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POPIS KRATICA

AAT alfa l-antitripsin(engl. Alpha1 antitrypsir)

ACN acetonitril(engl. Acetonitrile)

CD Chronova bolest (engCrohn's diseage

CRP C-reaktivni protein

ESI HO HN W U R(eMyNERthd speayidhization

fCal fekalni kalprotektinlengl. Faecal calprotectii

HCCA .-cijano-4-hidroksicimetna kiselingengl. . F\ D-@QHydroxycinnamic acid
IBD upalnebolesticrijeva (englinflammatory bowel diseaye

MALDI matricom potpomognuta laserska desorpcija/ionizacija (eéviglrix-assisted

laser desorption/ionization

MMP-9 matriksna metalopeptidaza(@ngl. Matrix metalloproteinas®)
MS masena spektrometrija

TFA trifluoroctena kiselingengl. Trifluoroacetic acig

TNF- . faktor nekroze tumora alf@ngl.Factor de necrosis tumoral alfa
TOF analizator vremena leta (endloF xTime of Fligh}

ucC ulcerozni kolitis(engl.Ulcerative colitis,UC)



1.UvOD
1.1. Upalne bolesti crijeva

Upalne bolesti crijevéengl.Inflammatory bowel diseasiBD), karakterizirane upalom
JDVWURLQWHVWLQDOQRJ WUD Enigl.Cromh® &sengdTD) Vcetd¢d RQR Y D
kolitis (engl.Ulcerative colitis UC) sve su zastupljeniji problem u populacijipala i remisije
SUDUHQH VX L]OXPpEYWRNMHPDEWWRMBRRKLQD NRML VH PRJX SU
8NROLNR VH NRG EROHVQLND QH PRaAH GHILQLUDWL MH OL W
NRULVWLPR WHUPLQ QHNODVLILFLUDQD XSDOQD EROHVW N|
od upahih bolesti crijeva.U ovaj terminuvrstavamoL NURQLPQL NROLWLV EXGXIL
GLMDJQR]D QH PRaH R @ LHHiELRMdngskopijaQl, 20 D N R Q varijddieH
XSDOQLK EROHVWL FULMHYD GLOMHP VYLK HWRD HMNLD @ RaX (F
NUDMD REMDaAQMHQD D EXGXuUL GD LQFLGHQFLMD L SUHYDC
globalnebolesti(4). % URMQL RNROLAQL pLPEHQLFL NDR aWR VX SXaH(
te prehrana moguz genske mutacijezrokovati upalu u bilo kojem ghlu probavng sustava,

RG XV QH doasuedl) L Terabijske preporuke zahtijevaju dobro poznavanje tijeka bolesti
te komplikacija koje su uslijedile nakon pojave simptomR VDPD GLMDJQR]D PRaH V

i nakon n&oliko godinaod pojavesimptoma(2, 6).

Pojava lC-D X PODYRM aLYRW@&ERM GLREH namadBbvEpRognozu
MHU VH XSUDYR PODGD GRE SRY Hjovid blinvenaitetd wpdleRiEDicd- L PD E |
X GHEHORP FULMHYX GR UHNWXPD WH VH RpLWXMH UHNWDO
primjesama sluzii gno&ZzQDpDMQD XSDOD FLMHOH aLULQH VWLMHQNH
JXELWDN QD W Hiésin(ptonil N R UDINWAI#HZEIDDWBble €D koja jeU D & LidH Q D
manje od 30 cnarijeva odnosi se nlmkaliziranuCD, dok ekstenzivn€D RSLVXMH SUR&LUH
QD YLaH RG FP FULMHYD

Uz postavljanjedijagnoze, potrebno je definirati fenotip bolesti, otkriti koliko se bolest
SURALULOD WH SUDWLWL GROD]JL OL GR NXWDQLK PXVNX
PDQLIHVWDFLMD NRMH VX IDVWXSOMHQH NRG PDQa&H RG SR
DNVLMDOQD DUWURSDWLMD S\RGHUPD JDQJUHQRVXP XYH
tromboembolije (1). Kako bi dijagnosticirali bolest te utvrdili njezin stadij koristimo se raznim
SUHWUDJDPD 5XWLQVNH GLMDJQ R\aWstapNjskeS path@\bilj@d H X NO M



NDR @WR VX VHGL P H QaakivRiLAvwERiNnHE P \fé WilRikdg¥i DR & S U takl H

godina ustanovljeno je da spravosedimentacija eritrocita i CRP jako korisni u razlikovanju

zaraznih bolesti od funkcionalnisRUHPHUDMD 8] ODERUDWRULMVNH SUH
NRULVWH L HQGRVNRSVNH UDGLRORGNSRNDSIDOWH KIHUW RXpR &I
od serumskitbiliega 6,7). 7THUDSLMX NRMeNRMM G MHORPRIWEHLWL L RGUA
akivnRVWL EROHVWL WUHED XNOMXpLWL pLP VH EROHVW SL
cijeljenje, odnosno obnavljanje uloge crijevnog epitelaW R EL ]QDpL O Re@BdRVWDY OM
EDNWHULMDPD ILJLRORANH IORUH GD SUH @aDhjtHinkijalhiO X]QLF X
GRJDYyDM X VSUMHpPDYDQMX SRMDYH XSDOH X GXEOMLP VOR

1.2. Biljezi za dijagnostiku upalnih bolesti crijeva

S3RVWRML a8HVW ]JQDpDMNL NRMH WUHEDMX LPDWL GLMD
minimalno neugodni za pacijenta pri njihovom prikupljangtandardiziraniponovljivi te bi
trebali ELWL GRVWXSQL X QDM NWIDst RdpraRdr thpérijitd Pparanelti Xoji
ukazuju na promjene stanja organizfi®. 3RPRUX QMLK PRA&HPR XRpPpLWL JHC
SRMHGLQFD ]D UD]J]YLWDN NDUDNWHULVWLpPpQH EBXdovWL SUI
laboratorijski X]RUDN L]ERUD NRULVWL VH X]RUDN VWROLFH EX!
biomarkera od uzorka krvBiljezi koji se koriste u rutini radi otkrivanja upalnih procesa kao
a VBIRCRP, sedimentacija eritrocita, broj leukocita i tromboditad upalnih bolesti crijeva
LPDMX VYRMD BUQBGRYRQMD RVHWS HaLdljagn@stikwparitNbélati O M L Y L

crijeva(4).

%LOMHJ R NRMHPCRHjaQddd Kadd@ sk pajei upalni proces bilo gdje u
RUJDQL]PX aWR SRND]XMH QMHJRYX QHVSHFLILPQRVW |]D S

plazmi, a proizvode ga hepatociti, stanice jéB)e

Koncentracijafekalnog kalprotektina (fCalproporFLRQDOQD MH MDpLQL XS
GRJDYyD X VOX]QLFL JD VWU RkanhW kaNntek@nD €eQde JtreniXnd W D Y D
QDM]QDpPDMQLML XSDOQL ELOMHJ FULMHYD LDOKRSiQEIGRYROI
razlikovang upalnh EROHVWL FULMHYD RG VLQGURPD LULWDELOQR
upalnih bolesti crijeva3, 7, 8, 10).

Alfa 1-antitripsin (AAT) je reaktant akutne faze sintetiziran od strane leukocitne loze,
neutrofila i monocita te makrofaga i jetre. Proizvode ga stanice koje se nalaze na dnu kripti
VOX]QLFH WDQNRJ FULMHYD QD]YDQH 3Dakdh\R &#pdH VWDQLFH



crijevnog epitelaS U R Xehddripalnim procesm. Njegova ekskrecija je mijerilo koliko je
serumskih proteina probilo u lumen crije¥a ukazuje nam na propusnost sluznleRMD PR &H

biti posljedicacelijakije,razrih alergija i infekcija 8, 10).

SURWHLQ NRML YHAH @8HOMH]R ODNWRIHULQ SURQDOD:
NDR &4WR MH POLMHNR NRMHJ OXpH KWO QRWVREEGRMINRVYREDY
VH DNWLYLUDMX JUDQXORFLWL]QBHpBE WRBRIBAISBIONDGD MH YHL

Noviji biljezi kao matriksna metalopeptidaza 9 (MMPi faktor nekroze tumora alfa
(TNF-. SRYLVXMX VH WLMHNRP SURFHVD XSDOH X XULQX VWI
XSDOQLK EROHVWL FULMHYBLEHE@MWMGX NIR G BG VX JjeRgE Q 8 HSRNV |
reumatoidni artritis, ovi biljezi se ne mogu koristiti za postavljanje same dijagnoze upalnih
bolesticrieva 7 DNRYHU SRPRRKAMMBR G L | HCod qeEpalnib bélestBerijeva
WH RQD SRND]XMHUWCHM3, $IRIPH]DQRVW

8 WUD&HRQYMK NRULVQLMLK PDUNHUD XSDOQLK EROHVW
tehnike genskog profiliranja ekspresije mikroRNA mononuklearnih stanica u cirkulaciji,
PHWDERORPLND SURWHRPLND WH NDUDNWHUL]JDFLMD FULN
QDMYHiUL QDMUD]QRYUVQLML EURM UD]OLpLW ljudskeiaNURR U J
PLNURELRPX 8RPHQR MH GD GR XSDOQRJ SURFHVD GRYR:
XRELpDMH Q Broliahond ustaru, odnosno da dolazi do naznaka bolesti ukoliko se

promijeni crijevna mikroflorag, 5, 13).

