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Utvrdivanje stepena genetiCke homozigotnosti i varijabilnosti i ucestalost

polimorfizama TRPV1 i KCC2 gena kod osoba sa febrilnim napadima

SAZETAK

Uvod Febrilni napadi (FN) predstavljaju najces$¢e neurolosko oboljenje u detinjstvu.
Upravo zbog visoke incidence obolevanja, uzrasta koji obuhvataju i tendencije
ponavljanja, predstavljaju svojevrstan izazov u pedijatrijskoj praksi. Etiologija FN je i
dalje predmet brojnih istazivanja i poznato je da moze zavisiti od genetske
predispozicije.

Cilj Cilj istrazivanja je bio analizirati povezanost polimorfizama TRPV1 i KCC2 gena
sa pojavom FN i odrediti stepen geneticke homozigotnosti i varijabilnosti kod dece sa
FN i u kontrolnoj grupi ispitanika.

Materijal i metode U studiju je bilo uklju¢eno 150 pacijenata sa dijagnostikovanim FN
koja su podeljena u Cetiri grupe: jednostavni febrilni napadi (JEN), slozeni febrilni
napadi (SFN), deca sa epilepsijom (EFN) i deca bez epilepsije (BFN). Nakon klinickog
i neuroloskog pregleda, utvrdivano je prisustvo homozigotno-recesivnih osobina (HRO)
uz pomo¢ HRO testa. Kontrolnu grupu ¢inilo je 121 "zdravo " dete iz iste populacije,
slicnog wuzrast 1 pola. U ispitivanim grupama sprovedena je analiza genskih
polimorfizama u genima KCC2 i TRPV1.

Rezultati Genotip CC polimorfizma rs2297201 KCC2 gena je znacajno cCeSce
zastupljen u kontrolnoj grupi nego u grupi dece sa FN (p=0.003) kao i alel C ovog
polimorfizma (p=0.045). Takode, genotip CC rs2297201 polimorfizma KCC2 gena je
statisticki znacajno vise zastupljen u kontrolnoj grupi u odnosu na grupu dece sa SFN
(p=0.000). Ustanovljeno je postojanje znacajnog uvecanja recesivne homozigotnosti i
smanjene varijabilnosti za testirane genske lokuse ne samo u grupi pacijenata sa FN, ve¢
I u svim ispitivanim podgrupama dece (SFN, JFN, EPI, BFN) u poredenju sa
kontrolnom grupom. Sa rastom stepena tezine ispoljenosti FN utvrdeno je kako
povecanje u stepenu recesivne homozigotnosti tako i smanjenje varijabilnosti za

testirane lokuse.

Zakljucak Dobijeni rezultati nam ukazuju da bi CT i CC genotipovi, kao i C alel
rs2297201 polimorfizma KCC2 gena mogli biti predisponirajuci faktor na nastanak FN,



pre svega CT genotip. Znacajno uvecana recesivna homozigotnost kao i umanjena
varijabilnost za ispitivane osobine kod osoba sa FN verovatno dovode organizam u
specificno stanje geneticko-fizoloSke homeostaze koje bi moglo da predstavlja izvesnu

predispoziciju za pojavu FN.

Kljuéne reci: febrilni napad, genski polimorfizam, KCC2 gen, TRPV1 gen, HRO
test
Nau¢na oblast: Medicina

UZa naué¢na oblast: Molekularna medicina



Determination degree of genetic homozygosity and variability and frequency in
polymorphisms of TRPV1 and KCC2 gene in individuals with febrile seizures

ABSTRACT

Introduction. Febrile seizures (FN) are the most common neurological disease in
childhood. It is precisely because of the high incidence of the disease, the age that
includes the tendency of repetition, to pose a particular challenge in pediatric practice.
The etiology of FN is still the subject of numerous studies and it is known that it can

depend on genetic predisposition.

The aim of the study was to determine the association of TRPV1 and KCC2 gene
polymorphisms with the occurrence of FN and to determine the degree of genetic
homozygity and variability in children with FN and in the control group of the

examinees.

Material and Methods. The study included 150 patients diagnosed with FN divided
into four groups: simple febrile seizures (JFN), complex febrile seizures (SFN), children
with epilepsy (EFN) and children without epilepsy (BFN). After clinical and
neurological examination, the presence of homozygous-recessive characteristics (HRC)
was determined using the HRC test. The control group consisted of 121 "healthy"
children from the same population, of similar age and gender. In the examined groups,
we analyzed genetic polymorphisms of KCC2 and TRPV1 genes.

Results. The genotype CC polymorphism rs2297201 of the KCC2 gene is significantly
more common in the control group than in the group of children with FN (p = 0.003)
and allele C of this polymorphism (p = 0.045). Also, the genotype CC rs2297201 of the
polymorphism of the KCC2 gene was statistically significantly higher in the control
group compared to the group of children with SFN (p = 0.000). The existence of a
significant increase in recessive homozygousness and reduced variability for the tested
gene loci was established not only for a group of patients with FN, but also in all tested
subgroups of children (SFN, JFN, EPI, BFN) compared to the control group. With the
increase in the severity of FN expression, it was found that the increase in the degree of

recessive homozygousness and the decrease in variability for the tested loci.



Conclusion. The obtained results indicate that CT and CC genotypes, as well as C allel
rs2297201 polymorphisms of the KCC2 gene, could be a predisposing factor in the
development of FN, above all CT genotype. Significantly increased recessive
homozygosity as well as reduced variability for the investigated characteristics in
individuals with FN are likely to lead the organism to a specific state of genetic-
physiological homeostasis which could pose a predisposition to the occurrence of FN.

Key words: febrile seizure, gene polymorphism, KCC2 gene, TRPV1 gene, HRC
test
Scientific field: Medicine

Scientific subfield: Molecular medicine
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1. UvOD

1.1. FEBRILNI NAPADI

Oko 8% ljudi tokom zivota dozivi bar jedan epilepticki napad i priblizno
polovina tih napada ¢ine febrilni napadi (FN) (1). Febrilni napadi predstavljaju najéesce
neurolosko oboljenje u detinjstvu. Upravo zbog visoke incidence obolevanja, uzrasta
koji obuhvataju i tendencije ponavljanja, predstavljaju svojevrstan izazov u
pedijatrijskoj praksi. Iz tih razloga, poslednjih godina se budi veca svest o potencijalnim
komplikacijama FN kao i intervenciji tokom napada. Javljaju se kod 5% dece, sa

razlikama u njihovoj prevalenci u razli¢itim populacijama (2).

1.1.1. EPIDEMIOLOGIJA

Podaci iz studija u Sjedinjenim Americkim Drzavama (SAD) i Zapadnoj Evropi
govore u prilog tome da 2-5 % dece mlade od 5 godina dozivi bar jedan epilepticki
napad tokom febrilnosti, sa najveCom incidencom javljanja u uzrastu izmedu 12-18
meseca. (1,3,4,5).

Incidenca FN u Azijskoj populaciji je nesto veca, pa je ucestalost u Indijskoj

populaciji 5-10% (6), dok je u Japanskoj populaciji 6-9% (7). Najveca ucestalost FN se
javlja kod stanovnika Gvama i iznosi 14% (8).
Sto se tiGe istrazivanja na teritoriji Srbije, studije Pavloviéa i saradnika radene 1999.
godine su pokazale da je incidenca FN u srpskoj populaciji priblizno 3 na 1000
zivorodene dece (9). Razlika obolevanja medu polovima je i do 1.6 u korist dec¢aka (4,
10).

Istrazivanja su ukazala na to da je pojava FN c¢eSc¢a kod dece koja imaju nizi
ekonomsko-socijalni status, $to se moze pripisati neadekvatnom pristupu medicinskoj
nezi (4).



1.1.2. DEFINICIJA, PODELA | DIJAGNOZA FN

U klini¢koj praksi najces¢e se koristi definicija FN Ameri¢ke akademije za
pedijatriju (AAP) na osnovu koje su FN napadi udruZeni sa poviS§enom temperaturom
jednakom ili viSom od 38°C izmerenom bilo kojom metodom, u odsustvu infekcije
centralnog nervnog sistema, kod dece uzrasta od 6 do 60 meseci (3). Prema
karakteristikama FN se dele na: jednostavne (proste ili tipi¢ne) i kompleksne (slozene ili
atipi¢ne febrilne napade) (3).

Medunarodna liga za borbu protiv epilepsije (International League Against
Epilepsy- ILAE) definise FN kao napade u detinjstvu posle 6. meseca zivota, udruzene
sa febrilnom bole$¢u koja nije uzrokovana infekcijom centralnog nervnog sistema
(CNS), bez predhodne pojave neonatalnih ili afebrilnih napada, a ne ispunjavaju
Kriterijume za ostale akutne simptomatske napade. (11)

Jednostavni febrilni napadi (JFN) se karakteriSu primarno generalizovanim
napadima koji traju krace od 15 minuta i ne ponavljaju se tokom 24 sata. Javljaju se u
uzrastu od 6 meseci do 5. godine zivota, kod dece bez neuroloskog deficita (deca sa
urednim psihomotornim razvojem i bez prethodne pojave afebrilnih napada (11).

Kompleksni febrilni napadi (SFN) se manifestuju fokalnim napadima ili
epileptickim statusima, (jednakim ili duzim od 15 minuta), pri telesnoj temperaturi nizoj
od 38°C. Javljaju se van tipi¢nog uzrasta i ponavljaju se tokom 24h (mogu se javljati tri
i viSe puta). EEG nalaz tokom ili izmedu napada moze biti izmenjen. U grupu
kompleksnih febrilnih napada ubrajaju se i febrilni napadi kod dece sa prethodnim
neuroloskim deficitom i napadi sa postiktalnim neuroloskim abnormalnostima (11).

Dijagnoza FN se postavlja na osnovu anamneze i klinickog pregleda (nivo
dokaza I) (12,13) ali je veoma vazno identifikovati osnovno oboljenje koje je izazavalo
febrilnost.

Diferencijalna dijagnoza FN moze biti sinkopa tokom febrilnosti (14) ili
abnormalne motorne manifestacije, kao Sto su drhtanje i distonican napad, akutni
konvulzivni napad u toku meningitisa i encefalitisa (14). Vecina FN su jednostavni

febrilni napadi, a samo 15-20% su slozeni febrilni napadi (1,7).



