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PREDGOVOR

Molekularna biologija dozivljava svoj procvat u XXI veku. Od naucne discipline koja je pocetkom 1930-ih bila u po-
vojima, i koja je nastojala da objedini genetiku, biohemiju i biofiziku kako bi rasvetlila tajne Zivota, izrasla je u nauku
¢ija su postignuca doprinela velikom napretku u medicini, veterini, poljoprivredi i farmaciji. Uz informaciono komu-
nikacione tehnologije, molekularna biologija je najperspektivnija oblast istrazivanja, od koje se o¢ekuje da znacajno
doprinese boljitku Zivota ljudi u budu¢nosti.

U Srbiji je molekularna biologija prepoznata relativno rano, pre nego na mnogim drugim meridijanima. Ve¢ u
$kolskoj 1972/73. se na Bioloskom fakultetu u Beogradu (tada Prirodno-matematicki fakultet) osniva smer- molekularna
biologija i fiziologija. U nasoj zemlji se tako edukuju generacije molekularnih biologa ve¢ pola veka. | veliki nau¢ni in-
stituti u Srbiji osnivaju laboratorije u kojima istrazivanja prate, a ponekad i predvode, svetske trendove u molekular-
noj biologiji. Jedna od tih nau¢nih institucija je Institut za molekularnu genetiku i geneticko inzenjerstvo (IMGGlI),
osnovan 1986. godine u Beogradu. Ve¢ 35 godina naucnici iz IMGGI stavljaju najmodernije teme iz molekularne bio-
logije u fokus svojih istrazivanja.

Ovaj Tematski zbornik ima za cilj da prikaze aktuelne teme i postignuca iz oblasti molekularne biologije u pret-
hodnoj, 2020. godini i da svedoci o tome kako su naucnici u Srbiji u¢estvovali u tim svetskim trendovima. Poglavlja su
rezultat doktorskih teza mladih molekularnih biologa ali i prikaz aktuelnih istrazivanja u kojima je istaknut doprinos
nasih nauc¢nika. Od godine 2020. se ocekivao veliki napredak u mnogim disciplinama zahvaljuju¢i novim saznanjima
iz molekularne biologije. Pocetak godine je doneo pandemiju KOVID-19 bolesti, koja je imala sve karakteristike epi-
demija iz ranijih vekova. Bili smo na pragu velikog razo¢aranja. A onda je molekularna biologija upotrebila sve svoje
kapacitete, tako $to je omogucila karakterizaciju virusa, uzro¢nika bolesti, za izuzetno kratko vreme. |1z tog razloga me-
tode za detekciju virusa su bile razvijene u rekordnom roku, te je brza i efikasna dijagnostika postala dostupna leka-
rima. A potom su se pojavile vakcine, rezultat modernih metoda genetic¢kog inzenjerstva. | tako je 2020. godina ipak
bila jedinstvena u istoriji, jer je odgovor na epidemiju bio brz i efikasan, zahvaljujuci, u velikoj meri, molekularnoj bio-
logiji. Iste godine, Nobelova nagrada za hemiju je dodeljena metodi koja efikasno i ta¢no edituje humani genom. Vrata
medicine budu¢nosti su se Sirom otvorila.

Ova sveska bi trebalo da bude prva u nizu godisnjih tematskih zbornika posvecenih aktuelnim temama iz mole-
kularne biologije. Svesni smo kako ¢e ovi rezultati izgledati za deceniju ili dve. Ali, ovo su,znakovi pored puta” koje je
nase vreme ostavilo, osvetljavajuci put kojim se ide napred. Mi smo zadivljeni napretkom nase nauke, kad pogledamo
u proslost, ali smo i svesni koji su njeni dometi u odnosu na ono ¢emu nauka stremi. Radujemo se bududim sveskama
i verujemo da ¢e one otvarati nove perspektive i trasirati put napretka.

Nadamo se da ¢e ovaj Tematski zbornik naci put do mladih ljudi, da ¢e ih inspirisati da se opredele za nau¢ni rad,
posebno za molekularnu biologiju. Verujemo da ¢e buduce generacije uvideti da naucni rad i u ovoj zemlji moze dati
doprinos svetskoj nauci a pri tome i dovesti do poboljsanja zivota ljudi u nasoj zemlji. Od svih koji su ucestvovali u
stvaranju ovog svedocenja o nasem vremenu, poruka za vas koji dolazite je:

,Hoc¢emo li na molekularnu?!”

Sonja Pavlovi¢

I Trendovi u molekularnoj biologiji
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1Z RECENZIJA TEMATSKOG ZBORNIKA
Trendovi u molekularnoj biologiji

Tematski zbornik Trendovi u molekularnoj biologiji oslikava trenutno stanje i fokus istrazivanja u molekularnoj bio-
logiji u Srbiji. Izabrane tematske oblasti i reprezentativni radovi jasno govore o moguc¢nostima i dometima ove nau-
¢ne oblasti i spremnosti istrazivaca u Srbiji da prate trendove i savremene naucne pristupe.

Osim trenutno aktuelnog COVID-19, molekularna biologija je unapredila i obogatila istrazivanja u medicini kroz
oblast biomedicine. TezZiSte ovog Tematskog zbornika je na rezultatima istrazivanja molekularne osnove kompleksnih
i retkih bolesti. Proucavanje prokariota dovelo je do mnogih fundamentalnih i revolucionarnih otkri¢a u molekularnoj
biologiji, koja su otvorila put ka biotehnoloskoj primeni. Jedno od takvih otkric¢a je i CRISPR/Cas9 tehnologija za edi-
tovanje genoma. Veoma vazna oblast istrazivanja je i potraga za inovativnim nacinima kontrole infekcija izazvanih
bakterijama koje su rezistentne na konvencionalne antibiotike. O ovim temama se takode govori u Tematskom zbor-
niku. Istrazivanja u molekularnoj biologiji biljaka ne samo da su prosirila znanja o ovim organizmima, ve¢ su otvorila
put ka primeni savremenih metoda za poboljSanje osobina biljaka i povecanje prinosa. U tom smislu je veoma za-
nimljiv i ilustrativan rad koji je prikazan u ovom Zborniku.

Tematski zbornik Trendovi u molekularnoj biologiji jasno je ukazao na naucni i Siri drustveni znacaj istrazivanja u
molekularnoj biologiji. Ovim prvim brojem nagovestava se da ¢e Zbornik ne samo pratiti i dokumentovati najznacaj-
nija dostignuca u molekularnoj biologiji, ve¢ da e biti podstrek i inspiracija istrazivac¢ima u Srbiji.

Prof. Svetlana Radovi¢, redovni profesor
Bioloski fakultet Univerziteta u Beogradu

Tematski zbornik,,Trendovi u molekularnoj biologiji” je sacinjen od 17 poglavlja u kojima su predstavljeni nau¢ni
rezultati iz oblasti molekularne biologije koje su ostvarili naucnici iz Srbije. Veliki broj poglavlja iz Zbornika je posve-
¢en istrazivanjima iz oblasti biomedicine. Doprinos koji je molekularna biologija dala modernoj medicini je izuzetno
veliki. Danas su u klinickoj praksi mnogobrojni dijagnosticki, prognosticki i terapijskih molekularni markeri. Posebno
je znacajno $to je medicina u Srbiji pratila svetske trendove, i to zahvaljujuci i velikim naporima molekularnih biologa
u nasoj zemlji.

Najbolji primer postignu¢a molekularne biomedicine je odgovor ove nauke na pandemiju KOVID-19. Dijagno-
stika je omogucena uzuzetno brzo jer je molekularna biologija bila spremna za ovaj zadatak. Ipak je razvoj vakcina u
fascinantnom roku najvece postignuce ove nauke. Molekularna biologija je pokazala svoju snagu u pravom trenutku
i postala najznacajnija nauka u kriznim momentima za ¢ovecanstvo, kako u svetu, tako i u nasoj zemlji.

Sigurno je da ¢e ovako koncipiran Tematski zbornik imati buducnost, jer je napredak medicine nemoguce zami-
sliti bez novih dostignuc¢a molekularne biologije.

