 pl)

dodata je pripremljenim kompetentnim DH5a ¢elijama (200 pl), nakon ¢ega su celije inkubirane na

ledu 60 min uz povremeno blago meSanje. Zatim su Celije izloZene toplotnom Soku na 42°C u trajanju

od 90 s i neposredno posle inkubirane na ledu. Posle 5 min inkubiranja na ledu, ¢elijama je dodat

medijum za regeneraciju (Luria Bertani - LB medijum: 5 g/L NaCl, ekstrakt kvasca 5 g/L (Torlak,

Beograd, Srbija), bakto tripton 10 g/L (Torlak) nakon ¢ega su celije regenerisane 1 h na 37°C uz

kontinuirano meSanje. Nakon regeneracije bakterijska suspenzija je utrljana na ¢vrste selektivne LA

(LB medijum sa dodatkom 17 g/L agara (Torlak) podloge sa 100 ug/ml ampicilina. Transformanti sa

rekombinantnom DNK su selektovani nakon 24 h aerobne inkubacije na 37°C kao bele kolonije u

skladu sa uputstvima proizvodaca pJETL1.2/blunt vektora (ThermoFisher Scientific). Nakon toga

kolonije su zasejavene u te¢ni LB medijum sa 100 pg/ml ampicilina i gajene su preko no¢i na 37°C.

1z prekono¢nih kultura su izolovani plazmidi pomoc¢u GeneJET Plasmid Miniprep Kit (ThermoFisher

Scientific, MA, SAD) prema uputsvu proizvodac¢a. Ukratko:

1. Prekonoc¢ne bakterijske kulture su centrifugirane (Eppendorf 5424, 6800 x g, 2 min);

2. U istalozene ¢elije dodato je 250 pL Resuspension Solution i vorteksovano;

3. Zatim je dodato 250 pL Lysis Solution i lagano promesano 4 do 6 puta;

4. Nakon toga dodato je jo§ 350 pL Neutralization Solution 1 promeSano 4-6 puta;

5. Uzorci su zatim centrifugirani (Eppendorf 5424 10000 x g, 5 minuta);

6. Supernatant je nakon toga prebacen u Thermo Scientific GeneJET Spin Column i centrifugiran

(Eppendorf 5424, 10000 x g, 1 minut);

Dodato je 500 pL. Wash Solution i centrifugirano dva puta (Eppendorf 5424, 10000 x g, 1 min);

8. Nakon centrifugiranja kolona je prebacena u novu mikrotubu (Eppendorf) i dodato je 50 ul pufera

za eluciju;

9. Usledila je inkubacija 2 minuta, nakon ¢ega je centrifugirano (Eppendorf 5424, 10000 X g, 2 min).
Izolovani plazmidi su sekvencirani koris¢enjem pPJET1.2 Forward/Reverse prajmera

(Macrogen Europe Service, Amsterdam, Nizozemska). Anotacija sekvenci i pretraZivanje baze

podataka za utvrdivanje sli¢nosti medu sekvencama uradeno je putem BLAST (Basic Local

Alignment Search Tool) programa koji je dostupan na internetu

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

~

3.6.6. Priprema uzoraka fecesa za HPLC analizu

Svi postupci izolacije SCFA iz fekalnih uzoraka izvedeni su kao $to je prethodno opisano
(De Baere et al., 2013).
1. Do 250mg zamrznutih uzoraka fecesa je stavljeno u tubu od 1,5 ml, i dodato je 950 pL H20 i
50 pL 0,2M sukcinske kiseline (SA), koji je korSten kao interni standard
2. Uzorci su vorteksovani 30 s
3. Dodato je 100 pl koncentrovane hlorovodoni¢ne kiseline — HCI (3,8%)
4. Uzorci su zatim vorteksovani 30 s
5. Nakon vorteksovanja uzorci su ostavljeni na ledu 60 min
6. Nakon toga uzorci su centrifugirani 15 min na 1800 g
7. Supernatant je prebacen u 15 ml tube
8. U odvojeni supernatant je dodato je 5 ml dietiletra i mesano 20 min
9. Uzorak je centrifugiran 5 min na 3000 g
10. Supernatant (gornja etarska faza) je prebacen u novu tubu
11. U izdvojenu etarsku fazu je dodato 500 pl 1M NaOH i lagano me$ano 20 min
12. Uzorak je centrifugiran 5 min na 3000 g
13. Donja (vodena faza) je prebacena u novu 1,5 ml tubu
14. U uzorak je dodato 100 pl koncentrovane HCI
15. Uzorak je vorteksovan 30 s
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16. Za HPLC analizu je injektovano 10 pl uzorka
3.6.7. Pravljenje standardne krive za siréetnu, propionsku i buternu kiselinu

Za kvantifikaciju SCFA koriS¢ene su kalibracione krive sa eksternim standardima. Rastvori
standarda: sir¢etna, propionska, buterna i sukcinska kiselina (Sigma-Aldrich, SAD) su pripremljeni
u rasponu koncentracija od 0,5 mM do 50 mM. Sukcinska kiselina je kori$¢ena kao unutrasnji
standard za efikasnost izolacije.

Za svaki dan merenja sveze su pripremljeni standardi u vodi HPLC ¢istoce. Za identifikaciju
jedinjenja u hromatogramima, uzorci su bili koinjektirani sa standardima do finalne koncetracije od
25 mM. Sva merenja su ponovljena tri puta.

3.6.8. HPLC — UV analiza masnih kiselina kratkog lanca iz fecesa

Sve procedure izolacije SCFA iz uzoraka fecesa sprovedene su kako je prethodno opisano
(De Baere et al., 2013). Kvantifikacija SCFA u fekalnim uzorcima uradena je primenom HPLC
metode. HPLC-UV sistem za analizu ¢inili su UltiMateTM 3000 LPG 3400 HPLC pumpa,
UltiMateTM 3000 DAD 3000 detektor, UltiMateTM 3000 WPS 3000TSL auto-sempler,
UltiMateTM 3000 TCC 3000 SD kompartment za kolonu, UltiMateTM 3000 SRD postolje za
rastvore i UltiMateTM 3000 AFC frakcioni kolektora.

Hromatografsko razdvajanje uradeno je na Hypersil Gold aQ koloni (150 mm x 4,6 mm i.d.)
sa veli¢inom Cestica od 3 um (Thermo Scientific, Voltam, MA, SAD). HPLC kolona bila je zasti¢ena
predkolonom istog tipa. Temperatura kolone je bila podesena na 30°C. Mobilnu fazu ¢inio je rastvor
A (20 mM NaH2PO4 u HPLC vodi, pH = 2,2, koja je podeSena pomocu H3PO4) (Merck, Darmstadt,
Nemacka) i rastvor B (100% acetonitril) (Sigma-Aldrich, St. Louis, Misuri, SAD).

IzvrSeno je gradijentno ispiranje kao $to je prikazano u tabeli 10. UV detektor je podeSen na
talasnu duZinu od 210 nm. Obrada podataka izvrSena je upotrebom softvera Chromeleon verzije 6.8
(Thermo Fisher Scientific, MA, SAD).

Konacne koncentracije SCFA izra¢unavane su pomoc¢u formule:

|

Gde X predstavlja koncentraciju SCFA, Xhplc — koncentraciju SCFA dobijenu HPLC
analizom, SAhplc — koncentraciju sukcinske kiseline dobijene HPLC analizom, m — pocetnu masu
uzorka.

_ Xhplc x6x1073
~ SAhplc xm

1000 [

mmol
kg
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Tabela 10. HPLC — UV gradijent program za analizu SCFA iz humanog fecesa

Vreme (min) MF A (%) MF B (%) Brz('rr:]"’l‘/fnri?]t)"ka
0 100 0 0.8
35 100 0 0.8
4 925 75 0.4
75 925 75 0.4
8 85 15 0.4
105 85 15 0.4
11 80 20 0.4
13 80 20 0.4
135 80 20 0.4
20 75 25 0.4
205 100 0 12
235 100 0 12
24 100 0 0.8
25 100 0 0.8

Napomena: Mobilna faza (MF) A: 20 mM NaH2PO4; mobilna faza (MF) B: 100% acetonitril.

3.7.  Statisti¢ka analiza rezultata

Razlike izmedu ispitanika sa NDD i zdrave dece u nivou egzorfina i peptidurije procenjene
su pomocu Mann-Whitney U testa. Korelacija izmedu nivoa razlicitih egzorfina procenjena je
koriS¢enjem Spirmanovog koeficijenta korelacije.

Razlike u zastupljenosti genetickih varijanti izmedu pacijenata sa NDD i kontrolnih ispitanika
ispitane su pomocu Pirsonovog hi-kvadrat (y2) testa nezavisnosti i FiSerovog egzaktnog testa. Hardi-
Vajnbergova ravnoteza ispitana je upotrebom y2 testa za ponaSanje po distribuciji (eng. goodness of
fit) (Wigginton et al., 2005). Benjamini-Hochberg korekcija za visestruko testiranje je primenjena
kako bi se smanjila greSka prvog reda, tj smanjila sansa za lazno otkri¢e (Benjamini et al., 1995). Sve
statisticke analize uradene su u IBM-ovom Statistickom paketu za drustvene nauke (SPSS v.21) i R
v.3.2.2 softveru.

U analizi specifi¢nosti sastava crevne mikrobiote rezultati su prikazani kao srednja vrednost
+ standardna greska (SEM) za kontinuirane varijable i u procentima za kategorijske varijable.
Rezultati su smatrani statisti¢ki znacajnim za vrednost p<0,05, dok su vrednosti izmedu 0,05 i1 0,1
tretirane kao trend prema znacajnoj razlici.

Statisticka obrada rezultata uradena je pomocu softverskog paketa GraphPad Prism v5
Software (San Diego, Kalifornija, SAD).

Poredenja u koncentraciji SCFA u uzorcima fecesa izmedu grupa su izvrSena pomocu
Studentovog t-testa i Pirsonovog y2 testa (sa lates-ovom korekcijom za kontinuitet) za kvantitativne
i kategorijske varijable. Za analizu razlika izmedu grupa sa odredenom NDD dijagnozom i kontrolne
grupe koris¢ena je jednosmerna ANOVA pracena Tukey post-hoc testom.

Sli¢nost izmedu bakterijskih zajednica kod razli¢itih grupa analizirana je poredenjem DGGE
profila pomoc¢u Dajsovog koeficijenta sli¢nosti (eng. Dice similarity coefficient). Dajsov koeficijent
sli¢nosti koriS¢en je radi poredenja DGGE profila medu individuama unutar iste grupe, kao 1 radi
poredenja profila medu grupama NDD pacijenata i kontrola, za svaki par uzorka. Dajsov koeficijent
meri sli¢nost izmedu dva skupa binarnih podataka, i krece se od 0 do 1. U skladu sa tim dva identi¢na
DGGE profila bi imala vrednost 1, dok bi profili koji nemaju ni jednu zajednicku traku-bend imali
vrednost 0. Dice koeficijent sli¢nosti izracunat je pomoc¢u formule: Dsc = [2j / (a + b)] * 100 (%), gde
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je “a” broj DGGE traka u prvom uzorku, ,,b* broj DGGE traka u drugom uzorku i “j” broj zajedni¢nih
traka izmedu prvog i drugog uzorka. Dsc = 100% predstavlja identiéne DGGE profile, dok se Dsc =
0% odnosi na potpuno razli¢ite DGGE profile.
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4.1. Demografski i klini¢ki opis ispitanika ukljuc¢enih u studiju

Demografski 1 klinicki opis analiziranih pacijenata sa NDD i kontrolne grupe zdravih
ispitanika prikazani su u tabeli 11. Podaci su pokazali da su GI poremecaji prisutni kod 57,5%
pacijenata sa NDD. Medu NDD grupom pacijenata, podgrupa PDD-NOS pokazala je najvecu
ucestalost gastrointestinalnih poremecaja (70,6%) i crevne disbioze (87,5%). Kod velikog broja
pacijenata sa NDD (97,5%) otkrivena je intolerancija na neke namirnice. Znac¢ajno je da je kod svih
ispitanika sa PDD-NOS utvrdena intolerancija na mle¢ne proizvode (100%). Najveca ucestalost
intolerancije na gluten uocena je u MSDD grupi (56%). Ispitivanje nivoa vitamina D u serumu
pokazalo je da je kod 76,5% ispitanika sa NDD prisutna deficijencija ili insuficijencija vitamina D.
Najnizi nivo vitamina D je primecen kod ispitanika sa CHA, u poredenju sa drugim NDD grupama.
lako su ove razlike uocene, statisti¢ki znacajnost nije pokazana.

Tabela 11. Demografski i klini¢ki opis analiziranih pacijenata sa NDD i kontrolne grupe zdravih

ispitanika
- PDD-
Karakteristike Kontrole | NDD |MSDD NOS ADHD | ERLD | CHA
95 100 36 23 4 16 21

Broj, n (%) (100,0) | (100,0) | (36,0) | (23,0) | (40) | (16,0) | (21,0)

5 4 4 5 6 2.95 5

Godine, medijana (0pseq) | 1 158y | (15-11) | (1,7-9) | (2-11) | (4-11) |[(1.545)| (2-9)

73 79 27 15 3 13 21

Pol, dedaci (%) (768) | (790) | (750) | (65.2) | (750) | (81,3) |(100,0)

0 Ozicfii,ﬁg}ﬁttne‘;’iranih / 46/80 | 16/27 | 1217 | 2/3 | 5/13 | 11/20
P (%)* (57,5) | (59,3) | (70,6) | (66,7) | (38,5) | (55,0)
Disbiora
n pozitivﬁo}ﬁ i:stiranih / 57/70 | 20/24 | 14/16 | 2/3 | 912 | 12/15
# (81,4) | (83,3) | (87,5) | (66,7) | (75,0) | (80,0)
(%)
r:”t;’;?{,%f;f;;ﬁ ?:S:m:h , 70081 | 24125 | 19/19 | 4/ | 14114 | 1819
P (%) (97,5) | (96,0) [(100,0) |(100,0) | (100,0) | (94,7)
Pnrls(l)J;itt\i/\C/Jnlglﬁ tgzt?r';;elﬂ / 33/81 | 14/25 | 7/19 | 14 | 3/14 | 8/19
P (%) (40,7) | (56,0) | (36,8) | (25,0) | (21,4) | (42,1)
Prisustvo IG na fnleko, 68/81 | 20025 | 19119 | 34 | 12 | 14719
P (%) (84,0) | (80,0) [(100,0) | (75,0) | (85,7) | (73,7)
Vitamin D deficijencja
i insuficijencija, / 52/68 | 19/24 | 10/14 | 13 | 7/10 | 1517
n pozitivno/n testiranih (76,5) | (79,2) | (71,4) | (33,3) | (70,0) | (88,2)
(%)

Nivo vitamina D
(25-0OH), srednja vrednost /
+SD (nmol/l)

58,90+ | 58,67+ 64,54+ 83,50+ | 68,63+ |44,33+
2959 | 3540 | 34,14 | 354 | 23,35 | 15,58
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Napomena: Pacijenti sa GI smetnjama imali su slede¢e Gi simptome: dijareja, opstipacija, gasovi,
nadutost, neformirane stolice, prisustvo nesvarene hrane u stolici. Crevna dizbioza je evidentirana
kod pacijenata na osnovu rezultata dobijenih iz komercijalnih medicinskih laboratorija (prisutvo
patogenih ili uslovno patogenih bakterija, gljivica, parazita...). Pacijenti kod kojih je bila prisutna
intoleranciju na hranu imali su detektovana IgG antitela na odredenu hranu (osim prisustva IgG
antitela na gluten i mleko, 6 pacijenata imalo je i 1IgG antitela na neke druge namirnice - jaja (4),
Secer (1), med i soja (1). S obzirom da nisu svi pacijenti imali uradene laboratorijske analize
(mikrobioloska analiza stolice, test intolerancije na hranu, nivo vitamina D u serumu), kao i da nisu
svi dali podatke o GI smetnjama, neki podaci nedostaju. 1z tih razloga za svaku kategoriju uzet je
samo broj testiranih pacijenata. NDD —neurorazvojni poremecaji, MSDD — meSoviti specifi¢ni
poremecaji razvoja, ADHD — poremecaj paznje sa hiperaktivnosti, ERLD — poremecaj u razvoju
receptivnog i ekspresivnog govora, CHA — deciji autizam, PDD-NOS — pervazivni razvojni
poremecaj, nespecifi¢ni, GI — gastrointestinalni, SD — standardna devijacija.