1.1.3. ETIOLOGIJA FN

Etiologija FN je sloZena i jo§ uvek je tema brojnih istrazivanja. FN se javljaju
unutar porodica ili kao sporadi¢ni slu¢ajevi, $to ukazuje na to da su za njihov nastanak
odgovorni i genetski faktori i faktori okoline, tj. ukazuje na njihovu multifaktorijalnu
etiologiju (14). Smatra se da FN nastaju kao rezultat vulnerabilosti mozga tokom
maturacije na efekte groznice, a u kombinaciji sa genetskom predispozicijom i
faktorima okoline (14). FN predstavlja uzrasno zavisan odgovor nezrelog mozga na

hipertermiju uzokovanu infekcijom (15).

1.1.4. PATOFIZIOLOSKI MEHANIZMI NASTANKA FN

Savremena saznanja o mogucim patofizioloskim mehanizmima nastanka FN se
prevashodno baziraju na izu¢avanjima koja se sprovode na animalnim modelima (16).
Studije sprovedene na animalnim modelima su pokazale da postoje geni ¢ije promene i
mutacije mogu da uticu na ekscitabilnost nezrelog mozga tokom febrilnosti, pri ¢emu je
utvrdeno da vecina tih gena ima svoje homologe u humanom genomu (16).

Dosadasnja istrazivanja su opisala nekoliko mogucih patofizioloskih
mehanizama koji doprinose pojavi FN:

I Povecanje temperature mozga,
I Hipertermijom indukovana hiperventilacija i alkaloza,

Il Oslobadanje medijatora inflamacije.

1.1.4.1. ULOGA HIPERTERMIJE U RAZVOJU FN

Istrazivanja su pokazala pro-konvulzivni uticaj hipertermija kod eksperimentalnih
zivotinja i kod dece (17). Ako je telesna temperatura dovoljno visoka, dovesce do
pojave FN kod svih sojeva miSeva (16-20). Medutim, razliciti sojevi miSeva (razlicit
genetski materijal) razvijaju napade pri razliitoj visini temperature (temperatura
okidanja napada) (20) Sto ukazuje na to da je geneticka osnova veoma vazan faktor za

nastanak FN.



U istrazivanjima na animalnim modelima je dokazano da produzena hipertermija
izaziva hroni¢ne promene u hiperpolarizaciji nekih jonskih kanala i GABA-energicke
transmisije (21,22). Dokazano je i da akutno povecanje temperature moze izazvati
epileptifomna praznjenja u hipokampusu nezrelih neurona (23). Medutim, ostaje
nedovoljno razjasnjeno kako porast temperature izaziva generisanje napada u mozgu
koji je u razvoju in vivo (24). Hipertermija verovatno indukuje ekscitirajuci u¢inak tako
Sto suprimira mehanizam blokade akcionog potencijala povezan sa smanjenjem ulaska
kalcijuma i povecanjem sinapti¢ke transmisije. Rast temperature u mozgu menja brojne
funkcije neurona, ukljucujuéi i funkciju jonskih kanala koji su osetljivi na temperaturu
(25-29). Porast temperature aktivira kanale tranzitornog receptorskog potencijala,
podfamilije V, grupe 1 (TRPV1) (27). Upravo te promene bi mogle da uticu na
neuronsku aktivnost sa mogu¢om pojavom masivne Sinhronizovane aktivnosti tj.

napada.

1.1.42. HIPERTERMIJOM UZROKOVANA HIPERVENTILACIJA |
ALKALOZA

Jo$ od 1920. poznato je da respiratorna alkaloza moze indukovati napade
(30,31). Ovo je verovatno posledica toga Sto alkaloza moze da poveéa neuronsku
ekscitabilnost (31) i indukuje spontanu epileptiformnu aktivnost u mozgu (32).
Zapravo, pokazano je da acidoza izaziva smanjenje epileptiformnih praznjenja
temporalnog dela hipokampusa kod pacova (32). Misevi koji su imali deficit karbon
anhidraze I, koja uti¢e na pH ekstracelularne sredine tako §to je smanjuje, imaju
smanjenu podloZznost pojave napada u odnosu na miseve bez deficita ovog enzima
(33). Respiratorna alkaloza moZe se smatrati potencijalnalnim uzro¢nikom nastanka
FN, upravo jer povecanje telesne temperature uzrokovane infekcijom dovodi do
ubrzanog disanja, pogotovo kod dece (34,35). Ubrzano disanje dovodi do
respiratorne alkaloze sa posledi¢nim smanjenjem praga za pojavu napada (36,37). Do
sada je nekoliko studija pokazalo vezu izmedu hipertermijom uzrokovane respiratorne
alkaloze i FN (37,38,39). Morimoto i saradnici su dokazali da miSevi koji
hiperventiliraju tokom temperature, imaju skracenu latencu pojave FN (38). Dalja
istrazivanja na zivotinjama su pokazala da izlozenost suvom vrelom vazduhu dovodi do

hiperventilacije i smanjenog praga za pojavu FN, zbog respiratorne intracerebralne



alkaloze (36,40). U skladu sa dosada$njim istrazivanjima na zivotinjama, pokazano je
da deca sa FN ces¢e imaju udruzenu respiratornu alkalozu u poredenju sa decom sa
temperaturom bez pojave FN, koja imaju tendenciju nastanka metaboli¢ke acidoze (39).
Ove studije ukazuju na potencijalnu vezu izmedu respiratorne alkaloze 1 FN, medutim,

precizan mehanizam nastanka nije poznat.

1.1.4.3. OSLOBADANJE MEDIJATORA INFLAMACIJE

Smatra se da medijatori inflamacije mogu imati prokonvulzivni efekat na mozak
koji je u razvoju (41). U prilog tome idu studije na misevima Kkoji nisu imali receptore
za odredene citokine. Kod njih su bile potrebne mnogo vise temperature da izazovu
hipertermicke napade (42).

Medijatori inflamacije imaju ulogu pirogena. Oni dovode do povecanja
temperature, tako uti¢u na hipotalamus i podizu bazdarnu tacku temperature, prednji
hipotalamus to "Cita" kao snizenu temperaturu tela i aktivira mehanizme za stvaranje
toplote (43,44). Klinicke i eksperimentalne studije su pokazale da su povec¢an nivoi IL-
1B, IL-6, IL-8 i TNF povezani sa neuronskom hiperekscitabilnos¢u i da se nalaze kod
pacijenata koji imaju FN i epilepsiju (45-47). Pored toga, dokazano je da IL-1P
poveéava neuronsku ekscitabilnost preko glutamata i GABA-e in vivo. Ovim

mehanizmom IL-1p povecava verovatnoc¢u za pojavu napada (46).

1.1.5. GENETICKI FAKORI RIZIKA ZA POJAVU FEBRILNIH NAPADA

U prilog uloge genetskih faktora u nastanku FN govori ¢injenica da osobe sa
ovim entitetom pokazuju familijarnu agregaciju. Tre¢ina dece sa FN ima pozitivnu
porodi¢nu anamnezu (48). Rizik od pojave FN je veci kod dece ¢iji su roditelji imali FN
u detinjstvu, u odnosu na onu decu ¢iji su dalji rodaci imali FN (49). Stope
konkordantnosti koje su opisane u razli¢itim studijama se krecu oko 35-69% kod
monozigotnih i 14-20% kod dizigotnih blizanaca (49).

Interesantno je to da je veca konkordantnost javljanja ne samo FN, ve¢ i
odredenog subtipa FN (jednostavnog i kompleksnog FN) kod monozigotnih blizanaca u

odnosu na dizigotne blizance (49). Ova ¢injenica ukazuje da postoji snazan genetski



doprinos za pojavu FN, ali i postojanje razli¢itih genetskih faktora koji uticu na to da li
¢e se ispoljiti odredeni tip FN (49). Na osnovu GWAS studija 11 lokusa (FEB 1-FEB
11) se dovodi u vezu sa FN:1g31, 2g23-34, 3p24.2-23, 3726.2-26.33, 5q14-15, 5034,
6022-24, 89q13-21, 18p11.2, 19p13.3, 19q i 21922 (50-52).

1.1.5.1 DNK POLIMORFIZMI

Varijacije u naslednoj osnovi ¢oveka koje se normalno sre¢u u humanim
populacijama sa uc¢estalos¢u vecom od 1% se nazivaju polimorfizmi. Unutar odredene
vrste, jedna osobina se moze ispoljavati kao dve ili viSe jasno razli¢itth formi
(fenotipova). Opisani polimorfizam se naziva fenotipski. Polimorfizam moze biti i
genotipski (53). Ako postoji vise od jedne alelske varijante nekog gena u populaciji on
se naziva polimorfnim genom. Polimorfizmom se smatra ona varijanta gena Cija se
alelska forma javlja sa ucestalos¢u veéom od 1%, odnosno kada je ucestalost
heterozigota u populaciji veca od 2% (53). Pojam polimorfizam ¢esto se pogresno
tumaci, tako na primer kada imamo neki gen koji ima dve polimorfne varijante, jedna je
normalna, a druga mutirana. Medutim, obe varijante mogu biti normalne samo je jedna
¢eSca, a druga reda u populaciji i zbog toga se uvodi tacnija terminologija, a to je
alelska varijanta. Ako jedinka ima dve iste alelske varijante nekog gena na osnovu
genotipa, ona je homozigot za tu alelsku varijantu, a ukoliko su razli¢ite onda je
heterozigot (53). Ako posmatramo vise gena, kombinacija njihovih alela na jednom
hromozomu naziva se haplotip (53). Postoje tri osnovna tipa DNK polimorfizama:
polimorfizmi pojedinénih nukleotida (SNP — Single Nucleotide Polymorphism),
inserciono delecioni (1/D) polimorfizmi i polimorfizmi broja uzastopnih ponovaka
(VNTRs — Variable ili SNTR Small Number Tandem Repeats) (53). Polimorfizmi jednog
nukleotida (SNP) predstavljaju polimorfizme na nivou jednog nukleotida u DNK, koji
biva zamenjen drugim. Prisustvo jednog od ta dva nukleotida se oznacava kao jedna, a
prisustvo drugog na istom mestu kao druga alelna varijanta. Ukoliko se nalaze u
kodiraju¢em regionu gena ove zamene mogu da ne dovode do promene aminokiseline u
proteinu, Sto znaci da najverovatnije ne dovode ni do promene funkcije proteina, a
samim tim ni do fenotipske promene. Ove zamene mogu da menjaju i aminokiselinu u

proteinu, a to moze dovesti do promene funkcija proteina. Besmislene (“nonsense”)



promene dovode do zamene kodona za aminokiselinu sa jednim STOP kodonom, §to
zna¢i da dovodi do prevremenog prekida sinteze proteina i njihov efekat zavisi od
pozicije SNP-a u genu. Ukoliko se nalaze u nekodiraju¢im regionima genoma mogu
uticati na razliitu ekspresiju genskog produkta, ili uticati na promene u obradi
primarnog prepisa gena. SNP polimorfizmi ¢ine 90% svih polimorfizama u humanom
genomu i oni se nalaze duz celog genoma, u intronima, egzonima, promotorima,
pojacivac¢ima itd (53).