Prof. dr Vesna Skodrié-Trifunovi¢, redovni profesor
Medicinski fakultet Univerziteta u Beogradu

Ovaj Tematski zbornik kroz Cetiri celine daje pregled najznacajnijih ostvarenja u molekularnoj biologiji u svetu, a
kojima se bave i istrazivaci u Srbiji. U okviru 17 preglednih radova prikazani su razliciti rezultati - od onih koji su obe-
lezili prethodnu godinu (posveceni COVID-19 i CRISPR/Cas9 tehnologiji), preko novih dostignuca u biomedicini (ret-
kih i kompleksnih bolesti), do molekularno bioloskih istrazivanja prokariota i biljaka.

Znacaj ovog Zbornika je visestruk, ogleda se ne samo u ¢injenici da su najrelevantnija saznanja iz navedenih obla-
sti objedinjena i postala dostupna Siroj javnosti na maternjem jeziku, ve¢ i zbog toga $to su radove napisali istraZivaci
iz razli¢itih nau¢nih instituta (6), fakulteta (3) i klinika (2) iz Srbije, u kojima se ta istrazivanja aktivno sprovode. Naime,
saznanja o SARS-CoV-2 koronavirusu, uzro¢niku nove bolesti COVID-19, se kontinuirano uvecavaju i veoma je vazno
$to i naucnici iz nase zemlje daju doprinos u razumevanju ove pandemije. Isto se odnosi i na najnovije tehnologije za
manipulaciju molekula DNK, koje su dovele do revolucionarnih pomaka u biomedicinskim naukama. Stoga, prikazana
istrazivanja molekularne osnove razli¢itih bolesti najsavremenijim metodoloskim pristupima, primena dobijenih re-
zultata u dijagnozi, preciznom predvidanju progresije bolesti i leenju, kao i razvoju novih molekularnih terapeutika,
daju realnu osnovu ocekivanjima da ¢e personalizovana medicina uskoro postati Siroko dostupna.

Dr Gordana Nikcevié, nauéni savetnik
Institut za molekularnu genetiku i geneticko inzenjerstvo, Univerzitet u Beogradu
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Diferencijalna dijagnoza eozinofilnog infiltrata u sluznici jednjaka
primenom molekularno-bioloskih metoda
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Apstrakt

Celije imunskog sistema imaju vaznu ulogu u o¢uvanju barijere gastrointestinalnog trakta. Savremeni nacin
Zivota, izlozenost razli¢itim alergenima i genetska predispozicija mogu da dovedu do narusavanja odnosa i
broja ¢elijaimunskog sistema, ¢ime se remeti homeostaza na nivou crevne sluznice i omogucava razvoj bo-
lesti.

Povecanje broja eozinofilnih leukocita u sluznici i narusavanje barijere gastrointestinalnog trakta karakteri-
stika je razlicitih primarnih i sekundarnih eozinofilnih gastrointestinalnih bolesti (EGIB). Usled ¢estog pre-
klapanja u histoloskom nalazu klini¢ki razli¢itih entiteta (kao $to su eozinofilni ezofagitis, gastroezofagusna
refluksna bolest i eozinofilni gastroentritis) postoji konstantna potreba za otkrivanjem novih markera dife-
rencijacije, kao i veze izmedu klini¢kih karakteristika i patofizioloskih mehanizama bolesti.

Identifikacija EGIB transkriptoma i razluc¢ivanje imunopatogeneze razlicitih EGIB oboljenja omogucava iden-
tifikaciju novih molekularnih markera. Molekularno profilisanje gena specifi¢nih za odredeno oboljenje
poboljsava dijagnozu i klinicko pracenje, omogucava brz odabir adekvatnog terapijskog pristupa, kao i per-
sonalizovani medicinski pristup obolelima. lako postoji znacajan broj studija koje se bave validacijom novih
lekova kod EGIB obolelih, vecina njih je jos uvek u vidu preliminarnih istrazivanja, te je neophodna dalja ver-
ifikacija efekata ispitivanih lekova u klini¢koj praksi.

Kljucne reci: eozinofilni ezofagitis, eozinofilni gastroenteritis, gastroezofagusna refluksna bolest, moleku-
larni markeri, dijagnoza, prognoza, terapija

Differential diagnosis of eosinophilic infiltrate in esophageal mucosa
by applying molecular biology methods

Risti¢ Nina', ISi¢ Denci¢ Tijana?, Jankovi¢ Radmila3
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Abstract

The cells of the immune system play an important role in preserving the barrier of the gastrointestinal tract.
Modern lifestyle, exposure to various allergens and genetic predisposition can lead to a disruption of the re-
lationship and the number of cells of the immune system, which disturb homeostasis at the level of the in-
testinal mucosa and enables the development of the disease.

An increase in the number of eosinophilic leukocytes in the mucosa and disruption of the gastrointestinal
tract barrier is a characteristic of various primary and secondary eosinophilic gastrointestinal diseases (EGIB).
Due to the frequent overlap in the histological findings of clinically different entities (such as eosinophilic
esophagitis, gastroesophageal reflux disease and eosinophilic gastroentritis), there is a constant need to
discover new markers of differentiation, as well as the relationship between clinical characteristics and pat-
hophysiological mechanisms of the disease.

Identification of EGIB transcriptoma and differentiation of immunopathogenesis of different EGIB diseases
enables identification of new molecular markers. Molecular profiling of disease-specific genes improves dia-
gnosis and clinical monitoring, enables rapid selection of an adequate therapeutic approach, as well as a per-
sonalized medical approach to patients. Although there are a significant number of studies regarding the
validation of new drugs in EGIB patients, most of them are still in the form of preliminary research, and furt-
her verification of the effects of the tested drugs in clinical practice is necessary.

Key words: eosinophilic esophagitis, eosinophilic gastroenteritis, gastroesophageal reflux disease, mole-
cular markers, diagnosis, prognosis, therapy



EOZINOFILNI LEUKOCITI - POREKLO, DIFERENCIJACIJA | MORFOLOGIJA

Eozinofilni leukociti (eozinofili, Eo) su ¢elije imunskog sistema koje se kontinuirano stvaraju u kostnoj srzi iz plu-
ripotentne CD34+ stem celije. Kontrola stvaranja Eo regulisana je transkripcionim faktorima koje stvaraju same celije
u toku razvoja i citokina koje produkuju ostale celije imunskog sistema. Rana faza diferencijacije odvija se pod kon-
trolom IL33, a zavisni su na Celijskom nivou od nekoliko transkripcionih faktora, pri cemu se smatra da GATA1 ima klju-
¢nu ulogu.

Zreli Eo se odlikuju bilobarnim jedrom i prisustvom specifi¢nih sekretornih citoplazmatskih granula koje se eozi-
nom boje crveno. Velike granule bez jezgra se smatraju ,nezrelim”, dok su male granule povezane sa sekretornom ak-
tivnoscu. Granule u Eo sadrze preformirane bioloski aktivne supstance - citotoksi¢ne katjonske proteine, citokine,
faktore rasta, hemokine i enzime. Pored sekretornih granula, za Eo je karakteristi¢no prisustvo lipidnih telasaca ispu-
njenih lipidnim medijatorima zapaljenja (listenil leukotrijeni, tromboksani i prostanglandini), kao i plejotropnih tubu-
lovezikularnih nosaca (eozinofilnih ,sombrero” nosaca). Eo, poput drugih somatskih ¢elija, poseduju mitohondrije,
endoplazmatski retikulum i Goldzijev aparat. Takode, Eo na povrsini ¢elije poseduju mnostvo molekula (adhezioni mo-
likuli, citokini, hemokini, faktori rasta, lipidni medijtori, pattern recognation receptors (PRR), Fc receptori) zahvaljujuci ko-
jima mogu da ucestvuju u velikom broju fizioloskih i patofizioloskih procesa [1,2].