Vecéa zastupljenost decaka u odnosu na devojcice bila je prisutna u osnovnoj NDD grupi (100
pacijenata), gde je ovaj odnos bio 3,7:1, ali je slican odnos primeéen i u podgrupi koju je ¢inilo 36
pacijenata kod kojih je ispitivana specificnost crevne mikrobiote (3,5:1) kao i u podgrupi od 26
pacijenata kod kojih je ispitivano prisustvo opioidnih peptida u urinu (4,2:1). Ova veca zastupljenost
decaka u odnosu na devojCice koja je primefena u grupi pacijenata je u skladu je sa veCom
ucestalo$¢u autizma kod decaka (4:1) (Scott et al., 2002) kao i vece zastupljenosti intelektualnih
poteskoca i razvojnog kasnjenja kod decaka u odnosu na devojcice (2:1) (Gillberg et al., 2006; Polyak
et al., 2015; Ropers, 2008).

Takode evidentirano je i da je udeo dece koja imaju jedan ili vise GI simptoma sli¢an U 0Snovnoj
grupi (57,5%) i u podgrupama u kojima je analizirana specifi¢nost mikrobiote (33%) i prisustvo
opioidnih peptida u urinu (42%).

4.2. Ukupni sadrZaj peptida i prisutnost opioidnih peptida u uzorcima urina

Ukupni sadrzaj peptida eluiranih nakon primene hipurinske kiseline (Rt = 22-83 min) meren
kao povrsina ispod 215 nm krive, prikazan je kao peptidurija u apsorpcionim jedinicama (AU).
Vecina jedinjenja koja se eluiraju nakon hipurinske kiseline 1 detektuju na talasnoj duzini od 215 nm
su peptidi. Dokaz da su to peptidi jeste detekcija znac¢ajnog porasta nivoa amino kiselina nakon
hidrolize ili enzimske razgradnje peptidazama uzoraka urina (Reichelt et al., 1998). Tipi¢ni HPLC
elucioni profil osnovne peptidne zone iz urina pacijenata i kontrola prikazan je na slici 2.

203 00

401 00 a

mAL

b

mAU

Vreme (min)

Slika 2. Tipi¢ni HPLC elucioni profil osnovne peptidne zone (RT = 20 — 83 min) iz uzorka kontrole
(a) 1 pacijenta (b). Na reverznoj fazi C-18 kolone nanosena je zapremina urina ekvivalentna 500nmol
kreatinina. Primenjen je elucioni gradijent koji se sastojao od trifluorosiréetne kiseline i acetonitrila
u trajanju od 115 min pri protoku od 1 ml/min. Elucija je pra¢ena na 215 nm za peptidne veze.
Retenciono vreme hipurinske Kiseline je Rt=22 min.
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Vrednosti peptidurije u kontrolnoj grupi bila je u opsegu 134-360 AU/nmol kreatinina. Kao
gornja granica uzeta je vrednost od 272 AU /nmol kreatinina, koja je predstavljala najvisu vrednost
u kontrolnoj grupi iskljucujuéi dve ekstremne vrednosti. Sve vrednosti vece od granicne tretirane su
kao povecanje. Nivo ukupnih peptida u grupi pacijenata nije bio znacajno visi u odnosu na kontrolnu
grupu ispitanika (p = 0,28) (Slika 3). Medutim, primeceno je da 30,8% (8/26) pacijenata ima
poviSene vrednosti ukupnih peptida, dok je ovo povecanje primeceno kod samo 7,7% ispitanika iz
kontrolne grupe (2/26).

p=0.280
= 600~ :
é 400
= i °
® o 1 l—l—|
[« % 200 |+ - i [ T 1
Kontrolna grupa NDD pacijenti
p=0.077 *p=0.004
° I
1500 - gg
™ o 60-
(E-) 1000 - 8 40 - L
500 - 20 -
0- . £ 0- . .
Kontrolna grupa  NDD pacijenti Kontrolna grupa NDD pacijenti
= *p=0.005
200 - . p=0.153 p ’
< 150 - ) 6000 -
= 100- W 4000~ °
50 - O 2000- .
0- 0- -
Kontrolna grupa NDD pacijenti Kontrolna grupa  NDD pacijenti
p=0.317 g=d-al/
40- f 400- ;
S 30- < 300-
O 20~ 200~
10- © 100-
0- - : 0-
Kontrolna grupa NDD pacijenti Kontrolna grupa NDD pacijenti

Slika 3. Nivo ukupnih peptida, kazomorfina i gluten egzorfina kod NDD pacijenata (n= 26) i
zdravih kontrola (n = 26). Ukupan sadrzaj peptida prikazan je kao peptidurija u AU/nmol
kreatinina, a koli¢ine selektovanih peptida su izrazene kao pmol/nmol kreatinina. Razlike u
nivoima analiziranih peptida obradivane su Mann—-Whitney U testom, a znac¢ajnim se smatralo
p < 0,05. Nivoi peptida kazomorfina 4am (CM4am) i gluten egzorfina B5 (GEBS5) nisu prikazani,
s obzirom da nisu detektovani ni u grupi pacijenata ni u kontrolnoj grupi. CM — kazomorfin, GEC
— gluten egzorfin C, GEA5— gluten egzorfin A5, NDD — neurorazvojni poremecaji.

Unutrasnja standardizacija uzoraka sa kreatininom bila je neophodna, s obzirom da je
razli¢ito konzumiranje te¢nosti (vode) imalo znac¢ajan uticaj na razredenost urina i koncentracije
analiziranih peptida, posebno kod mlade dece. Koncentracija kreatinina odredena u uzorcima urina
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kretala se od 296-2509 mg/L. Stoga su sve vrednosti izrazene kao koli¢ine odredenih peptida u
odnosu na koli¢inu internog standarda kreatinina.

Uzorci urina analizirani su pomo¢u HPLC metode za prisutnost pet govedih B-kazomorfina:
B-kazomorfin 1-3 (CM3), B-kazomorfin 1-4 (CM4), B-kazomorfin 1-4-amid (CM4am), -kazomorfin
1-7 (CM7), B-kazomorfin 1-8 (CM8) i tri egzorfina glutena: gluten egzorfin A5 (GEADS), gluten
egzorfin B5 (GEBDb) i gluten egzorfin C (GEC).

U kontrolnoj grupi nisu otkriveni gluten egzorfini, kao ni CM3, CM4am i CM7. U kontrolnoj
grupi detektovane su samo male koli¢ine CM4 (176-192 pmol/nmol kreatinina) i CM8 (32
pmol/nmol kreatinina). S obzirom da je CM4 detektovan samo kod dva ispitanika iz kontrole grupe,
a CMB8 kod tri druga ispitanika iz kontrolne grupe, ove vrednosti tretirane su kao ekstremne. Za sve
opioidne peptide, vrednosti veée od 0 pmol/nmol kreatinina smatrane su povisenim. Povecanje
jednog ili vise egzorfina otkriveno je u uzorcima urina 77,7% pacijenata sa NDD (21/27). Nivoi
kazomorfina bili su poviseni kod 61,5% pacijenata sa NDD u odnosu na 19,2 % kod zdrave dece.
Gluten egzorfini bili su poviseni kod 30,8% pacijenata sa NDD i kod 0% zdrave dece. Znac¢ajno
povecanje nivoa CM8 1 GEC zabelezeno je u grupi pacijenata sa NDD u poredenju sa kontrolnom
grupom (Mann-Whitney U test, p = 0,004 i p = 0,005, redom ) (Slika 3). Treba naglasiti da je svaki
pacijent imao specificnu kombinaciju poviSenih peptida u urinu.

ZabeleZena je negativna korelacija izmedu uzrasta pacijenata sa NDD i nivoa ukupnih peptida
(rs = -0,44, p = 0,24 ). Nije pronadena znacajna korelacija izmedu nivoa razli¢itih peptida kako u
grupi pacijenata, tako ni kod kontrola. Geneti¢ke varijante povezane sa nastankom celijacne bolesti
i laktoznom intolerancijom nisu bile asocirane sa nivoima peptida ni u grupi pacijenata ni u
kontrolnoj grupi (podaci nisu graficki niti tabelarno prikazani).

4.3. HLA-DQ genotipizacija

Distribucija varijanti HLA-DQ?2 i -DQ8 u grupi pacijenata i kontrola prikazana je u tabeli 12.
Statisticka analiza nije pokazala statisticki znacajnu povezanost HLA genetickih varijanti koje nose
rizik za nastanak celija¢ne bolesti i NDD. Ipak, u grupi ispitanika sa MSDD uocena je veca ucestalost
HLA-DQ2 u poredenju sa kontrolnom grupom (36,1% prema 20,0%, x2 test, df = 1, p = 0,05, nije
znacajno nakon korekcije za viSestruko testiranje). Nije utvrdena korelacija izmedu HLA-DQ
genetickih varijanti i nivoa peptida u uzorcima urina NDD ispitanika.

Tabela 12. Distribucija HLA-DQ2 i -DQ8 varijanti asociranih sa celijaénom bolesti kod NDD
pacijenata i zdravih kontrola

HLA-DQ
entinKontro |\ o MSD | |PDD- ADH ERL CHA
n (%) L n=100| p D p MOE p D p D p [n=21| p
n=95 n=236 n=23 n=4 n=16
HLADQ2 | 19 | 28 13 |o0]| 5 1 3 6
Pozitivan | (20,0) |(28.0) > | 36.1) | 5 |22.0) | 1 |25,0) [2%0|(18,8) |10 | (28,6 | OO
HLADOS | 12 | 9 3 [o5| 1 0 2 3
Pozitivan | (126) | @.0) |>**| 83) | 6 | 40) | ©3 | 00) [2%0|25) |V |(143) | 1:00
HLA-DOZ/
64 | 63 20 |o2]| 17 3 11 12
DQS8 0,52 ' 0,54 1,00 1,00 0,37
Neamvan | 6749 |(630) (556) | 1 |(74,0) (75,0 ©687) |1 |(57.)

Napomena: HLA-DQ2 pozitivna grupa ukljucuje nosioce HLA haplotipova koji dovode do HLA-

DQ2 fenotipa (homozigotni ili heterozigotni nosioci DRB1*03-DQA1*05-DQB1*02 i nosioci

DRB1*07-DQA1*02-DQB1*02/DRB1*X-DQA1*05-DQB1*03:01). HLA-DQ8 pozitivna grupa

ukljucuje nosioce HLA haplotipova koji dovode do HLA-DQ8 fenotipa (homozigotni ili heterozigotni
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nosioci DRB1*04-DQA1*03-DQB1*03:02). Statisticka analiza sprovedena je upotrebom Pearson XZ
testa ili Fiserovog egzaktnog testa. p <0,05 se smatralo zna¢ajnim. NDD — neurorazvojni poremecaji,
MSDD — mesSoviti specifi¢ni poremecaji razvoja, ADHD — poremecaj paznje sa hiperaktivnosti,
ERLD — poremecaj u razvoju receptivnog i ekspresivnog govora, CHA — deciji autizam, PDD-NOS
— pervazivni razvojni poremecaj, nespecificni.

4.4. LCT-13910C> T i VDR Fokl genotipizacija

Distribucija LCT -13910 C>T i VDR Fokl varijanti u analiziranim grupama prikazana je u
tabeli 13. Distribucije genotipova obe geneticke varijante bile su u Hardi-Vajnbergovoj ravnotezi za
sve grupe pacijenta sa NDD i sve zdrave kontrole. Nije pronadena statisticki znacajna povezanost
LCT -13910 C>T varijante sa NDD. Nije uocena korelacija izmedu LCT -13910 C>T varijante
povezane sa intolerancijom na laktozu i nivoa peptida u urinu ispitanika sa NDD. Kada su svi
pacijenti sa NDD, bez obzira na dijagnozu, uporedeni sa kontrolnom grupom, nije zabeleZena
statisticki znacajna razlika u raspodeli genotipova analizirane genske varijante VDR Fokl. Takode
nije pronadena ni asocijacijacija izmedu VDR Fokl genotipa sa nivoom vitamina D u serumu svih
pacijenata (podaci nisu tabelarno ni grafic¢ki prikazani). Medutim, kod pacijenata sa CHA uocena je

znacajno veca ucestalost FF genotipa u odnosu na kontrolnu grupu (61,9% nasuprot 33,7%, 2 test,
df =1, p=0,016).

Tabela 13. Distribucija LCT -13910C>T i VDR Fokl varijanti u analiziranim grupama

LCT -13910 C>T, n (%) VDR Fokl, n (%)
. Pacijenti Pacijenti
rupe Vs FF Ff ff Vs
ge oU U kontrole | (CC) | (CT) | (TT) |kontrole
p p
Kontrole 62 29 4 B 32 49 14 B
(n=95) (64,6) | (31,3) | (4.2 (33,7) | (51,6) |(14,7)
NDD 54 38 8 011 41 8 1| o
(n=100) (54.0) | (380) | (80) ! @10) | 480) | 10| ©
MSDD 17 16 3 006 14 19 3 057
PDD-NOS 12 9 2 038 9 10 4 0.6
(n=23) 522) | (39.1) | 8,7) ! 39.1) | 435) | a74)y| ©
ADHD 2 1 1 1 2 1
(n=4) 50.0) | (250) | 250) | 2% | (250) | 50,0) | (250) | 19O
ERLD 11 4 1 4 11 1
(h=16) | (688) | (250) | 63) | ®"® | (250 | (688 | 63 | °*
CHA 12 8 1 13 6 2
n=21) |70 | @81 | 48) | %% | (619 | (286 | 95 | *'°

Napomena: Razlike u distribuciji genotipova izmedu grupa analizirane su koris¢enjem dominantnog
geneti¢kog modela (FF vs Ff+ff tj. CC vs CT+TT). Istaknuta p vrednost smatra se zna¢ajnom nakon
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Benjamini-Hochberg korekcije. U svakoj NDD grupi radena su tri poredenja sa kontrolnom grupom
(jedno za svaku testiranu geneticku varijantu: LCT -13910C>T i VDR Fokl variantu). U svim
prikazanim poredenjima korigovana p vrednost je bila 0,017. NDD - neurorazvojni poremecaji,
MSDD — meSoviti specificni poremecaji razvoja, ADHD — poremecaj paznje sa hiperaktivnosti,
ERLD — poremecaj u razvoju receptivnog i ekspresivnog govora, CHA — deciji autizam, PDD-NOS
— pervazivni razvojni poremecaj, nespecifi¢an.

4.5. Analiza Dice koeficijenta sli¢nosti crevne mikrobiote pacijenata sa neurorazvojnim
poremecajima i kontrolne grupe ispitanika

U cilju poredenja fekalne mikrobiote dece sa NDD 1 zdrave dece koris¢ena je DGGE analiza

16 rDNK amplikona dobijenih primenom tri seta prajmera (univerzalni (UNI), prajmeri specifi¢ni za
Lactobacillus (LB) i prajmeri specifi¢ni za Bifidobakterije (BB). (Slika 4)
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Slika 4. Sematski prikaz diverziteta fekalne mikrobiote dece sa NDD i zdrave dece. ldentifikacija

bakterija je radena sekvenciranjem PCR-DGGE rDNK odabranih amplikona za svakog pojedina¢nog

ispitanika (y-osa). Broj na y-osi odgovara broju uo¢enih rDNK amplikona. rDNK amplikoni ¢ija se

ucestalost statisticki znacajno razlikovala izmedu grupe NDD pacijenata i kontrola (ili je postojao
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trend) bili su izolovani, klonirani i sekvencirani. Brojevi na x-osi predstavljaju uzorke pojedina¢nih
ispitanika. Analizirano je ukupno 64 ispitanika (36 NDD pacijenata i 28 zdravih kontrola). Svaki
simbol predstavlja odgovaraju¢u traku (rDNK amplikon) na DGGE gelu. NDD — neurorazvojni
poremecaji, MSDD — mesoviti specifiéni poremecaji razvoja, PDD-NOS — pervazivni razvojni
poremecaj, nespecificni, ERLD — poremecaj u razvoju receptivnog i ekspresivnog govora, CHA —
deciji autizam.