Poslednjih godina se sve vise istazuje uloga DNK polimorfizama kao markera
geneticke predispozicije za razvoj odredenih poremecaja. To se pre svega odnosi na
bolesti sa multifaktorskom etiologijom koje nastaju kao rezultat sadejstva veéeg broja
gena i faktora sredine. Studijom asocijacije mozemo utvrditi da li neki polimorfizam
predstavlja predispoziciju za nastanak poremecéaja. U ovim studijama se analizira
korelacija ispitivanog entiteta sa odredenim genskim varijantama. Posebna paznja se
posvecuje ispitivanju veze polimorfizama razli¢itih gena sa specificnim bolestima,
ukljucuju¢i i neuroloske bolesti, u koje spadaju epilepticki i febrilni napadi
(45,51,54,55,56).

Veliki broj istazivanja se odnosi na ulogu genetickih varijanti u nastanku
epileptickih napada ukljucujuci i nastanak febrilnih napada kod dece (54-56). Zbog
izuzetne kompleksnosti ovih bolesti, ¢ijem nastanku doprinose kako faktori sredine,
tako 1 geneticki faktori, identifikovanje gena i1 geneti¢kih varijanti koje doprinose
etiopatogenezi ovih poremecaja predstavlja veoma zahtevan zadatak. Stoga, tokom
izuCavanja potencijalnih gena kandidata u razvoju FN, posebna paznja se obraca na
gene koji kodiraju jonske kanale koji imaju bitnu ulogu u ekscitabilnosti nezrelog
mozga. Do sada je dokazano da geni koji kodiraju natrijumske kanale, kalcijumske
kanale i GABA receptore, mogu doprineti nastanku FN (52). Populacione studije
asocijacije ispitivale su povezanost genetskih polimorfizama sa pojavom FN. Pokazale
su postojanje bar jedne pozitivne asocijacije za 14 od 41 ispitivanih gena do sada (52).

1.1.5.2. UTICAJ KCC2 GENA NA POJAVU FEBRILNIH NAPADA

KCC2 (SLC12A5) gen koji kodira neurospecifican kalijum-hlor transporter
(KCC2 (SLC12A5)) nalazi se na hromozomu 20qg13.12 (Genomic coordinates


http://omim.org/geneMap/20/309?start=-3&limit=10&highlight=309

(GRCh38): 20:46,021,689-46,060,149 ) (Slika 1). KCC2 kanali su prisutni u
najvecoj koncentraciji U najrazvijenim delovima mozga sisara (piramidalni neuroni
CA1-CA2 hipokampusa, granuliranim ¢elijama, Purkinje neuronima cerebeluma), a
veoma ih je malo ili ih ¢ak i nema u perifernom nervnom sistemu (PNS) i glija
¢elijama (57-61).

Do skoro se veoma malo znalo o ulozi i funkciji proteina koji kodira ovaj gen,
medutim, poslednjih godina istrazivanje ovog gena dozivljava pravu ekspanziju.
Savremena saznanja o moguc¢im funkcijama KCC2 kanala se prevashodno baziraju na
izuCavanjima koja se sprovode na animalnim modelima (62-68).

KCC2 kanal je zaduzen za regulaciju gradijenta jona hlora u neuronima, tj. odrzava
niske koncentracije Cl unutar celije (62-68). On je klju¢an medijator sinapti¢ke
inhibicije, celijske zaStite od ekscitotoksi¢nosti, a moze da deluje i kao modulator

neuroplasti¢nosti (69,70).
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Slika 1. Prikaz lokacije KCC2 (SLC12A5) gena (oznaCeno zutom strelicom) na

hromozomu broj 20. (preuzeto sa sajta www.ghr.nlm.nih.gov)

1.1.5.2.1. HOMEOSTAZA KONCENTARACIJE HLORA U NEURONU

Koncentacija Cl- u zrelim neuronima se odrzava u relativno niskim granicama,
oko 5 mmol, dok koncentracija Cl- u ekstracelularnom prostoru iznosi oko 110mmol
(Slika 2). Potencijal hloridne ravnoteze je negativniji od membranskog potencijala, tako
da ¢e hloridne struje imati hiperpolarizuju¢i (inhibitorni) efekat na membranski
potencijal. KCC2 kotransporter koji se nalazi u membrani neurona je zaduzen za
odrzavanje niske koncentracije Cl- unutar neuronske celije. KCC2 omogucava izlazak

jona CI- nasuprot njegovog koncentracionog gradijenta (63). ATP zavisna K-Na ATP-
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aza odrzava visoku koncentraciju jona kalijuma unutar ¢elije koja je potrebna da bi se
ovaj proces ostvario (66). KCC2 se tako ponasa kao hloridna pumpa koja predstavlja
pokretacku snagu za ulazak jona Cl- i postsinapti¢ku hiperpolarizaciju membrane nakon
oslobadanja GABA neurotransmitera (71). U normalnim okolnostima, koncentracija Cl-
je dovoljno niska, tako da aktivacija GABAA receptora dovodi do povecane
propustljivosti membrane neurona za jone Cl- koji ulaze u neuron, $to dovodi do
hiperpolarizacije postsinaptickog membranskog potencijala. Ovo smanjuje verovatnocu
okidanja akcionog potencijala u postinaptickom neuronu pa se naziva inhibitornim
efektom GABA-energicke signalizacije. Ponovljena GABA signalizacija dovodi do
ponovnog ulaska jona Cl- u neuron, $to dovodi do povecanog optereéenja neurona
hlorom (72). Ulazak Cl- u neuron moze se povecati ako se postsinapticki neuron
depolarizuje tokom trajne ekscitatorne aktivnosti. Sa povecanjem intracelularne
koncentracije Cl-, elektrohemijski gradijent postaje sve manji, §to dovodi do smanjenja
inhibitornog uticaja GABA signalizacije na postsinapticki neuron. S obzirom na to da
su reverzni potencijal GABA-e i mirovni membranski potencijal (MMP) neurona
relativno blizu, mali porast Cl- moze dovesti do promene GABA-energi¢kog odgovora
sa hiperpolarizacije na depolarizaciju. Upravo ovo naglasava vaznost odrzavanje niske
koncentracije Cl- unutar neurona (73). Da bi se oporavili od velikog opterecenja hlora i
da bi se odrzao hiperpolarizujuci efekat GABA-e, joni hlora se kontinuirano izbaciju iz
neurona posredstvom KCC2 kotransportera. Aktivnost KCC2 odreduje brzinu oporavka
koncentracije Cl- unutar neurona nakon intenzivne GABA-energicke signalizacije. Pri
malom smanjenju KCC2 aktivnosti dolazi do produzenog povecanja koncentracije jona
Cl- u neuronu nakon GABA signalizacije, $to kompromituje inhibitorni efekat GABA-
e. U normalnim okolnostima KCC2 posredovan izlazak Cl- predstavlja efikasan nacin

oporavka koncentracije Cl-.



DEPOLARIZACIONA HIPERPOLARIZACIONA
EKSCITABILNOST INHIBICIJA

Slika 2. Prikaz funkcije KCC2 kanala u neuronu (Preuzeto sa sajta

www.atlasofsince.com)

Za razliku od zrelih neurona, koncentracija Cl- u nezrelim neuronima je visoka
(Slika 2), sto dovodi do promene elektrohemijskog gradijenta Cl- u suprotnom smeru.
Pri aktivaciji GABA A receptora nezrelog neurona dolazi do izlaska Cl-, §to izaziva
depolarizaciju postsinaptickog neurona (74). Smatra se da depolarizacijski efekat
GABA-energicke signalizacije ima promotivni uticaj na rast i razvoj i da je bitan za
rano uspostavljanje neuronskih krugova (75). Glavni medijator depolarizacijskog
efekta GABA trasmitera u nezrelim neuronima je KCC2 transporter, ¢ija je ekspresija
u tom periodu smanjena. Tokom sazrevanja nivo ekspresije KCC2 se povecava, §to
rezultira malom koli¢inom CI- unutar zrelog neurona (76). Karakteristicna poveéana
ekspresija KCC2 tokom neurorazvojnog perioda c¢esto se naziva ekcitatorno-
inhibitorna GABA sekvenca ili KCC2 Sift.
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“Kritican period” sinaptogencze GABA ekscitacija
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Grafikon 1. Sematski prikaz promena u funkciji glutamatnih i GABA receptora
tokom razvoja mozga kod ljudi i Zivetinja (Skracenice: AMPA, a-amino-3-hidroksi-
5-metil-4-izoksazol propionat; GABA, y- amino buterna kiselina; NMDA, N-metil-D-
aspartat; P, postnatalni dani)

Depolarizacija posredovana GABA receptorima se deSava u razli¢itim
razvojnim periodima kod Zivotinja 1 ljudi. Kod pacova pocinje tokom prve postnatalne
nedelje, a kod ljudi pre rodenja i u neonatalnom periodu (Grafikon 1). Ovi rezultati
ukazuju na razlike u obrascima ekspresije medu vrstama, koje bi trebalo imati u vidu
prilikom upredivanja studija koje su koristile razli¢ite modele. Razvojni pad
koncentracije Cl- je specifican za neurone CNS-a i ne deSava se u ostalim celijama
(70,71) (Grafikon 1).