Termin Aeptidom® RGQRVL VH QD VNXS IUDJPHQWLUDQLK SH
VDVWDYOMHQX RG QDMPDQMH GYLMH DPLQRNLVHOLQH PHy>
PpLQH VWpkbeiNaMA,UY. SURWHRPLND RGQRVQR J]QDQVWYHQD Gl
SURWHLQH NRML VH RRaiKtkyl RaQ Bvid) cilKopiswedsdoBuhvatan opis
ekspresije proteinaipnjeru WRJ LVWRJ SURWHLQD SRG UDJOLpLWLP XW
(9. S dugH VWUDQH ]DYUAHWDN DQDOL]H KXPDQRJ JHQRPD
RPRIXUPRIMHQRVW ORNDFLMH VYLK SURQDYV Het Kkakd@Q D X QL
prilika za detaljniju identifikaciju peptida. Peptidomski pristugtovremeno identificira sve
PRIJXUH HNVSIHPWUBEHXN O MranslXxdiskeli modifikaiie Vptida(16).
1HGDYQD LVWUDALYDQMD SRPRJj@imaVXRX LS R W UTR E O]IDa H) RRYEL

aktivnost upalnih bolesti crijeva kao i diferencijadij)C-a od CD-a (5).



1. 3. Spektrometrija masa i MALDI -TOF

Spektrometrija maséengl. mass spectrometyyMS) je fizikainD PHWRGD RGUHYVLY
molekulske masd QDOL]JLUDQRJ LRQD SRPRUX RPMHM®PsaPRHMHRYH PI
koristiti ]D RGUHYLYDQMH L]RW RS QR djefovdy elehiznambR Pabtava té ] R U N X
kvalitativnog i kvantitativnog sastava smje€snovre komponente masenog spektrometra su
sonda za ionizaciju molekula uzorldip za separaciju i razlikovanje nastalih iggr@mam/z
svojstvima te dio za detekcijyRQL]DFLMD VIHSPR &R YINERWL WHNXUHP LOL |
(17). =D LRQL]DFLMX X]J]RUDND X pYUVWRP (¢yDnathsdss@RdM p H & i H
laser desorption/ionizatigh odnosno matriconpotpomognuta laserska desorpcija/ionizacij
kojom seioniziraju termolabilne, nehlapljive makromolekyle7). 3 R P R én¢kare3tehnike
ionizacije (engl. soft ionizatio) NDR aAMARDM puno WH aH @GoRr@ginkhtacije same
molekule aWR PRABMLWL NROLpPLQXRIWWHAD @ (1RD @@k §jise D L
AHOL DQDOL]JLUDWL SRPRUX 0%$/', PHWRGH SUXRithpiremd VH WD N
organskog spoja zvanog matrikskojom kokristaliziia 8]RUDN SURAaHW PDWULFRP
laserskom zrakokoja SRPDaH X WUDQVIHUX HQHUJL MakoBrendseia PRO HN
energija laseratvara oblak ion&oji SULPMHQ R P H O HidZAUUrapeQi RpEkS diretht D
Varijantaspektrometra masasoke rezolucijenazvana TOF (englLOF +Time of Flighj ili
Analizator viemena letBaQDMpPpHEUH VH NRPBRIDPILYR Y OBQL]DFLMH 72) |
RGUHYXMH VH YULM HrijHH BY WHHE @ BIBDEije® &lulaza u MSdo
detektoraNDNRQ XEU]JDYDQMD LRQD NUR] HOHNWULPQR SROMH Q
energiji, ioni dolaze do detektoraazlikuju seprema vremenu P R O D V N B (1920, 24)0 HW D
Brzina je obrnuto proporcionalna masiteiidhD QM H P RO H N X @daladdddrdetekkdra U & H
D UD]JGYDMDQMH VH GRJDYyD QD WHPHOMX RPMHUD PDVH L Q
(22). Kombinacija prethodno navedenih tehnika (MAEDOFMS) RPRJXUXMH LRQL]DFI
masenespektrometrijsku analiz D ]OL p LW L K Nadalta/tB jexsiéyb) bIdl pikladna za
DQDOL]X ELRO.RAXGK (vt ]|NADDINOF tehnikom moguonizirati i analizirati
analiti vrlo male molekulske masgedna od primjena MALDITOF tehnikeu biomedicini i
NOLQLPpNRP ODERUDWRU Inkkpdorgehizamé GHREWULXLN®BUMNWHULYV
peptidoma/proteoma kultura stanicaikroorganizama IDNR MH QDEDYD SRpHWQU
RGQRVQR XUHYyDMD VNXSD VDPD PH@WRGPRPIMH QDSRVOLMHWI



2. HIPOTEZA

$QDOL]RP SHSWLGQRJ VDGUADMD VWR Gtolieel opBReIX UH MH
XSDOQRP EROH padpKiomd stdlldeMPDU R®H RVREH WH MH PRJXUH UD]C

stolice bolesnika s ulceroznim kolitisom pdptidoma stolicbolesnika s« KURQRYRP EROHAI



3. CILJEVI
&LOMHYL RYRJ LVWUDALYDQMD VX

XVSRUHGLWL SULVXWQRVW VSHFLILPpQLK SHSWLGD X V

(ulcerozni kolitis i Chronova bolest) sa stolicom oskbg nema upalnu bolest crijeta

2)ispitatt SRVWRML OL VWDWLVWLpPNL ]QDpDMQD UD]JOLND X
bolesnka NRML EL RPRJXULOL GLIHUHQFLUDQMH EROHVQLND V

boleda i X



4.1SPITANICI | METODE
4.1. Ustroj studije

,VWUDALYDQMH MH SURYHGHQR NDR SUHVMHpPpQD VWXGI
oboljelih od Chronove bolesti, ulceroznog kolitigazdravi kontrolni uzorci, VW UDAaLYD QMH
RGREUHQR RG VWUDQH (WLPpNRJ SRYMHUHQVWYD 6YHXpLOLZ
fakulteta Osijek (KLASA: 60204/2208/02; URBROJ: 21581-46-22-164).

4.2.1spitanici

=D L VW Udekoriatib QeskeHstanih uzorakastolice oboljelih od Chronove bolesti
i deset uzoraka stolice bolesnika oboljelihudderoznog kolitisgprvotno N R U th&zeViktaglu
rutinskih laboratorijskih analiza bolesnikiekalni kalprotektin)te deset uzoraka prikupljenih
od zdravih kontrolaDijagnoza UGai CD-akod bolesnikaSRWYUyHQD uvstdlicd@d QLPp N L
EROHVQLND MH UXWLQVNL RGUHYHQD YULMHGQRYMpNRNDO
zavoda za laboratorijsku dijagnostikiBC Osijek KZLD) 9ULMHGQRVWL NDOSURWH
50ug/g smatrane su pozitivnim, odnosno ukazivale sprizaitnuaktivnuupalnu bolest crijeva.
Ostatni uzorci stolicébolesnika anonimiziransu od strane mentora i dio ostatnih uzoraka
LVNRULIWHQUDMGEX DQDOL]H SHSWLGRPD XFtophiReSKZEDWHQMH L
,VWUD e frov@éndiX VNODGX VD VYLP YDAHULP SHiijesMHQMLYLF
RVLIXUDWL SUDYLOQR SURYRYHQMH L VLIXUQRVW RVRED NF
RVQRYH GREUH NOLQLpPNH SUBEDWHR Q+RJGUPINXNW BHE R K UDFV
Hrvatske (NN 150/08, 71/10, 139/10, 22/11, 84/11, 154/11, 12/12, 35/12, 70/12, 144/12, 82/13,

L =DNRQ R |DaA&WLWL SUDYD SDFLMHQDWD ¢

37/08).Uzorcistolicezdravih katrola su uzorci osoba koje nemaju nikakve simptome upalnih
bolesti crijeva niti probavne tegobe, a prikupljssi RG VWUDQH LVSLWDQLFH PH
njihovih obitelji koji su XSR]QDWL VD VYUKRP LVWUDALYDQMD L QDb

uzoraka potpisalisuinformirani pristanak

4.3. Metode

8]RUFL VWROLFH SULSUHPDWQRUDN QROG \ROWSHEIokRi2 IN 1) D p L G
resuspendirajes LVWRP NROLpL QR @Vated faf bl PLTISIMaAldvidR GH Louis,

7



MO, USA), vorteksran5 minuta tecentrifugiran30 minuta na 1500€y. Supernatant je smnat

i pXYDQ X KB®Q dbamlkePrije daljnje obradesmrznutiuzorakbi se odmrznuo
15 minuta u inkubatoru na 37°C. Nakon toga, uzorak bvaeeksirao nekoliko minuta i
ponovno centrifugirad30 minuta na 1500¢y. Supernatan{50 pul) je S R P LiMd-68 Dul
acetonitrih (ACN; SigmaAldrich,St. Louis, MO, USA u omjeru 1:1 tge ostavljen da se
inkubira na sobnoj temperaturi oko 30 minutajekom inkubacije uzorak bi seorteksirao
svakih deset minutaUzorak je ponovno centrifugiran ovaj put15 minuta na 2000<D.
Supernatantedaljestadjen SRG EODJL SURW R&Np&iX &bothvD di bdjapakeh
uzorak resuspendiran je 80 | 0,1 % trifluoroctere kiseline (TFA; SigmaAldrich, St. Louis,
MO, USA) i dalje diluiran u omjeru 1:50,1 %TFA.