DGGE profili dobijeni sa univerzalnim prajmerima pokazuju veliku individualnu
raznovrsnost u svim ispitivanim grupama, usled ¢ega Dice koeficijent sli¢nosti nije pokazao
statisticki znacajnu razliku izmedu ispitivanih grupa (Slika 5A).
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Slika 5. Box-plot diagram baziran na Dice koeficijentu sli¢nosti. Ispitivanje homogenosti i sli¢nosti
izmedu grupa sprovedeno je Dice koeficijentom sli¢nosti (%). Homogenost grupa ispitivana je
poredenjem DGGE profila dobijenih sa univerzalnim (UNI), prajmerima specificnim za
Lactobacillus (LB) i prajmerima specificnim za Bifidobacteria (BB) i Sva tri seta prajmera zajedno
(A, B, C, D) unutar kontrolne grupe i odredene NDD podgrupe pacijenata. Slicnost izmedu NDD
podgrupa kao i slicnosti NDD podgrupa sa kontrolnom grupom ispitivane su poredenjem DGGE
profila odredenih NDD podgrupa dobijenih univerzalnim, LB- specificnim i BB- specifi¢nim
prajmerima i sva tri seta prajmera zajedno, izmedu NDD grupa (E, F, G, H), i sa DGGE profilima
kontrolne grupe (I, J, K, L). Vrednosti dobijene Dice analizom prikazane su u tabeli 14. *p<0.05; **
p<0.01; ***p<0.001; **** p<0.0001.
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Tabela 14. Prikaz vrednosti dobijenih Dice analizom

Sr. vrednost SD
Uni prajmeri

MSDD 63,55 17,67
PDD-NOS 67,56 14,94
ERLD 66,54 12,63
CHA 61,78 10,43
NDD 65,27 14,62
CTRL 65,82 15,46

LB-specifi¢ni prajmeri
MSDD 51,77 18,74
PDD-NOS 43,60 19,35
ERLD 31,12 22,30
CHA 50,17 23,56
NDD 47,24 19,60
CTRL 59,30 15,21

BB- specifi¢ni prajmeri
MSDD 49,88 28,56
PDD-NOS 36,85 39,15
ERLD 30,13 37,50
CHA 52,00 45,41
NDD 41,75 35,77
CTRL 71,88 16,16

Sva tri seta prajmera
MSDD 57,80 12,52
PDD-NOS 55,65 12,47
ERLD 49,90 13,64
CHA 58,53 12,19
NDD 55,42 13,02
CTRL 64,57 9,353
Uni prajmeri

MSDD/PDD-NOS 63,46 17,88
MSDD/ERLD 64,90 16,64
MSDD/CHA 64,71 15,15
PDD-NOS/ERLD 62,91 12,34
PDD-NOS/CHA 64,72 13,52
ERLD/CHA 66,55 10,02

LB-specifi¢ni prajmeri
MSDD/PDD-NOS 49,49 20,50
MSDD/ERLD 38,95 22,07
MSDD/CHA 51,55 19,89
PDD-NOS/ERLD 38,25 20,43
PDD-NOS/CHA 48,94 20,94
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ERLD/CHA 36,37 21,96

BB-specifi¢ni prajmeri

MSDD/PDD-NOS 43,00 35,25
MSDD/ERLD 41,01 35,68
MSDD/CHA 52,85 35,89
PDD-NOS/ERLD 36,08 38,81
PDD-NOS/CHA 42,67 41,18
ERLD/CHA 41,14 40,90
Sva tri seta prajmera
MSDD/PDD-NOS 56,84 14,17
MSDD/ERLD 52,74 14,50
MSDD/CHA 59,58 12,16
PDD-NOS/ERLD 51,90 11,20
PDD-NOS/CHA 58,29 11,55
ERLD/CHA 54,15 10,58
Uni prajmeri

MSDD/CTRL 60,62 17,46
PDD-NOS/CTRL 64,89 13,03
ERLD/CTRL 59,29 15,76
CHAJ/CTRL 62,15 12,70
NDD/CTRL 61,84 15,43

LB-specifi¢ni prajmeri
MSDD/CTRL 51,18 15,97
PDD-NOS/CTRL 50,32 16,94
ERLD/CTRL 40,64 20,99
CHAJ/CTRL 47,79 16,79
NDD/CTRL 47,83 18,21

BB-specifi¢ni prajmeri
MSDD/CTRL 55,90 24,67
PDD-NOS/CTRL 46,09 34,65
ERLD/CTRL 46,16 35,38
CHAJ/CTRL 57,35 32,66
NDD/CTRL 50,94 31,95

Sva tri seta prajmera

MSDD/CTRL 56,95 11,74
PDD-NOS/CTRL 57,00 8,827
ERLD/CTRL 50,88 14,32
CHAJ/CTRL 56,50 10,75
NDD/CTRL 55,38 10,59

Napomena: NDD — neurorazvojni poremecaji, CTRL — kontrola, MSDD — meSoviti specifi¢ni
poremecaji razvoja, PDD-NOS — pervazivni razvojni poremecaj, nespecificni ERLD — poremecaj u
razvoju receptivnog i ekspresivnog govora, CHA — deciji autizam, Sr.vrednost — srednja vrednost,
SD - standardna devijacija.
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Kada su koriS¢eni LB-specificni i BB-specifi¢ni prajmeri dobijena je velika slicnost DGGE
profila unutar kontrolne grupe (59,30+15,21 i 71,88+16,16), dok je najmanja sli¢nost zabeleZena
unutar ERLD grupe (31,12+22,3 i 30,13+37,50), (Slika 5B i 5C). Kada su analizirani amplikoni
dobijeni LB- specifi¢nim prajmerima pokazalo se da je u grupi pacijenata najhomogenija MSDD
grupa (51,77+18,74) i grupa dece sa CHA (50,17+23,56) (Slika 5B). Medu DGGE profilima
dobijenim BB-specifi¢nim prajmerima, najhomogenija medu NDD podgrupama bila je CHA grupa
(52,00£45,41) (Slika 5C). Kada su analizirani amplikoni dobijeni sa sva tri seta prajmera, najveca
slicnost DGGE profila uocena je unutar kontrolne grupe (64,57+9,35), dok je najmanja slicnost
uoCena unutar grupe ERLD pacijenata (49,90+13,64). Manji stepen homogenosti u odnosu na
kontrolnu grupu zabelezen je u ostalim grupama pacijenata, koje su imale sli¢an nivo homogenosti
(MSDD, 57,80+12,54; PDD-NOS, 55,65+12,47, i CHA 58,53+12,59) (Slika 5D).

Dice koeficijent slicnosti pokazao je da su DGGE profili MSDD i CHA groupa, dobijeni LB-
specificnim i BB-specifi¢nim prajmerima bili sli¢ni (51,55+19,89 i 52,85+11,55) (Slika 5F i 5G).
Analizom sa sva tri seta prajmera zajedno, uoceno je da su MSDD i CHA grupe pacijenata sli¢ne
(59,58+12,16), kao i PDD-NOS i CHA grupe (58.29+11.55) i MSDD i PDD-NOS (56.84+14.17),
dok je sli¢nost izmedu MSDD, PDD-NOS i CHA grupa sa ERLD grupom bila niza (52,74+14,50,
51,90£11,20 i 54,15+10,58) (Slika 5H).

Prema analizi DGGE profila dobijenih univerzalnim, LB-specificnim i BB-specifi¢cnim
prajmerima, kao i sa sva tri seta prajmera zajedno, analiza Dice-ovog koeficijenta slicnosti pokazala
je da je ERLD najmanje sli¢éna kontrolnoj grupi (59,29£15,76; 40,64+20,99; 46,16+35,38;
50,88+14,32) (Slika 51, 5J, 5K i 5L). Kada su kori$¢eni univerzalni prajmeri, Dice analizom utvrdeno
je da je PDD-NOS grupa najsli¢nija kontrolnoj grupi (64,89+13,03) (Slika 51), dok je za LB-
specifi¢ne prajmere najvecu slicnost pokazana izmedu MSDD grupe pacijenata i kontrolne gupe
(51,18+15,97) (Slika 5J). DGGE profili dobijeni BB-specifi¢nim prajmerima pokazali su da je CHA
grupa najsli¢nija kontrolnoj grupi (57,35+32,66) (Slika 5K). I na kraju, sa sva tri seta prajmera
zajedno, Dice analizom je pokazano da su MSDD (56,95£10,59) i PDD-NOS (57,00£10,75)
najsli¢nije kontrolnoj grupi (Slika 5L).

4.6. Poredenje diverziteta crevne mikrobiote

Diverzitet crevne mikrobiote je procenjivan prema indeksu diverziteta (Rr) (eng. Range-
weighted richness indeks) koji predstavlja ukupan broj rDNK amplikona dobijenin PCR-DGGE
analizom pomnozen procentom denaturiSuceg gradijenta. Indeks diverziteta analiziranog uzorka
izraCunava se prema sledecoj formuli:

Rr=N2x Dg

gde N predstavlja ukupan broj rtDNK amplikona u DGGE profilu, a Dg denaturisu¢i gradijent izmedu
prve i poslednje trake u profilu. Vece Rr vrednosti predstavljaju veéi diverzitet. Radeno je poredenje
izmedu kontrolne grupe i grupe NDD pacijenata.

Uoceno je da medu analiziranim grupama postoji znacajna razlika u vrednostima Rr izmedu
DGGE profila dobijenih univerzalnim prajmerima (p<0,05) (Slika 6A), LB-specifi¢nim prajmerima
(p<0,001) (Slika 6B) i BB-specifi¢nim prajmerima (p<0,01) (Slika 6C).
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Slika 6. Poredenje diverziteta crevne mikrobiote. Koris¢en je Studentov t test u cilju poredenja
srednjih vrednostu Rr izvedenih na osnovu DGGE profila dobijenih sa univerzalnim (Uni)
prajmerima (A) i Lactobacillus (LB)-specifi¢nim prajmerima (B) izmedu NDD pacijenata i kontrolne
grupe. Zbog odsustva normalne raspodele Rr izvedene na osnovu DGGE profila dobijenih sa
Bifidobacteria (BB)-specificnim prajmerima, razlika izmedu grupa je procenjivana neparametrijskim
Mann — Whitney U testom (C). Poredenje srednje vrednosti Rr izvedenih na osnovu DGGE profila
dobijenih sa univerzalnim (Uni) prajmerima (D) i Lactobacillus (LB)-specificnim prajmerima (E)
izmedu odredenih NDD grupa i kontrolne grupe izvedeno je one-way ANOV A prac¢enog Tukey post-
hoc testom, dok je poredenje vrednosti Rr izvedene na osnovu DGGE profila dobijenih sa
Bifidobacteria (BB)-specificnim prajmerima, radeno Kruskal-Wallis testom (F). NDD -
neurorazvojni poremecaji, MSDD — meSoviti specifi¢ni poremecaji razvoja, PDD-NOS — pervazivni
razvojni poremecaj, nespecificni, ERLD — poremecaj u razvoju receptivnog i ekspresivnog govora,
CHA — de¢iji autizam, *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001.

One-way ANOVA-om su utvrdene statisti¢ki znacajne razlike izmedu grupa u srednjim Rr
vrednostima DGGE profila dobijenih LB-specifi¢nim prajmerima (p < 0,001). Post hoc analiza Rr
vrednosti izvedenih na osnovu DGGE profila dobijenih LB-specificnim prajmerima pokazala je
postojanje znacajnih razlika u vrednostima Rr izmedu slede¢ih grupa: MSDD (54,60 + 8,26,
p<0,001), PDD-NOS (52,98 + 8.92, p<0,001), ERLD (45,93 + 12,25, p<0,001) i CHA (50,52 + 15,15,
p<0.01) (Slika 6E), ukazujuéi na znacajno nizi diverzitet kod pacijenata iz NDD grupe u poredenju
sa kontrolnom grupom. Nije uoc¢ena znacajna razlika u vrednostima Rr izvedenih na osnovu DGGE
profila dobijenih univerzalnim prajmerima izmedu grupe pacijenata sa NDD i kontrolne grupe, dok
je, sa druge strane, zabelezen trend za vrednosti Rr izvedenih na osnovu DGGE profila dobijenih
BB-specificnim prajmerima (p=0,08) (Slika 6D i 6F).

4.7. Identifikacija klju¢nih bakterijskih vrsta asociranih sa neurorazvojnim poremecajima

Za sekvenciranje su selektovani oni rDNK amplikoni ¢ija je zastupljenost bila statisticki
znacajno razli¢ita izmedu grupe pacijenata sa NDD i kontrolne grupe ispitanika (ili ako je postojao
trend). Rezultati sekvenciranja i p vrednosti su prikazane u tabeli 15. Rezultati su pokazali smanjen
diverzitet bakterija koje su uobicajeni deo crevne mikrobiote i veéu zastupljenost nekoliko uslovno
patogenih bakterija u uzorcima NDD pacijenata.

47



Tabela 15. Identifikacija bakterijskih vrsta na osnovu sekvenciranja rDNK amplikona

2rel fDNK Bakterijska vrsta p
amplikona
Bakterijske vrste dobijene univerzalnim prajmerima
53 Erysipelatoclostridium ramosum soj JCM 1298 nz
51 Intestinibacter bartlettii soj WAL 16138 <0,05
50 Romboutsia ilealis soj CRIB (2) <0,001
43 Desulfotomaculum guttoideum soj DSM 402 <0,01
Bakterijske vrste dobijene LB specifiénim prajmerima
39 Enterococcus faecalis soj NBRC 100480 <0,05
30 Eubacterium rectale soj ATCC 33656 0,07
27 Streptococcus pasteurianus <0,05
26 Butyricicoccus pullicaecorum soj 25-3 <0,05
25 Dialister invisus soj JCM 17566 (1) <0,05
23 Ruminococcus champanellensis soj 18P13 <0,01
22 Enterococcus gallinarum soj LMG 13129 <0,01
21 Lactobacillus sakei subsp. carnosus soj CCUG 31331 <0,01
38 Faecalibacterium prausnitzii soj ATCC 27768 <0,01
18 Lactobacillus rhamnosus soj NBRC 3425 <0,01
17 Lactobacillus sakei subsp. carnosus soj CCUG 31331 (2) <0,05
16 Dialister invisus soj JCM 17566 (2) <0,001
Bakterijske vrste dobijene BB-specifi¢nim prajmerima

10 Bifidobacterium pseudocatenulatum soj B1279 0,08
8 Bifidobacterium adolescentis soj ATCC 15703 <0,01
4 Bifidobacterium animalis subsp. lactis soj YIT 4121 <0,05
3 Bifidobacterium faecale <0,05
2 Bifidobacterium longum subsp. infantis soj ATCC 15697 nz
1 Bifidobacterium stercoris soj Eg1l 16S ribozomalna <0,01

Napomena: DGGE analiza rDNK amplikona dobijenih koris¢enjem DNK izolovane iz iz uzoraka
fecesa 36 dece sa NDD i 28 zdravih kontrola, kao templata, i tri seta prajmera (univerzalni, LB- i
BB- specifi¢ni prajmeri) komplementarnih 16S rDNK regionima. Brojevi u tabeli odgovaraju
brojevima rDNK amplikonima na slici 4. Poredenje izmedu NDD grupe i kontrolne grupe
sprovedeno je Pirsonovim y2 test. Statisticki znac¢ajnim smatrani su rezultati sa p<0,05, nz-nema
znacajnosti.

4.7.1. Veca ucestalost uslovno patogenih bakterija u fekalnoj mikrobioti pacijenata sa
neurorazvojnim poremecajima

Nekoliko bakterijskih vrsta bilo je znacajno vise zastupljeno u uzorcima grupe pacijenata u
odnosu na uzorke kontrolnih ispitanika: Desulfotomaculum guttoideum (p<0,01), Intestinibacter
bartlettii (prethodno poznata kao Clostridium bartlettii) (p<0,05) i Romboutsia ilealis (p<0,001)
(Tabela 15). D. guttoideum je u najve¢em procentu bila prisutna u uzorcima ERLD pacijenata
(55.56%, p<0,01), kod 40% (p=0,08) CHA pacijenata i 30% (p=0,08) PDD-NOS pacijenata u
poredenju sa veoma malom zastupljenosc¢u u kontrolnim uzorcima (3,6%) (Tabela 16).
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Tabela 16. Zastupljenost identifikovanih bakterijskih sojeva u podgrupama NDD pacijenata
(razlicite dijagnoze) i kontrolne grupe.

Bakterijske vrste dobijene MSDD PDD- ERLD | CHA | CTRL
Univerzalnim prajmerima (%) NOS (%) (%) (%) (%)
E. ramosum soj JCM 1298 41,7 10 55,6 40 25
. bartlettii soj WAL 16138 100" 70 100 100 64,3
R. ilealis soj CRIB (2) 91,7 80" 88,9 60 32,1
D. guttoideum soj DSM 402 16,7 30 55,6™ 40 3,6
B-speciticaim prajmerima | MSPD | g | ERLD | CHA | CTRL
E. faecalis soj NBRC 100480 58,3 60 55,6 60 89,3
E. rectale soj ATCC 33656 33,3 20 22,2 / 46,4
S. pasteurianus I 20 33,3 / 42,9
B. pullicaecorum soj 25-3 I 20 33,3 / 42,9
D. invisus soj JCM 17566 I 20 33,3 / 42,9
R. champanellensis soj 18P13 16,7 20 11,1 / 53,6
E. gallinarum soj LMG 13129 16,7 20 11,1 / 53,6
L. sakei subsp.3c1a3r?rjfsus soj CCUG 417 30 222" 20 67.9
F. prausnitzii soj ATCC 27768 41,7 30 22,2 20 67,9
L. rhamnosus soj NBRC 3425 I~ 20 11,1 20 42,9
L. sakei (2) 50 60 11,1 80 75
D. invisus soj JCM 17566 (2) 41,7 40" 33,3" 40 82,1
B. pseudocatenulatum soj B1279 16,7 10 22,2 / 35,7
B. adolescentis soj ATCC 15703 / / / / 28,6
B. animalis suffgilactis soj YIT 16.7 40° 111 / /
B. faecale 91,7 70" 66,7" 80 100
B. longum subs&égf?antis soj ATCC 50 60 556 40 714
B. stercoris soj Egl 16S ribozomalna | 66,7 60™ 66,7 80 100

Napomena: Poredenje izmedu podgrupa pacijenata (razliCite dijagnoze) i kontrolne grupe za svaki
bakterijski soj sprovedeno je pomocu Pirsonovog y2 testa. Statisti¢ki zna¢ajnim smatrani su rezultati
sa p<0,05; *p<0,05; **p<0,01. MSDD - meSoviti specificni poremecaji razvoja, PDD-NOS —
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pervazivni razvojni poremecaj, nespecificni, ERLD — poremecaj u razvoju receptivnog i
ekspresivnog govora, CHA — de¢iji autizam, CTRL — kontrola.