EOZINOFILNI LEUKOCITI - FUNKCIJE I ULOGA U GASTROINTESTINALNOM TRAKTU

Funkcije Eo mogu biti klasifikovane u ¢etiri kategrije: terminalne efektorske funkcije, odrzavanje homeostaze i
podrska u reparaciji i remodelovanju tkiva, imunomodulatorna uloga i kooperativne interakcije sa drugim celijama
imunskog sistema. U vecini situacija patoloskih procesa preovladava parcijalna degranulacija (PD) ili citoliza Eo pra¢ena
degranulacijom celih granula. PD je brza i visokoselektivna i naj¢eS¢e se na ovaj nacin iz Eo sekretuju citokini. Ovo je
najcesci tip sekrecije u zapaljenju i alergiji kod ljudi. Citoliza Eo predstavlja regulisanu brzu celijsku smrt, drugaciju od
apoptoze i nekroze, a koju karakterise dekondenzacija hromatina, razgradnja jedarne i ¢elijske membrane, kao i raz-
gradnja specifi¢nih granula [1].

Zreli Eo dospevaju u cirkulaciju putem koji u toku kasne faze embrionalnog razvoja dospevaju u gastrointestina-
Ini trakt [1,2]. Interleukin IL5 i faktor rasta GM-CSF stimulisu migraciju Eo iz kostne srZi u cirkulaciju. Migracija Eo u ga-
strointestinalni trakt je slozena i odvija se kroz nekoliko procesa: vezivanje, kotrljanje, athezija i transendotelna
migracija, pracena polarizacijom i ameboidnim kretanjem u intersticijum. U lamini propriji intestinalne sluznice dolazi
do vezivanja molekula a4B7 i a1 na povrsini Eo za endotelne adhezione molekule MAdACAM1 i VCAMT1, $to se sma-
tra izuzetno vaznim. Interakcija a| B, i apyB; sa ICAM1 je znacajna za prolazak kroz kapilare. Za dalju migraciju Eo u la-
minu propriju znacajna je interakcija CCR3 receptora na njihovoj membrani i hemokina eotaksin-1. Drugi hemokini
poput eotaksin-2 i eotaksin-3 takode doprinose u hemotaksi [1].

Eo lamine proprije konstantno prate i moduliraju kompleksan imunski odgovor i tkivno remodelovanje duz celog
gastrointestinalnog trakta. Za razliku od cirkulisucih Eo, Eo unutar lamine proprije gastrointestinalnog trakta su per-
manentno aktivni. Oni ucestvuju u odrzanju barijere gastrointestinalnog trakta, obezbeduju imunitet na patogene u
lumenu creva, interaguju sa enteri¢ckim nervnim sistemom i povezuju urodeni i steceni imunitet [3].

Eo se u fizioloskim uslovima nalaze u malom broju u lamini propriji Zeluca i njihov broj se postepeno povecava ka
distalnim delovima gastrointestinalnog trakta sa maksimumom u lamini propriji ileocekalne regije i proksimalnom ko-
lonu i znacajnim opadanjem ka rektumu. Za razliku od pomenutih delova gastrointestinalnog trakta, prisustvo Eo u
sluznici jednjaka je iskljuc¢ivo patoloski fenomen, posebno u decijem uzrastu. Eozinofilne gastrointestinalne bolesti
(EGIB) su grupa poremecaja koje karakterise patoloska eozinofilna infiltracija jednjaka, Zeluca, tankog creva i/ili debe-
log creva koja dovodi do disfunkcije organa i klini¢kih simptoma [4]. Eozinofilija sluznice razli¢itih segmenata dige-
stivnog trakta se moze javiti kao sekundarni fenomen kod razlicitih infekcija (gljivicnih, parazitarnih i virusnih),
gastroezofagusne refluksne bolesti (GERB), ahalazije, hipereozinofilnog sindroma, hipersenzitivne reakcije na lekove,
vaskulitisa, pemfigoida, bolesti vezivnog tkiva i graft-versus-host bolesti, ali i kao primarna bolest. Primarne EGIB (PEGIB)
ukljucuju eozinofilni ezofagitis (EoE) i eozinofilni gastroenteritis (EGE). EGE obuhvata poremecaje poput eozinofilnog
gastritisa, eozinofilnog enteritisa i eozinofilnog kolitisa [5]. Posebno je znac¢ajan odnos GERBa i EoE, dve najcescée bo-
lesti jednjaka kod dece. lako su razliciti klini¢ki entiteti, oni se medusobno ne isklju¢uju i mogu da postoje istovremeno
sa ili bez medusobne interakcije.

Usled ¢estog preklapanja u histoloskom nalazu klinicki razli¢itih bolesti, postoji konstantna potreba za otkrivanjem
novih markera diferencijacije, kao i veze izmedu klini¢kih karakteristika i patofizioloskih mehanizama bolesti. Cilj ovoga
rada je da sumira dosadasnje rezultate o patofizioloskoj ulozi eozinofilnih leukocita kod EGIB pacijenata, objasni naj-
novije metodoloske pristupe i prikaZe najnovija saznanja vezana za primenu molekularnobioloskih markera koji bi bili
od koristi prilikom analize biopsija jednjaka sa izrazenom eozinofilijom.
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EOZINOFILNI EZOFAGITIS

Eozinofilni ezofagitis (EoE) je hroni¢na inflamatorna bolest jednjaka, prvi put opisana 1977. godine [6]. Kao po-
seban klinicko-patoloski entitet je definisan 1993. i 1994. godine [7,8]. Danas je EoE drugi naj¢esc¢iuzrok hroni¢nog
ezofagitisa posle GERBa, kao i glavni uzrok disfagije i zaglavljenja (impakcije) hrane u jednjaku kod dece i mladih odra-
slih osoba. Prema smernicama iz 2017. godine, EoE je definisan kao hronic¢na lokalizovana imunoposredovana bolest
jednjaka, koja se klinicki ispoljava simptomima poremecaja funkcije jednjaka, a histoloski inflamacijom jednjaka [9]. U
cilju postavljanja dijagnoze potrebno je da se iskljuce drugi uzroci eozinofilije jednjaka. EoE je povezan sa atopijom,
naslednim faktorima i sa faktorima sredine u ranom dobu. Za ovo oboljenje postoji izraZzena predispozicija muskog
pola i u pedijatrijskom i u adultnom dobu.

Patofizioloski mehanizam u EoE jo$ uvek nije shvac¢en u potpunosti. Pocetak EoE je udruzen sa Th2-posredovanom
inflamacijom i lokalnom ekspresijom tipa 2 citokina IL4, IL5 IL13 i hemoatraktanata kao sto je eotaksin-3 (CCL26). Se-
krecija tipa 2 citokina (uklju¢ujudi IL5 i IL13) dovodi do deponovanja kolagena, epitelne hiperplazije i remodelovanja
tkiva jednjaka u EoE. Remodelovanje tkiva jednjaka moze nastati dejstvom TGF-f koji dovodi do ekspresije profibro-
ti¢niih elemenata fibronektina i kolagena [2]. U progresiji EOE ulogu mogu da imaju razlic¢iti medijatori, kao Sto su IL25,
IL33 i timic¢ni stromalni limfopoietin (TSLP) koga oslobadaju epitelne ¢elije usled oStecenja ili u stresu. Medutim, za
sada nije nadena jasna veza izmedu ovih medijatora i tezine EoE. U pedijatrijskih pacijenata tkivna ekspresija IL33 je
direktno proporcionalna nivoima IL5, IL3 i CCL26/eotaksin-3 [10].

Klinicka prezentacija EoE je dobno zavisna. Kod odoj¢adi i male dece javljaju se nespecifi¢ni simptomi poput ref-
luksnih simptoma, a kod starijih od 10 godina disfagija i impakcija hrane. Dijagnosti¢ka metoda izbora su serijske biop-
sije jednjaka tokom proksimalne gastrointestinalne endoskopije [9]. Preporuceno je da se uzima najmanje 6 uzoraka
sa najmanje dve razlicite lokalizacije u jednjaku, obi¢no iz distalne i proksimalne polovine jednjaka. Endoskopski znaci
koji mogu (ali ne uvek) da se nadu kod pacijenata sa EoE su: edem sluznice, fragilnost sluznice, longitudinalne brazde,
koncentri¢ni prstenovi, belicasti plakovi, kao i prisustvo stenoze jednjaka ili jednjaka uskog kalibra. Za postavljanje di-
jagnoze EoE neophodna je klini¢ko-patoloska korelacija.