U odredenim patofizioloskim stanjima moze doc¢i do disregulacije koncentracije
jona Cl- §to utice na GABA-energi¢ku inhibiciju (77). Istrazivanja pokazuju da
disregulacija jona Cl- jona lezi u osnovi Sirokog spektra neuroloskih i psihijatrijskih
poremecaja (72), medu kojima su FN, ali sam mehanizam promene GABA energicke

signalizacije tokom razvoja nije u potpunosti shvaéen. Istrazivanja na zivotinjama su
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pokazala da misevi bez KCC2 gena imaju ucestale generalizovane napade i umiru ubrzo
po rodenju (63,78), dok su oni sa heterozigotnom delecijom KCC2 gena imali snizen
prag za pojavu napada (78). U humanoj populaciji su opisane mutacije ovog gena kod
dece koja su imala FN (79), kao i dece koja su obolela od epilepsije (80,81).

Kod pacijenata sa rezistentnom epilepsijom temporalnog reznja (TLE) primecen
je porast kaplena (82), enzima koji je zaduzen za degradaciju KCC2 kanala (83).

Rezultati nekih istrazivanja ukazuju da infekcija u nezrelom mozgu miSeva sa ili
bez ispoljavanja FN mozZe dovesti do dugotrajnih molekularnih promena i povecane
ekscitabilnosti u hipokampusu odraslih pacova, kao i da su promene izraZenije ako je
infekcija pracena FN (29). Pored ovoga, dokazano je da poveéanje temperature utie na
smanjenu funkciju KCC2 kanala (28).

Dosadasnja istrazivanja su opisala deficijenciju KCC2 u razli¢itim neuroloskim i
psihijatrijskim bolestima, kao $to je epilepsija (83), autisti¢ni spektar poremecaja (84),
Daunov sindrom (85), febrilni napadi (78,86,87) i neuropatski bol (88). Ova istrazivanja
potkrepljuju znacajnu ulogu KCC2 u homeostazi hloridnih jona u neuronima kao i u
funkionisanju GABA posredovane inhibicije.

Polimorfizam KCC2 gena rs2297201 je lociran u intronu KCC2 gena. Njegova
uloga moze biti znacajna u nastanku FN, obzirom na funkciju kanala koju ovaj gen

kodira, kao i na to da su mutacije KCC2 gena dokazane kod dece sa FN.

1.1.5.3. UTICAJ TRPV1 GENA NA NASTANAK FEBRILNIH NAPADA

TRPV1 gen je lociran na kratkom kraku hromozoma 17, u regionu 17p13.2. i
veli¢ine 32 Kb i sadrzi 18 egzona (90) (Slika 3).

Chr 17
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Slika 3. Prikaz lokacije TRPV1 gena (obeleZzeno crvenom bojom) na hromozomu 17.

(Preuzeto sa sajta www.genecards.org)
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Kanali tranzitornog receptorskog potencijala, podfamilija V (TRPV) se jo$
nazivaju i1 vaniloidni receptori. U njih se svrstavaju 6 razlic¢itih kanala (TRPVI1-
TRPV6). TRPV1-TRPV4 funkcioniSu kao polimodalni hemosenzori Sirokog spektra
endogenih i sintetickih liganda. Kanal tranzitornog receptorskog potencijala,
podfamilija V, ¢lan 1 (TRPVI1) je najpoznatiji ¢lan TRPV familije predominanto
eksprimiran u mozgu, i kontrolise razne funkcije neurona i glija, ukljucujuci razvojne i
homeostatske funkcije mozga, kao Sto su termoregulacija i sinapticka transmisija (91).
On je kodiran od strane TRPV1 gena. TRPV1 kanal je neselektivani katjonski kanal,
koji moze biti aktiviran od strane razli¢itih hemijskih i fizickih stimulusa. Aktiviraju ga
odredeni endogeni molekuli, kao §to je anadamin (endokanabinoid) (92-95), kiseli
rastvori (pH <6,5), produkti inflamacije, kapsaicin iz ¢ili papricica, azot oksid (NO),
oksidativni stres (96), hidrogen peroksid i temeperatura (>42°C) (93).

TRPV1 kanal je izolovan 1997. godine iz noniceptora pacova koji su stimulisani
kapsaicinom i temperaturom (92). Studije koje su usledile su potvrdile teoriju o
postojanju kapsaicinskog receptora i utvrdena su specificna vezuju¢a mesta za vaniloid
(97). Pocetnom devedesetih Bevan 1 saradni su otkrili kapsazepin kao prvog
kapsaicinskog antagonistu (92). Sve ove studije su pruzile odli¢énu osnovu za dalju
preciznu identifikaciju ovih receptora. Tokom 2000. godine Hayes i saradnici su
klonirali i identifikovali TRPV1 gen kod ljudi (92).

Strukturu TRPV1 kanala ¢ini 6 transmembranskin domena (TM) sa
intracelularnim amino (N) i karbokslnim (C) krajevima i region pore koji se nalazi
izmedu TM 5 1 TM 6, na kojima se nalaze mesta koja su vazna za aktivaciju i
selektivnost kanala (Slika 4). Na N- i C- krajevima nalaze se domeni koji regulisu
osetljivost zidova TRPV1 kanala. Na N-kraju nalazi se najmanje tri ankirin
ponavljaju¢a segmenta (98) koja imaju vaznu ulogu u funkcionisanju kanala (92). U
TRPV1 kanalu pod uticajem visoke temperature dolazi do konformacionih promena
koji utiCu na njegovu permeabinost, i dovode do njegovog otvaranja. U normalnim
okolnostima samo temperatura preko 42 °C aktivira TRPV1 kanale, medutim, ovaj prag
se smanjuje na 35-37°C nakon acidifikacije medijuma (99). Ovaj fenomen je veoma
vazan tokom inflamacije, jer inflamacija drasticno smanjuje pH (do pH 6.4) i brzo

aktivira TRPV1.
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Slika 4. Struktura TRPV1 kanala (preuzeto iz knjige Neurobiology of TRP Channels.
2nd edition. Leon D. Islas 2017).

Otkrivanje TRPV kanala doprinelo je shvatanju molekularnih mehanizama
epilepsije. Poznato je da neurotransmiter glutamat igra vaznu ulogu u etiologiji
epilepsije. Dokazano je da aktivnost TRPV1 kanala poveéava oslobadanje glutamata i
signalizaciju posredovanu glutamatom kod ljudi i eksperimentalnih Zivotinja (100,101).
Tako se produzava trajanje postsinapticke stimulacije aktivacijom TRPV1 kanala u
glutaminergickim sinapsama (102). Upravo zbog toga TRPV1 moze biti potencijana
meta u regulisanju neuronske aktivnosti u epilepsiji (103).

Nasuprot brojnim istrazivanjima u ulozi TRPV1 kanala u nastanku epilepsije, do
sada se veoma mali broj istrazivanja bavio ulogom TRPV1 kanala u nastanku FN (104-
106). Ove studije su pokazale vezu izmedu TRPVI1 kanala i pojave FN na
eksperimentalnim modelima, medutim, sli¢na istrazivanja u humanoj populaciji nisu do
sada radena (104-106). Utvrdeno je da antagonosti TRPV1 kanala u zrelim neuronima
imaju antikonvulzivni efekat, dok TRPV1 agonisti u nezrelim neuronima animalnih

modela imaju pro-konvulzivni efekat (104-106).
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Pored toga TRPV1 kanal je ukljucen u regulaciju respiratornog odgovora na
povisenu temperature koja ukljucuje hipotalamus i srednji mozak (107,108), karotidni
sinus i X kranijalni nerv (n. vagus) (105). Nedavna studija na Zivotinjama je pokazala
da vagalna aktivacija TRPV1 kanala ima pro-konvulzivne efekte, u uslovima alkaloze
koja je posledica hiperventilacije uzrokovane povisenom temperaturom (109).

Zanimljivo je da aktivacija TRPV1 uti¢e na smanjenje produkcije pro-
inflamatornih citokina (IL-1B, IL-6, TNF-a i HMGBI) u hipokampusu i korteksu
misSeva (109).

Dosadasnja istrazivanja koja su istrazivala ulogu TRPV1 kanala u nastanku FN
su opisala razli¢ite moguce patofizioloSke mehanizme nastanka FN (102-106), a koji su
posledica uloge TRPV1 kanala u brojnim fizioloskim mehanizmima, medu kojima je
ekscitabilnosti mozga, inflamacija i termosenzibilnosti.

Uoceno je da hipokampus i korteks pacijenata sa mezijalnom temporalnom
sklerozom (MTS) imaju veéi nivo ekpresije TRPV1 (109).

Do sada je opisano oko 150 SNP polimorfizama u humanom TRPV1 genu (90).
Podaci dobijeni transfekcijom HEK ¢elija sa DNK ljudi sa humanim SNP su pokazala
da neki od njih uti¢u na funkcionalana svojstva TRPV1 kanala (110). SNP rs222747 je
lokalizovan u regionu ponavljaju¢eg domena ankirina (Slika 4). Ovaj polimorfizam ima
dve alelne varijante C i G koje se javljaju u Evropskoj populaciji sa ucestalos¢u 24,7% i
75,3%. Alel G ovog polimorfizma uti¢e na povecanu ekspresiju TRPV1 gena, tako da bi
osobe koje imaju ovu varijantu trebalo bi da poseduju ve¢u funkcionalnost ovog kanala
(110). Istrazivanja Morija i saradnika 2012. su pokazala ulogu ovog polimorfizma u
regulaciji kortikalne ekcitabilnosti kod ljudi (111). Homozigoti za G alel ovog
polimorfizma imaju povefanu sinapticku transmisiju glutamata i povecanu
ekscitabilnost neurona (111). Alel C se dovodi u vezu sa vefim maksimalnim
odgovorom na agoniste kaspaicin i anadamin (110). Uocena je asocijacija polimorfizma
rs222747 TRPV1 gena sa neZeljenim odgovorom na terapiju interferonom kod
pacijenata sa multiplom sklerozom (112), sa bolnim stanjima (113), i sa smanjenjem
odgovora krvnog pritiska na staticke vezbe (114).

Sve ovo ukazuje na to da promene u TRPV1 genu koje uti¢u na povecanu
funkciju kanala mogu predsavljati predispoziciju za ispoljavanje FN. Kako je za

polimorfizam rs222747 dokazano da doprinosi povecanoj funkciji kanala u humanoj
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populaciji, zeleli smo da ispitamo njegovu ulogu kod dece sa FN. Ovo je prvo

istrazivanje polimorfizma rs222747 kod dece sa FN.