I. bartlettii bila je prisutna u uzorcima svih pacijenata (100%) sa MSDD (p<0,05), ERLD
(p=0,09) i CHA (nema znacajnost — nz), dok je kod kontrola bila prisutna u samo 64,3% uzorka. R.
ilealis je bila prisutna kod 91,7% (p<0,01) pacijenata sa MSDD, 88,9% (p=0,01) pacijenata sa ERLD,
80% (p<0,05) pacijenata sa PDD-NOS i 60% (nz) pacijenata sa CHA. U uzorcima kontrolne grupe
ispitanika ova bakterija bila je zastupljena samo u 32% uzoraka. Visoka zastupljenost
Erysipelatoclostridium ramosum (prethodno poznata kao Clostridium ramosum) nadena je kod
pacijenata sa ERLD (55,6%, nz), MSDD (41,7%, nz) i CHA (40%, nz), dok je u kontrolnoj grupi
nadena samo u 25% uzoraka.

Uoceno je idasu . bartlettii (100%, p<0,05) i R. ilealis (91,7%, p<0,01) zastupljene u veCem
broju kod pacijenata sa MSDD u poredenju sa kontrolnom grupom, dok je veca zastupljenost R.
ilealis (80%, p<0,05) i D. guttoideum (30%, p=0,08) zabeleZena kod pacijenata sa PDD-NOS. Velika
zastupljenost svih identifikovanih vrsta sliénih rodu Clostridium (D. guttoideum (55,6%, p<0,01),
R. ilealis (88,9%, p<0,05), I. bartlettii (100%, p=0,09) i E. ramosum (55,6%, nz ) uo¢ena je u grupi
ERLD pacijenata. lako u grupi pacijenata sa CHA, verovatno zbog malog broja uzoraka u toj grupi,
nije uocena znacajna razlika u poredenju sa kontrolnom grupom, primecena je veéa zastupljenost D.
guttoideum (40%, p=0,08), R. ilealis (60%, nz), I. bartlettii (100%, nz) i E. ramosum (40%, nz).

4.7.2. Manja zastupljenost bakterija roda Bifidobacterium, mle¢nokiselinskih bakterija i
bakterija koje proizvode buternu kiselinu u fekalnoj mikrobioti pacijenata sa neurorazvojnim
poremecajima

Enterococcus faecalis bio je prisutan kod 89,3% kontrolnih uzoraka i samo kod 58,3%
(p<0,05) uzoraka NDD pacijenata, tacnije 58,3% (p=0,07) uzoraka pacijenta sa MSDD i 55,6%
(p=0,08) uzoraka pacijenta sa ERLD. Enterococcus gallinarum nije detektovan u uzorcima pacijenta
sa CHA (p=0,08), dok je kod ERLD pacijenata bio prisutan samo u 11,1% uzoraka (p=0,06) i u
16,7% uzoraka pacijenta sa MSDD (p=0,07). U grupi kontrolnih ispitanika Enterococcus gallinarum
je bio prisutan u 53,6% uzoraka. Streptococcus pasteurianus je bio manje zastupljen u grupi
pacijenata (p<0,05), i to potpuno odsutan u uzorcima pacijenata sa MSDD i CHA (p<0,05 i nz).
Medu bakterijama iz roda Lactobacillus, manja zastupljenost Lactobacillus rhamnosus (p<0,01) i L.
sakei (p<0,01) uocena je u grupi pacijenata sa NDD. Uoceno je potpuno odsustvo L. rhamnosus u
uzorcima pacijenata sa MSDD (p<0,01) i veoma mala zastupljenost u uzorcima pacijenata sa ERLD
(11,1%), CHA i PDD-NOS (20%,). S druge strane bio je prisutan u 42,9% uzoraka kontrolne grupe
ispitanika.

Kompletno odsustvo bakterijskih vrsta roda Bifidobacterium zabelezeno je kod 12%
pacijenata, dok takav apsolutni deficit nije uo¢en ni u jednom kontrolnom uzorku. B. faecale (p<0,05)
je detektovan u svim kontrolnim uzorcima, dok kod 22,2% pacijenata nije bio prisutan. B.
adolescentis, koji je bio prisutan kod 28,6% uzoraka iz kontrolne grupe ispitanika (p<0,01), nije
detektovan ni u jednom uzorku NDD. Takode i B. stercoris (p<0,01) i B. pseudocatenulatum
(p=0,08) su bili manje zastupljeni u grupi pacijenata. lako je B. pseudocatenulatum bio prisutan u
35,7% uzoraka ispitanika iz kontrolne grupe, njegovo potpuno odsustvo uoceno je kod svih
pacijenata sa CHA, dok je samo kod 10% of PDD-NOS pacijenata bio prisutan. Mada ne statisticki
znacajna, manja zastupljenost B. longum subsp. infantis uocena je u grupi pacijenata. Nasuprot tome,
detektovano je prisustvo B. animalis subsp. Lactis u svim grupama pacijenata osim u grupi pacijenta
sa CHA i to unajve¢em procentu u uzorcima pacijenata sa PDD-NOS (40%, p<0,01), dok u uzorcima
kontrola B. animalis subsp. Lactis nije bio prisutan (Tabela 16).

Slicno tome, bakterije koje proizvode buternu kiselinu: Faecalibacterium prausnitzii
(p<0,01), Butyricicoccus pullicaecorum (<0,05) i Eubacterium rectale (p=0,07) bile su manje
zastupljene u grupi pacijenata (Tabela 15). F. prausnitzii je bio prisutan samo kod 20% (nz) uzoraka
pacijenata sa CHA i 22,2% (p<0,05) uzoraka pacijenata sa ERLD, dok je detektovan kod 67,9%
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kontrolnih uzoraka. Potpuno odsustvo B. pullicaecorum zabelezeno je u uzorcima pacijenata sa CHA
(nz) 1 MSDD (p<0,05), dok je kod 42,9% kontrolnih uzoraka bio prisutan. E. rectale nije detektovan
ni u jednom uzorku pacijenata sa CHA (nz), i detektovan je u samo 20% uzoraka pacijenata sa PDD-
NOS dok je s druge strane bio detektovan kod 46,4% kontrolnih uzoraka.

Ruminococcus champanellensis (p<0,01) i Dialister invisus (p=0,001) takode su bile manje
zastupljene u grupi pacijenata. Za razliku od kontrolne grupe ispitanika kod kojih je R.
champanellensis bio prisutan kod 53,6% uzoraka, u grupi pacijenata detektovan je samo kod 11,1%
(p=0,06) uzoraka pacijenata sa ERLD, dok u grupi CHA (p=0,08) pacijenata ni u jednom uzorku nije
utvrdeno prisustvo ove bakterije. D. invisus je bila prisutna kod 41,7% (p<0,05) uzoraka pacijenata
sa MSDD, 40% uzoraka pacijenata sa PDD-NOS i CHA (p<0,05, nz, redom) i 33.3% (p<0,05)
uzoraka pacijenata sa ERLD. S druge strane D. invisus detektovana je kod 82,1% kontrolnih uzoraka
(Tabela 16).

Iako znacajna razlika izmedu CHA i kontrolne grupe nije uocena, primecen je nedostatak svih
identifikovanih bakterijskih vrsta koje ¢ine normalnu crevnu mikrobiotu. Najupadljivije je bilo
potpuno odsustvo: E. rectale, S. pasteurianus, B. pullicaecorum, R. champanellensis, E. gallinarum,
B. pseudocatenulatum i B. adolescentis. Takode, potpuno odsustvo S. pasteurianus, B.
pullicaecorum, L. rhamnosus i B. adolescentis zabelezeno je u grupi pacijenata sa MSDD.

4.8. Prikaz slucaja

istrazivanju bio je slu¢aj dvogodisnjeg decaka, dijagnostikovanog kao MSDD (Slika 4: pacijent pod
rednim brojem 7), ¢iji je DGGE profil dobijen univerzalnim prajmerima pokazao upadljivo
smanjenje diverziteta bakterijskih vrsta u poredenju sa uzorcima ostalih pacijenata i kontrola. Dva
soja koja su kod ovog pacijenta bila najvise zastupljena bili su bakterijski sojevi sli¢ni rodu
Clostridium: I. bartlettii i E. ramosum. PCR-DGGE analiza uzorka ovog pacijenta pokazala je
kompletno odsustvo bakterijskih vrsta iz roda Bifidobacterium, kao i popuno odsustvo L. rhamnosus,
E. rectale, B. pullicaecorum i D. invisus. Roditelji ovog pacijenta ukazali su na postojanje GI smetnji
u vidu periodi¢nih opstipacija, dok su kasnjenje u psihomotornom razvoju, prisustvo hipotonije i
uznemirenost bili uoceni tokom klinickog pregleda.

4.9. Analiza masnih kiselina kratkog lanca u uzorcima fecesa pacijenata sa neurorazvojnim
poremecajima i zdrave dece

Analizirana je koli¢ina SCFA u uzorcima fecesa ukljucujuci siréetnu, propionsku i buternu
kiselinu. Rezultati su pokazali da sadrzaj SCFA varira unutar grupa. lako razlike izmedu pacijenata
1 kontrola nisu statisti¢ki znacajne, pretpostavlja se zbog malog broja CHA pacijenta, uoceno je da
su vrednosti ukupnih SCFA, kao i nivoi buterne i sir¢etne kiseline, nize u grupi pacijenata sa CHA
(Slika 7).
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Slika 7. Koli¢ina SCFA u fekalnim uzorcima NDD pacijenata i zdrave dece. Koli¢ina siréetne
kiseline (A), propionske kiseline (B), buterne kiseline (C) i ukupnih SCFA (D) kod NDD pacijenata,
kontrola i odredenih NDD dijagnostic¢kih podgrupa prikazana je kao mmol/kg fecesa. Kvantifikacija
SCFA u uzorcima fecesa izvedena je HPLC analizom. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost +
SEM. NDD — neurorazvojni poremecaji, MSDD — meSoviti specificni poremecaji razvoja, PDD-
NOS — pervazivni razvojni poremecaj, nespecificni ERLD — poremecaj u razvoju receptivnog i
ekspresivnog govora, CHA — deciji autizam.

Korelaciona analiza ukazala je na postojanje znaCajne pozitivne korelacije izmedu broja
rDNK amplikona dobijenih univerzalnim prajmerima i nivoa propionske kiseline (r=0,40, p<0,05),
kao i prisustva trenda za nivo ukupnih SCFA (r=0,38, p=0,06) i buterne kiseline (r=0,37, p=0,06) u
kontrolnoj grupi. Ova korelacija se gubi u grupi pacijenata ukazuju¢i da se mikrobiota NDD
pacijenata razlikuje od mikrobiote zdrave dece u prisustvu i/ili broju bakterija koje su jaki
proizvodaci SCFA (Slika 8).
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Slika 8. Korelacija izmedu prose¢nog broja rDNK amplikona i koli¢ine SCFA u kontrolnoj gupi i
grupi NDD pacijenata. Prose¢an broj rDNK amplikona dobijenih univerzalnim prajmerima korelisan
je sa koli¢inom propionske kiseline (A), buterne kiseline (B) i ukupnih SCFA (C) u kontrolnoj grupi
1u NDD gupi (D, E, F). Svaka tacka odgovara jednom ispitaniku. Linija oznacava linearnu regresiju
pojedinacnih podataka. R oznacava Pirsonov korelacioni koeficijent. p<0,05 je smatrano statistic¢ki
zna¢ajnim. NDD - neurorazvojni poremecaj, NZ- nema znacajnost.
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Tokom poslednjih godina znafajnu paznju naucne i1 medicinske javnosti privukla su
istrazivanja ¢iji cilj je bio utvrdivanje uzroka nastanka razvojnih poremecaja. Dok su se ranije ona
bazirala na genetickim istrazivanjima koja su prevashodno bila fokusirana na najozbiljniji razvojni
poremecaj, autizam, u poslednjoj deceniji sve viSe se ispituje uticaj spoljnih faktora i udruzenih
komorbidnih stanja, narocCito gastrointestinalnih poremecaja koja se u ovoj grupi dece javljaju
znacajno ¢esée nego kod zdrave dece.

U predhodnom periodu veliki broj nezavisnih istrazivanja ukazao je na postojanje tesne veze
izmedu GI sistema i CNS-a, u literaturi poznatog kao “gut-brain axis” (Farmer et al., 2014; Luna et
al., 2016; Wang et al., 2014). U okviru ovog pravca istrazivanja postulirana je i opioidna teorija u
okviru koje se nastanak nekih neuroloskih simptoma dovodi u vezu sa povisenim nivoom opioidnih
peptida poreklom iz hrane (proteina kazeina iz mleka i glutena iz Zitarica), tzv. egzorfina, u cirkulaciji.
Ova teorija je postulirana na osnovu istrazivanja na grupi dece sa autizmom (Cade et al., 2000; Reichelt
et al., 1986; Shattock et al., 2004; Shattock et al., 2002), ali i odraslih sa Sizofrenijom (Tveiten et al.,
2012) i depresijom (Liu et al., 2007b; Reichelt et al., 1985) kod kojih je pokazano prisustvo povisenih
nivoa ovih peptida u urinu.

Iskustva iz klini¢ke prakse ukazala su na pozitivan efekat primene restriktivnih dijetetskih
intervencija na brzinu rehabilitacije dece iz Sirokog spektra razvojnih poremecaja. Imajuci ovo u vidu,
i s obzirom da se neki od simptoma autizma javljaju i kod drugih razvojnih poremecaja, a da se o
uzrocima nastanka drugih razvojnih poremecaja malo zna, u ovom radu ispitivano je da li u cirkulaciji
dece iz Sirokog spektra razvojnih poremecaja postoji povisen nivo egzorfina, kao i da li je ova pojava
posledica prisustva nekog naslednog faktora ili je izazvana spoljnim uticajem. Dva geneticki
determinisana stanja koja uzrokuju netolerisanje Zitarica sa glutenom i mleka i mle¢nih proizvoda jesu
celijacna bolest i laktozna intolerancija. Zbog toga su u ovoj studiji po prvi put ispitane geneticke
varijante asocirane sa povecanim rizikom za nastanak celija¢ne bolesti i laktoznom intolerancijom,
koje bi mogle dovesti do inflamacije 1 povecane propustljivosti crevnog epitela kod pacijenata sa
neurorazvojnim poremecajima. Od spoljnih faktora koji bi mogli doprineti ovoj povecanoj
propustljivosti, ispitivano je da li je u ovoj grupi pacijenata povecana ucestalost disbioze (poremecaja
u sastavu crevne mikrobiote). Kako se tokom uzimanja anamnestickih podataka pacijenata pokazalo
da je kod znacajnog broja dece prisutna deficijencija ili insuficijencija vitamina D, otvoren je jo§ jedan
pravac istrazivanja u okviru koga je ispitana ucestalost geneticke varijante FOKI u genu za receptor za
vitamin D (VDR) koja se u literaturi dovodi u vezu sa razvojem CNS-a, ali i epilepsijom i
autoimunskim bolestima koja su Cesta komorbidna stanja sa autizmom.