4.3.1.ZipTip protokol

Za uklanjanjeQ H p L VodsBljawanjeoristili suse ZipTipCis P-10(ZipTip; Millipore,
Billerica, MA) nastavci SUHPD SURWRNROQZTISUMRH. | SRPINPDLPpQL QDVW
PLNUROLWDUVNX DXWRPDWVNX SLSHWX NRML RPRJXUDYD
NROLpPLQDNXMOWUDNI nalazi se sloj kromatografskog medifgamole) koji je
namijenjen zaukoncentrinvanje L S URpL & WIDY O QMNV LgeptiDa)) ProteiveiiD
oligonukleotidd. .RUL &AW HiQTip Nastaci NRML VDGUaH PHGLGHZaUHYHU](
purifikaciju pepticai proteira male molekulske mas@rvi korak u pripremi ZipTip nastavka
MH RYODALYDQMH VPROH .Rdvd putajélaspiritenid iCodp@3H/ 0 Rtfad O
RWRSLQD ]D Y OurtintQsbhluttion. HAAtIhD isto je ponovljeno s otopinom za
kondicioniranje(engl. equilibration solution).6 O M HKk@ak i)d_vezanje peptida za smolu. U
ovom koraku, peptitH YHAHP R JtBkoWRsRt® X0 deset puta aspiaii otpustioko 4 O
uzorkk NRML VH aH RakoB tdda paspirikéei Bipusti u otpad otopazaispiranje(engl.
washsolution) najmanjedva puta. Zadnji korak jeeluacijapeptida RGQRVQR RVOREDYD
smole u nastavkmikropipete U ZipTip nastaku aspirira se 3 Ootopine za ispiranje (engl.
elution solutioniotpustiup L VW X iel$d$2000pIn& koju smoRW SXVWLOL MR& GYD S
i otpusti u epruveticuOvaj korak mora se vrlbrzo odraditiNDNR X]J]RUDN QH EL GR&DR
sa zrakomOsnovna svrha ZipLS SURpPpLAUDYDQMD X QD&HP LVWUDALYDQN
soli L] X]RUND EXGXuL GD VROL PRJX MDNR SULJXaLwWL L VPD

]OQDPDMQR VPDQM Lspektrahizfrijskoy sRjfalaH Q R



4.3.2.MALDI -TOF analiza

3 UR p Leiptdi@ Ekstrakt(2 1) SR P LIMbHs&DI otopine masene koncentracije 5
g/L .-cijano-4-hidroksicimetne kiseline (HCCAMALDI matrica; Bruker Daltonics, Bremen,
Germany pripremljere SUHPD X SXW D HaDN & M RIQ] WYRRRdDEInjese naifeli bi u
duplikatu QD 063 0%/', SORPLFX RG QHKUYDMXiHJ pHOLND %
Germany).Daljne analie odvijale su se na MALDITOF/TOF spektrometru masa Bruker
UltrafleXtreme (Bruker Daltonics, Bremen, Germani)asenespektrometrijska analiza se
radila u pozitivnom reflektron modu u rasponu od 1000 do 4000 m/z. Analizirano je 15000
WRpPDND SR VSRWX NRML VX VXPLUDQL L GRELYHQ WmMH NDUD
rasponu odl000-3500 Da prije analizaRGUD WHQ N R U LaW H Q Mde EalbridtoiN HU 3 HS
Standard (Bruker Daltonics, Brem&bermany). Dobiveni signali peptida su se uzimali u obzir
]D GDOMQMX REUDGX XNROLNR -d-1Q RIPMHUDMURDO®D L BXRD F

6WDWLVWLpNH PHWRGH

Rezultat su prikazani kaRolUHNYHQFLMD SRMDYOMLYDQMD RGUHYI
5D]JOLNH L]PHYX VN X Sizgiatom\sDL] WP HODYH BM Q RV WIKODRVWDY O |
Obrada podatakaobd®iVH SRPRUX SURJUBXéDMRtosdit, IR¥diovd, USAe
VWDWLVWLPNRJ SURJUDPD sustde, tefXifa R2\ (R SHaddDAYe ah@ H
environment for statistical computing. R Foundation for Statistical Computing, Vienna,
Austria).



5. REZULTATI

U svrhu izrade ovog radanaliziranogje deset uzoraka zdravih kontrola, deset uzoraka
bolesnika s ulceroznim kolitisom te deset uzotasdesnikas Chronovom bolé@ i 8 V S RedaH y
MH SULVXWQRVW VSHFLILPQLK SHSWLGD X s¥ 8toRcOmh é6sbb& RO HV C
koja nema upalnu bolest crijeva te jeigpp SRVWRML OL VWDWLVWLPNL J]QDpDI
SRMHGLQLK SHSWLGD X VWROLFL EROHVQLND NRML EL RPR
kolitisom i Chronovom bolé U X prikupljaju uzorakastolice potrebnih za ovaj ramidjelovalo
el8 PXaNDUDFD L AHQD , Xrhsy@Q godim zRVeRi§pidanikéznosi50,5,
dok interkvartiln raspon godia za sve ispitanikéznosi 29,0 +58,3.Za prikupljenh deset
kontrolnh uzoraka vrijednost medijangodinaiznosi 52 a interkvartilni raspor27,0 £59,0
Medijan godina koddeset prikupljenih uzoralaolesnika s ulceroznim kolitisom iznosi 47,@
interkvartilni raspon31,0 £50,8 dok je medijangodina prikupljenih uzorak&olesnila s

Chronovom bolé 54,5 s interkvartilnim raspono80,3 +67,3.

5.1 Maseni spektri

Slike1, 2i 3 prikazuju N D U D N WiHddén¥ gpékire@B strakta stolicezoraka zdravih
kontrola, uzorakdolesnikas ulceroznim kolitisom i uzorakaolesnikaV.- & KURQRYRP EROMHZ
ODVHQL VSHNWUL G Réfterdkdgproyrxme-R>¥ARalyXisverzija 3.4(Bruker

Daltonics, Bremen, Germany)
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Slika 1. KR O B lz@ignala peptidarikazana Lk D U D N W dirlinasevwnh. p

spektu ekstrakta stolice zdravikontrolnih uzorakdgK).

Slika2. KR O amlz@ignala peptidcSULND]DQD X NDUDNWEF

spektruekstrakta stoliceizoraka bolesnika s ulceroznkolitisom(UC).

11



Slika 3. K R O B mlz@ignala peptid®S ULND]DQD X NDUDNW

spektru ekstrakta stolice uzorakalesnika s Chronovom baodeii(D).

Prethodne slike prikazuju masene spekté® UD N W H U L V \gjitlvéh skiDpiXa RRa#wa H
sevelika razlika uN R O oz si@ghalapeptidaL ]PHY X JGUDYLK LVSLWDQLND L EF

od upalnih bolesti crijeva.
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5.2 Frekvencije pojavljivanja NDUDNWHULVWLpPQLK SHSWLGD

8 RYRP LVWUDALYDQMX XVSRUHYLYDOL VPRHYXMDYQR
UD]JOLPpLWLPOQDEAKLRIRRIDND .DUDNWHULVWLPpQL SHSWLGL F
signala SUHX]HWL VX L] LVWUDALYDQMD %DVVR L VXU NRML
pojavnostipeptida u rasponu 1088000 m/zu skupinama zdravih ispitanika i oboljelih tBD
(derivacijka studija)te su ihtestirali na novoj skupini zdravih ispitanikaboljelih od IBD-a
(validacijska studija)Tablice 1 - 6 prikazupy m/z vrijednostisignala NDUDNWHULVWLPQLK
koji su dobiveni MALDI-72) DQDOL]RP X LVW G @) DRri KLY 2 WaPtidy R L
N D U D NMhHBaKokt\Mhepuzorke (Grablica1)te SHSWLGD NDUDNWHULVWLDC
i uzorke oboljelih od IBBa(C+S)(Tablica2) RGQRVQR WR VX SHSWLGL NRML V

u zdravih kontrola te u oboljelih od IBD.

Tablical. 6LJQDOL SHSWLGD N D U DzNrsvelibike Wiijga@okti iis&liR Q WU R O
QDERMD P ] GRELYHQL X.(3)WUD&LYDQMX %DVV

C (m/z) | 1174,4;1354,5;1404,6;1661,7;1781,7;1846,9;1862,6;2053,1;2320,2;2902,5;3218,2;3262,5

& SHSWLGL NDUDNWH UL yramaBadsouN@QWUROQH X]RUNH

Tablica2. 6LJQDOL SHSWLGD NDUD N W H tzhriéaboleghiod]upaNiR Q WU R O Q
bolesti crieva YULMHGQRVWL PDVH L QDERMD P ] @GRELYHQL X

1010,3;1076,4:1103,5;1105,4;1143,5:1153,4;1181,5;1213,5;1232,5;:1291,4;1338,5:1416,7;
1427,6;1464,61470,7;1477,7;1489,7;1506,6;1538,5;1564,5;1568,7;1592,7;1595,7:1615,7;
1635,6;1696,71744,7]1747,8;1763,7;1835,8;1858,8;1870,7;1881,9;1883,9;1894,7:1895,9;
1917,9;1921,8;1945,9;2021,7;,2051,9;2068,9;2079,1;2102;2118,9;2134,9;2176,9;2190,9;
2249,2;2271,9;2302,9;2398,8;2435,9;2541;2585,1;2659,2;,2677,2;2856;2924,4;3040,1;
3058,3:3073,2;3214,2;3360,2;3446,2:3620,3:3766,4:2902,52924,4:3040,1;3058,3:3073,2;
3214,2;3218,2;3262,5:3360,2;3446,2;3620,3:3766,4

& 6 SHSWLGL NDUDNWHULVWLPQL |JD NRQWUROQH XJR(@BNH L X]RU

C+S
(m/z)
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Zatim S U R Q D38+p€pRddkeéjsu pokazaliVW D WQ B W L® N h EaMi@dnbku P D
bolestikod bolesnika s IBBom (Dg Pept)i nisu se pojavljivali kod zdravih kontrof@ablica
3).