1.1.6. FAKTORI RIZIKA ZA POJAVU FEBRILNIH NAPADA

U literaturi se pominju vise faktora rizika za pojavu prvog FN. Pozitivna
porodi¢na anamneza FN kod blizih srodnika predstavlja jedan od najvaznijih faktora
rizika. Drugi opisani faktori rizika su visoka temperatura (Sto je veca temperatura veci
je i rizik) (115-118), postojece kasnjenje u psihomotornom razvoju, boravak u
kolektivima i neonatalna nega duza od 28 dana (115).

Faktori rizika za recidive FN su:

1. pojava prvog FN u ranom uzrastu (prva godina zivota);
2. javljanje prvog FN tokom nize febrilnosti,

3. FN kod ¢lanova uze porodice;

4. Epilepsija kod ¢lanova uZe porodice;

5. Kompleksni karakter prvog FN (115).

Rizik za pojavu recidiva FN kreée se od 30 do 40% (15). Oko 10% dece sa FN
koja nemaju faktore rizika imaju rekurentne FN, dok verovatnoéa pojave ponovnog
napada raste kod dece sa fakorima rizika (lili 2 fakora rizika, povecavaju za 25-50%
rizik za pojavu recidiva; 3 ili viSe faktora rizika, povecavaju za 50-100% rizik za pojavu
recidiva) (118).

1.1.7. RAZVOJ EPILEPSIJE NAKON FEBRILNOG NAPADA | DRUGE
KOMPLIKACIJE

Zbog dramati¢ne klinicke slike FN su Cesto uzrok anksioznosti i zabrinutosti
roditelja (119). Febrilni napadi mogu izazvati nepotrebnu paniku kod roditelja, koji
mogu biti pod utiskom da im dete moze umreti tokom napada i1 da je oStecenje mozga
neizbezno u sluc¢aju da ono prezivi (120,121).

Medutim FN predstavljaju benigni poremecaj i veoma retko se javljaju kod dece
starije od 5 godina. Podaci iz literature pokazuju da vecina dece sa FN ima odli¢nu

prognozu, i da mali procenat dece razvija dugoroc¢ne posledice. Deca sa JFN imaju
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zanemarljivo veci rizik od pojave epilepsije (1%) u odnosu na opstu populaciju (0.5%)
(122). Medutim, novije retrospektivno istrazivanje koje ukljucivalo preko 7500 dece sa
FN i 30000 dece bez FN, pokazalo je da je pojava epilepsije u populaciji dece sa FN
¢esc¢a za 11.4 puta u odnosu na ucestalost u zdravoj populaciji (123). Rizik za nastanak
epilepsije kod dece sa SFN je veci i iznosi 4-6%, u zavisnosti od broja rekurentnih FN
(123,124).

Epidemioloske studije su opisale faktore rizika za pojavu epilepsije posle FN:
a) abnormalni neuroloski i razvojni status pre prvog FN, b) pojava afebrilnih napada u
porodici i ¢) kompleksni karakter FN (125-128).

Istrazivanja na ljudima i Zivotinjama su pokazala da su FN kratkog trajanja
benigni. Medutim, da li produzeni FN i febrilni epilepticki status dovodi do razvoja
epilepsije i dalje je nejasno. Generalno, prospektivne epidemioloske studije daju malo
dokaza u prilog uloge FN u epileptogenezi (129), medutim u studijama koje su pacijente
sa FN pratile duzi vremenski period ishod epilepsije je ucestaliji (129). Veliku
ucestalost osoba sa TLE koje su u svojoj istoriji bolesti imali pojavu SFN-s, ukazuje na
potencijalni doprinos FN epileptogenezi. Studije na animalnim modelima pruzaju
mogucnost da se bolje razjasne navedeni podaci koji nisu potpuno dosledni.

U studiji na animalnim modelima uoceno je da je 30% Zzivotinja koje su imale
produzene FN razvile TLE, a interiktalna praznjenja su primecena kod 88,2% Zivotinja
(129). Nasuprot tome, kod modela kod kojih su spreceni napadi nisu uocene nikakve
EEG abnormalnosti. Ovi nalazi podrzavaju epileptogenu prirodu FN. Mehanizam
pomocu kojeg status epileptikus ili produzeni FN doprinosi razvoju epilepsije nije
poznat (129).

Epilepsija se javljaju kod 13-25% dece sa svim tipovima FN (130). Medutim,
retrosprektivne studije su pokazale da preko 70% pacijenata koji imaju epilepsiju
temporalnog reznja (TLE), koja predstavlja formu veoma komplikovane epilepsije ¢esto
rezistentne na farmakoloSku terapiju, u svojoj anamnezi imaju pojavu produZenih
febrilnih napada (131-133). Febrilni napadi, pogotovo rekurentni i produzeni mogu
izazvati trajne promene u ravnoteZi ekscitatornih 1 inhibitorni odgovora u
hipokampalnim neuronskim krugovima, kao i mezijalnu temporalnu sklerozu, §to moze
dovesti do epileptogeneze nakon FN (131-133).

Encefalopatija je retka komplikacija FN. Skorija istrazivanja ukazuju na to da
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odredene promene u SCN1 genu mogu predisponirati decu za pojavu produzenih FN
(mutacija u genu za natrijumske kanale SCN1a i 2a) (133).

Produzeni FN mogu uzrokovati poremec¢aj maturacije bele mase mozga, §to
uti¢e na da njenu neuroplasti¢nost i mikrostukturalnu reorganizaciju (134). Generalno se
smatra da deca sa JFN nisu u pove¢anom riziku za kasniji razvoj neuroloskog deficita,

niti je poremecéen razvoj inteligencije i kognitivnih funkcija kod te dece (135,136).

Nekoliko studija ukljuc¢uju¢i i meta analize su pokazale kontradiktorne podatke
u vezi profilaktiCke primene antiepileptika (137-139). Profilakticka primena
antiepileptika se koristi samo u slucaju rekurentnih FN koji su se javili u kratkom
vremenskom roku (3 ili viSe napada u toku 6 meseci, 4 ili vise napada u toku godinu
dana) i kod FN koji su trajali duze od 15 min (122). Rektalna upotreba Diazepama

predstavalja prvi izbor terapije (nivo dokaza I) (137).

1.2. POPULACIONO-GENETICKA ISTRAZIVANJA

Homozigot ili homozigotnost podrazumeva prisustvo istih genskih alela na paru
homologih hromozoma. U slucaju prisustva razli¢itih alela, genotip je oznafen kao
heterozigot (140).

Dominatno-recesivno nasledivanje se odnosi na interakciju alela jednog gena,
pri ¢emu preovladava osobina jednog alela nad drugim, odnosno dominantni alel se
ispoljava u fenotipu i u homozigotnom ili heterozigotnom stanju, a recesivni alel samo

kod recesivnog homozigota (141).

Za relativno mali broj biohemijskih karakteristika je poznato mesto gena &iji
aleli kodiraju specifi¢ne procese. Upravo zbog toga utvrditi geneticku homozigotnost u
humanoj populaciji nije ni malo jednostavan zadatak. Za odreden broj morfo-fizioloskih
osobina koje su kontrolisane od strane jednog ili veoma malog broja gena, utvrdeno je
da se ispoljavaju kao kvalitativne fenotipske katakteristike, na osnovu njihovog
nasledivanja i tipa varijabilnosti. Treba ista¢i da regulatorni geni mogu imati uticaja na

ekspresiju ovih osobina (141,142).
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Da bi se odredio stepen geneticke homozigotnosti razli¢itih parova hromozoma
koji nose odgovarajuce grupe gena bitno je identifikovati prisustvo izvesnog broja

morfo-fizioloskih karakteristika u homozigotno-recesivnom obliku (143).

Distribucija 1 nacin nasledivanja osobina koje se nasleduju autozomno-
dominantno su opisani u istrazivanjima iz oblasti populacione genetike. Studije koje su
proucavale zastupljenost i raspodelu brojnih, jasno ispoljenih recesivnih osobina
pokazale su signifikantne razlike u prisustvu ovih osobina kod razli¢itih grupa
ispitanika, kako unutar populacije, tako i medu razli¢itim populacijama (143-147).
Populaciono-geneti¢ke studije koje su do sada radene utvrdile su prisustvo uvecane
recesivne homozigotnosti i smanjene varijabilnosti za testirane genske lokuse u
razli¢itim grupama bolesnika: mozdani udar, balkanska endemska nefropatija,
kardiovaskularne bolesti, dijabetes, tuberkuloza pluéa, kao i alkoholicara (148-151).

Do sada u pedijatrijskoj populaciji istrazivanja radena kod dece sa spinalnim
disrafizmom 1 razvojnim poremecajima kuka su takode pokazala uvecanu recesivnu
homozigotnost, kao i da je uvecan stepen geneticke homozigotnosti u korelaciji sa

ozbiljnijim stepenom izrazenosti bolesti (152-157).

Razlike u stepenu geneticke homozigotnosti su primecene 1 medu razliitim
grupama zdravih ispitanika koji pokazuju odredene talente i sklonosti (143,158,159).
Umanjen stepen recesivne homozigotnosti 1 uve¢ana varijabilnost koja je identifikovana u
ovim grupama ispitanika dovodi organizam u specificno stanje geneticko-fizioloske
homeostaze koje bi moglo predstavljati izvesnu predispoziciju za njihovo ispoljavanje
(158,159).

Najnovija istrazivanja kod pacijenta sa ishemi¢nim mozdanim udarom i
koronarnim arterijskim bolestima su utvrdila smanjenu varijabilnost i uvec¢anu recesivnu
homozigotnost u odnosu na kontrolnu grupu (148,150,151). Rezultati navedenih
istrazivanja upucuju na to da uveéana recesivna homozigotnost verovatno podrazumeva i
uvecanje genetickih optere¢enja §to bi moglo predstavljati vid predispozicije za lakSe
ispoljavanje bolesti.