5.1. Prisustvo poviSenih nivoa opioidnih peptida u uzorcima urina dece sa neurorazvojnim
poremecajima

U poslednjih nekoliko decenija postepeno se razvijala ideja o moguéem uticaju pojedinih
komponenti hrane na nastanak neuropsihijatrijskih bolesti. Jo§ 1966, godine F.C. Dohan je primetivsi
da postoji veza izmedu celijane bolesti 1 pojave simptoma Sizofrenije predlozio da bi Sizofrenija
mogla nastati kao posledica unosa glutena iz Zitarica kod osoba koja imaju geneticki poremecaj u
metabolizmu peptida (Dohan, 1966). Nesto kasnije, 1979. godine, Jaak Panksepp je na osnovu
eksperimenta sa Zivotinjama izneo neurohemijsku hipotezu o nastanku autizma prema kojoj autizam
nastaje usled prekomerne opioidne aktivnosti u CNS-u. Panksepp je smatrao da kod dece sa autizmom
ne dolazi do normalnog sazrevanja mozga tokom koga se inicijalno visoke koncentracije endogenih
opioida postepeno smanjuju (Panskepp, 1979). Te godine grupa norveskih istrazivaca izolovala je
peptidnu komponentu iz urina obolelih od $izofrenije koja je pokazala jak stimulatorni efekat na
opioidnim receptorima (Hole et al., 1979). Iste godine, nezavisna grupa istrazivata u Americi
pokazala je da se digestijom proteina kao §to su gluten i kazein dobijaju supstance koje poseduju
opioidnu aktivnost (Zioudrou et al., 1979). Pokazalo se da se ovi peptidi mogu naéi u serumu odojcadi
(Wasilewska et al., 2011) i plazmi mladih zivotinja (Singh et al., 1989), kao i u specifi¢nim regionima
mozga dece (Pasi et al., 1993) sto je ukazalo na to da molekuli poreklom iz hrane mogu da produ kroz
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intestinalnu barijeru, ali i krvno mozdanu barijeru, 1 da na nivou CNS-a ostvare svoju fizioloSku
funkciju posredstvom opioidnih receptora.

Za razliku od endogenih, ,,tipi¢nih* opioidnih peptida (enkefalin, endorfin i dinorfin) koji se
proizvode u samom telu, egzogeni, ,,atipi¢ni* opioidni peptidi nastaju nepotpunim varenjem peptida
iz hrane i poznati su kao egzorfini (Zioudrou et al., 1979). S obzirom da ovi molekuli pokazuju
farmakoloske odlike sli¢ne opijumu (morfinu) (Meisel et al., 1990), u literaturi se mogu nacéi i pod
imenom gluteomorfini i beta kazomorfini (GM i BCM) (De Noni et al., 2009). Postoji viSe gluten
egzorfina (GE) i beta kazomorfina razli¢ite duzine, $to zavisi od mesta na kome je izvrSeno enzimsko
raskidanje petidnog lanca. Broj u nazivu oznacava broj aminokiselina koje ulaze u njihov sastav.

Govedi beta kazomorfini nastaju nepotpunim varenjem Al beta-kazeina koji je dominantna
geneti¢ka varijanta beta-kazeina kod goveda evropskog porekla. Ova varijanta nastala je tackastom
mutacijom Proe7—Hise7 originalne A2 varijante beta kazeina, koja dominira kod ¢istokrvnih azijskih
i africkih goveda (Ng-Kwai-Hang et al., 2002). Humani beta kazomorfini imaju sli¢cnu amino-
kiselinsku sekvencu sa govedim (Wada et al., 2015), ali pokazuju znacajno nizu opioidnu aktivnost
(Koch et al., 1985). Prisustvo govedeg BCM-5 pokazano je u serumu dece koja su dojena i ¢ije su
majke konzumirale kravlje mleko (Wasilewska et al., 2011). Utvrdeno je da se nivoi govedih i
humanih BCM-5 i BCM-7 u maj¢inom mleku smanjuje u kasnijim fazama dojenja (Jarmolowska et
al., 2007). Posto se opioidni receptori nalaze u nervnom, endokrinom, imunskom i
gastrointestinalnom sistemu (Korhonen et al., 2006), pretpostavljeno je da bi prirodna uloga humanih
beta kazomorfina u ranim fazama razvoja kod odoj¢adi mogla biti u emotivnom vezivanju za majku,
regulaciji Gl funkcije i stimulaciji sna. Medutim, kod odojc¢adi koja su bila hranjena adaptiranom
formulom pokazano je da je povisen nivo govedeg BCM-7 u plazmi bio pozitivno korelisan sa
stepenom kasnjenja u psihomotornom razvoju, $to je vodilo ka zaklju¢ku da poviSeni nivoi govedeg
BCM-7 u cirkulaciji odoj¢adi mogu predstavljati faktor rizika za pojavu neurorazvojnih poremecaja
poput autizma (Kost et al., 2009). Ovakav negativan efekat govedih, ali ne i humanih BCM, verovatno
potice od toga $to govedi BCM imaju 3-30 puta jac¢u opioidnu aktivnost u odnosu na humane (Koch
etal., 1985).

Enzimskom digestijom glijadina (komponenta glutena) dobija se nekoliko opioidnih peptida,
gluten (gliadin) egzorfina. I1zolovano je i identifikovano nekoliko gluten egzorfina: A5, A4, B5, B4
(Fukudome et al., 1992) i C (Fukudome et al., 1993). Prisustvo GE B4 i B5 u krvi primeceno je kod
pacijenata sa celijacnom bolesti kod kojih je narusena intestinalna barijera (Pennington et al., 2007),
ali je merljiva koli¢ina GEBS5 detektovana i1 kod zdravih osoba nakon prekomerne konzumacije
glutena (Reichelt et al., 2012).

Dok je intestinalna barijera odojcadi i mladih Zivotinja propustljiva za egzorfine, usled
nezrelosti crevnog epitela, smatra se da intaktni peptidi ne mogu biti apsorbovani kod odraslih
zivotinja (Singh et al., 1989) i ljudi sa zdravom intestinalnom barijerom (Miner-Williams et al., 2014).
S druge strane, povisen nivo egzorfina pronaden je u urinu obolelih od $izofrenije (Tveiten et al.,
2012), depresije (Liu et al., 2007a) i autizma (Cade et al., 2000; Reichelt et al., 1986; Shattock et al.,
2004; Shattock et al., 2002). Takode, povisen titar IgG antitela na glijadin i kazein pronaden je u
serumu preko 80% testiranih pacijenata sa autizmom i $izofrenijom (Cade et al., 2000). Kako
aktivacija opioidnih receptora na nivou CNS-a izaziva brojne efekte medu kojima su analgezija,
sedacija, kontrola raspolozenja i apetita itd, pretpostavljeno je da poviSen nivo opioidnih peptida u
cirkulaciji moze uticati na pojavu nekih od simptoma u ovim neuropsihijatrijskim poremecajima
poput socijalne ravnodusnosti, loSe prilagodljivosti, sterotipnog i repetitivnog ponasanja, pojavu
epilepsije, sniZenog praga za bol, poremecaja sna i problema u govoru (Reichelt et al., 2003).

Ova hipoteza je potkrepljena eksperimentima na zivotinjama. Pokazano je da se perifernim
uvodenjem humanog BCM-7 (intravenskom infuzijom) mogu izazvati promene u regionima mozga
pacova koji su izmenjeni kod obolelih od Sizofrenije i autizma, $to je potvrdilo da ovi peptidi mogu
da produ krvno-mozdanu barijeru. Da su ove promene posredovane opioidnim receptorima dokazano
je time Sto su efekti izostali ukoliko su Zivotinje pretretirane opioidnim antagonistom naloksonom
(Sun et al., 1999b). Takode, pokazano je i da intraperitonealni tretman sa BCM-7 izaziva analgeticki
efekat i dovodi do promena u ponasanju (hiperaktivnosti, uznemirenosti i socijalnoj izolaciji) (Sun et
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al., 1999a) kao i promene u adaptaciji i uc¢enju kod mladih Zivotinja (Dubynin et al., 2008). Gluten-
egzorfin AS izaziva razliCite efekte na nivou perifernog i centralnog nervnog sistema. Analgetski
(antinociceptivni) efekat GEA-5 pokazan je nakon intracerebroventrikularnog tretmana kod miseva
dok je oralni tretman imao anksioliticki efekat (Takahashi et al., 2000).

Posto je pokazano da neki pacijenti sa Sizofrenijom i autizmom imaju povecanu apsorpciju
kazo- i gluten egzorfina poreklom od nepotpunog varenja proteina glutena i kazeina u crevima,
sugerisano je da bi restriktivne dijete, koje bi podrazumevale uklanjanje ovih proteina iz ishrane,
mogle imati pozitivne efekte na simptome obolelih. Nekoliko studija je ukazalo da ishrana bez glutena
i mle¢nih proizvoda (eng. gluten-free-casein-free diet - GFCF) dovodi do poboljsanja simptoma kod
dece sa autizmom (Klaveness et al., 2013; Pennesi et al., 2012) i obolelih od Sizofrenije (Cade et al.,
1990) $to se moze smatrati i klinickom potvrdom opioidne teorije. Ovde treba ista¢i da prisustvo
opioidnih peptida kao ni efikasnost GFCF dijete (Johnson et al., 2011) nije evidentirana u svim
studijama. Velika fenotipska raznolikost u autisticnom spektru poremecaja kao 1 veliki broj faktora
koji potencijalno uticu na nastanak razvojnih poremecaja navelo je na konceptualnu promenu i
izdvajanje posebnog fenotipa autizma koji je reaktivan na promene u ishrani (Whiteley et al., 2012)
u odnosu na autizam kod koga su geneticki faktori dominantni i kod koga efekat GFCF dijete nije
uocljiv.

Do sada su ispitivanja bila prevashodno fokusirana na pacijente sa autizmom, medutim
iskustva iz klini¢ke prakse ukazala su da primena GFCF dijete pokazuje pozitivne efekte i u tretmanu
dece iz Sirokog spektra neurorazvojnih poremecaja. Stoga je prvi cilj ove studije bio ispitati da li u
grupi NDD pacijenata postoji povisen nivo egzorfina u cirkulaciji, $to je posredno mereno nivoom
ovih molekula u urinu.

Kod veéine pacijenata je uofeno povecanje nivoa jednog ili vise analiziranih opioidnih
peptida iako nije primec¢eno znacajno povecanje nivoa ukupnih peptida u uzorcima urina pacijenata
sa neurorazvojnim poremecajima. Ovaj nalaz je u skladu sa rezultatima drugih autora koji su pronasli
povecan nivo gluten egzorfina i kazomorfina u uzorcima urina pacijenata sa autizmom (Cade et al.,
2000; Reichelt et al., 1986; Shattock et al., 2004; Shattock et al., 2002). U nekim istrazivackim
grupama nije primecen povisen nivo peptida u urinu dece sa autizmom (Dettmer et al., 2007). S
obzirom da se peptidi brzo razgraduju na sobnoj temperaturi, moguéi uzrok za ovakav rezultat moze
biti neadekvatno prikupljanje uzoraka u tim studijama (Reichelt et al., 2012). U nasem istrazivanju
stabilizacija peptida je postignuta inaktivacijom proteoliti¢kih enzima promenom pH (dodavanjem
limunske kiseline) i brzim zamrzavanjem. Takode, mora se imati u vidu i moguénost da se u razli¢itim
grupama na kojima je ispitivanje obavljano razlikuje udeo pacijenata kod kojih je autizam
dominantno geneticki determinisan i kod kojih opioidni peptidi u urinu verovatno nisu prisutni, i
pacijenata sa fenotipom koji je reaktivan na GFCF dijetu, kod kojih se moZze detektovati povisen nivo
ovih molekula.

Kako se prema opioidnoj teoriji pojava velikog broja simptoma autistiénog poremecaja
objasnjava interakcijom egzorfina sa opioidnim receptorima u CNS-u, na osnovu nasih rezultata moze
se zakljuciti da slicni mehanizmi verovatno postoje i kod dece iz Sireg spektra neurorazvojnih
poremecaja. Ovaj rezultat objasnjava i zapazanja iz klini¢ke prakse o poboljSanju klinicke slike i
ubrzanoj rehabilitaciji ovih pacijenata nakon uvodenja GFCF dijete.

Do povisenog nivoa peptida u cirkulaciji moze do¢i usled deficijencije nekog enzima
(peptidaza) ili usled povecane propustljivosti crevnog epitela. U nasoj studiji se duzina opioidnih
lanaca razlikuje izmedu pacijenata. Sli¢no opaZanje imali su i1 drugi autori koji su zakljucili da
smanjene aktivnosti razli¢itih peptidaza dovode do nastanka razlicitih duzina lanaca opioidnih peptida
detektovanih u urinu pacijenata (Reichelt et al., 2003). Smanjena aktivnost peptidaza moze biti
uzrokovana prisustvom razli¢itih genetic¢kih varijanti u genima koji kodiraju ove enzime.

Jedan od enzima koji se u literaturi u poslednje vreme najceS¢e dovodi u vezu sa poviSenim
nivoom opioidnih peptida i nastankom autizma jeste dipeptidil peptidaza-4 (DPPIV) (Bashir et al.,
2014; Hunter et al., 2003; Jarmolowska et al., 2019). DPPIV je enzim koji igra kljuénu ulogu u
digestiji malih peptida. Niza ekspresija ovog enzima ili njegova niza aktivnost zajedno sa sindromom
propusnih creva moze da rezultuje akumulacijom aktivnih opioidnih peptida u cirkulaciji. Dok je u
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nekim studijama pokazano da je nivo DPPIV u plazmi dece sa autizmom nizi (Bashir et al., 2014),
rezultati drugih autora su ukazivali na to da je nivo DPPIV enzima kod dece sa autizmom visi iako
njegova aktivnost nije korelisala sa njegovom koli¢inom. Iz ovoga je zakljuceno da je visi nivo
enzima DPPIV kompenzatorni mehanizam za njegovu nizu enzimsku aktivnost kod dece sa autizmom
(Jarmolowska et al., 2019). Istrazivanja su pokazala da decaci sa autizmom imaju vecu ucestalost G
alela rs7608798 varijante u genu koji kodira DPPIV peptidazu, sto je ukazalo na vezu DPPIV i
nastanka autizma (Cupic et al., 2012).

Drugi preduslov za povecanu apsorpciju peptida je povecana crevna propustljivost, do koje
moze do¢i usled sistemske inflamacije crevnog epitela (Hietbrink et al., 2009). Mnoge studije su
pokazale da deca iz autisti¢nog spektra imaju oStecenje sluznice creva (Horvath et al., 2002; Torrente
et al., 2002) sto predstavlja osnovu ovog sindroma (D'Eufemia et al., 1996). Inflamaciju crevnog
epitela moze izazvati netolerisanje neke komponente hrane ili promena u sastavu mikrobiote

(disbioza).

5.2. HLA-DQ varijante povezane sa celija¢énom bolesti kod dece sa neurorazvojnim
poremecajima

Celijacna bolest je geneticki determinisana autoimunska bolest koju karakteriSe netolerisanje
glutena i hroni¢na inflamacija creva, koja moze biti uzrok povecane propustljivosti crevnog epitela i
povisenog nivoa GE u cirkulaciji (Pennington et al., 2007). Hroni¢na inflamacija creva kakva se srece
kod pacijenata sa CB dovodi do smanjene aktivnosti digestivnih enzima i povecane apsorpcije
proteina i peptida (Reichelt et al., 1998). Slucaj deteta sa CB koje je pogresno dijagnostikovano kao
dete sa autizmom, kod koga su se svi neuroloski simptomi povukli nakon primene dijete bez glutena,
predstavlja potvrdu da inflamacija na nivou creva izazvana CB moze drasti¢no uticati na disfunkciju
centralnog nervnog sistema (Genuis et al., 2010). Osim klasi¢nog ispoljavanja CB koje podrazumeva
prisustvo Gl smetnji kao $to su dijareja i povracanje, kod velikog broja pacijenata sa potvrdenom CB
nema klasi¢nih GI simptoma glutenske intolerancije (Pruimboom et al., 2015). U radu Pruimboom-a
i Punder-a (Pruimboom et al., 2015) postulirana je “tiha opioidna hipoteza” u kojoj je predlozen
mehanizam kojim gluten egzorfini, ispoljavajuci svoj analgetski efekat na nivou creva, mogu
maskirati GI simptome CB. Kod ovih pacijenata se vrlo ¢esto razvijaju poremecaji i bolesti koji su
uzrokovani unosenjem glutena. Rezultati velikih populacionih studija potvrdili su da su deca sa CB
u veéem riziku za nastanak psihijatrijskih oboljenja, ukljucujuci i autizam (Butwicka et al., 2017).
Iako je zabeleZen niz psihijatrijskih i neuroloskih simptoma kod pacijenata sa senzitivn$¢u na gluten
i CB (Jackson et al., 2012) znacaj i uloga osetljivosti na gluten u razvoju psihijatrijskih i neuroloskih
poremecaja nije u potpunosti prihvacena.

Uzimaju¢i sve navedeno u obzir, u ovoj studiji kod pacijenata sa neurorazvojnim
poremecajima ispitano je prisustvo geneti¢kih varijanti HLA-DQ (HLA-DQ?2, -DQ8) za koje se zna
da su povezane sa CB. Nisu utvrdene razlike u distribuciji analiziranih genetickih varijanti izmedu
grupe pacijenata i kontrolne grupe kao ni veza izmedu poviSenih nivoa opioidnih peptida i
analiziranih HLA-DQ varijanti. 1z toga je zaklju¢eno da CB nije uzroénik poveéane crevne
propustljivosti i poviSenih nivoa egzorfina u urinu dece sa neurorazvojnim poremecajima.