Tablica3.6LJQDOL SHSWLGD QDM]QDpPpDMQLMLK GLMDJQRVWLPN
P] GRELYHQL X LVWU®ALYDQMX %DVVR L VX!

1035,4;1099,4;1121,5;1263,6;1267,6,1286,6;1293,6;1294,5;1323,5;1329,5,1366, 7;
1367,8;1376,7;1405,6;1419,6;1428,6;1466,7;1639,8;1693,7;1697,8;1724,7;1773,9;
1805,7;1810,8;1863,8;1957,8;2020; 2096,8;2171,9;2185,9;2212,8;2228,1;2282,1;
2315,9;2342,9:2529,2934,4;3821,8

Dg Pept, QDM]QDpDMQLML G phrésa BBOMDWIUEBNL SHSWLGL

Dg Pept(m/z)

8 X]RUFLPD REROMHOLK RG X O Udepta RUC RptD(Tanlica/ D SUR
4),a SURQDYHQRSMSWLGD NDUDNWHU BKW RIQRLYKR PICEEREMNHNVI ® L N H
(Tablica 5)
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Tablica4.6LIJQDOL SHSWLGD NDUDNWHULVWLpPpQL ]D X]JRUNH F
YULMHGQRVWL PDVH L QDERMD P ] @GRELYHQL X LVW

1010,3;1019,5;1048,5;1049,4,1070,5;1073,5;1085,4,1093,5;1096,4;1098,5;1103,5;
1105,4;1108,5;1117,5;1121,5;1127,5;1143,5;1148,6;1153,4;1166,5;1169,6;1177 ,4;
1181,5;1186,7;1192,5;1195,5;1198,6;1202,7;1203,5;1210,5;1213,5;1216,8;1224,5;
1230,8;1232,5;1234,8;1239,6;1248,7;1249,51250,7;1255,6;1256,8,1257,7,1263,6;
1270,7;1272,8;1274,6,1286,6;1288,7;1293,6,1296,8;1311,7;1316,5;1329,51336,7;
1338,5;1339,8;1342,5;1345,5;1355,8;1358,6;1360,6;1367,8;1368,6;1376,7;1377,7;
1385,6;1405,6;1416,7;1419,6;1421,5;1424,7;1425,6,1427,6;1428,6;1429,6;1431,6;
1444,7;1447,6;1450,1;1463,7,1464,6;1466,7;1470,7,1472,7;1479,6;1486,5;1489,7;
1506,6;1507,7;1511,7;1520,7;1524,5;1529,7;1536,6;1537,5;1566,7;1567,5;1568,7;
1572,6;1576,7;1587,7;1592,7,1595,7;1599,8;1612,6;1615,7;1617,8;1619,7;1620,7;
1623,7;1635,6;1639,8;1646,7,1647,7;1665,7;1669,7,1676,6;1696,7,1698,8;1699,7;
1704,8;1705,6;1711,6;1715,8;1724,7;1735,7;1742,6,1744,7;1747,8,1757,8;1759,7;
UC Pept(m/z) 1763,7;1773,9;1777,9;1785,8;1790,8;1795,8;1800,7;1805,7;1807,7;1810,8;1811,8;
1817,8;1821,7;1823,7;1824,7;1830,6;1833,8;1835,8;1858,8;1863,8;1870,7;1872,7;
1881,9;1883,9;1894,7;1895,9;1898,9;1904,8;1917,9;1920,6;1931,8;1945,9;1957,8;
1967,9;1973,8;1985,8;1986,9;1992,8;2014,8;2020;2020,8;2031,9;2044,9;2048,9;
2051,9;2054,8;2058,8;2071,8;2084,8;2085,9,2089,9;2096,8;2102;2118,9;2128,9;
2134,9;2135,8;2141,8;2147,8;2171,9;2181,8;2184,8;2185,9;2200,9;2212,8;2228,1,
2240,8;2270,8;2271,9;2282,1,2290,1,2300,6;2302,9;2312,9;2315,9;2322,9;2334,1,
2342,9;2350,1;2385,9;2398,8;2427,1,2435,9,2462; 2463,1,2488,1;2506,2;2511,9;
2526,1,2529; 2541, 2544, 2585,1;2595; 2617, 2618,2;2633; 2638,1,2659,2;2666,1,
2677,2,2729,2,2787,2,2802,4,2805,8; 2848,9; 2853, 2856; 2867,2,2924,4,2934 4,
2938,4,2970,5;3040,1,3058,3;3073,2;3085,4,3097,3;3123,2;3195,2;3210,5;3214,2;
3232,1,3299,5;3317,5;3326,5;3360,2;3428,3;3446,2;3464,2;3473,6,3482,4,3556,3;
3620,3;3638,3;3693,4;,3766,4,3821,8;3827,6

8& 3HSW SHSWLGL NDUDNWHULVWLpPQL.]B. XOFHUR]JQL NROLWLV
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Tablica5 6LIJQDOL SHSWLGD NDUDNWHULVWLPQL ]D X]RUNH REI
PDVH L QDERMD P ] GRELYHQIBX LVWUDALYDQMX

1002,3;1006,4;1029,5;1030,5;1035,4;1048 5;1051,8;1055,4;1059,5;1062,4;1071,4;
1073,5;1087,5;1096,4;1098,5;1099,4;1108 5;1113,4;1117,5;1121,5;1134,5;1137,5;
1139,5;1148,6;1160,4;1161,5;1166,5;1172,4;1179,5;1189,4;1192,5;1195,5;1200,6;
1203,5;1208,5;1210,5;1216,8;1247,5;1255,6;1263,6;1267,6; 1270,7;1272,8;,1274,6;
1286,6;1293,6;1294,5;1298,5;1303,5;1311,7;1312,5;1313,4;1317,7;1322,8;1323,5;
1329,5;1339,8;1358,6;1360,6;1362,5;1366,7;1367,8;1368,6;1370,6;1376,7;1378,6;
1381,6;1405,6;1407,5;1409,6;1419,6;1421 5:1424,7;1428,6;1429,6;1432,6;1444,7;
1447,6;1450,1;1465,7;1466,7;1472,7,1478 5;1485,5;1486,5;1487,7;1492,8;14936;
1494,7;1507,7;1522,6;1523,6;1529,7;1540,7;1563,7;1572,6,1587,7;1596,7;1605,8;
1612,6;1617,8;1623,7;1634,6;1639,8,1640,6,1646,7;1659,7;1665,7;1680,8;1682,8;
1685,8;1687,8;1691,7;1693,7;1697,8,1698,8;1699,7;1702,8;1704,8;1705,6;1711,6;
CD Pept(m/z)  1721,8;1724,7;1735,7;1740,7,1742,6,1746,7;1757,8;1773,9;1785,8;1790,8;1795,8;
1802,8;1805,7;1806,8;1810,8;1811,8;1821,7;1830,6;1833,8;1863,8;1873,8;1877,9;
1898,9;1912,9;1920,6;1925,9;1931,8;1934,6;1947,9;1957,8;1958,6;1967,9;1972,8;
1973,8;1981,8;1985,8;1997,9; 2005,8; 2010,6; 2020; 2020,8 ;2028,72030,7; 2040;
2048,9;2058,8;2085,9;2096,8,2099,9;2100,9;2121,8;2125,8;2128,9;2147,8;2171,9;
2172,9;2184,8;2185,9;2189,8; 2212,8; 2224,1; 2225; 2228,1;2230,1; 2233,8; 2244;
2282,1;2317;2322,9;2329,8;2334,1;2342,9;2350,1;2372,8;2377,9;2383,9;2385,9;
2411;2426;2427,1;2428,1;2443,1;2451,1;2462; 2463,1;2479,1;2501,1;2506,2;2529;
2535,1; 2544; 2607,2;2617; 2618,2; 2645,3; 2714,4; 2766,3; 2787,2;2802,4; 2847,2;
2853;2906,1;2934,4;2970,5;2981,2;3008,3;3103,3;3136,3;3140,4;3147,3;3210,5;
3313,3;3379,3;3394,7;3430,3;3464,2;3465,2;3526,1;3618,3;3733,8;3821,8,3827,6;
3930,9;3959,1;3975,1

CD3HSW SHSWLGL NBdahbvN belesprenvaBass@i Jui3).