Obzirom da su FN geneticki determinisani i imajué¢i u umu rezultate prethodih

istazivanja, pretpostavljeno je da bi uvecan stepen geneti¢ke homozigotnosti i smanjena
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varijabilnost u grupi dece sa FN takode mogla predstavljati vid predispozicije za lakse
ispoljavanje ovog stanja tj. mogu biti u korelaciji sa pojavom FN.
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2. CILJEVI RADA

Ciljevi ovog istrazivanja bili su slede¢i:

1. Ustanoviti frekvencu javljanja jednostavnih febrilnih napada (JFN) i slozenih
febrilnih napada (SFN) u ispitivanoj grupi dece sa FN;

2. Odrediti ucestalosti alela i genotipova rs2297201 polimorfizma KCC2 (SLC12A5)
gena i rs222747 polimorfizma TRPV1 gena u grupi osoba sa FN i kontrolnoj grupi, kao
i da se ispita da li postoji razlika u ucestalosti alela i genotipova polimorfizama datih
gena izmedu ispitanika sa i bez FN, kao i izmedu dece sa JFN i SFN;

3. Utvrditi stepen geneticke homozigotnosti i varijabilnosti kod ispitanika sa FN i
kontrolne grupe, kao i korelaciju stepena genetiCke homozigotnosti i varijabilnosti

izmedu ispitanika sa JFN 1 SFN.
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3.MATERIJAL | METODE

3.1. DIZAJN STUDIJE | SELEKCIJA ISPITANIKA

Istrazivanje je sprovedeno kao randomizovana studija preseka u periodu od 1.
marta 2014. do 31. decembra 2017. godine na Univerzitetskoj decijoj klinici u
Beogradu. Molekularno-geneticka ispitiva nja uradena su u laboratoriji Instituta za
humanu genetiku Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu. Studija je planirana u
skladu sa etickim standardima datim u HelsinSkoj deklaraciji (revidirana verzija iz
1983. godine). Istrazivanje je odobreno od strane Etickog komiteta Medicinskog
fakulteta Univerziteta u Beogradu.

U studiju je bilo uklju¢eno 150 pacijenata sa dijagnostikovanim FN, uzrasta od 1
do 16 godina hospitalizovanih ili leenih ambulantno u Univerzitetskoj decijoj klinici u
Beogradu. Za svakog pacijenta dijagnoza FN je postavljena na osnovu definicije ILAE
(11). Glavni kriterijum za uklju¢ivanje u studiju je bila pojava FN bez prethodne pojave
afebrilnog napada.

I Pacijenti su na osnovu tipa FN, a prema definiciji ILAE podeljeni u dve
grupe (11):

1. Grupa pacijenata sa jednostavnim febrilnim napadom (JFN) (N=98)
2. Grupa pacijenata sa slozenim febrilnim napadom (SFN) (N=52)

Kod 26 pacijenata pored pojave FN postojala je i dijagnoza epilepsije.
Dijagnoza epilepsije je postavljena na osnovu pojave najmanje dva afebrilna napada
(izuzimajucéi pojavu jednog afebrilnog napada i neonatalnih napada) praceni specifi¢nim
EEG epileptiformnim promenama. Pacijenti sa dokazanom intrakranijalnom infekcijom
ili metabolickim disbalansom, kao i pacijenti sa nepotpunim podacima su iskljuceni iz

studije.

Il Na osnovu prisustva epilepsije pacijenti su podeljeni u dve grupe:
1. Grupa pacijenata sa epilepsijom (N=26)
2. Grupa pacijenata bez epilepsije (N=124)
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Svaki ispitanik tj. njihov roditelj/staratelj je dao pismeni pristanak za ucesée u
studiji, predhodno odobren od strane Etickog komiteta Medicinskog fakulteta
Univerziteta u Beogradu. Kontrolnu grupu ¢inilo je 121 ispitanik stariji od 5 godina.
Kontrolna grupa je birana uz pomo¢ racunara metodom slucajnih brojeva iz evidencije
kartona predskolskih i $kolskih dispanzera sa teritorije Beograda, iz grupe dece koja u
svojoj anamnezi nisu imali pojavu febrilnih i afebrilnih napada. Ispitanici u kontrolnoj
grupi su bili sli¢ne polne distribucije, poticali su iz iste sredine i bili su sli¢nih socijalno-
epidemioloskih karakteristika, kao 1 pacijenti koji su bili ukljuceni u ispitivanje. Oboleli
ispitanici i pojedinci iz kontrolne grupe predstavljaju pripadnike iste populacije (Srpska

populacija).

Svi relevantni anamnesticki podaci su se Koristile iz istorija bolesti ili
ambulantnih kartona pacijenata. Nakon neuroloskog pregleda ispitanicima je direktnim
posmatranjem utvrdeno prisustvo homozigotno-recesivnih osobina (HRO) prema HRO
testu (152,154) i uziman im je uzorak krvi ili bris bukalne sluznice u cilju izolacije
DNK. Molekularno-geneti¢ke analize su uradene kod 229 dece (112 dece sa FN-ma i

117 ispitanika u kontrolnoj grupi).

3.2. MOLEKULARNO-GENETICKA ISTRAZIVANJA
3.2.1. IZOLACIJA DNK

U studiji je koris¢ ena DNK pacijenata izolovana iz leukocita periferne krvi i

bukalne sluznice.
3.2.1.1. IZOLACIJA DNK 1Z PERIFERNE KRVI

Iz leukocita periferne krvi DNK je izolovana metodom isoljavanja (engl. salting
out), prema Milleru i saradnicima (158). Hemijski sastav pufera koriscenih pri izol aciji

DNK prikazan je u tabeli 1.

Uzorak krvi od 5 ml sa antikoagulansom  (natrijum-citrat,

etilendiamintetraacetatna kiselina - EDTA) mesa se sa istom koli¢inom pufera za lizu

nakon Cega se 15 do 20 minuta drzi na temperaturi od +4 C. Zatim se centrifugura 15
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minuta na 2000 rpm. Supernatant se odbacuje, a talog se resuspenduje u 5 do 10 ml
fizioloskog pufera. Uzorak se ponovo centrifugira 15 minuta na 2000 rpm. Postupak se
ponavlja dok talog ne pobeli. Posle poslednjeg ispiranja supernatant se odbacuje, a
talogu se dodaje 3 ml pufera A, 30 ul 10% proteinaze K 1 200 pl 10% SDS (natrijum-

dodecisulfat). Uzorak se temeljno resuspenduje i inkubira tokom noci na 37OC.
Sledeceg dana se dodaje 1 ml 6M NaCl, energi¢no promucka i centrifugira na 3000 rpm
15 minuta. Supernatant se prenosi u Ciste epruvete i centrifugira na 4000 rpm 15 minuta.
Nakon toga, u Cistu graduisanu epruvetu se preliva supernatant U Koji se dodaje ista
zapremina izopropanola. Blagim muckanjem, izdvaja se kon¢i¢ DNK beli¢aste boje .
Konci¢ se pazljivo pokupi staklenim $tapicem i potapa u 70% etanol tokom 30 sekundi.
DNK se na staklenom $tapicu susi na vazduhu i potom se rastvarau 300 ul destilovane

vode (160).

Tabela 1. Sastav pufera koriscenih za izolaciju DNK metodom isoljavanja.

Pufer za lizu* Fizioloski pufer Pufer A TE pufer

0.32M saharoza 0,075 M NaCl 10mM TRISHCI”A 10 mM TRIS HCI*
10 mM TRIS 0,025M EDTA pH8 400 ml NaCl 1ImM EDTA
HCIN

1% TRITON x 100 2mM EDTA

5 mM MgCI2

[
*autoklavirati i Cuvati na temperaturi od +4 C; ~ pH 7.5

Koncentracija DNK merena je spektrofotometrom na 260 nm, a Cistoca uzorka

odredivana je na osnovu apsorbance na 260 1 280 nm.

3.2.2 IZOLACIJA DNK-a 1Z BUKALNE SLUZNICE
Za izolaciju DNK iz bukalne sluznice koristili smo fenol-hloroform metodu
izolacije. Brisevi bukalne sluznice se dobro osuse. Pazljivo se makazama skine §to veci

deo vate sa briseva i stavi u plasticne epruvete sa poklopcima i doda 280ul TNS pufera i
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20ul proteinaze K. Uzorak se spusti na dno epruvete, a nakon toga se ostavi u vodenom
kupatilu na 56°C tokom noci.

Sutradan se uzorci centrifugiraju na 4000 rpm 30 sekundi. Potom se vata uzme
pincetom i ocedi o zidove epruvete i prebaci u probusenu epruvetu od 0,5ml. Ovu
epruvetu stavljamo u vecu epruvetu od 2ml. Ponovo centrifugiramo na 4000 rpm 1
minut, vadimo manju epruvetu od 0,5ml i u oborenu tecnost u vecoj epruveti dodajemo
300ul suspenzije fenol:hloroform:izoamil alkohol u odnosu 25:24:1. Obrtanjem
epruvete izmeSamo njen sadrzaj. Centrifugiramo na 4000 rpm 7 minuta. U dobijeni
supernatantu  dodamo 300ul rastvora hloroform:izoamil alkohol u odnosu 24:1.
Centrifugira se ponovo 7 minuta, nakon ¢ega gornju fazu prebacimo u novu epruvetu.
Na kraju se doda 30ml 3 MNaCl i 600ul u apsolutnog etanola sa leda, pomesa se i

ostavi se na ledu tokom noci.

Treéi dan se centrifugiraju uzorci na 15000 obrtaja 30 minuta. Odlije se alkohol,
a uzorak se ispira 70% etanolom. Uzorci se suSe u termostatu dva sata na 37°C. Potom

se doda 50l destilovane vode i ostavi da se rastvara preko noci.
Za detekciju polimorfizma primenili smo reakciju lan¢ane polimerizacije (PCR).

3.2.3. METODA PCR U REALNOM VREMENU (Real time PCR)

Za odredivanje genotipova analiziranih polimorfizama koristi se vise metoda,
medu kojima je i PCR u realnom vremenu (real time PCR) sa primenom TagMan eseja.
Poznat je i pod nazivom kvantitativni PCR. Ova metoda je nastala modifikacijom
konvencionalnog PCR-a, tako da se dinamika umonozavanja DNK fragmenta meri u
realnom vremenu nakon svakog ciklusa reakcije. Tokom ove reakcije pored prajmera,
koristi se i alel specificne oligonukleotidne probe koje su na 5 kraju obelezene
odredenim fuorescentnim bojama (reporter boje npr. VIC i FAM), dok se na 3' kraju
nalazi prigusiva¢ (quencher) Cija je uloga blokiranje emisije fluorescencije. Jedna od
proba se po principu komplementarnosti vezuje se za ciljanu sekvencu DNK u fazi
vezivanja prajmera. Tokom PCR reakcije do uklanjanja probe dolazi kada Taq
polimeraza dodaje nove nukleotide pomoc¢u 5'-3' egzonukleazom aktivnosti enzima.