U histopatoloskom nalazu u EoE dominira infiltracija skvamoznog eptela sluznice jednjaka velikim brojem Eo - vise
od 15 po velikom polju mikroskopskog uveli¢anja (x400 - high power field, HPF). Eo se dominantno nalaze u gornjoj po-
lovini epitela u uzorcima iz razli¢itih segmenata jednjaka. Takode, karakteristi¢no je prisustvo eozinofilnih mikroap-
scesa (grupica od >4 Eo) koji se nalaze u superficijalnom sloju skvamoznog epitela. Degranulacija eozinofilnih leukocita
je obi¢no lako uocljiva [11]. Promene postoje i na nivou lamine proprije gde se takode nalazi eozinofilni infiltrat, a
posle duzeg vremenskog perioda moguca je pojava fibroze. Ucestalost dijagnostikovanja fibroze lamine proprije u
EoE korelira sa brojem biopsijskih uzoraka [12].

U terapijske opcije za EoE od 2017. godine spadaju: inhibitori protonske pumpe (IPP), topikalni steroidi i elimina-
cione dijete [9]. Fibrostenoti¢ne komplikacije resavaju se endoskopskom dilatacijom jednjaka. Kasno postavljanje di-
jagnoze i/ili neadekvatno lecenje odreduje prevalenciju fibroznih komplikacija (od 46,5% ukoliko se sa dijagnozom
zakasni 2 godine do 87,5% kod kasnjenja od preko 20 godina) [13]. Takode, dijametar jednjaka je u znacajnoj negativnoj
korelaciji sa dijagnostickim kasnjenjenjem. Starost pacijenta je u pozitivnoj korelaciji sa kolicinom subepitelnih depo-
zita kolagena, kao i sa verovatno¢om za razvoj fibrostenoti¢ne forme bolesti [9]. Prema tome, prirodni tok EoE karak-
terise progresija od inflamatornog ka fibrostenoti¢cnom fenotipu. Nekoliko studija je pokazalo da kortikosterodi i
eliminaciona dijeta imaju sposobnost da preina¢e remodelovanje jednjaka kod dece, kao i da sprece stvaranje ste-
noza, reverzijom epitelne mezenhimalne tranzicije [14,15].

Molekularni markeri eozinofilnog ezofagitisa

Kombinacijom razli¢itih pristupa do sada je utvrden znacajan broj markera (proteinskih, DNK i RNK) koji bi bili od
velike pomodi za identifikaciju EoE, kao i za odabir najpodesnije terapije. Dodatno, utvrdeno je da je IL13 jedan od
glavnih specifi¢nih faktora koji indukuje razvoj EoE: tokom aktivne faze bolesti kod ljudi IL13 se eksprimira 16 puta
vise nego u zdravom tkivu, u ex vivo eksperimentima IL13 moze indukovati transkript karakteristican za EoE [16],
prekomerna ekspresija IL13 kod misa indukuje bolest sa molekularnim karakteristikama humanog EoE [17], intra-tra-
healna aplikacija IL13 indukuje dozno-zavisni EoE [18], ceo proces razvoja EOE moze da se zaustavi aplikovanjem IL13
antitela [19]. Zbog svega navedenog, mnoga istrazivanja baziraju se na analizi transkriptoma indukovanog aplikacijom
IL13. EoE transkriptom podrazumeva seriju kodirajucih i nekodirajuc¢ih RNK molekula. Kodiraju¢a RNK je osnova za sin-
tezu proteina koji mogu da se koriste kao prediktivni faktori i markeri diferencijalne dijagnoze.

Eotaksin-3 (eotaxin-3) je jedan od prvootkrivenih proteina prekomerno eksprimiranih kod EoE pacijenata. Os-
novna uloga ovog proteina kodiranog CCL26 genom, jeste da privlaci Eo. Istrazivanja su pokazala da je nivo CCL26
iRNK izolovane iz parafinskih kalupa EoE pacijenata znatno visi od nivoa ove iRNK kod GERD pacijenata [20]. Primenom
kandidat-gen pristupa, identifikovan je polimorfizam (single-gene polymorphism, SNP) u 3'-nekodiraju¢em delu ovog
gena koji znacajno uti¢e na produkciju iRNK, ¢ime se dodatno povecava produkcija eotaksina-3. Stavise, EoE pacijenti



koji su imali visok nivo eotaksina-3, slabije su reagovali na prepisanu terapiju i ¢esce su imali relaps bolesti. Kod dece
sa ezofagusnom eozinofilijom, primenom IPP doslo je do smanjenja nivoa eotaksina-3 u proksimalnim delovima jed-
njaka, ali ne i u distalnim [21].

ALOX15 je enzim koji regulise odgovor Celije na oksidativni stres i inflamaciju, a time je uklju¢en u patogenezu
raznih humanih oboljenja [22]. S obzirom da je ALOX15 efikasan supresor inflamacije [23], vise studija pokazalo je vi-
soku ekspresiju ALOX15 na iRNK i proteinskom nivou kod obolelih od EoE [24]. Medutim, i subpopulacija GERB paci-
jenata sa >5 Eo/HPF takode eksprimira ALOX15 [25].

GWAS studija, koja je obuhvatala oko 2.5 miliona genetickih varijanti u 736 individua sa EoE, identifikovala je
CAPN14 gen koji se specificno eksprimira u ezofagusu, i to u skladu sa aktivacijom EoE oboljenja [26]. CAPN14 gen
kodira protein kalpain, klasi¢nu kalcijum-zavisnu proteazu koja pripada proteolitickim sistemima. IstraZivanja su
pokazala da pod uticajem IL13 u kulturi ezofagusnih epitelnih ¢elija dolazi do povecane produkcije kalpaina, i na iRNK
i na proteinskom nivou [27]. Sa druge strane, epitel sa utiSanim CAPN74 genom ima 5,5 puta ve¢e meducelijske razmake
i losije organizovanu bazalnu laminu, a proces je takode regulisan dejstvom IL13 [27]. Pad ekspresije ili gubitak funkcije
proteina koji ucestvuju u izgradnji bazalne membrane vodi povecanju permeabilnosti membrane i sklonosti takvih
osoba da razviju razne autoimune bolesti.

Desmoglein 1 (DSG1) je protein Cija ekspresija opada u skladu sa pojavom aktivnog EoE, a jedan je od klju¢nih
faktora za odrzavanje homeostaze epidermalne barijere. Naime, DSG1 pripada familiji dezmozomalnih kadherina sa
osnovnom ulogom u odrzavanju tesnih veza izmedu Celija epitela. Pad ekspresije i utiSavanje ovog gena slabi integritet
Celijske barijere, uzrokuje razdvajanje celija, a posledi¢no utice i na ekspresiju filagrina i drugih epitelnih kadherina
[28]. S obzirom da IL13 snazno inhibira produkciju DSG1, moguce je da DSG1 propagira alergijsku ezofagusnu infla-
maciju [29], odnosno gubitak DSG1 omogucava povecanu permeabilnost membrane, a time i propagaciju lokalnog in-
flamatornog procesa, sto ukljucuje preosetljivost na kiselinu i povecano preuzimanje antigena u jednjaku.

Filagrin jos jedan od proteina koji u¢estvuje u izgradnji epidermalne barijere, a Cija ekspresija opada u mukozi jed-
njaka EoE pacijenata [30]. Pad ekspresije ili gubitak njegove funkcije vodi povecanju permeabilnosti membrane i sklonosti
pacijenata atopijskim koznim reakcijama [30]. Dosadasnja istrazivanja su pokazala da je filagrin negativno regulisan od
strane IL13 i da je rizik nastanka EoE povecan kod osoba koje su nosioci varijante 2282del4 u genu za filagrin [30].

Receptori oznaceni kao ,toll-like receptors”(TLRs) jesu transmembranski receptori ¢elija intestinuma i bazalne
lamine koji odgovaraju na signale poreklom od mikrobiota i sluze za razlikovanje patogenih mikroorganizama od
komensalnih bakterija. Sve je vise dokaza da postoje promene u mikrobioti jednjaka kod EoE pacijenata, odnosno da
su TLRs jedni od glavnih tacaka komunikacije izmedu bakterija i mukoznog imunoloskog sistema. Preliminarni rezul-
tati pokazuju pozitivan uticaj dijete na regulaciju nivoa TLRs. Takode, utvrdeno je da je TLR3 polimorfizam u genu za
TLR povezan sa pojavom senzitivnosti na aerozagadenje i alergijom na hranu kod EoE pacijenata [31]. Primarne Celije
jednjaka produkuju citokin TSLP kao odgovor na signal prenet putem TLR3 receptora [31].