Nasi rezultati su u saglasnosti sa rezultatima dobijenih iz studije sprovedene na 37
pedijatrijskih pacijenata sa autizmom kod kojih je uradena genotipizacija HLA-DQ2 i -DQ8 geneti¢ih
varijanti asociranih sa CB i ispitana antitela na tkivne transglutaminaze i antiglijadinska antitela. U
ovoj grupi pacijenata nivo antitela na glijadin je bio znacajno visi u odnosu na zdravu grupu, medutim
nije uocena asocijacija izmedu nivoa antitela i prisustva genetickih markera za CB §to je ukazalo na
to da je kod ovih pacijenata imunski odgovor na gluten drugaciji u odnosu na CB (Lau et al., 2013).

lako u naSoj studiji nismo pronaSli povezanost varijanti HLA-DQ sa neurorazvojnim
poremecajima, dalja istrazivanja gena HLA bila bi poZeljna s obzirom da je u istraZivanjima drugih
autora uo¢ena asocijacija autizma sa celim HLA regionom i istaknuto da varijabilnost u ovom regionu
nosi najveci geneticki rizik za nastanak autizma. Pretpostavlja se da HLA regija nosi deo naslednog
rizika za nastanak autizma, kako u klasi¢nim tako i nespecifiécnim HLA genima (Torres et al., 2012).
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5.3. Varijante asocirane sa laktoznom intolerancijom kod dece sa neurorazvojnim
poremecajima

Nepotpunom razgradnjom proteinske komponente mle¢nih proizvoda (kazeina), nastaju
kazomorfini, za koje se smatra da mogu da izazovu neke od simptoma autizma. Gastrointestinalne
tegobe, inflamacija creva i povecana crevna propustljivost koji su ¢esti kod ovih pacijenata, mogli bi
biti posledica netolerisanja mleka i mle¢nih proizvoda. Jedan od potencijalnih uzro¢nika intolerancije
mleka jeste intolerancija na mle¢ni Secer-laktozu.

Kusak i sar (2001.) su u istrazivanju aktivnosti disaharidaze u crevima sprovedenom na 199
osoba sa autizmom, uocili da je ucestalost deficijencije laktaze prisutna u duodenalnoj biopsiji kod
58% dece mlade od 5 godina sa dijagnozom autizma. Zaklju€eno je da nedostatak laktaze dosta Cest
kod dece sa autizmom i da kod vecine autisti¢ne dece intolerancija na laktozu nije identifikovana u
medicinskoj dokumentaciji (Kushak et al., 2011).

1z tih razloga ispitivali smo ucestalost geneticke varijante -13910 C> T uzvodno od gena LCT
povezane sa primarnom laktoznom intolerancijom. U naSem istrazivanju nisu utvrdene razlike u
distribuciji analiziranih genetickih varijanti medu ispitivanim grupama, kao ni postojanje njihove
korelacije sa nivoom opioidnih peptida. Prema naSim rezultatima mozemo zakljuciti da primarna LI
nije povezana sa GI tegobama kod pacijenata sa neurorazvojnim poremecajima, te da ukoliko je
laktozna deficijencija prisutna kod tih pacijenata, ona nastaje usled oStecenja sluznice tankog creva,
Sto predstavlja sekundarnu intoleranciju na laktozu (Radlovic et al., 2009).

Novija istrazivanja ukazuju na to da je laktozna intolerancija mnogo rede uzrocnik
netolerisanja mleka nego Sto se to ranije smatralo, i da je Al beta kazein ce$¢i uzrocnik ove
intolerancije (Pal et al., 2015). Pokazano je da unos Al, ali ne i A2, beta kazeina ima proinflamatorne
efekte u crevima pacova i miSeva (Barnett et al., 2014; Ul Haq et al., 2014b) kao i da je ovaj efekat
izazivaju BCM 715 (Ul Haq et al., 2014a).

Imajuci ovo u vidu, moze se pretpostaviti da inflamacija izazvana konzumacijom mleka sa
Al polimorfizmom beta kazeina moZe da izazove GI poremecaje kao i sekundarnu intoleranciju na
laktozu, koja je verovatno posredovana kazomorfinima, kod genetic¢ki predisponiranih individua koji
su nosioci polimorfizama peptidaza sa nizom enzimskom aktivnos$cu.

5.4. Intolerancija na hranu kod dece sa neurorazvojnim poremecajima

Sli¢no kao u studiji Lau i sar. (Lau et al., 2013) kod koje je u grupi dece sa autizmom primecéen
vi$i nivo IgG antitela na gliadin, u ovoj studiji je tokom uzimanja anamnestic¢kih podataka evidentiran
poviSen nivo IgG antitela na gluten kod 40,7% (33/81) pacijenata, kao 1 povisen nivo IgG antitela na
mleko kod 84% (68/81) pacijenata. Pacijenti sa nespecifi¢nim pervazivnim razvojnim poremecajem,
imali su vecu ucestalost intolerancije na mleko (100%) u poredenju sa ispitanicima iz ostalih grupa
pacijenata kao i najvecu ucestalost GI tegoba i registrovanih poremecaja u sastavu crevne mikrobiote
(87,5%). S druge strane, pacijenti sa meSovitim razvojnim poremecajima imali su najvecu ucestalost
intolerancije na gluten (56%) ali i visoku ucestalost disbioze (83,3%). Cak 97,5% ispitanika sa
neurorazvojnim poremecajima imalo je podstaknut humoralni imunski odgovor na neku komponentu
hrane.

Na osnovu analiziranih podataka izveli smo zakljuc¢ak do koga su dosli Lau i sar. (Lau et al.,
2013) da imunska reakcija na gluten (ili neku drugu komponentu hrane) moze biti uzroénik upalnog
procesa koja vodi ka povecanoj crevnoj propustljivosti. Kako u naSoj grupi NDD pacijenata nisu
identifikovani geneticki markeri za CB i laktoznu intoleranciju, a registrovani su poviseni nivoi
antitela na gluten i mleko, moze se zakljuciti da GI simptomi kod NDD pacijenata mogu delimi¢no
poticati i od “ne-celijacne osetljivosti na gluten” ili osetljivosti na druge komponente hrane.

Iako je vecina pacijenata kod kojih je uocen povisen nivo nekog od analiziranih opioidnih
peptida takode imao i povisen nivo IgG antitela na neku komponentu hrane (90,5%), kod cetiri
pacijenata sa povisenim nivoima IgG antitela nisu identifikovani opioidni peptidi u urinu (podaci nisu
prikazani). Iz ovoga se moze zakljuciti da stimulacija humoralnog imunskog odgovora na neku
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komponentu hrane moze biti potreban, ali ne i dovoljan preduslov za povecanje nivoa opioidnih
peptida u uzorcima urina. S druge strane kod dva pacijenta sa povisenim nivoima opioidnih peptida
nisu nadeni poviseni nivoi IgG antitela, Sto moze da ukaze da su neki drugi mehanizmi, kao $to je
inflamacija crevnog zida uzrokovana disbiozom, odgovorni za narusavanje permeabilnosti crevnog
zida i nastanak crevne propustljivosti kod ovih pacijenata.

5.5. Specificnosti sastava crevne mikrobiote dece sa neurorazvojnim poremecajima

Poslednjih decenija intenzivno su proucavane razlike u sastavu crevne mikrobiote izmedu
dece sa autizmom i zdrave dece (Hughes et al., 2018). Medutim, u literaturi se ne mogu naci podaci
o sastavu mikrobiote dece sa drugim formama NDD. Prema naSim saznanjima ovo je prva studija
kojom se ispituje specificnost sastava crevne mikrobiote kod Sireg spektra NDD pacijenata. Rezultati
ovog ispitivanja pokazali su da je raznovrsnost bakterija koje su sastavni deo mikrobiote zdravih ljudi,
u grupi pacijenata bio znacajno nizi U odnosu na kontrolnu grupu, dok je zastupljenost nekoliko
potencijalno Stetnih bakterijskih vrsta bila zna¢ajno visa.

5.5.1. Povecana ucestalost bakterijskih vrsta srodnih sa rodom Clostridium kod dece sa
neurorazvojnim poremecajima

Medu uslovnim patogenima koji su bili znacajnije zastupljeni u grupi pacijenata uocene su tri
vrste koje su srodne sa bakterijama iz roda Clostridium: Desulfotomaculum guttoideum,
Intestinibacter bartlettii i Romboutsia ilealis (Stackebrandt et al., 1997). D. guttoideum, ¢ija 16S
rDNK sekvenca pokazuje visok stepen homologije sa odgovaraju¢im nukleotidnim sekvencama vrsta
iz roda Clostridium (Castro et al., 2000; Stackebrandt et al., 1997), je sulfat-redukujuca bakterija, kao
i Desulfovibrio, ¢ija je veca zastupljenost kod dece sa autizmom pokazana u ranijim studijama
(Finegold et al., 2010; Finegold et al., 2012; Tomova et al., 2015). Pretpostavljeno je da organizmi
koji redukuju sulfat mogu znacajno doprineti nastanku poremecaja metabolizma sulfata koji postoji
kod pacijenata sa autizmom, i koga karakteriSu nizak nivo sulfata u krvi, pojacana urinarna ekskrecija,
smanjeni kapacitet metilacije i hroni¢ni oksidativni stres (Finegold et al., 2012). S obzirom na vecu
zastupljenost vrsta iz rodova Desulfovibrio i Clostridium u mikrobioti dece sa autizmom u prethodnim
studijama, pretpostavljeno je da ove bakterije doprinose pojavi nekih simptoma autizma (Tomova et
al., 2015). Nekoliko grupa istrazivaca koja se bavila ispitivanjem crevne mikrobiote dece sa
autizmom uocila je prekomeran rast bakterijskih vrsta srodnih sa rodom Clostridium (De Angelis et
al., 2013; Finegold et al., 2002; Parracho et al., 2005; Song et al., 2004a). Pretpostavljeno je da jedna
forma autizma, tzv regresivni autizam, kod koga se dete u pocetku razvija normalno, a zatim pocinje
da gubi socijalne vestine i govor U uzrastu od oko 18 meseci, moze nastati kao posledica crevne
dizbioze uzrokovane antibiotskom terapijom. Elen Bolte je 1998. godine postavila hipotezu prema
kojoj bi Clostridium tetani (ili neka druga bakterija u crevima) mogla imati udela u nastanku
regresivnog autizma (Bolte, 1998). Prema ovoj hipotezi, prekomeran rast mikroorganizama otpornih
na antibiotsku terapiju, kao $to je Clostridium tetani (ili Clostridium difficile) (Passmore et al., 2018)
dovodi do povecanog stvaranja neurotoksina p-krezol (fenolno jedinjenje sa bakteriostatskim
osobinama) ili nekih drugih toksi¢nih fenolnih i indolnih metabolita, koji mogu da uzrokuju pojavu
anksioznog ponasanja. (Bolte, 1998; Finegold et al., 2012; Hsiao et al., 2013). U skladu sa tim,
rezultati nekih studija su pokazali da nakon terapije vankomicinom, antibiotikom koji se koristi kod
infekcija izazvanih bakterijom C. difficile, dolazi do poboljsanja kognitivnog i socijalnog
funkcionisaja osoba sa autizmom (Sandler et al., 2000). SnaZan proizvoda¢ indolnog jedinjenja, trans-
3-indolil akrilne kiseline (eng. indolylacrylic acid, IAA), koja glicinskom konjugacijom moze biti
transformisana u indolil-3-akriloilglicin (eng. indolyl-3-acryloylglycine, 1AG) (Clayton, 2012) je
bakterijska vrsta I. bartlettii (Russell et al., 2013). Ova bakterija, koja je pre reklasifikacije bila
poznata kao Clostridium bartlettii, prvobitno je izolovana iz fecesa dva autisticna decaka (Song et
al., 2004b). Poviseni nivoi IAG pronadeni su u urinu pacijenata sa autizmom te se IAG smatra
potencijalnim dijagnostickim markerom za poremecaje iz autisticnog spektra (Bull et al., 2003;
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Shattock et al., 2002). Erysipelatoclostridium ramosum (prethodno poznat kao Clostridium ramosum)
koji je u nasoj studiji bio zastupljeniji kod ERLD, MSDD i CHA pacijenta u poredenju sa zdravim
kontrolama, takode je izolovan i u uzorcima fecesa dece sa autizmom u okviru istrazivanja drugih
autora (Finegold et al., 2002).

5.5.2. Smanjen diverzitet mle¢nokiselinskih bakterija, bakterija roda Biffidobacterium, kao i
bakterija koje proizvode buternu kiselinu kod dece sa neurorazvojnim poremecajima

Iako unutar grupa i pacijenata i kontrola postoji velika raznovrsnost, zna¢ajno smanjenje
diverziteta mlecnokiselinskih bakterija uoceno je u grupi pacijenata sa NDD. ldentifikovani
bakterijski sojevi koji su bili u ve¢oj meri zastupljeni u kontrolnim uzorcima u odnosu na pacijente,
predstavljaju sastavni deo mikrobiote zdravih osoba ukljucujuéi i bakterije koje proizvode buternu
kiselinu. Vrste En. faecalis, En. gallinarum i S. pasteurianus koje su deo normalne crevne mikrobiote
(Alex et al., 2013; Layton et al., 2010; Rajilic-Stojanovic et al., 2007), otkrivene su u niskom broju
ili su ¢ak bile potpuno odsutne u nekim grupama pacijenata sa NDD. Ovi rezultati su u skladu sa
podacima drugih autora koji su takode pronasli nizu zastupljenost mle¢nokiselinskih bakterija
(Enterococcus sp., Lactobacillus sp., Streptococcus sp., i Lactococcus sp.) u uzorcima fecesa dece sa
autizmom i PDD-NOS. Medu bakterijama iz roda Lactobacillus, pronadeno je da je Lactobacillus
rhamnosus, manje zastupljen u grupi NDD pacijenata. Pokazano je da unos L. rhamnosus JB-1 ima
uticaj na regulaciju emocionalnih ponasanja povezanih sa anksiozno$¢u i depresijom kod zdravih
miseva, putem regulacije ekspresije centralnog GABA receptora (Bravo et al., 2011).

U grupi pacijenata sa NDD, uocena je i smanjena zastupljenost Dialister invisus. lako su vrste
D. invisus tipi¢no prisutne u usnoj duplji, takode su bile detektovane i u uzorcima normalne Gl
mikrobiote (Rajilic-Stojanovic et al., 2007). Smanjen broj D. invisus uoc¢en je kod dece sa autizmom,
a predlozeno je da ova bakterija moze imati znac¢aj u autizmu kao deo zastitne mikrobiote (Finegold
et al., 2010). Takode uoceno je i znac¢ajno smanjenje Bifidobacteria, uklju¢ujuci kompletno odsustvo
Bifidobacteria kod 12% ispitanika iz grupe NDD pacijenata, dok sa druge strana takav upadljiv
nedostatak nije detektovan ni u jednom od kontrolnih uzoraka. Ovi rezultati su u skladu sa rezultatima
drugih autora koji su takode detektovali manju zastupljenost bakteria iz roda Bifidobacterium u
uzorcima dece sa autizmom (Adams et al., 2011; De Angelis et al., 2013; Wang et al., 2011a).
Bifidobacteria ¢ine vaznu grupu bakterija koje su deo normalne crevne mikrobiote i koje prve
kolonizuju creva odmah po rodenju (Turroni et al., 2012). Ove bakterije predstavljaju dominantni
bakterijski rod decije crevne mikrobiote (Harmsen et al., 2000; Matamoros et al., 2013) i znacajan su
deo crevne mikrobiote odraslog coveka (Chaplin et al.,, 2015; Ringel-Kulka et al., 2013).
Bifidobacteria imaju niz pozitivnih uloga u o€uvanju zdravlja ¢oveka. Medu njima je digestija
polisaharida koji su nesvarljivi za domacina (Lee et al., 2010; Sonnenburg et al., 2006), proizvodnja
vitamina B grupe (Deguchi Y i sur. 1985), inhibicija patogenih bakterija kroz kompetitivno
isklju¢ivanje i/ili proizvodnju antimikrobnih agenasa (Mulle et al., 2013) i imunska regulacija
supresijom upalnih odgovora (Miyauchi et al., 2013; Turroni et al., 2014). Zabelezeno je da deca sa
autizmom ¢esto imaju probleme sa varenjem (Wasilewska et al., 2015), nedostatak vitamina B12
(Zhang et al., 2016), imunsku disregulaciju/upalu creva (Rossignol et al., 2012) i svi ovi problemi bi
mogli biti povezani sa smanjenim prisustvom Bifidobacteria u crevima.