Ukupni broj peptida koji su se pojavljivali kod svih bolesn{dablica 6) a koji su
N D U D N W HupalNetdl¢gs@ drijgwdBD Pept)iznosi359, odnosno to su peptidi koji su se
pojavljivali i u skupini obolgih od UC-ai u skupini oboljelih od Cka.

=D VLIJQDOH SHSWLGD GRELYHQLK X QD&HP LVWUDALY]
NDUDNWH U laMWe pdp@da Bassh J €pir. ukoliko je njihova m/z vrijednost bila unutar +
RG QDYHGHQLK X LVWUDALYDQMX %DVVR L VXU
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Tablica6 8NXSQL EURM VLIQDOD SHSWLGD NDUDNWHULVWLDpQI
YULMHGQRVWL PDVH L QDERMD P ] @GRELYHQL X LVW

1002,3;1006,4;1019,5;1029,5;1030,5;1035,4;1048,5;1049,4;1051,8;1055,4,;1056,6;
1059,5;1062,4;1068,6;1070,5;1071,4;1073,5;1085,4;1087,5;1093,5;1096,4;1098,5;
1099,4;1108,5;1113,4;1117,5;1121,5;1127,5;1132,5;1134,5;1137,5;1139,5;1148,6;
1160,4;1161,5;1166,5;1169,6;1172,4;,1177,4;1179,5;1186,7;1189,4;,1192,5;1195,5;
1198,6;1200,6;1202,7;1203,5;1208,5;1210,5;1216,8;1224,5;1230,8;1234,8;1239,6;
1247,5;1248,7;1249,5;1250,7;1255,6;1256,8;1257,7;1263,6;1267,6;1270,7;1272,8,;
1274,6;1286,6;1288,7;1293,6;1294,5;1296,8;1298,5;1303,5;1311,7;1312,5;1313 4,
1316,5;1317,7;1322,8;1323,5;1329,5;1336,7;1339,8;1342,5;1345,5;1355,8;1358,6;
1360,6;1362,5;1366,7;1367,8;1368,6;1370,6;1376,7;1377,7;1378,6;1381,6;1385,6;
1389,8;1393,8;1405,6;1407,5;1409,6;1419,6;1421,5;1424,7;1425,6;1428,6;1429,6;
1431,6;1432,6;1444,7;1447,6;1450,1;1463,7;1465,7;1466,7;1472,7;,1478,5;1479,6;
1485,5;1486,5;1487,7;1492,8;1493,6;1494,7;1507,7;1511,7;1520,7;1522,6;1523,6;
1524,5;1529,7;1536,6;1537,5;1540,7;1563,7;1566,7;1567,5;1572,6;1576,7;1587,7,
1596,7;1599,8;1605,8;1612,6;1617,8;1619,7;1620,7;1623,7;1634,6;1639,8;1640,6;
1646,7;1647,7;1652;1659,7,1665,7,;1669,7;1676,6;1680,8,1682,8;1685,8;1687,8;
1691,7;1693,7;1697,8;1698,8;1699,7;1702,8;1704,8;1705,6;1711,6;1715,8;1721,8;
IBD Pept (m/z) 1724,7:1735,7;,1740,7;1742,6;1746,7,1757,8;1759,7;1773,9;1777,9;1785,8;1790,8;
1795,8;1800,7;1802,8;1805,7;1806,8;1807,7;1810,8;1811,8;1817,8;1821,7;1823,7;
1824,7;1830,6;1833,8;1863,8;1872,7;1873,8;1877,9;1898,9;1904,8;1912,9;1920,6;
1925,9;1931,8;1934,6;1938,8;1947,9;1957,8;1958,6;1967,9;1972,8;1973,8;1981,8;
1985,8;1986,9;1992,8;1997,9,2005,8;2010,6;2014,8;2020; 2020,8;2028,7;2030,7;
2031,9;2040;2044,9;20489; 2054,8;2058,8,2071,8;2084,8;2085,9;2089,9;2096,8;
2099,9;2100,9;2121,8;2125,8;2128,9;2135,8;2141,8,2147,8,2171,9;2172,9;2181,8;
2184,8;2185,9;2189,8;2195,9;2200,9;2212,8;2224,1,2225;2228,1,;2230,1;2233,8;
2240,8;2244,2270,8;2282,1,2290,1,2300,6;2312,9;2315,9;2317; 2322,9; 2324 4,
2329,8;2334,1,2342,9;2350,1,2372,8,2377,9,2383,9;2385,9;2411,; 2426; 2427 1,
2428,1,2443,1;2451,1,2462;2463,1,2479,1,2488,1,2501,1,2506,2;2511,9;2526,1,
2529;2535,1;2544;2595;2607,2;2617;2618,2;2633;2638,1;2645,3;2650,2;2666,1,;
2714,4,2729,2;2766,3;2787,2;2802,4,2805,8;2847,2;2848,9;2853;2867,2;2906,1,
2934,4;2938,4;2970,5;2981,2;3008,3;3085,4,;3097,3;3103,3;3123,2;3136,3;3140,4;
3147,3;3195,2;3210,5;3232,1,3299,5;3313,3;3317,5;3326,5;3379,3;3394,7,3428,3;
3430,3;3464,2;3465,2,3473,6,3482,4,3526,1,3556,3;3618,3,;3638,3;3693,4,3733,8;
3821,8;3827,6;3930,9;3942,7;3959,1,3975,1

, %' SBHSW XNXSQL EURM Szd 8palhe®aledt Drijézand hivh BasgaNDL. KE). L K
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U tablicama7, 81 9 SULND]DQH VX IUHNYHQFLMH SRMDYOMLYD
dobivenih analizonpripremljenih30 uzoraka stolicea MALDI-TOF/TOF spektrometrmasa
Bruker UltrafleXtreme Dobiveni peptidi promatrsi su kod uzorakakontrolne skupine,
uzorakaskupine oboljelih odulceroznog kolitisa uzoraka skupineboljelih od Chronove
bolestt KRG QDALK Lk¥$DW\W B UN D WakntrdineSudke) SURQDYHQR MH

VO X p DY & YéeptidaN D U D N W Hakbnirdihe jugptkK i uzorke oboljelih pacijenata

(C+S) SUR Q Dwy23®Q RO X p DRddtidadl D U D N W H Udkipiltdop@)eiiK odl upalnih
bolesti crijeva,S U R Q D {uku@riR1R6H.66 NDUDNWHULVWLpPpQLK SHBWLGD ]D
Pept) L NDUDNWHULVWLpQLK SHSINVRePDPdidh&dilpBk@zRjY X EROH
QDMYHUH GLMD JQZ \pslhé boRst] @iy QRID y128(Rg Mdpt) dok je
XNXSQL EURM SWRQCDYyNRMK 88X NDUDNWHULVWIBp®@ept)D XSDOC

Tablica 7. Frekvencija pojavljivanjaN D U D N W hhé&plidapvdoia@ukuzorcimakontrolne

skupine (K).
K-l K-2 K3 K4 K5 K-6 K7 K-8 K9 K-10

K 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 UKUPNO
C 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 2
C+S o 1 4 2 7 1 3 4 o0 2 24
Dg
Pept 0 0o 1 0o 2 1 1 0 0 0 5
ucC
Pept 0 0 0 0 o0 o0 0o o0 0 0 0
CD
Pept 1 0 1 0 1 1 4 1 0 0 9
IBD
Pept 0 0o 1 o 3 o o 1.0 1 6

& SHSWLGL NDUDNWHULVWLPQL ]D NRQWUROQH X]JRUNH & 6 SH:
REROMHOLK SDFLMHQDWD 'J 3HSW QDM]QDpDMQLML GLMDJQRYV
ulcerozni kolitis; CD Pept, peptidi karakteN§ Lp QL ]D &KURQRYX EROHVW %' 3HSW
NDUDNWHULVWLpPpQLK ]D XSDOQH EBOHVWL FULMHYD SUHPD %DV\
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Tablica8. )JUHNYHQFLMD SRMDYOMLYDQMD NDUDN WéldshikaWLp QLK

s ulceroznim kolitisom (O).

UC- | UC- | uc- | uc- | uc- | uc- | uc- | uc- | uc- | uc-
0L 02 03 04 05 06 07 08 09 10
uc 1| 2 3/ a4/ s| 6| 7/ 8| 9| 10| UKUPNO
C o 1. o o o 1 1 1 1 o0 5
C+S 9 19 7 13 18 15 28 4 17 2 132
Dg
Pept 5. 9 4 5 7 7 18 4 6 1 64
uc
Pept o 4 3 7 7 4 6 3 2 1 37
CD
Pept 4 4 7 8 8 4 3 0 o 2 40
IBD
Pept 29 50 26 50 50 50 52 29 34 8 378

& SHSWLGL NDUDNWHULVWLPQL ]D NRQWUROQH X]JRUNH & 6 SH:
REROMHOLK SDFLMHQDWD 'J 3HSW QD3MQWpHEMSGUWMNIG IG INND I DONRAWE
XOFHUR]QL NROLWLYV &' 3HSW SHSWLGL NDUDNWHULVWLpPQL ]D
NDUDNWHULVWLPpQLK ]pexsEassQbi BSBOHVWL FULMHYD

Tablica9. )JUHNYHQFLMD SRMDYOMLYDQMD NDUDN WélddnikaWLp QLK

s Chronovom bolé G(XD).