TSLP (Thymic Stromal Lymphopoietin) jako stimulise Th2 alergijski imuni odgovor, $to ga ¢ini glavnim okidacem
atopijske inflamacije i tkivnog remodelovanja. TSLP iRNK kod pacijenata sa aktivnim EoE je povisen u odnosu na kon-
trole [32,33]. Stavide, utvrdeno je da je jedna varijanta gena koja kodira receptor za TSLP (Cytokine Receptor-like Factor
2, CRLF-2) jako asocirana sa pojavom EoE kod muskaraca [33]. Novije terapijske strategije koje se baziraju na regulaciji
ekspresije TSLP za sada daju dobre rezultate [32].

Fibrostenoti¢ne komplikacije nastaju procesom remodelovanja ekstracelijskog matriksa, koji je uzrokovan de-
jstvom matriksnih proteinaza, prisustvom periostina u vecoj kolicini, kao i procesom koji je povezan sa produkcijom
TGF-f u eozinofilima. Periostin je protein ekstracelijskog matriksa koji regulise eozinofiliju (uti¢e na privlacenje eozi-
nofila na mesto inflamacije i njihovu adheziju za epitel) i ucestvuje u remodelovanju tkiva [34]. Jedan od glavnih puteva
razvoja EoE indukovanog aplikacijom IL13 jeste upravo preko produkcije periostina [34]. Eozinofili koji se nakupljaju
kod obolelih od EoE izvor su TGF- koji uti¢e na rast epitelnih ¢elija, razvoj fibroze i na remodelovanje [35]. Nivo TGF-
B korelise sa stepenom fibroze kod EoE pacijenata [36]. Prisustvo varijante u promotorskom delu gena za TGF-f aso-
ciran je sa povec¢anim bojem Eo u jednjaku i uzrok je odsustva reakcije na terapiju kortikosteroidima [37]. Matriksne
metaloproteinaze (MMP) su enzimi koji putem razlaganja Zelatina i kolagena remodeluju ekstracelijski matriks, a
takode mogu aktivirati i druge MMP ili faktore rasta kao $to je TGF- [38]. S obzirom na njihovu ulogu, promena ek-
spresije MMP najvise je izucavana kod razlic¢itih tumora, pogotovu prilikom nastanka i razvoja malignih tumora
epitelnog porekla [39,40] sto ukljucuje i karcinome jednjaka [41,42]. Do sada, postoje samo dve studije koje su ispiti-
vale promenu ekspresije MMP kod obolelih od EoE [43,44]. Prva studija bazirala se na analizi tkivne ekspresije MMP.
Utvrdena je povisena ekspresija MMP-2 i MMP-14 kod dece obolele od EoE koja mozZe da se regulide topikalnom ap-
likacijom kortikosteroidnih lekova i pokazala je da se pod uticajem TGF-3 povecava produkcija MMP-2 in vitro [43].
Druga studija, analizirala je promenu ekspresije vise biomarkera izolovanih iz seruma i urina (uklju¢ujuci i MMP-9) radi
validacije neinvazivnog dijagnostikovanja EoE kod dece i predikcije efekata terapije [44]. Po rezultatima njihove studije
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utvrdeni panel markera izolovanih iz plazme zajedno sa brojem eozinofila najpodesnija je opcija za identifikaciju EoE
i predikciju terapijskog odgovora.

Kao sto je ve¢ pomenuto, EoE transkriptom sadrzi i seriju nekodiraju¢ih RNK molekula, $to uklju¢uje mikroRNK i
duge-nekodirajuce RNK, molekule sa osnovnom ulogom u regulaciji transkripcije i translacije [45,46].

Duge nekodiraju¢e RNK (long non-coding RNA) (dnRNK) jesu klasa RNK molekula, duZine preko 200 nukleotida, koje
ne kodiraju proteine vec¢ regulisu ekspresiju pratecih gena. Do danas je otkriven veliki broj dnRNK koje se povezuju sa
nastankom i progresijom raznih obolenja. Duga nekodiraju¢a RNK koju aktivira BRAF somatska mutacija (BRAF-acti-
vated IncRNA, BANCR), prvi put je identifikovana 2012. godine metodom sekvenciranja i definisana je kao 693 bazna
para dug transkript od Cetiri egzona kodiranih na 9. hromozomu koji se aktivira usled prisustva BRAFV600E mutacije,
a utice na redukciju migracije ¢elija melanoma [47]. Nakon inicijalnog ispitivanja, objavljeno je vise radova koji ukazuju
na izmenjenu ekspresiju BANCR, prvenstveno u razli¢itim karcinomima epitelnog porekla [48,49]. Na osnovu jedne
preliminarne studije, nivo BANCR je povecan u tkivu jednjaka EoE pacijenata u odnosu na zdrave kontrole i na GERB
pacijente [45]. Ista grupa je pokazala da nivo BANCR utice i na nivo IL13-indukovanih gena koji promovisu inflamaciju,
kao i da nivo ekspresije BANCR korelise sa nivoom iRNK za ALOX15 protein.

MikroRNK (miR) jesu male nekodirajuce RNK, duzine 19-25 nukleotida, koje predstavljaju glavne regulatore ek-
spresije asociranih gena [46]. Osnovni mehanizam njihovog dejstva je putem RNK interferencije na posttranskrip-
cionom nivou, koja vodi degradaciji ciljane iRNK, i posledi¢no inhibira translaciju. MiR ucestvuju u regulaciji velikog
broja fizioloskih i patoloskih procesa koji ukljucuju rast i razvoj, odgovor na stres i inflamaciju. Takode, miR su potentni
modulatori inflamatornih signalnih puteva i neophodne su za odrzavanje homeostaze intestinalnog trakta. U telu si-
sara postoji nekoliko stotina miR, a jedna miR moze da regulise vise iRNK, isto kao sto jedna iRNK moZe da bude reg-
ulisana od strane vise miR. Karakterizacija miR i njihovih ciljanih iRNK jesu danas jedna od najintenzivnije izu¢avanih
tema. Promene u ezofagusnoj miR ekspresiji primecene su i kod EoE pacijenata. Primenom kvantitativhe RT-PCR
metode (qRT-PCR) utvrdeno je da kod pedijatrijskih EOE pacijenata postoji porast ekspresije 21 miR i pad ekspresije 11
miR, pri ¢emu su miR-21 i miR-223 bile najjace tkivno eksprimirane miR kod EoE pacijenata [50]. Naime, miR-21 stimu-
lise Th2-asociranu hipersenzitivnost putem inhibiranja iRNK za IL12p35 u dendriti¢nim celijama, sposobna je da
samostalno indukuje EoE kod miseva, a nivo miR-21 u koreliciji je sa brojem eozinofila, kao i nivoima klju¢nih faktora
EoE transkriptoma (eotaksin-3, periostin) [51]. Suprotno tome, produkcija miR-375 je redukovana u ezofagusnim epitel-
nim Celijama EoE pacijenata [50], a utice na IL13 indukovanu auto-inflamaciju [52]. Povratak miR-21, miR-223 i miR-375
na normalne vrednosti utvrden je kod EoE obolelih koji su reagovali na terapiju kortikosteroidima [53]. Do sada, utvrden
je tkivni porast i miR-214, miR-146b-5b, miR-146a, miR-145, miR-142-3p, miR-21, miR-203 kod EoE pacijenata [54].
Nedavno je pokazano da miR-146a selektivho suprimira Th1 ¢elijski imuni odgovor [55], dok se za miR-203 zna da
smanjuje proliferaciju epitelnih celija, a pospesuje njihovu diferencijaciju [56], Sto delimi¢no objasnjava uzrok nas-
tanka hiperplazije kod EoE pacijenata. Zajedno, ova saznanja sugerisu model u kome sinergistickim delovanjem
vise razli¢itih miR dolazi do polarizacije Th odgovora od ThO ka Th2, i do razvoja patohistoloske slike karakteristi¢ne
za EoE. Promena ekspresije pokazana je i za mnoge druge miR (npr. miR-223, miR-27, miR-7, miR-29b, miR-642....),
ali jos uvek se ne zna mnogo o posledicama njihove izmenjene ekspresije.