Pretpostavlja se i da odredeni sojevi iz roda Bifidobacterium mogu biti od znacaja u lecenju
nekih psihijatrijskih oboljenja kao §to su depresija i anksioznost. Pokazano je da tretman B. infantis
moze biti koristan u leCenju depresije tako §to dovodi do povecanja prekursora serotonina — triptofana
(Deshbonnet et al., 2008), kao i da moze da poboljsa odgovor na stres posredovan hipotalamus-
hipofiznom osom (eng. hypothalamic-pituitary axis, HPA) (Sudo et al., 2004). Sa druge strane
pokazano je da tretman B. longum dovodi do anksiolitickog efekta (Bercik et al., 2011b). Primena
antibiotske terapije u prvim godinama zivota mogla bi biti odgovorna za snizen diverzitet
Bifidobacteria. Znacajno veca oralna upotreba antibiotika kod dece sa autizmom u odnosu na zdravu
decu (Konstantareas et al., 1987; Niehus et al., 2006) verovatno dovodi do smanjenje raznovrsnosti
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bakterijskih vrsta iz roda Bifidobacterium, kakva je registrovana kod novorodencadi koja su tretirana
antibioticima (Hussey et al., 2011).

Prema rezultatim nase studije Bifidobacterium animalis subsp. lactis je visoko zastupljen kod
svih NDD groupa pacijenata, osim kod pacijenata iz grupe CHA, dok s druge strane nije detektovan
ni u jednom uzorku fecesa ispitanika iz kontrolne grupe Sto je u skladu sa rezultatima istrazivanja
drugih autora (Finegold et al., 2010). S obzirom da se razli€iti sojevi ove bakterijske vrste koriste kao
probiotici (Merenstein et al., 2015), veca zastupljenost B. animalis moze biti posledica ucestalije
upotrebe probiotika u grupi NDD pacijenata, koji ¢esto imaju GI tegobe.

Tri bakterijske vrste koje proizvode buternu Kiselinu: Faecalibacterium prausnitzii,
Butyricicoccus pullicaecorum 1 Eubacterium rectale bile su takode manje zastupljene u grupi
pacijenata. F. prausnitzii je jedna od najzastupljenijih bakterija u crevnoj mikrobioti coveka (Khan et
al., 2012). F. prausnitzii i B. pullicaecorum su glavni proizvodaci buterne kiseline koja je neophodna
za normalno funkcionisanje crevnog epitela i njihov nedostatak doveden je u vezu sa nastankom
sindroma iritabilnog creva (Steppe et al., 2014). Pokazano je da B. pullicaecorum jaca epitelnu
barijeru creva (Eeckhaut et al., 2013), za koju je pokazano da je narusena kod neke dece sa autizmom
(Boukthir et al., 2010; D'Eufemia et al., 1996; de Magistris et al., 2010). Neamiloiticki ¢lan familije
Ruminococcacea, vrsta Ruminococcus champanellensis, blisko srodna vrsti F. prausnitzii (Ze et al.,
2015), manje je zastupljena u grupi pacijenata, pre svega u uzorcima pacijenata sa CHA i ERLD. R.
champanellensis je jedina bakterijska vrsta u debelom crevu ¢oveka koja moze da razgradi kristalnu
celulozu i izvrsi fermentaciju nesvarljivih ugljenih hidrata. Na taj nacin ona obezbeduje znacajan deo
energije 1 podrzava rast mikroorganizama u crevima, te stoga ima veliki uticaj na zdravlje putem
modulacije sastava mikrobiote (Ben David et al., 2015; Chassard et al., 2010). Istrazivanje
sprovedeno na uzorcima fecesa dece sa autizmom pokazalo je da su Faecalibacterium, Ruminococcus
i Eubacteriaceae u najmanjoj meri zastupljeni u fekalnoj mikrobioti dece sa autizmom (De Angelis
et al., 2013), sto je u skladu sa nasim rezultatima.

5.6. Nivo masnih Kiselina kratkih lanaca u uzorcima fecesa dece sa neurorazvojnim
poremecajima

Usled toga $to je pokazano da SCFA mogu uticati na brojne funkcije kako na nivou creva, tako
i na nivou CNS-a, pretpostavljeno je da SCFA mogu biti vazni molekularni medijatori u komunikaciji
izmedu mikrobiote i CNS-a, kao i da mogu imati udela u nastanku nekih simptoma autizma (Rogers
etal., 2016).

Iako u ovom istrazivanju nisu otkrivene znacajne razlike u nivoima SCFA izmedu ispitivanih
grupa, uoceno je da su vrednosti ukupnog nivoa SCFA, kao i nivoa buterne kiseline bile najniZze u
grupi pacijenata sa CHA. Neke grupe istrazivaca su uocile da je nivo SCFA bio znacajno nizi kod
pacijenta sa autizmom i PDD-NOS (Adams et al., 2011; De Angelis et al., 2013). Nasa pretpostavka
je da znacajna razlika u nivoima SCFA izmedu CHA podgrupe 1 kontrolne grupe u nasoj studiji nije
otkrivena usled malog broja CHA pacijenata. Odnos CHA pacijenta u ovoj podgrupi ispitanika sa
NDD bio je 1: 7,2 (5:36), $to je u skladu sa procenom Nacionalnog istrazivanja decijeg zdravlja (eng.
National Survey of Children’s Health - NSCH) u Sjedinjenim Drzavama 2007. godine, prema kojoj
1,1% dece u uzrastu izmedu 3 i 17 godina ima razvijenu klini¢ku sliku autizma, dok je 15% bilo
pogodeno neurorazvojnim poremecajima (odnos 1:15). Ova procena ukljucivala je i druge oblike
poremecaja u ranom detinjstvu kao Sto su: intelektualna ometenost, cerebralna paraliza, epilepsija,
mucanje, umereno do teSko ostecenje sluha, slepilo (Boyle et al., 2011; Kogan et al., 2009), koji nisu
obuhvaceni ovom studijom.

Prema podacima iz literature pozitivna korelacija nadena je izmedu ukupnog nivoa SCFA i
zastupljenosti vrsta Faecalibacterium, Ruminococcus i Bifidobacterium (De Angelis et al., 2013), sto
je u skladu sa nasim zapazanjima da su F. prausnitzii i R.champanellensis, kao i nekoliko bakterijskih
vrsta roda Bifidobacterium, manje zastupljeni u grupi pacijenata. lako bakterije koje pripadaju vrsti
Ruminococcus ili rodu Bifidobacterium ne proizvode butirat, one mogu da stimulisu produkciju SCFA

64



zahvaljujuci njihovoj sposobnosti da razgrade nesvarljive ugljene hidrate, 1 na taj nacin obezbede
supstrat za bakterije koje proizvode buternu kiselinu (Belenguer et al., 2006).

Uocena pozitivna korelacija izmedu broja rDNK amplikona dobijenih univerzalnim
prajmerima i ukupnog nivoa SCFA u kontrolnoj grupi, koja je izgubljena u grupi pacijenata, vodi ka
pretpostavci da je mikrobiota pacijenata sa NDD slabiji proizvoda¢ SCFA.

5.7. Sli¢nosti bakterijskih profila izmedu grupa pacijenata sa slicnom klinickom slikom

Sli¢nost bakterijskih profila medu grupama kao i homogenost profila u okviru grupa bila je
procenjena prema Dajsovom koeficijentu sli¢nosti. Pokazalo se da je mikrobiota kontrolne grupe i
CHA grupe ispitanika bila najhomogenija, dok je najveci stepen heterogenosti dobijen za mikrobiotu
ERLD grupe pacijenata ukazujué¢i na postojanje znacajnih individualnih razlika u ovoj grupi
pacijenata.

Mikrobiota ERLD pacijenata pokazala je najmanji stepen slicnosti sa mikrobiotom ispitanika
kontrolne grupe. Ovaj rezultat ukazuje na to da su promene na nivou crevne mikrobiote dece sa manje
ozbiljnim formama NDD, kao $to je ERLD, potencijalno veoma vazne. Ova pretpostavka je u
saglasnosti sa klinicki uofenim napretkom u rehabilitaciji ERLD pacijenata u vidu gubitka ili
zna¢ajnog smanjenja simptoma tipi¢nih za autizam nakon le¢enja crevne disbioze.

Analiza DGGE profila dobijenih univerzalnim prajmerima pokazala je da je mikrobiota
pacijenata sa PDD-NOS najviSe slicna mikrobioti kontrolne grupe, $to moze ukazivati na to da
promene u sastavu mikrobiote kod ovih pacijenata ne predstavljaju znacajan faktor rizika za nastanak
poremecaja. Medutim, R. ilealis (80%, p < 0,05) je bila znacajno vise prisutna u ovoj grupi pacijenata
U poredenju sa kontrolnom grupom. Dalje, DGGE profili dobijeni LB- specificnim prajmerima
pokazali su da je MSDD grupa najsli¢nija kontrolnoj grupi, iako je zabelezeno potpuno odsustvo S.
pasteurianus, B. pullicaecorum, L. rhamnosus, kao i niza zastupljenost D. invisus u ovoj grupi
pacijenata. lako je analiza DGGE profila dobijenim BB- specifi¢nim prajmerima pokazala da je CHA
grupa najslicnija kontrolnoj grupi, najmanji broj Bifidobacteria, kao i potpuno odsustvo B.
pseudocatenulatum i B. adolescentis, je zabeleZzen u ovoj grupi pacijenata. Pretpostavljamo da je
ovako visoka sli¢nost dobijena zbog odsustva B. animalis u CHA i u kontrolnoj grupi ispitanika, koja
je bila prisutna u svim drugim NDD grupama.

Visoka sli¢nost uoéena je izmedu grupe pacijenata sa CHA i PDD-NOS (poznatog i kao
“atipi¢ni autizam”) (Volkmar et al., 2013) koje su i prema klini¢koj slici najsli¢nije grupe pacijenata
unutar NDD. Visoka sli¢nost uo¢ena je medu MSDD i PDD-NOS, kao i MSDD i CHA grupama. S
druge strane, sli¢nost sve tri pomenute grupe pacijenata (CHA, PDD-NOS i MSDD) sa ERLD bila je
veoma mala. Ovo je u skladu i sa slicnos¢u koju MSDD, CHA 1 PDD-NOS imaju na nivou klini¢kih
simptoma, koje karakteriSu tezi simptomi i nizi nivo funkcionisanja u odnosu na pacijente sa ERLD
(WHO, 2015). Postojanje sli¢nosti u sastavu crvne mikrobiote kod pacijenata koji imaju slicne
neuroloske 1 bihejvioralne simptome vodi ka pretpostavci da crevna mikrobiota ima zna¢ajnu ulogu
u patogenezi NDD.

Do sada je otkriveno nekoliko molekularnih mehanizama koji bi mogli da objasne uticaj
mikrobiote na CNS 1 koji bi mogli da budu ukljuceni u mehanizam nastanka autizma, ali i drugih
NDD. Mikrobiota ostvaruje komunikaciju sa CNS-om putem nervnog sistema (preko enterickih
nerava i vagus nerva) ili putem sistemske (humoralne) cirkulacije u koju dospevaju bakterijski
metaboliti i toksini.

PredloZeno je da kolonizacija creva mikrobiotom uti¢e na razvoj mozga sisara kao i na
ponasanje u odraslom dobu, tako §to menja ekspesiju nekih gena za koje se zna da su ukljuceni u
transmisiju signala u nervnom sistemu i sinapticku dugotrajnu potencijaciju (jacanje veza izmedu dva
neurona, mehanizam koji lezi u osnovi ucenja 1 pamcenja) u regionima mozga odgovornim za
motoricku kontrolu i anksiozno ponasanje (Diaz Heijtz et al., 2011). Pokazano je da produkti
mikrobiote kao §to su propionska i buterna kiselina, imaju jak epigeneticki potencijal i da mogu
izazvati promene u ekspresiji velikog broja gena, koji su ve¢ dovodeni u vezu sa autizmom (Nankova
etal., 2014).
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Nedavno je prihva¢eno da mikrobiota ima znacajnu ulogu u neurorazvoju, te da perturbacije u
pocetnoj konolizaciji mikrobiote u ranom uzrastu mogu dovesti do mentalnih poremecaja kasnije u
zivotu (Borre et al., 2014; de Theije et al., 2014b; Diaz Heijtz et al., 2011). Pretpostavlja se da promene
u sastavu crevne mikrobiote mogu imati uticaj na razvoj mozga u prvim godinama zivota i na taj nacin
doprineti nastanku simptoma autizma (Sajdel-Sulkowska et al., 2013). Razvoj mikrobiote odvija se
paralelno sa neurorazvojem, gde su prenatalni i rani postnatalni periodi prepoznati kao najvazniji za
razvoj mozga i sazrevanje mikrobiote. (O'Mahony et al., 2017). Ono $to je znacajno je da korekcija
sastava mikrobiote u preadultnom periodu kod eksperimentalnih Zivotinja moze dovesti do
normalizacije ponasSanja (Desbonnet et al., 2014; Diaz Heijtz et al., 2011; Neufeld et al., 2011; Sudo
et al., 2004) dok korekcija sastava mikrobiote nakon ovog kriticnog perioda ne moze dovesti do
normalizacije ponaSanja kao ni neurohemijskih poremecaja koji su nastali u ranim razvojnim
periodima (Clarke et al., 2013).

Rezultati ovog istrazivanja otvaraju mogucnost i za dalja ispitivanja promena u sastavu crevne
mikrobiote kod NDD pacijenata, kao i razjasnjenje moguéih patogenih nac¢ina delovanja specifi¢nih
bakterija.

Prema nasSim rezultatima i podacima iz literature mozemo zakljuciti da analiza mikrobiote u
ranom razvojnom periodu moze biti korisna za prevenciju i lecenje kako GI poremecaja, tako i prate¢ih
poremecaja u ponasanju koji su ¢esto deo klinicke slike autisti¢nog spektra poremecaja, ali i drugih
formi NDD.

Vazno je ista¢i da potencijalna korekcija sastava mikrobiote primenom ciljanih probiotika
moze biti koriS¢ena kao dodatna terapija u leCenju neurorazvojnih poremecaja.

5.8. Geneticka varijanta FoklI u genu VDR kod dece sa neurorazvojnim poremecajima

Dugotrajna upala sluznice creva povezana sa njenom poveéanom propustljivoscu, bez obzira
na uzrok inflamacije, dovodi do nutritivnih deficijencija koje su ¢esto prime¢ene kod pacijenata sa
autizmom (Hyman, 2008). Medu njima, posebno je upadljiv nedostatak vitamina D, kako kod
pacijenata sa autizmom (Mostafa et al., 2012) tako i kod pacijenata sa neurorazvojnim poremecajima
i intelektualnom ometenosc¢u (Grant et al., 2015).

U skladu sa ovim podacima iz literature, kod vecine analiziranih pacijenata (76,5%) iz nase
studije, zapazena je deficijencija ili insuficijencija vitamina D. Deficijencija vitamina D je
registrovana kod 40,9%, a insuficijencija kod 35,6% pacijenata. Deficijencija vitamina D je bila
posebno upadljiva u grupi pacijenata sa dijagnozom decijeg autizma u kojoj je 64,3% pacijenata imalo
deficijenciju i u kojoj je nivo vitamina D (25-OH) bio najnizi.

Do sada je viSe puta istaknut znac¢aj vitamina D u autizmu 1 njegova potencijalna uloga u
patogenezi autizma (Cannell, 2008; Grant et al., 2015; Mostafa et al., 2012). Smatra se da bi geni
ukljuceni u metabolizam, transport ili vezivanje vitamina D bili potencijalni geni kandidati za
nastanak autizma (Cannell, 2008). U nasem istrazivanju paznja je bila usmerena na varijantu FokI
(rs2228570) VDR gena koja je asocirana sa stanjima koja su ¢esto udruzena sa autizmom poput
epilepsije (Jiang et al., 2015) i autoimunih oboljenja (van Etten et al., 2007). Rezultati drugih autora
do sada su pokazali da Fokl varijanta, kao i VDR GTTT haplotip (Bsml, Taql, Fokl, Apal) nose
povecan rizik za nastanak autizma (Coskun et al., 2016).