CD- | CD- | CD- | CD- | CD- | CD- | cD- | CD- | CD- | CD-
0L 02 03 04 05 06 07 08 09 10
CD 1. 2 3 4 5 6 7 8 9 10 UKUPNO
C o o o 4 0o o o 1 o 1 5
C+S 6 10 o9 12 9 12 20 4 13 8 103
Dg
Pept 5 4 2 4 8 10 12 3 9 2 59
uc
Pept 2 8 3 7 0o 2 1 2 1 3 29
CD
Pept 3 5 4 10 5 7 10 5 7 5 61
IBD
Pept = 41 36 24 47 28 40 46 16 29 21 328

& SHSWLGL NDUDNWHULVWLpQL ND B KWK RIOQML K QRUNDHN R.QON SR ¢
REROMHOLK SDFLMHQDWD 'J 3HSW QDM]QDpDMQLML GLMDJQRV
XOFHUR]QL NROLWLV &' 3HSW SHSWLGL NDUDNWHULVWLpPQL D
karakWHULVWLpPQLK ]D X $roroa@assE B t(3WL FULMHY D

19



53 6WDWLVWLPpNL ]QDpDMQH UD]JOLNH X SRMDYQRVWL

ispitivanih skupina

Testirane su vrijednostK p HVWDORVWL SRMDYH RGUHYHQLK NDUD
skupinauzorakakontrola u odnosu nakupinu oboljelih odulcerozrog kolitisa (K vs UC),
skupineuzorakakontrola u odnosu nskupinu oboljelih odChronowe bolest (K vs CD),zatim
skupineuzorakakontrola uodnosu na ukupan broj bolesnigkaipalnim bolestima ceyva(K vs
CD+UC) te je testirangazlikuje li se X p H V Vgdje@ljRANA SHSWLGD SR VNXSLQDPD
skupinauzorakaboleshika oboljelih od ulceroznog kolitisa i bolesnika oboljelih od Chronove
bolesti (UC vs CD)U Tablici1Osu Aold2 VORYLPD R]QDpHQH GRELYHQH VWDW

LIPHY X VEPXO®DEQD

Tablica 10. Tablica prikazujeP vrijednost (P*) L]PHYy X S U L $kXp$haukbkakali K
RGUHYHQLK SHSWLGD NDUDNWHULVWLpPpQLK ]D SR

C C+S Dg Pept UC Pept CD Pept IBD Pept

Kvs UC
P =0,4455 P <0,0001 P<0,0001 P<0,0001 P<0,0001 P<0,0001

Kvs CD
P=0,2883 P<0,0001 P<0,0001 P<0,0001 P<0,0001 P<0,0001

Kvs
CD+UC P =0,0139 P<0,0001 P<0,0001 P<0,0001 P<0,0001 P<0,0001

UCvs CD
P=0941 P =0,0458 P =0,6977 P=0,3590 P =0,0333 P =0,0505

U tablici su Aold3* VORYLPD R]QDpHQH GRELYHQH YULMHGQRVWL VWDWLpPNL

* Hi-kvadrat test

K vs UC, skupina uzoraka kontrola u odnosuaialjele odulcerozrog kolitisa; K vs CD, skupina
uzoraka kontrola u odnosu méoljele odChronowebolest; K vs CD+UC, skupina uzoraka kontrola u
odnosu naboljele odChronoe bolest i ulcerozrog kolitisa; UC vs CD, skupina uzoralaboljelih od
ulceroznog kolitisa u odnosu uzordaoljelih od Chronove bolesti

& SHSWLGL NDUDNWHULVWLPQL ]D NRQWUROQH X]JRUNH & 6 SH:
REROMHOLK SDFLMHQDWD 'J 3HSW QDM]QDpDMQLML GLMDJQRYV
ulcerozni kolitis; &' 3HSW SHSWLGL NDUDNWHULVWLpPpQL ]D &KURQRYX E
NDUDNWHULVWLpPpQLK ]D XSDOQH EBOHVWL FULMHYD SUHPD %DV
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6. RASPRAVA

CiljovogaLVWUDBRAMB QXWB RUHGLWL SULVXWQRVW VSHFLILDPQ
V XSDOQRP ER @stdidotm éddheMahBma/ upalbolest crijeva te ispitati postoje
li razlike u prisutnosti peptida kod bolesnika kako bi mogli diferencirati ulcerozni k@UT3
i Chronovu boles(CD). lako se zasadau otkrivanju upalnih bolesti crijeviroristeserumski i
fekalni biljezi koji nam ukazuju na upalnu bolest, upravo su ti biljezi nedovoljno osjetljivi i
QHV S HBIMakvibiljezi QH R P R JIJW Rfij@dosticiranje upalnih bolesti crijeva kao
ni razlikovanjeulceroznog kolitisa od Chronove boless WRJD VH SURYRGL VYH YLAal
NRMLPD MH FLOM SURQD udalmihMddti cNj@B LVQLMH ELOMHJH

2YLP LVWUDALYDQMHP X0Xdiohi@ Rzoraks, |0 Winidka oboljelih
od UGa te 10 uzoraka oboljelih od C& S U R Q Buydddidi podijeljeni u skupinu peptida
NDUDNWHULVWLpPpQLK ]Bshupr@neptidad Q H DN RUHNH VW LpQLK 1D X]F
i oboljelih (C+S) Osim ove dvije skupinegnaliziranisui QDM]QDGDMD Lpepridv L p N
NRML VH QDMpHA&UH N &brakd wdidvijin uddddk@ hdleBnikabq)jditiodIBD -
a(Dg Pept), kaoipeptidN RML VX NDUD N WbléshikeWdl) QC Reptie Rogébno
peptid N D U D N Wdddd_2ddldshikeod CD (CD Pept)Analiziranje i ukupni broj peptida
NDUDNWHULVWLPpQLK |[D XSDOQH EROHVWL FULMHYD ,%" 3HS

Maseni spektri osoba oboljelih od upalnih bolesti crijevegvisnaradili seo UC-uili
CD-u, za razliku od kontrolnih uzorakgokazali su] Q D p DNVRIDH.YE §giHala peptida.
1HAWR Y Hni/'L signal® MR p GxddlLoboljelih od UGCa SRW Y U WXHMBpHVWDORVW
SRMDYOMLYDQMD RGUHYHQLK SHB@dnGIasEnaxspektréneliia &l RG ER
MR & S tak gbdina pokazala svopeliku X p L Q N Rk¥davakz¥ pioteinapeptidate se u
praksi koristi u kombinaciji s raznim tehnikama ionizac5). =ERJ P R J Xtélikev W L
MALDI -TOF MS da otkriva i kvantificirarrlo male N R O LpjoteipeprikuplieneL] ELROR&NLK
WNLYD LOL WHNX UV QI pfingeBjuje HIVWRGID ¥ HYDQMLPD XakoLRPHGL
VYH ¥idla&Hprimjenu uUNOLQLPNRM i pépidmitREs)L. MALDI -TOF analiza
N R U L @Wwikalxiranju crijevnog mikrobiom&ao i pri otkrivanju prisutnosti okultne krvi.
8 LVWUDALYDQMX /LgOF¢chnikd XRUQEW,HQD MH ]D GHWHNFLMX
je imao ulogu biljega za okultnu fekalnu kr27). lako do sada ne postafinogoLVWUDAaLYD QM
NRML VX VH VOGRshéxiroeirom masadi S U R X pelpapbd@rivh stolice nadi
za identifikacijom novih biljeggrisutnih ustolici, jedan odprijelomnih jeradBasso D i sur.
OnisuSRPRUX ITHNDOQRJ SHSW [SGWRRNNFRAIhSIUNKaKVO pdiabnQsvl D
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N R O L't Qdthala peptida uzorcima stolickontrolne tj. zdraveskuping a puno WH U X

N R O Lip/k Qignala peptidaX R p luCkbd ¥hasenogspektra CBa i UC-a. U njihovom
LVWUDALYDQMX PHYyX NRQW WR Ga@ni RasehRspekifdd kdgitre@d § HQ L
nikakvih signala umasenom rasponu peptjdamaseni spektri koji su prikazapeptice

N D U D N W sabdd xaWadnfpdDEC) | maseni spektri koji su prikazgleptie NDUDNWHULVWLE
za kontrole ioboljelepacijente(C+S) U spektar IBDa klasificirani su on masen spektr kod

NRMLK VH XRpDYD PLQLPDOQR MH G DuorgadbdalelitCodypRIvhL M H N D
bolesti crijewa (IBD Pept) Basso i surispitivali su PRJX OL NDUDNWHULVWLpPpQL S
bolesti crijeva(IBD Pept) S R P Rdrediti radi li sekod ispitanikao ulceroznom kolitisu ili

Chronovoj bolest IBD spektri razvrstansu u grupulBD-UC spekta ukoliko su SURQDYHQL
SHSWLGL NDUDNWHULVWL pQQ P¥) Bdrodiu YroguiBD-RBDQpekd R O L W L V
ukoliko su SUR Q PepHAQNDUDNWHULVWLp QL VDERPEM) &3HRPRAUR YKYER O
NODVLILNDFLMH VSHNW D D-DC SpektiY]@QypH@R R SSRDY WPD Q% V' X O
kolitisom NDR &A&WR&XVEH¥WUL ]QDpDMQR SRYH]D&ISRPRKIXRQRY
QMLK PRaH RGUHG&WhoSWOCBAXWQRVW 8&

FUHNYHQFLMD SRMDYOMLYDQMD RGUHYyH®upke IK),SWLGD
ukazuje nanepojavnostbilo kojih N D U D N W HbdtidaWwiLjeddnkK od deset kontrolnih
X]JRUDND GRN VH X RVWDOLK GHYHW X]J]RUDND PRaH SURQD!
Ovakvi HLYWMRUFL SURQDYHQL VX L X Yrhdi (Basso\W KRG.QRoMDYHGFH
LVWUDALYDQMX NRULAWHQR MH YL4AH X]JRUDND aWR MH RPRJ
uzorakakontrolne grupe nijeXRp@QWL MHGDQ SHSWLG &awWR EL J]QDpLO
kontrolnih ispitanikgojaviominimalno jedampeptidkojije NDUDNWHULVWLPDQ ]D NRQ

i uzorke oboljelih pacijenata.