Pored tkivnih, otkriveno je da postoje i cirkuliSuée miR kod EoE pacijenata, koje mogu da se koriste kao poten-
cijalni neinvazivni biomarkeri. lako jo$ uvek nije od klini¢ckog znacaja, preliminarni rezultati su pokazali da bi nivoi nekih
cirkulisu¢ih miR (miR-146a, miR-146b, miR-223) mogli da se koriste za identifikaciju EoE pacijenata [50]. Dodatno,
pokazano je da su se u periodu EoE remisije nivoi miR-146a i miR-223 vratili na bazalne vrednosti, dok je nivo cirkuliSuc¢e
miR-146b i u remisiji zadrzao visoke vrednosti [50]. Identifikovan je set od 4 miR koji mogu da budu izolovani iz plju-
vacke (miR-570-3p, miR-3613-5p, miR-4668-5p i miR-30a-5p), a sposobnih da razlikuju EoE uzorke od kontrola [57]. Ek-
spresija miR-3613-5p i miR-4668-5p opala je u pljuvacki EoE pacijenata koji su reagovali na kortikosteroidnu terapiju
(fluticasone). Nedavno, ista grupa je in-silico analizom pokusala da predvidi funkciju miR-4668-5p i pokazalo se da ova
miR targetuje gene koji su ukljuceni u signalizaciju koja se prenosi preko TFG- i gena koji su uklju¢eni u odrzavanje
homeostaze epitelne barijere [58].

Smatra se da eliminaciona dijeta utice na adaptivni imunitet, verovatno putem supresije antigenom-indukovanog
T celijskog odgovora. Sa druge strane, anti-inflamatorni lekovi u znac¢ajnom broju slucajeva nisu efikasni, ili, veoma
Cesto uprkos tome 3to tkivo histoloski pokazuje znakove izleCenja, ostaje abnomalna ekspresija gena koji regulisu
epitelnu diferencijaciju, $to daje osnovu za razvoj bolesti i/ili njen relaps. Zapravo, standardnim metodama, veoma
Cesto vidimo razliku izmedu klini¢kih simptoma i patohistoloskog nalaza, sto znaci da pacijenti mogu i dalje osecati
simptome bolesti uprkos tome sto je histopatoloski nalaz isti kao kod zdravog tkiva, i obrnuto. Identifikacija EoOE tran-
skriptoma i razluc¢ivanje EoE imunopatogeneze omogucava razvoj lekova koji bi delovali ciljano na mesto ,greske”.
Npr. aplikacijom antitela na IL13 (QAX576) ili IL5 (mepolizumab, reslizumab) redukuje se broj eozinofila u jednjaku,
doduse ne tako intezivno kao primenom dijete i glukokortikoida, ali bez nezeljenih efekata standardnih terapija [59].



Analizom EoE transkriptoma, pokazano je da aplikacijom IL13 antitela kod EoE pacijenata dolazi do poboljsanja struk-
ture i funkcije bazalne membrane, kao i smanjenja inflamacije [59]. lako su potrebna dodatna istraZivanja, obecavajuce
rezultate daje lek poznat kao CRTH2 koji je zapravo molekul koji inhibira eozinofile i istovremeno je hemoatraktant Th2
Celija [60]. Takode, postoje i inhibitori za TSLP (AMG157), eotaksin-3 (bertilimumab), inhibitori receptora za IL4 i IL13 (du-
plibumab), kao i mnogi drugi lektini koji lice na imunoglobuline [61].

GASTROEZOFAGUSNA REFLUKSNA BOLEST

Gastroezofagusni refluks, tj. nevoljno vracanje zeludaénog sadrzaja u jednjak, je fizioloska pojava koja se javlja vise
puta dnevno kod svake bebe, deteta, i odraslog coveka, posebno nakon obroka [62]. Gastroezofagusna refluksna bo-
lest (GERB) je gastroezofagusni refluks koji uzrokuje znacajne simptome i/ili komplikacije. Refluksni ezofagitis je defi-
nisan makroskopski vidljivim lezijama sluznice jednjaka, i naj¢esc¢e je posledica kiselog refluksa [63]. GERB se cesto
dijagnostikuje kod odojc¢adi i dece na osnovu simptoma. Najc¢esci simptomi GERBa kod odojcadi su regurgitacija sa ili
bez povracanja i uznemirenost, a kod dece i adolescenata gorusica, regurgitacija i epigastri¢ni bol. Disfagija i odino-
fagija mogu biti simptomi refluksnog ezofagitisa, ali se ¢esc¢e vidaju kod eozinofilnog ezofagitisa, ahalazije i striktura
jednjaka. Koriste se mnogi dijagnosticki testovi: upitnici, empirijski djagnosticki test sa inhibitorima protonske pumpe,
pH monitoring, pH-MIl (multikanalna intraluminalna impedansa) monitoring, ezofagogastroduodenoskopija (EGDS),
pasaza jednjaka i gastroduodenuma, manometrija jednjaka itd. Na osnovu endoskopskog nalaza GERB se deli na ref-
luksni ezofagitis (RE) i ne-erozivnu refluksnu bolest (NERB). Uc¢estalost RE kod dece krece se od 12,4%-34,6% i raste sa
uzrastom [64,65]. Histopatoloski RE odlikuje bazalna hiperplazija koja ¢ini vise od 15% debljine skvamoznog epitela.
Meducelijski prostori u skvamoznom epitelu su prosireni. Vaskularne papile su elongirane i dosezu do gornje polo-
vine debljine epitela. Unutar epitela se nalazi inflamatorni infiltrat dominantno sacinjen od Eo. Broj Eo varira i ¢esto nije
veliki, naj¢eSce je manji od 15/HPF (7/HPF). U slu¢aju kada je broj Eo veci od 15/HPF, glavna diferencijalna dijagnoza
je EoE. Za razliku od EoE, inflamatorni infiltrat u RE se dominantno nalazi u bazalnoj polovini epitela. Takode je pove-
¢an broj intraepitelnih T limfocita, a cesto se nalaze i neutrofili. U epitelu se mogu videti i balonirane celije (uve¢ane
epitelne ¢elije sa svetlom citoplazmom) [11]. Histoloski nalaz refluks karditisa u biopsiji gastroezofagusnog prelaza
moze pomodi u diferencijalnoj dijagnozi u odnosu na EoE. lako pojedini autori dovode u pitanje postojanje kardijac-
nog tipa sluznice kao normalne histoloske varijante, analizom autopsijskog materijala je pokazano da ovaj tip sluz-
nice postoji nezavisno od GERB [66]. Histopatoloski nalaz u ezofagitisima sa dominantno eozinofilnim infiltratom nije
dovoljno specifi¢an. U Tabeli 1 su prikazane histopatoloske karakteristike u EoE, GERB i EGE. Svakako, za definitivnu di-
jagnozu, pracenje bolesti i efekta terapije neophodna je klini¢cko-patoloska korelacija [11].

Lecenje GERBa kod odojcadi i dece moze biti ne-farmakolosko, farmakolosko i hirursko. Antisekretorna terapija (in-
hibitori protonske pumpe, H2 blokatori) je terapija izbora kod dece i adolescenata sa GERBom i retko je indikovana kod
odojcadi [63].