Prvo dolazi do odvajanja 5'nukleotid sa reporterskom bojom usled udaljavanja
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prigusivaca i fluoresciranja ove boje Sto aparat za real time PCR registruje. Intenzitet
fluorescencije raste tokom svakog ciklusa i omoguéava nam pracenje dinamike reakcije

u realnom vremenu (Slika 5).

Nakon zavrSetka PCR reakcije, povecanje fluorescencije obe boje ukazuje na
heterozigotnost ispitivanog alela. Povecanje fluorescencije samo jedne boje ukazuje na
homozigotno stanje. Prednost real time PCR-a je mogucnost istovremene analize
velikog broja uzoraka, kao i to $to se kompletna analiza odvija u jednoj reakcionoj tubi.

Rezultati reakcije se obraduju u odgovaraju¢em programu i tabelarno prikazuju.

-,
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Slika 5. Faze real time PCR reakcije (pruzeto sa sajta www.bitesizebio.com)

26



3.24. ANALIZA rs2297201 POLIMORFIZMA  KCC2 i  rs222747
POLIMORFIZMA TRPV1 GENA

Analiza i detekcija polimorfizama KCC2 i TRPV1 gena u genomu pacijenata sa
FN izvrsena je TagMan metodom koriS¢enjem komercijalno dostupnih smesa
oligonukleotida, #C 16186074 10 za rs2297201 polimorfizam KCC2 gena i
#C 1093688 20 za rs222747 polimorfizam TRPV1 gena (Thermo Fisher Scientific,
Walthman, MA, SAD). Amplifikacija fragmenata DNK Real-time PCR metodom
uradena je pomoc¢u navedenih smesa komercijalnih oligonukleotida i Maxima™ Probe
gPCR 2X Master Mix, (Fermentas, Vilnius, Litvanija) prate¢i preporuke proizvodaca
reagensa. Amplifikacija je vrSena u optickim plo¢ama sa PCR, 8 x 12 bunarcica
(Thermo Fisher Scientific, Walthman, MA, SAD), u koje su sipane reakcione smeSe 0d
kojih je svaka sadrzala 5 pl 2 x Real Master Mix, (Fermentas, Vilnius, Litvanija), 0.25
pl komercijalne smese oligonukleotida za detekciju nevedenih polimorfizama i 4.75 pl
ispitivanog DNK uzorka (4ng/ul). Ploce su zatim zatvarane lepljenjem opti¢kog filma
(Thermo Fisher Scientific, Walthman, MA, SAD) i smestene u termoblok Realplex2
PCR aparata (Eppendorf, Hamburg, SR Nemacka). Plo¢e su pre amplifikacije
inkubirane u termobloku 4 minuta na 95 °C kako bi se aktivirala DNK polimeraza.
Temperaturni profil amplifikacije je bio 95°C 15 sekundi, zatim 60°C 1 minut sa 39
ponavljanja. Fluorescencija je merena u svakom ciklusu na 60°C. Nakon zavrSene
amplifikacije odredivani su aleli pomoc¢u Realplex 2.0 softvera uz ru¢no podeSavanje
linije praga detekcije.

Kod analize polimorfizama KCC2 gena VIC boja odgovarala je alelu C, a je
FAM boja odgovarala alelu T, dok je kod polimorfizma TRPV1 gena VIC boja
odgovarala alelu C, a FAM boja alelu G.
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3.3. UTVRPIVANJE STEPENA GENETICKE HOMOZIGOTNOSTI I
VARIJABILNOSTI (HRO-TEST)

Koris¢enjem originalnog HRO-testa kao metode, autora akademika Dragoslava
Marinkoviéa i profesorke Suzane Cvjeticanin (143), u nasem istrazivanju utvrdivali smo
nivo geneticke homozigotnosti i varijabilnosti kod pacijenata sa FN i u kontrolnom
uzorku ,,zdrave” dece.

Popunjavanje HRO testa je podrazumevalo notiranje prisustva 20 homozigotno-
recesivnih osobina (HRO). HRO su kvalitativne spoljasnje osobine koje ispitivac¢ belezi
tokom pregleda od kojih je 10 osobina u regionu glave, a ostatak vezan za gornje
ekstremitete (Tabela 2). HRO testom se odreduje procenat homozigotno-recesivnih
osobina kod pojedinca koji moze ukazati na eventualno prisustvo genetickih
optere¢enja, a koja uti¢u na kapacitet razvoja, uz moguénost da oni koji pripadaju
ekstremnim varijantama mogu imati sklonosti za pojavu specifitnih svojstava

ukljucujuéi povecanu ili smanjenu otpornost na pojavu odredenih bolesti (143).

Na osnovu prisustva kvalitativnih HRO mozemo utvrditi da li je u pitanju
prevalencija heterozigotnih ili homozigotnih lokusa na razli¢itim hromozomima
humanog kariotipa. Utvrdeni broj HRO nam omogucéava da utvrdimo stepen gensko-
hromozomske homozigotnosti. Stepen gensko-hromozomske homozigotnosti ispoljava,

kako individualnu tako i grupnu varijabilnost (143-159).

Neke HRO u regionu glave su: plave o¢i (genska lokacija 15q12, 15q13, OMIM
227220; 5p13 OMIM 227240; 14932.1, OMIM 210750; 9923 OMIM 612271), vezan
usni rezanj (Online Mendelian Inheritance in Man broj 128900), ravan skalp (OMIM
broj 194000), dva cveta u kosi, obrnuta orijentacija kose u cvetu (OMIM broj 139400),
prava (1921.3, OMIM 139450), meka, plava kosa (lokacija gena 15912, 15q13, OMIM
227220; 14932.1, OMIM 210750; 12g21.3, OMIM 611664; 11913.3, OMIM 612267),
daltonizam (genska lokacija Xg28, OMIM broj 303800) i nesposobnost poprecnog i
uzduznog savijanja jezika (OMIM broj 189300).  Recesivne o0sobine prisutne na
ekstremitetima su: kaziprst duzi ili kra¢i od cetvrtog prsta (OMIM broj 136100),
proksimalna i distalna hiperekstenzibilnost palca, na¢in preklapanja Saka (OMIM broj

139800), levorukost (lokacija gena 2p12-g22, OMIM broj 139900) itd (90).
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Tabela 2. Test homozigotno recesivnih osobina (HRO-test)

HRO-test

. Svetla kosa

. Prava kosa

. Dva cveta u kosi

. Meka kosa

1
2
3
4. Obratan cvet u kosi
3)
6

. Ravan skalp

7. Vezan usni rezanj

8. Uho bez Darvinove kvrge

9. Plave o¢i

10. Slepilo za boje

11. Govorne mane

12. Nesposobnost popre¢nog savijanja jezika

13. Nesposobnost uzduznog savijanja jezika

14. Desni palac preko levog

15. Palac pod uglom ve¢im od 45°

16. Ubacivanje palca u zglobu

17. Hiperekstenzibilnost palca

18. Tri tetive u korenu Sake

19. Levorukost

20. Kaziprst duzi od 4 prsta kod muskog pola,

obratno kod zenskog pola

Prilikom prikupljanja podataka ispitivanje je obavljala ista osoba, radi $to vece
objektivnosti. Recesivnim osobinama smatrane su samo ekstremnno izrazeni fenotipovi
(izuzetno meka i prava kosa, izrazito plava kosa i plave oci, izrazita hiperekstenzibilnost
zglobova i sl.). Peudohromatska tablica (Ishiaras Tests for Color-Blidenes) je koris¢ena
za utvrdivanje sposobnosti razlikovanja boja (163).
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3.4. STATISTICKA ANALIZA

U okviru deskriptivne statistike koriS¢eni su: grupisanje, tabeliranje, graficko
prikazivanje i poredenje (kruzni, stubiCasti i linijski dijagram), relativni brojevi
(pokazatelji strukture - %), mere centralne tendencije (aritmeticka sredina - X ,
medijana - med, mod - mod), mere varijabiliteta (interval varijacije - I, standardna
devijacija - sd, koeficijent varijacije - V, standardna greska - SE). Od metoda analiticke
(inferencijalne) statistike u radu su nasli primenu Kolmogorov-Smirnov metod (ZKS),
te test (t), hi-kvadrat test (x°) kao test slaganja i tablice kontigencije, jednofaktorska
analiza varijanse (F).

Statisticka obrada je izvrSena u programu IBM SPSS Statistics 20.
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4. REZULTATI

U nas8u studiju je bilo uklju¢eno 271 ispitanik, od kojih je 135 (49.8%) ispitanika
bilo muskog, a 136 (50.2%) Zenskog pola (Grafikon 2).

Grafikon 2. Ucestalost ispitanika po polu

devojcice decaci
50.2% 49.8%

Ucestalost ispitanika po polu se statisticki znacajno ne razlikuje u odnosu na
opsStu populaciju (¥*=0.135; p=0.713) (Muskarci = 48.7%, Zene = 51.3% na osnovu
procene stanovniStva u R. Srbiji za 2014. godinu — prema podacima Instituta za Javno
zdravlje Srbije dr Milan Jovanovi¢ Batut).

Ispitanici su bili podeljeni u dve grupe: grupu dece sa FN (150, odnosno 55.4%)
I kontrolnu grupu — zdravi ispitanici (121, odnosno 44.6%) (Grafikon 3).
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Grafikon 3. Ucestalost dece sa FN i zdrave dece (kontrola)
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U grupi dece sa FN bio je jednak broj decaka i devojCica (po 75 ispitanika, tj.
50%), dok je u kontrolnoj grupi bilo 60 decaka (49.6%) i 61 devojéica (50.4%)

(Grafikon 4).