PeptidaNDUDNWHULVWLPpQLK ]D BkRo®\zor&vib Qzhrakd b daido & NR
AaWR MH Qadd &t Rhir@r@thmih peptidéC) kod oboljelih od IBDa kojih ukupno

imall.RazlikaL]PHYyX VNXSLQH NRQWUROD X RGQRIWEaQD/sVNXSLQ?
CD+UC), VWDWLVWLpPpNL HANYDGIFOWY WHWQWRP aWwWR QDP XND]X
razlikovanja zdravih& RED RG , %' REROMHOLK RVRED SURXpODYDMXIiL
]D NRQWUROQH X]JRUNH & DOL WR MH X SUDNXLQW&HHER R S|
L V W U Djaujxjbi ®dd Xdravih i kod bolesnika s IBDm, tako da je po svojoj priicULMHp R
VWDWLVWLPpNRM DQRPDOLML JERJ SUHPDORJ EURMD LVSLWL
skupinu osoba oboljeihod G D SURPDWUDMXuL SHSWLGH NDUDNWH!
X]JRUNH & XRpDY D 2peptRi®Kodkddtip|nihlukbkea u odnosu na 5 peptida kod
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uzoraka UGa. 60LpQD UD]J]OLND SURPDWUDQLK SHSWLGD & XRpD
CD-D JGMH MH SURQDYHQR SHSWLGD X RGQRVX QD - SHSWL(
NYDGUDW WHVWRP QLMHN KX BHHRED WYDMMIQDSHBWLGH NDUDN
uzorke (C) kod skupine kontrola u odnosu na skupinu oboljelih oeh YK vs UC) te kod

skupine kontrola u odnosu na skupinu oboljelih od-OD . YV &' 7TDNRYyHU VWD
]1QDpDMQD UD]J]OIHN@DNWMBRROBMAX VSHSWLGD NDUDNWHULVWLE
SRWYUGLOD UD}JOCED RPRKMIBQLK LVSLWDQLND QLMH SRWY

%URM SURQDYHQLK SHSWLGD NDUDNWHULVWLPpQLK ]D N
u kontrolnoj skupini (K) e 24aWR MH L XMHGQR QDMYHUL EURM RG VYL
C+S, Dg Pept, UC Pept, CD Pept, IBD PetRML VH PRJX SURQDUL NRG NRQW
AWR MH L RpHNLMBRIR YVR\ER)BARPDQMM¥VOWR ELOL SHSWLGL (
povezaQL VD VYLP X]JRUFLPD X LVWiwd®BD)Y RoQ bbiesnika bbljéllh L RERC
od IBD-D XNXSQR MH SURQDYHQR SHSWLGD NDUDNWHULVW
REROMHOLK & 6 8RpPHQH VX YUOR YHOLNH UDGDUMMHILX $UD
SRMHGLQDpPQR X]JRUNH NRQWUROH NRG NRMLK Mg RQDYHC
je otkriveno 132 peptida te uzorke oboljelih od @M JGMH MH SURQDYHQR SHE
RGQRVQR SHSWLGD 5D]JOLND SH a8zake i NAoldedakalyetihy L VW L p
& 6 L]PHYX GYLMH VNXSLDHCREGD pokh@dd REWBWLVWLPNL
UDJOLNH L]PHYX VN X SiaqQ bdriRdt RaDolatiel .o CR(GC&&.CD), dobivene
VX L VWDWLVWLpPNL ]Q D p BIétQteistichbe skudinke uzdrRke:ykxvsSUCHKRVE W
& .YV & 8& 7THRUHWVNL ]JERJ VWDWLVWLpPNL ]QDpDMQH U
bolesnici oboljeli od UGa i bolesnici oboljeli od CEa mogli razlikovati prema pojavnosti C+S
peptida, ali ipak tanije primjenjivo jer st C+S peptidi prong H Qkod zdravih kontrolnih
ispitanika i kod bolesnika oboljelihod IBRBL X QDadHP LVWUDALYDQMX.L X LVW!

5D]OLND SRMDYQRVWL QDM]QDpDMQLMLK GLMDJQRVWL
uzorcima UGa i CD-a gdje se pojavljuje ukupno 123 peptida u odnosu na kontrolne uzorke
NRG NRMLK MH SURQDYVHQR VDPR $NR XVSRUHG|eRhR VNXSL
od UGailiCD-D SRMHGLQDpPpQR YLGLPR GD VX LVWR WDNR SULVX
SRMDYOMLYDQMD SURQDYHQLK SHSWLGD 'J 3HSaMeESuUu X RGQF
RGQRVX QD SHSWLGD SURQD-#aHh@d X HOR.Gl R ERQMIIHNH. KXK' G R
skupinu kontrola (K) sa skupinom U& (K vs UC), skupinu kontrola (K) sa skupinom @D
(K vs CD) te skupinu kontrola (K) sa skupinom oboljelih od BBRK vs CD+UC), pokazuju
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nam i rezultati hkvadrat testa. To nam pokazueDNR MH SRMDYQRVW QDM
GLMDJQRVWLpPNLK SHSWLGD 'J 3HSW SX QR SWHIDCF IQVHL] R R [
SRSXODFLML &4WR MH X V VNODGX V LVWUDALYDQMLPD %D
QDM]QDpPDMQLMLK GLMD JeptR awid godLskuptel Shwljelih bd L4 s3

skupinom oboljelih od CEa (UC vs CD) YLGLPR GD QHPD VWDWLVWLpPNL ]
SRMDYQRVWL GLMDIPHYXVRHEPA MK GHBWRGD8& L &'

1DGDOMH YHOLND MH IUHNYHQFLM DihGRKRWMDYOReRtY D QM D
kod uzoraka oboljeihod UM X QD&HP LVWUDALYDQMX QBMLK &dAWREIL N
XNXSQR L]JQRVLOR SHSWLGD X-B®pHQMKH NKRRG HRE RO N HIOLLVKL RV
N D U D N4 UC(J@/Rept) kod kontrolne sipine (K). Ovi rezultati pokazuju nameliku
UD]J]OLNX SRMWYWINGHDRDW MMHVWRP L]IPHYyX NRQWUROQLK X]RUDN
IBD-D . YV &' 8& DL ]DVHEQR XVSRUHYyXMXUL NRQVWUROQH °
(K vs UC), odnosno s oboljeha od CDBa (K vs CD). Zanimljivo je da ukoliko promatramo
SHSWLGH NRML VX NDUDNWHULVWLPQL VDPR ]D XOFHUR]QL
XRpDYDWR W LQYDWPpM Q XL UFCH DXL NKAdR Q) EIN @ UGa | CD-a. Analizom
GRELYHQLK SRGDWDND PR&aH VH |[DNOMXpLWL NdabNet SHSWLC
X LVWUDALY D Q M ptkarslWRS H F¥sKidr&ylikovanje UGa i CD-D X QDAEHP
LVWUDALYDQMX

8 VNXSLQL SHSWLGD NRML VX N)Xbodkdhttohhel skupie (KpL 1D &'
XRpHQR MH SHSWLGD GRN MH-BRGREHRWDND]QERD M H CBLHKS \
(CD Pept) kod oboljelih od U@, a 61 (CD Pept) kod oboljelihod €D =QDpDMQD UD]OC
LIPHYX VNXSLQD NRQWUROMDBR-RGQRVYX'Q& REMHOMRARBHX NRQ!
odnosu na oboljele samo od (K vs UGa) i oboljele samoodCGID . YV &' XRpPpHQD M
L SRWY tyad@bestom. HNYDGUDW WHVWRP SRWYUYHQD MH L QHA\
UDJOLND XNROLNMN RbojaleSdIUdRg X Mbblelima od U&a (UC vs CD), a

SURPDWUDMXUL SHSWLGH NRML VX NDUDNWHULVWLpPpQL ]D &
UD]J]OLND NRG VNXSLQH 8& YV &' XND]XMH QD YHUX VSHFL

Chronovu bolest (CD Pepuipravo za samu dijagnozu G4 razlikovanje UCa i CD-a.