HP karakteristika/oboljenje EoE GERB EGE
Bazalna hiperplazija
[=15% debljine skvamoznog epitela) Prisutna, obi¢no izrazena Prisutna, obi¢no laka Moguca

Povecan meducelijski prostor
u skvamoznom epitelu sluznice jednjaka Mogue Mogue Mogue

Elongacija vaskularnih papila
(>2/3 debljine skvamoznog epitela) Prisutna Prisutna Moguca

Distribucija eozinofilnih leukocita

duz jednjaka U svim segmentima jednjaka U distalnoj treini jednjaka U svim segmentima jednjaka
Prisustvo eozinofilnih leukocita u razli¢itim Moguca u svim segmentima
segmentima gastrointestinalnog trakta Samo u jednjaku Samo u jednjaku gastrointestinalnog trakta
Gustina eozinofilnih leukocita Najcescez15/HPF,

u sluznici jednjaka =15/HPF, prema definiciji ali moze biti i vedi Varijabilna

Ezinofilni mikroapscesi (klasteri =4

eozinofilnih leukocita) u sluznici jednjaka Cesto Retko Retko

Degranulacija eozinofilnih leukocita Cesto Retko Varijabilno

Superficijalna lokalizacija

eozinofilnih leukocita Cesto Retko Moguca
Fibroza lamine proprije

sluznice jednjaka Cesto Retko Ne

Tabela 1. Histopatoloske karakteriske najcescih eozinofilnih bolesti jednjaka
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Molekularni markeri gastroezofagusne refluksne bolesti

Potraga za markerima koji bi bili od koristi prilikom dijagnostikovanja GERBa nije bila toliko obimna kao za EoE, a
vecina dosadasnijih istrazivanja bazira se na upotrebljivosti imunohistohemijskih markera prilikom identifikacije GERBa.

Proteinazom aktivirani receptor 2 (Proteinase-activated Receptor-2, PAR-2), receptor koji aktivacijom indukuje
proinflamatorne i neuroinflamatorne efekte, pokazao se kao dobar marker za identifikaciju RE i NERB, odnosno visoka
ekspresija PAR2 asocira sa hiperplazijom bazalne membrane i povecanjem broja inflamatornih celija [67]. Takode, us-
tanovljeno je da aktivacija PAR2 vodi ka povecanoj produkciji IL8 i na taj nacin doprinosi inflamaciji i razaranju mukoze
jednjaka [68].

TRPV1 (Capsaicin-sensitive Transient Receptor Potential Cation Channel Subfamily V Member 1) i PGP9.5 (Protein
Gene Product 9.5) jesu markeri hipersenzitivnosti. Utvrdeno je da duzina izlaganja ¢elija kiselini korelie sa pove¢anom
produkcijom TRPV1 i PGP9.5 [69], dok je odsustvo reakcije na IPP tretman povezan sa nedostatkom PGP9.5 [70].

Animalni i in vitro modeli GERBa pokazali su da postoje promene u ekspresiji i lokalizaciji klaudin-3 i -4 [71], pro-
teina bitnih za stvaranje i odrzavanje tesnih veza (,tight junctions”) medu Celijama epitela. Medutim, iako je i kod ljudi
obolelih od GERBa uocena promena u ekspresiji klaudin-1,-2 i -4, ZO-1, filagrina i okludina, izmenjeni nivoi ekspresije
pomenutih markera nisu korelisali sa povec¢anjem intercelijskog prostora, kao ni sa hiperplazijom bazalne membrane
[72]. U studiji koja je obuhvatila 95 GERB pacijenata, pokazana je znatno povecana ekspresija seta gena ukljucenih u
formiranje dezmozoma izmedu ¢elija bazalne membrane, sto moze da bude znacajno prilikom identifikacije ostecenja
mukoze [73]. Neka novija ispitivanja, koja preliminarno daju obecavajuce rezultate, baziraju se na ispitivanju aktivacije
TREM-1 receptora [74] kao markera dijagnoze i potencijalnih targeta terapije.

Gastrin 17 (G-17) je predloZen kao neinvazivni marker GERBa, s obzirom na njegovu negativnu spregu sa po-
javom kiseline i produkcijom hormona. S obzirom na razlike u nivou G-17 kod kiselog i nekiselog refluksa [75] razvijen
je i ELISA detekcioni kit [GastroPanel® Gastrin-17] uz pomoc¢ koga je moguca verifikacija gastrina-17 kao ne-invazivnog
serumskog markera GERBa kod simptomatskih i asimptomatskih pacijenata.

Uloga i upotrebljivost navedenih, kao i identifikacija novih markera GERBa se nastavlja i neophodna su dalja is-
trazivanja.

Diferencijalna dijagnostika gastroezofagusne refluksne bolesti i eozinofilnog ezofagitisa

Interakcija izmedu GERBa i EoE je dvosmerna i slozena [9]. GERB moZe da dovede do ostecenja sluznice jednjaka
sto rezultira blagom eozinofilnom infiltracijom sluznice. GERB i EOE mogu da koegzistiraju, ali da ne budu povezani. EoE
moze da bude uzrok GERBa ili da mu doprinosi. Takode, GERB moze da uzrokuje EoE ili da mu doprinosi. Prema jednoj
hipotezi, GERB doprinosi nastanku EoE time $to dovodi do ostecenja integriteta sluznice jednjaka, i omogucava laksi
transepitelni prolazak alergena sa posledi¢nom aktivacijom alergijskog imunoloskog odgovora [76]. S druge strane, do-
kazano je postojanje hipersenzitivnosti jednjaka kod pacijenata sa EoE [77]. Integritet sluznice jednjaka meren bazal-
nom impedansom je znacajno smanjen kod pacijenata sa EoE u poredenju sa zdravim kontrolama [76].
Hipersenzitivnost jednjaka moze da bude posledica mikroskopskih promena integriteta sluznice jednjaka i da objasni
simptomatsko poboljsanje na IPP uprkos odrzavanju inflamacije jednjaka [78]. Isto tako, EOE moze da dovede do mor-
foloskih i funkcionalnih promena jednjaka, koje mogu da indukuju GERB.

Pojam eozinofilije jednjaka koja reaguje na inhibitore protonske pumpe (PPIl-responsive esophageal eosinophilia -
PPI-REE) uveden je 2011. godine. Do tada se smatralo da se EoE i GERB medusobno iskljucuju, te da samo pacijenti sa
GERBom mogu da daju klini¢ki odgovor na IPP. Prema definiciji PPI-REE ima klinicke, endoskopske i histoloske karak-
teristike EoE, a primena IPP dovodi do klinicke i histoloske remisije, i u odsustvu GERBa [79]. Medutim, novija istrazi-
vanja su pokazala da se PPI-REE i EoE ne razlikuju po pitanju klinicke slike, endoskopskog nalaza, nalaza pH monitoringa,
histoloskog nalaza i molekularne osnove [80]. Pacijenti sa EoE i GERBom koji su na terapiji IPP na isti nacin reaguju na
ovu terapiju - supresijom stimulatornog efekta IL4 i IL13. Kod ovih pacijenata omeprazol inhibira vezivanje STAT6 za
promoter eotaksina-3 [2]. Analizom transkriptoma otkriven je slican obrazac genske regulacije (up- i down-) koji je spe-
cifican za pacijente sa EoE i PPI-REE, ali ne i za pacijente sa GERBom [81]. Sposobnost IPP da dovede do gotovo potpune
reverzije ekspresije gena povezanih sa PPI-REE, narocito onim $to se povezuje sa klasi¢cnom alergijskom inflamacijom,
pruzio je uvid u mogucu etiologiju bolesti i nove terapijske opcije kod pacijenata sa znacajnom eozinofilijom jednjaka.
Klinicka ispitivanja su pokazala da IPP (kao monoterapija) smanjuje alergijsku Th2 upalu kod pacijenta sa PPI-REE [78],
na sli¢an nacin kao sto to cine topikalni steroidi kod EoE. Pored toga, IPP kod pacijenata sa PPI-REE mogu gotovo pot-
puno da normalizuju genetski potpis, koji je slican onom koji se nalazi kod pacijenata sa EoE [81]. Takode, pacijenti sa
EoE koji pokazuju odgovor na eliminacionu dijetu ili topikalne steroide, mogu da odgovore i na monoterapiji sa IPP [82].
Ovi rezultati isti¢u ulogu kiselog refluksa kod jedne podgrupe pacijenata sa EoE, iako prisustvo GERBa ne mora oba-
vezno da iskljuci antigen-posredovani Th2 inflamatorni odgovor. Prema tome, PPI-REE predstavlja podfenotip EoE i ne
koristi se kao poseban entitet od 2017. godine [9]. Takode, IPP su postali terapijska opcija za lecenje EoE. S obzirom na
laku primenu, dobru komplijansu i bezbedonosni profil, kao i visoku stopu odgovora, IPP se moZe smatrati terapijom



prvog izbora [9]. Potrebno je pacijenta i/ili roditelje/staratelje prethodno upoznati sa prednostima i nedostacima svih
modaliteta le¢enja, kao i sa ¢injenicom da se nacin leenja moze menjati tokom vremena.