Pokazano je da Fokl ima znac¢ajan uticaj na metabolizam vitamina D kod dece sa autizmom
(Coskun et al., 2016) i kod pacijenata sa multiplom sklerozom (Smolders et al., 2009). U studiji o
metabolizmu vitamina D kod ispitanika sa multiplom sklerozom, uoceno je da je F alel povezan sa
niskim nivoom vitamina D (25-OH) kod ispitanika sa multiplom sklerozom kao i kod kontrola.
Metabolizam vitamina D regulise se mehanizmom negativne povratne sprege putem VDR. Varijanta
Fokl “F” kodira kra¢u proteinsku formu VDR koji ima jac¢i inhibitorni uticaj na ekspresiju gena
ukljucenih u metabolizam vitamina D u odnosu na “f” varijantu koja kodira duzi protein (Uitterlinden
etal., 2004). Zbog svog funkcionalnog efekta VDR Fokl varijanta je potencijalno relevantna za razvoj
autizma, ali i drugih bolesti povezanih sa vitaminom D.
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Varijanta VDR Fokl je povezana i sa regulacijom imunskog sistema. Tac¢nije, pokazana je
znacajna uloga kra¢e “F” VDR varijante u imunskim bolestima zbog veée aktivnosti ove forme
receptora i time jaCe aktivacije imunskih ¢elija (van Etten et al., 2007). Postoje brojni podaci o
imunskim abnormalnostima kod autizma i visokoj ucestalosti autoimunih poremecaja u porodicama
dece sa autizmom (Comi et al., 1999) kao $to su reumatoidni artritis, celijakija (Atladottir et al., 2009)
I sindrom iritabilnog creva (Valicenti-McDermott et al., 2008).

U ovoj studiji je utvrdeno da je ucestalost genotipa Fokl CC ("FF") znacajno veca kod
pacijenata iz CHA podgrupe u poredenju sa zdravim kontrolama, kao i da je nivo vitamina D (25-
OH) u ovoj podgrupi pacijenata bio znacajno nizi u odnosu na pacijente sa drugim formama NDD.
Suprotni rezultati dobijeni su od strane druge grupe autora koja je pokazala da je ucestalost genotipa
TT ("ff") Fokl bila veca kod ispitanika sa autizmom u poredenju sa zdravim kontrolama i da su nivoi
seruma vitamina D (25-OH) znacajno visi kod dece sa autizmom (Coskun et al., 2016). Pomenutom
studijom bio je obuhvacen sli¢an broj ispitanika (85 pacijenata sa autizmom uzrasta izmedu 2 i 15
godina i 85 zdravih kontrola ) koji nisu uzimali vitamine i minerale pre davanja uzoraka. Medutim
ispitanici u ovoj studiji su iz jugoisti¢nih delova Turske, podrucja koja karakterisu vise temperature i
veéi broj suncanih dana u odnosu na na$ region. Ovim podatkom se moZe objasniti uocena
diskrepanca izmedu rezultata navedene studije i naSeg istrazivanja.

Nasi rezultati su pokazali da nivo vitamina D i VDR Fokl varijante mogu imati uticaj na razvoj
decijeg autizma, ali ne i na druge oblike NDD. U cilju podrZavanja naSe pretpostavke, u budué¢im
istrazivanjima bilo bi pozeljno proveriti uestalost ostalih varijanti u VDR genu (Bsml, Apal, Taqgl i
GTTT haplotip) na vecoj grupi pacijenata sa NDD.
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Na osnovu dobijenih rezultata ove doktorske disertacije, izvedeni su slede¢i zakljuéci:

Kod vecine pacijenata uoceno je povecanje nivoa jednog ili viSe analiziranih opioidnih peptida,
iako nivo ukupnih peptida u uzorcima urina pacijenata sa neurorazvojnim poremecajima nije bio
statisti¢ki zna¢ajno poviSen u odnosu na kontrolnu grupu ispitanika.

Nije utvrdena razlika u distribuciji varijanti gena u HLA-DQ lokusu (DQAL, DQB1 i DRB1)
asociranih sa celijacnom boles¢u, izmedu grupe pacijenata i kontrolnih ispitanika. Nije pokazana
veza izmedu poviSenih nivoa kazeomorfina i gluten egzorfina i analiziranih HLA-DQ varijanti. 1z
toga je zakljuCeno da celija¢na bolest nije uzro¢nik povecane crevne propustljivosti i povisenih
nivoa egzorfina u urinu dece sa neurorazvojnim poremecajima.

Nisu utvrdene razlike u distribuciji analiziranih genetic¢kih varijanti LCT -13910 C>T, asociranih
sa laktoznom intolerancijom izmedu grupe pacijenata i kontrolnih ispitanika, na osnovu cega
mozemo da pretpostavimo da primarna LI nije povezana sa Gl tegobama kod pacijenata sa
neurorazvojnim poremecajima. Takode povisen nivo kazomorfina i gluten egzorfina u urinu dece
sa neurorazvojnim poremecajima nije asociran sa genetickim markerima za laktoznu
intoleranciju. Iz toga se moze zakljuciti da primarna LI nije uzro¢nik povecane crevne
propustljivosti i poviSenih nivoa egzorfina u urinu dece sa neurorazvojnim poremecajima.

Rezultati istrazivanja nisu pokazali znacajne razlike u zastuljenosti VDR Fokl (rs2228570)
izmedu celokupne grupe pacijenata sa neurorazvojnim poremecajima i kontrola, kao ni postojanje
asocijacije izmedu VDR Fokl genotipa sa nivoom vitamina D u serumu svih pacijenata. Medutim,
uocena je znacajno veca zastupljenost genotipa Fokl CC ("FF") kod pacijenata sa dijagnozom
decijeg autizma u poredenju sa grupom zdrave dece, kao i grupama pacijenta sa drugim formama
neurorazvojnih poremecaja. Takode je zabelezeno da je serumski nivo vitamina D (25-OH)
znacajno nizi kod ispitanika sa de¢ijim autizmom u poredenju sa ostalim grupama pacijenata. Na
osnovu ovoga mozemo da pretpostavimo da nivo vitamina D i VDR Fokl varijanta mogu biti od
znacaja u patogenezi autizma, ali ne i ostalih formi neurorazvojnih poremecaja.

Nase istrazivanje je pokazalo da se mikrobiota dece sa neurorazvojnim poremecajima razlikuje
od mikrobiote dece tipi¢nog razvoja. U grupi pacijenata uoc¢en je smanjen diverzitet bakterija koje
¢ine normalnu crevnu mikrobiotu. Uocena je manja zastupljenosti mlecnokiselinskih bakterija,
bakterija roda Biffidobacterium, kao i bakterija koje su jaki producenti buterne Kkiseline.
Primecena je vecéa zastupljenost potencijalno patogenih bakterija srodnih sa Clostridium spp. Na
osnovu ovih rezultata moze se zakljuciti da poremecaji u sastavu crevne mikrobiote mogu imati
uticaja ne samo na pojavu Gl simptoma kod dece sa neurorazvojnim poremecajima, ve¢ i na
formiranje nekih klinickih simptoma.

lako rezultati istraZivanja nisu pokazali znacajne razlike u nivoima masnih kiselina kratkog
lanca izmedu ispitivanih grupa, uoceno je da su vrednosti ukupnog nivoa masnih kiselina kratkog
lanca, kao i nivoa buterne i sir¢etne kiseline bile najnize u grupi pacijenata sa CHA. Korelaciona
analiza ukazala je na postojanje znacajne pozitivne korelacije izmedu broja rDNK amplikona
dobijenih univerzalnim prajmerima i nivoa propionske kiseline, kao i prisustva trenda za nivo
ukupnih SCFA i buterne kiseline u kontrolnoj grupi. Ova korelacija se gubi u grupi pacijenata
ukazujuci da se mikrobiota NDD pacijenata razlikuje od mikrobiote zdrave dece u prisustvu i/ili
broju bakterija koje su jaki proizvodaci SCFA produkujucih bakterija.

Rezultati ovog istrazivanja pokazali su da ispitivanje prisustva opioidnih peptida u urinu,
identifikacija geneticke varijante VDR Fokl zajedno sa odredivanjem serumskog nivoa vitamina
D, kao i analiza sastava crevne mikrobiote moze imati terapeutski potencijal u rehabilitaciji dece
sa neurorazvojnim poremecajima. Moze se pretpostaviti da primena idividualizovanih nutritivnih
tretmana 1 korekcija sastava crevna mikrobiote moze znacajno doprineti, ne samo poboljSanju GI
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smetnji dece sa dijagnozom neurorazvojnih poremecaja, ve¢ i saniranju nekih neuroloSkih i
psihijatrijskih simptoma tipi¢nih za autizam. Pored toga navedeni parametri mogu biti i znacajni
dijagnosticki i prognosti¢ki markeri koji bi omogucili detekciju posebnih klini¢kih entiteta
razvojnih poremecaja kod kojih bi pomenuti tretmani mogli da dovedu do povlacenja simptoma
1 brze rehabilitacije. Rezultati ove studije bi mogli imati znacajan uticaj na unapredenje
dijagnostike, prevencije i tretmana razvojnih poremecaja kod dece.
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Mpunor 1.

UsjaBa o ayTopcTBY

MNoTtnncaxHu-a KatapuHa bojosuh

©poj nngekca 53039/2017

UsjaBrbyjem
0a je QOKTOpCKa gucepTtaumja nog HacnoBoMm

[NloBe3aHOCT Heypopa3BojHUX NopemMehaja ca BapujaHTama reHa 3a nakrasy, XyMmaHu aHTureH
neykouuTa u peuenTop BuTamuHa [, Kao U ca NpucycTBOM ONUOUAHUX NenTuaa vy YPUHY U
LpeBHOM AUCONO30M

e pe3ynTat CoOnCTBeHOr UCTpaxXnBadKkor pana,

e [anpeanoxeHa auceprauujay LenvHu HU Y Aenosuma Huje 6una npegnoxeHa 3a gobvjarwe
©vno Koje gunnome npema CTyaunjCkMm nporpammmMa Apyrmx BUCOKOLLKOSICKMX YCTaHOBA,

e [a Cy pe3ynTtaTi KOPEKTHO HaBeAEHW U
e [a HucaMm KpLumo/na ayTopcka npaBa v KOPUCTMO MHTENEKTYyarnHy CBOjUHY ApYrMX nuua.

MoTtnuc gokTopaHaa

Y beorpagay,







Mpunor 2.

U3jaBa 0 MICTOBETHOCTU LWUITaMNaHe U eNEeKTPOHCKe Bep3nje
AOKTOpPCKOr paga

Mme n npeanme aytopa KatapuHa bojosuh

Bbpoj niaekca 63039/2017
Ctyawnjckn nporpam [eHeTuka

Hacnoe pana [ToBe3aHOCT Heypopa3BojHMX nopemehaja ca BapujaHTama reHa 3a fiakrasy, XyMaHu
aHTUreH JieykoumnTa 1 peuentop ButamuHa [1, Kao 1 ca NpUcyCTBOM ONUOUOHUX NenTuaa Y YPUHY U
LpeBHOM ANCONO30M

MenTopu MNpodb. ap Oywanka Casuh MNasuhesuh, pegoBHu npodecop, YHmuBepauTeT y beorpagy -
Buonowku dakynteT n ap byphuua NrawtoBuh, BULLIKM HAYy4YHU capadHUK MHCTUTYTa 3a GMonoLuka
ucrtpaxusan-a “CuHunwa CrtaHkosuh”

MoTnucaHw/a

M3jaBreyjeM Oa je wtamnaHa Bepaunja Mor JOKTOPCKOr paja UCTOBETHA erleKTPOHCKOj BEP3njU KOjy
caMm npepgao/na 3a objaBrbMBakbe Ha nopTany AurntanHor penosvtopujyma YHuBep3autTeta y
Beorpapy.

[osBosbaBam ga ce objaBe Moju NMYHKU NOAauUM Be3aHun 3a fobuvjakbe akageMCKor 3Baka AOKTopa
Hayka, Kao LITO Cy UMe 1 Npe3nme, rognHa u Mecto pohena u gatym ogbpaHe paga.

OBM nnMYHKM nogaum mory ce o06jaBuTKM Ha MpPEXHUM CTpaHuuama gurmtanHe ombnuoteke, y
€MNeKTPOHCKOM KaTtanory u y nybnukauunjama YHueepauteTa y beorpaay.

MoTnuc pokTopaHpa

Y beorpagay,







Mpwnor 3.

UsjaBa o kopuwhemwy

Oenawhyjem YHunBepauteTcky 6ubnunoteky ,Ceetosap Mapkosuh® ga y [urutanHm penosntopujym
YHuBep3uteTa y beorpagy yHece Mojy OOKTOPCKY AncepTtaunjy nog HacnoBOM:

[loBe3aHOCT Heypopa3BojHUX nopemehaja ca BapujaHTama reHa 3a nakrasy, XyMaHW aHTUreH
neykoumTa 1 peuentop ButammHa [, Kao 1 ca NpucycTBoM ONMMOUAHUX NenTuaa y YpuHy 1 LpeBHOM
AMcOno3oMKoja je Moje ayTopcko Aeno.

[ucepTaumnjy ca cBMmM npunosvma npegao/na cam y enekTpoHCcKom copmaTy norogHoM 3a TpajHO
apxvmBupamse.

Mojy gokTopcky amcepTtaumjy noxpaweHy y AurutanHu penosumtopujym YHusepauteta y beorpaay
MOry Aa KOpUCTe CBW Koju MowTyjy oapenbe cagpxaHe y ogabpaHom tuny nuueHue KpeatusHe
3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce oany4yuno/na.

1. AyTtopcTtBO

2. AyTOpCTBO - HEKOMEpLMjarnHo

3. AyTopcTBO — HekomepuumjanHo — 6e3 npepaae

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLMjanHo — 4ennTn No4 UCTUM yCroBMMa
5. AytopctBo — 6e3 npepage

6. AyTopCcTBO — AEnnUTM Nog UCTUM yCroBMMa

(Monumo fa 3aokpyxuTe camo jedHy oA LeCT NoHyheHnx nuueHum, Kpatak onuc nuueHumn aart je
Ha nonefuHn nucra).

MoTtnuc pokropaHaa

Y beorpagay,




1. AyTtopcTBo - [lJo3BorbaBaTe yMHOXaBake, ANCTpMOyLMjy 1 jaBHO caoniiTaBake gena, n npepage,
aKko ce HaBe[e UMe ayTopa Ha HauuH oApeneH of CcTpaHe ayTopa unu faBaoua nuueHLe, Yak n'y
komepumjanHe cepxe. OBO je HajcnoboaHWja o4 CBUX NULLEHLMN.

2. AytopctBO — HekomepuumjanHo. [Jo3BosbaBate YyMHOXaBawe, AUCTPUbyuMjy W  jaBHO
caonwTaBawe fena, u npepage, ako ce Hasege ume aytopa Ha HauvH ogpeheH oa cTpaHe ayTopa
unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHUa He JO3BOMbaBa KomepuujanHdy ynotpeby gena.

3. AyTOpCTBO - HEKOMEpUMjanHo — 6e3 npepage. [lo3BorbaBaTe YyMHOXaBake, OUCTPUBYLM]Y U jaBHO
caonwTaBawe Aena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBaka unu ynotpebe gena y CBOM Aerny, ako ce
HaBee nme ayTopa Ha Ha4vH ogpeheH of cTpaHe ayTopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He
A03BOSbaBa KomepuumjanHy ynotpeby gena. Y ogHOCy Ha cBe ocTane nvueHLe, OBOM JIMLEHLOM ce
orpaHuyaBa Hajeehn obum npaea kopuwhewa gena.

4. AyTOpCTBO - HEKOMepUMjanHo — AenuTy nog UCTUM ycroBuma. [Jo3BorbaBate yYMHOXaBake,
AMCTpubyLmnjy ¥ jaBHO caornwiTaBakwe [ena, M npepage, ako ce HaBede UMe ayTopa Ha HayvH
oapeheH o cTpaHe ayTopa Unu AaBaola NULEHLE 1 ako ce npepaga AMcTpubympa nog UCTOM Ui
cnuyHom nuueHuom. OBa nuueHUa He Jo3BOSbaBa KomepuwjanHy ynotpeby gena v npepaaa.

5. AyTtopcTtBo — 6e3 npepage. [Jo3BorbaBaTe yMHOXaBake, ANCTPUBYLIMjY 1 jaBHO caomnllTaBake
Aena, 6e3 npomMeHa, npeobnukoBaka unu ynotpebe gena y cBOM Aeny, ako ce HaBede ume aytopa
Ha HauuMH oapeheH of cTpaHe ayTopa wnu fasaoua nuueHue. OBa nuueHua [[03BOSbaBa
KomepuujanHy ynotpeby aena.

6. AyTOpCTBO - AeNUTK NMog UCTUM ycroBMMa. [o3BorbaBaTte YMHOXaBake, ANCTPUOYLMjy 1 jaBHO
caonwiTaBawe fena, u npepaje, ako ce Hasege ume aytopa Ha HavvH ogpeheH of cTpaHe ayTopa
Unu gaeaoua NUUEHLE U ako ce npepaga auctpmubympa nog UCTom Unm CnudHom nuueHuom. Oea
nvueHua [o3BorbaBa KomepuujanHy ynotpeby pgena u npepaga. CnvyHa je codTBEPCKMM
nvueHuamMa, O4HOCHO NnueHLama OTBOPEHOr Koaa.