PRMDYQRVW SHSWLGD NDUD N WH wzbrak®hdhjelih &d Baj@6’ ,%" 3
378, aQHAWLRA D |U H pojaijRamnjald skupine peptida (IBD Pept) @28 peptida
vidljiva je kod uzorakaoboljelih odCD-D aWR XNXSQR pLQL uvuzd@paHQLK SH
oboljelihod IBDa.FUHNYHQFLMD SRMDYOMLY D2 MD(IBHRRW)LGD NDUDN
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XRpHQLK NRG NR G@WwloRaa(@thogidibeS/ergitldnjinova pojavljivanja iznosi

6 peptida ukupno 2JURPQD UD]JOLND X SRMDYQRVWL SHSWLGD NDU
kontrolnim uzorcima (K) u odnosu na oboljele od IHD . YV &' 8& MH L VWDW|
SRWYUYy HQUDDWNWWLPNL ]QDpDMQD UD]JOLND SRWYUYyHQD MH
odnosu samo na uzorke oboljelih od @K vs CD) ili uzorke oboljele od U@ (K vs UC).

1LMH SU RaiDV HINDL Y Q D p D pbj@vbosti IBDDpeptideP H y XV N X Sookglih P D

od UGaiCha 9HOLN EURM RWNULYHQLK SHSWLGD NDUDNWHUL'
PQRIJREURMQLK SHSWLGD NDUDNWHULVWdkpAla dovglpu , %' DO
VSHFLIIPQRERMOMHOH RG ,%' RGQRVQR ID/MQOBRRAMDIDOL VW
pojavijivanja u uzorcimaboljelih od IBD NDR a4WR VX WR SRND]DOL QDM]QD|
peptidi (Dg Pept)X LVWUDALYDQMX %DVVR L VXU hete3¢geRoSt W R P H
peptidoma oboljelih od IBD gdjse |QDpDMDQ EURM S H®WihdyibuaBiiRMD Y O M L
pacijenata, a tek manji broj se pojavljivao kod svih ispitanika oboljelih od BOLVWUDALYDQ |
Bassoisur. aWR MH GMHORPLPQR SRWYUYHQR L X QDaHP LVWUD

H-NYDGUDW WHV WRIRILPRYD U M Q Rord@iHilduzdrékal odnosu
na obolieleod IBBD . YV &' 8& X VYLK @8HVW VNXSLQD SHSWLGD &
&' 3HSW %' 3HSW 7LPH MH SRWYUyYHQD KLSRiWwnefa GD VH
upalne bolesti crijeva stad W L p N L [&Ikp® &d QtBlice osobe koja boluje od IBD u
QDaHP VOXpDMX EH] RE]JLUD QD VNXSLQX SHSWLGD NRMI
NDUDNWHULVWLPpQLK SHSWLGD V NRMLPD VPR XVSRUHVL\
dijagnostiku IBDa, odhosno razlikovanje zdravih od bolesnika s HBbh su se pokazali peptidi
NDUDNWHULVWLpPpQL ]D 8& MHU QLWL MHGDQ RG R MDKEIRMH
LVWUDALYDQMX

2JUDQLPHQMD RY R delativnd Wiali bréjluYdpaeiddDijetljen za analizu i
usporedou WDNR GD EL ]D QDUHGQD LVWUDALY pdrébbozha D EL L3
S R Y H U Dispitanikéll Rdvied toga, smatramo kako ooV W U D & RABIRDWIHX aLWL NDR G
temelj zaGDOMQMD LVWUDALYDQMD YHU SRVWRMHULK ELOMHJID
crijevajer je pokazano kako fekalni peptidom ima potencigdadijagnostiku raznih bolesti
crijeva Prikazana metodakoristi neinvazivni uzorak (stolica), pripremae jrelativno
jednostavna i jeftina i ne zahtijeva nikakve posebne reagense ili laboratorijsku opremu osim

MALDI -TOF masenog spektrometra
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=$./-8y8$.

SURYHGHQLP LVWOD #RRYQMHB HGIRLK ]DNOMXpDND

SRVWRML VWDWLVWLpPNL ]QDpDMQD pediou bidiciX SRMD
EROHVQLND V XSD O Qurderogrr kalitis iGhréniovaNddtestDsa stolicom osobe
koja nema upalnu bolest crijevd REJLURP QD VYH XVSRUMHd§LYDQH VNXSLQ

2)PRVWRML VWDWLpNIPHYXp R MYD D |DPROBVQLND V XOFH
&KURQRYRPVEREJHE®® QD SHSWLGH NDUDNWHULVWLpPQH |D N
tes obziromnaSHSWLGH NDUDNWHULVWLPQH ]D &KURQRYX EROHV
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6%a(7%.

&,/1-(9, ,675%4a,93% 1Usporediti prisutnosN D U D N W géptiod Wdtdh€) lhakesnika

oboljelih odulcerozrog kolitisa (UC) i Chronow bolest (CD) sa stolicomzdrave osobée

ispitatit SRVWRML OL VWDWLVWLPNL ]QDpDMQD UD]JOLND X SULV
NRML EL RPR JNatijuDaleshikd Q@i CD-om.

USTROJ STUDWJE. ,VWUDALYDQMH MH SURYHGHQR NDR SUHVMHpPpQI

ISPITANICI | METODE. Analiziranoje 10 uzoraka stolice oboljelih od @ 10 uzoraka

stolice oboljelih odUC-a te 10 uzoraka stolicprikupljenih od zdravih kontrolabezupalnih

bolesti crijeva Uzorci su pripremljeniekstrakcijomu vodi, ponovnom ekstrakcijonu

organskom otapalu, uparavanjemuklanjanjem soli ZipTip metodom prema uputama

S UR L ][ RripEemljeni uzorci analiziranisu naMALBY 2) XUHYDMX %UXNHU 80WU
(Bruker Daltonics, Bremen, Germany)rasponu od 1064000 m/z u pozitivnonteflektron

modu s HCCA kao matriksom.

REZULTATI. U ispitivanim uzorcima W U D a Ho@ptidiVNXD U D N W kEaUkovtidle, [z® L
]DMHG QL pN HontxderR W Nobbljelih, Q DM ]Q D p®LMIILIND Raptid L fphiptid

N D U D N Wzd UG, gaptid p\QD U D N W H O t¢ MklipmiQreptiddN D UD NW H UBD/W L p Q L K
6WDWEYWERPMNMODH UD]O Lirth sKURip&h® NDWDO KWHULVWLPpQLK SHSW
promatraju testirane skupine kontrola u odnoswk#pro oboljele odupalnih bolesti crijeva

(CD+UC). 6WDWLVWLpPNL ]QDpDMQH UD]JOLNH X SRMDYQRVWL N
UC-aiCDha SURQDYHQH VX |D SHSWLGH NDUDNWHULVWLpPpQH ]D &

=$./-8y$. Postoj VWDWL\WUgDNALQka u pojavnosti svih ispitivanih

N D U D N W Hejtidawi Lfn@imK bolesnika s upalm bolestima crijeva (UC i CD) sa
uzorcimazdravh kontrolnih uzoraka.1 L VX S U R Q Dy H@zthe @RAiINeRIQ OB dsti
NDUDNWHULVWédPBDR IRKP B S IOGHRIBRUINE W2 brpka Bboljelih od UC i CD
EXGXuUL GD VX VH X QD&HP LVWUDALYDQMX NDUDNWHULVW
kontrolnih uzoraka.

./-8y1( 5,-(y,Chronova bolestMALDI -TOF; ulcerozni kolitis; upalne bolesti crijeva
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9. SUMMARY
MALDI -TOF STOOL PEPTIDE ANALYSIS

OBJECTIVES: The first objective of this studyvasto compae the presence of specific
peptideghat can be foundh the stool of patientdiagnosedvith inflammatory bowel disease
(IBD) (ulcerative colitis UC and Crohn's diseas€D) with the stool of énealthyperson The
second objective wat® examine whether therare differencesn the presence of certain
peptides in thetool sampleof a UC patientcompared tdhe stool sampleof a CD patientand

whetherthat wouldhelp indifferentiationUC from CD.
STUDY DESIGN: Thestudy was done asaosssectional study

PARTICIPANTS AND METHODS: Ten stool samples from patientBagnosedwith CD,
tenstool samples from patierdgagnosedvith UC andtenstool samples from healthy controls

(K) wereanalyzed Samplesvere prepared by extraction in watersendraction in an organic
solvent, evaporation and desalting using the ZipTip method according to the manufacturer's
instructions. The prepared samplesxgvanalyzed on a MALBTOF massspectrometer Bruker
UltrafleXtreme (Bruker Daltonics, Bremen, Germany) in the range of 4000 m/z in

positive reflectron mode with HCCA as matrix.

RESULTS: In testedsampleswe have searched fapecific peptides peptidesspecific for
control samples peptidesspecificfor control samples and sampleSIBD patients the most
significant diagnostic peptiddsr IBD, peptidesspecificfor UC, peptidesspecificfor CD and
the total peptidesthat can be found ilBD patients Statistically gynificant differencesvere
foundfor all groups of characteristic peptidesien samples fromontrol groupand samples
from IBD patients (UC and CD)ere comparedStatistically significant differencdsetween
UC and CD samplesere found fopeptides specific for CD.

CONCLUSION: There is a significant difference in the presence of specific peptides in the
stool of patientgliagnosedvith IBD in regard tdhe stool ofa healthy persorSufficient levels

of differencein specific peptiddrequencywhich would allow practical differentiation of UC
and CD samples have not befennd becausen our research small number of specific CD

peptides were found icontrol samplegoo.

KEYWORDS: Chron's disease; inflammatdopwel diseases; MALDT OF; ulcerative colitis
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