EOZINOFILNI GASTROENTERITIS

Eozinofilni gastroenteritis (EGE) (sinonimi: idiopatski eozinofilni enteritis, idiopatski eozinofilni kolitis) spada u
retke primarne EGIB, ¢ija prevalencija je manja od 10 na 100 000 ljudi. Eozinofilni infiltrat se nalazi dominantno u mu-
kozi Zeluca, tankog i/ili debelog creva [4,5]. Patogeneza EGE nije u potpunosti razjasnjena. Smatra se da je u osnovi reak-
cija na inhalatorne ili nutritivne alergene, a da znacajnu ulogu ima i crevna disbioza. U ovim bolestima mozZe postojati
genetska deplecija uloge eotaksina, ali ne i IL5 [2].

Eo mogu da se nadu u razli¢itim slojevima zida creva, a klini¢ki simptomi zavise od zahvacenosti sloja u zidu or-
gana koji je infiltrovan. Naj¢esce su zahvaceni zeludac i tanko crevo. Ukoliko je zahvac¢ena samo sluzokoZza bolest ¢e se
manifestovati enteropatijom sa gubitkom proteina i malapsorpcijom. Ukoliko je zahvaéen i misi¢ni sloj javice se bol u
trbuhu, povracanje, dispepti¢ni simptomi i poremecaj motiliteta creva. Subserozno zahvatanje uglavnom uzrokuje
ascites sa izrazitom eozinofilijom. Dijagnoza se postavlja patohistoloskom analizom endoskopski bioptiranih uzoraka
sluznice razlicitih delova gastrointestinalnog trakta ili hirurski resekovanih uzoraka. U endoskopskim biopsijama se
odlikuje povecanim brojem Eo u lamini propriji sluznice Zeluca, tankog i/ili debelog creva (>20/HPF) i njihovim prisu-
stvom u pokrovnom i foveolarnom/kriptnom epitelu. Eozinofilni infiltrat u ovom oboljenju se mozZe videtii u jednjaku.
Kao i u ostalim slu¢ajevima primarne eozinofilije jednjaka, eozinofilni infiltrat je neravnomerno zastupljen. Diferenci-
jalna dijagnoza u odnosu na EoE nije u potpunosti jasna, posebno kada se za EoE zna da je takode provociran izlaga-
nju antigenima [11]. Za postavljanje dijagnoze EoE u okviru EGE neophodna je klini¢ko-patoloska korelacija.

Znacajan broj pacijenata ima samo jednu epizodu bez relapsa, dok maniji broj ima relapsno-remitentnu ili hroni-
¢nu bolest. Dokazi vezani za le¢enje ovih poremecaja poticu iz prikaza slucajeva i serija slucajeva. Prva terapijska linija
jesu empirijske eliminacione dijete i kortikosteroidi. Sistemski kortikosteroidi, kao i budesonid, su ¢esto efikasni za in-
dukciju remisije. U slucaju Cestih relapsa ili refraktornosti na primenu steroida moze da se pokusa sa imunosupresivima
ili bioloskom terapijom. U slu¢ajevima opstrukcije indikovana je hirurska intervencija.

Molekularni markeri eozinofilnog gastroenteritisa

S obzirom da je EGE retka bolest, nema mnogo istrazivanja na temu genetickih identifikacionih markera, vec se
vecina ispitivanja zasnivaju na utvrdivanju efikasnosti lekova koji ve¢ postoje i koriste se za terapiju drugih oboljenja
sli¢nih simptoma. lako danas postoji znacajan broj studija koje se bave validacijom novih lekova kod EGE obolelih,
vecina njih je jos uvek u vidu preliminarnih istrazivanja, te je neophodna dalja verifikacija efekata ispitivanih lekova u
klinickoj praksi. Najnovija ispitivanja, radena na malom broju uzoraka, ispitivala su efekat inhibitora leukotrijena (LT),
imunomodaulatora i bioloske terapije.

LT inhibitori su antagonisti receptora za leukotriene. Primenom ovih lekova koji se obi¢no koriste za terapiju
obolelih od astme, dolazi do inhibiranja inflamatornih procesa koji se prenose preko leukotriena. Dosadasnja ispitivanja
pokazala su pozitivne efekte kod svih osoba kod kojih su primecene eozinofilne infiltracije, ukljucujuci EGE. Najcesce
ispitivani LT inhibitor je montelukast [83]. Vec¢ina dosadasnjih studija pokazala su pozitivne efekte montelukasta, pri-
menjenog samog ili u kombinaciji sa steroidima, na indukciju regeneracije epitela i odrzavanje remisije kod EGE
obolelih [84]. Medutim, vec¢ina dosadasnjih ispitivanja bazirala je svoje rezultate na brzom odgovoru pacijenta na de-
jstvo leka. Stoga, neophodne su studije koje bi utvrdile dugotrajne efekte LT inhibitora, njihovu efikanost i bezbednost.

Imunomodulatori su ispitivani kao alternativa za EGE pacijente koji su zavisni od terapije steroidima ili su na njih
rezistentni. To su molekuli koji inhibiraju sintezu purina ($to posledi¢no smanjuje sintezu DNK/RNK molekula) i nega-
tivno uticu na proliferaciju T i B limfocita (Sto posledi¢no smanjuje produkciju citotoksi¢nih T limfocita, odnosno sman-
juje se inflamacija). Do sada ispitivani imunomodulatori su 6-merkaptopurin i azatioprin koji su dali diskutabilne
rezultate kod EDE obolelih [85].

Bioloska terapija podrazumeva upotrebu lekova koji uti¢u na polarizaciju imunog odgovora, odnosno na meh-
anizme dejstva Th2 alergijskog odgovora. Antitela na inflamatorne citokine (IL5, TNFa, i IgE), adaptirana za primenu kod
obolelih od EGE, testirana u klinickim studijama, dala su obecavajuce rezultate u smislu efikasnosti i bezbednosti
primene. Pokazano je da pod uticajem ovih lekova dolazi do pada ukupnog broja eozinofila, inhibicije njihove aktivacije
i smanjenja njihovog prezivljavanja. Do sada dobre ili delimi¢no dobre rezultate dali su reslizumab (neutraliSuce an-
titelo na IL5) [86], infliximab (neutraliSuce antitelo na TNFa) [87], omalizumab (humanizovano anti-Ig monoklonsko
antitelo koje redukuje nivoe IgE) [88] i interferon-a [89].

EGE je retka bolest, koja se ¢esto kasno ili pogresno dijagnostikuje. Nedostaju studije u Siroj populaciji koje bi
poredile efikasnost i bezbednost razlicitih lekova, kao i selektovale dobre prognosticke prediktore, u cilju sinteze tera-
pijskog algoritma.
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ZAKLJUCAK

Identifikacija EGIB transkriptoma i razlu¢ivanje imunopatogeneze razli¢itih EGIB oboljenja omogucava identi-
fikaciju novih molekularnih markera. Primena novoidentifikovanih i validiranih markera poboljsava dijagnozu,
omogucava prognozu, kao i brz odabir adekvatnog terapijskog pristupa. Prednost analize transkriptoma jeste predik-
cija odgovora pacijenta na prepisani lek, Sto omogucava predikciju klinickog ishoda. Dodatno, identifikacijom gena koji
se eksprimiraju nakon inicijalne terapije (,residual gene expression”) omogucava se sekundarna korektivna terapija za
gene koji su i dalje aktivni. Bolja briga o pacijentima mogla bi biti postignuta i uvodenjem neinvazivnih biomarkera,
dovoljno senzitivnih i specifi¢cnih da omoguce brzu i tacnu dijagnozu, ili pracenje toka bolesti. lako postoji znacajan broj
studija koje se bave validacijom novih lekova kod EGIB obolelih, ve¢ina njih je jos uvek u vidu preliminarnih istraZivanja,
te je neophodna dalja verifikacija efekata ispitivanih lekova u klini¢koj praksi. Svakako, molekularno profilisanje gena
specifi¢nih za odredeno oboljenje olaksava dijagnozu, poboljsava klinicko pracenje i omogucava brz odabir terapije
prilagodene pacijentu, odnosno personalizovani medicinski pristup obolelima.
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