Grafikon 4. Ucestalost ispitanika po polu u grupi dece sa febrilnim napadima i

kontrolnoj grupi
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Najmladi ispitanik u grupi dece sa FN imao je 7 meseci, a najstariji 16 godina.

Prose¢na starost dece sa FN bila je 7.038+4.29 godina. Medijana (srednja vrednost)

godina starosti dece sa FN je med=6.000 godina, a mod (naj¢es¢a vrednost) godina

starosti mod=4.000 godine.

32



Deca su prvi FN dobijala izmedu 5 i 61 meseca starosti. Prosecna starost dece u
momentu javljanja prve konvulzije bila je 19.97+10.85 meseci. Srednja vrednost uzrasta
dece sa prvom konvulzijom je 17.50 meseci (med=17.50). Prvu konvulziju deca su

najéescée dobijala u uzrastu od 18 meseci (mod=18).

Broj FN Kkoji su deca imala je tokom perioda ispitivanja bio je razli¢it. Sa
porastom broja FN ucestalost dece se smanjuje. Nasi ispitanici (N=150) imali su izmedu
jednog i sedam FN (Grafikon 5). Najve¢i broj dece imao je samo jedan FN (75, odnosno
50.0%), a zatim dva (44, odnosno 29.3%). Dalje, sa pove¢anjem broja napada ucestalost
dece se naglo smanjuje. Tri FN imalo je 15 dece (10.0%), a Cetiri 10 dece (6.7%). Sa pet
FN bilo je dvoje dece (1.3%), sa Sest troje (2.0%), a sedam je imalo svega jedno dete
(0.7%) (Grafikon 5).

Grafikon 5. Ucestalost dece prema broju FN

80
70 A
60 -
2 50 1
[&]
& 40 A
>
X
o 30 A1
20 A
]
0 - - - - . - | s | - | — |
1 2 3 4 5 6 7
Broj febrilnih napada

Medutim, broj dece sa jednim FN (75, odnosno 50%) jednak je broju dece koja

su imala dva ili vise FN tokom Zivota (Grafikon 6).
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Grafikon 6. Ucestalost dece sa jednim i dva i vise febrilna napada
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Od 150 dece sa FN, 98 dece (65.3%) imalo je jednostavan febrilni napad (JFN),
a 52 SFN (34.7%) (Grafikon 7).

Grafikon 7. Ucestalost dece prema vrsti FN
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Visoko statisti¢ki znacajno vise bilo je dece sa JFN u odnosu na broj dece sa
SFN (2=14.629; p=0.000).

Od 150. dece sa FN, kod njih 26 (17.3%) se razvila epilepsija, a ve¢i broj dece
nije imao epilepsiju (124, odnosno 82.7%) (Grafikon 8). Visoko statisti¢ki znacajno
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manje dece je razvilo epilepsiju u odnosu na broj dece koja je nisu razvila (*>=64.027,

p=0.000).

Grafikon 8. Ucestalost dece prema razvoju epilepsije
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Slozeni febrilni napad (SFN), kao i JEN se sa podjednakom ucestalos¢u javljaju

kod oba pola (¥* =0.265; p=0.607) (Tabela 3).

Tabela 3. Znacajnost razlike tipa napada prema polu

Tip Pol Ukupno X df p
napada | sk | zensk

SFN 28 24 52 0.121 0.728
JFN 47 51 98 0011 14 0.917
Ukupno | 75 75 150 0.265 0.607

Na tabeli 3 je prikazana ucestalost tipa FN prema polu. SFN je priblizno
zastupljen i kod decaka i kod devojcica (¥*=0.121; p=0.728), kao i JFN (¥*=0.011;
p=0.917).
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Od 26 dece sa epilepsijom, njih 6 (23.1%) nije imalo ponovljene FN, dok su se

FN ponavljali dva ili vise puta kod 20 dece (76.9%) (Grafikon 9). Visoko znacajno veci

broj dece sa epilepsijom imalo je dva ili vise FN u odnosu na broj dece sa jednim FN

(> =7.538; p=0.006).

Grafikon 9. Ucestalost rekurentih FN (dva ili vise) kod dece sa epilepsijom
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Od ukupno 26 dece sa epilepsijom, po 13 dece (50.0%) je imalo JFN i SFN.
Ponovljene FN (dva i vise) imalo je 75 dece, od ¢ega je SFN imalo 34 dece (45.33%), a

JEN 41 (54.67%) dete (Grafikon 10). Ne postoji statisticki znacajna razlika u ucestalosti

ponovljenih FN kod dece sa SF

Grafikon 10. Ucestalost ponovljenih napada kod dece sa SFN i JFN

N i JFN (5°=0,653; p=0,419).
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4.1.1. ANALIZA POLIMORFIZMA rs2297201 KCC2 (SLC12A5) GENA

Od 219 dece obe grupe (kontrola i ispitanici sa FN) kod kojih je uradena
genotipizacija za rs2297201 polimorfizma KCC2 gena, genotip CC imalo je najveci
broj dece (171), odnosno 78.1%), zatim genotip CT (46, odnosno 21.0%), a svega dvoje
dece genotip TT (0.9%) (Grafikon 11).

Grafikon 11. Distribucija genotipova polimorfizma rs2297201 KCC2 gena u ukupnom

uzorku
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Od ukupnog boja dece kod kojih su analizirani genotipovi polimorfizma
rs2297201 KCC2 gena, njih 112 je imalo FN (51.1%), a 107 (48.9%) su bili zdravi
ispitanici. Medu decom FN najzastupljeniji (viSe od 2/3) je bio genotip CC (78 dece, tj.
69.6%). Genotip CT je bio prisutan kod 32 (28.6%) dece, a svega 1.8% dece (dvoje
dece) imalo je genotip TT ( Grafikon 12). Medu zdravom decom genotip TT nije imalo
ni jedno dete. | kod zdrave dece genotip CC je bio najzastupljeniji (93, odnosno 86.9%),
a genotip CT je imalo svega 14 dece (13.1%).
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Grafikon 12.Dustribucija genotipova rs2297201 polimorfizma KCC2 gena kod dece sa
FN i kontrole
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Svi ispitivani genotipovi kod dece sa FN suu Hardi -Veinberg ravnoteZi .

Ucestalosti genotipova i alela polimorfizma

rs2297201 i njihove razlike izmedu FN i

kontrolne grupe prikazane su u tabeli 4. Utvrdena je statisticki znacajna razlika izmedu

grupe dece sa FN i kontrolne grupe dece u ucestalostima sve tri vrste genotipova

polimorfizma rs2297201 KCC2 gena (y* =8.557; p=0.003) (Tabela 4).

Tabela 4. Distribucija genotipova i alela polimorfizma rs2297201 KCC2 gena kod dece

sa FN i kontrolnoj grupi

.| Grupa
Genotip EN P % Kontrola % Ukupno % 12 df p
CcC 78 69.64 |93 86.92 | 171 78.08
CT+TT | 34 30.36 |14 13.08 |48 2192 | 8557 |1 0.003
Ukupno | 112 100.00 | 107 100.00 | 219 100.00
Aleli %
C 83.93 93.46 88.58
T 16.07 6.54 11.42 4017 |1 0.045

Genotip CC polimorfizma rs2297201 KCC2 gena u grupi dece sa FN (69.64%)

je znacajno manje zastupljen nego u kontrolnoj grupi (86.92%) (Tabela 4), dok je
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genotip CT i TT znacajno ¢eS¢e imaju deca sa FN (30.36%) u odnosu na kontrolnu
grupu zdrave dece (13.08%) (Tabela 4).

Nije primecCena statisticki znacajna razlika u ucestalostima genotipova
polimorfizma rs2297201 KCC2 gena izmedu dece sa epilepsijom i kontrolne grupe dece
(x> =2.471; p=0.116) (Tabela 5).

Tabela 5. Razlika u ucestalosti genotipova polimorfizma rs2297201 KCC2 gena

izmedu kontrolne grupe i grupe dece sa epilepsijom

EPI Kontrola
Genotip X df p
n % n %
CC 14 70.0 93 86.9
CT 6 30.0 14 13.1 2471 1 0.116
Ukupno | 20 100.0 107 100.0

Niti za jedan genotip (CC i CT) polimorfizma rs2297201 KCC2 gena nema
znacCajne razlike u ucestalosti izmedu grupe dece koja su razvila epilepsiju 1 kontrolne
grupe (p>0,05) (Tabela 5).

Od ukupnog boja dece sa FN kod kojih je analiziran rs2297201 polimorfizam
KCC2 gena, SFN imalo je 44 (39.3%) dece, a JFN 68 (60.7%) dece. Genotip CC
rs2297201 polimorfizma KCC2 gena imalo je 26 (59.1%) dece sa SFN i 52 (76.5%)
dece sa JFN. Genotip CT imalo je 32 dece. Medu njima SFN je imalo je 17 (38.6%), a
JFN 15 (22.1%) dece. Genotip TT imalo je po jedno dete i sa SFN (2.3%) i JFN (1.5%)
(Tabela 6). Nema znacajne razlike u ucestalosti ispitivanog polimorfizma izmedu dece

sa JEN i SFN (32 =3.824; p=0.148) (Tabela 6).
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Tabela 6. Distribucija genotipova rs2297201 polimorfizma KCC2 gena kod JFN i SFN

.| Tip napada
Genot Ukupno | % 2 df

' "SEN % | JFN % upno | o X P
cC 26 50.1 |52 765 |78 69.6
CT 17 386 |15 221 |32 28.6
TT 1 23 |1 15 |2 18 3.824 |2 0.148
Ukupno | 44 100.0 | 68 100.0 | 112 100.0

Postoji visoko statistiCki znacajna razlika u ucestalostima genetickih varijanti

rs2297201 polimorfizma KCC2 gena u grupi dece sa SFN i kontrolne grupe

(x> =12.836; p=0,000) (Tabela 7). U kontrolnoj grupi znacajno Ce$ce je zastupljen

genotip CC rs2297201 polimorfizma KCC2 gena (86.9%) u odnosu na grupu dece sa

SFN (59.1%). Genotip CT i TT su znacajno ¢eS¢e zastupljeni u grupi dece sa SFN

(40.9%) u odnosu na kontrolnu grupu (13.1%) (Tabela 7).

Tabela 7. Znacajnost razlike ucestalosti genotipova rs2297201 polimorfizma KCC2

gena izmedu dece sa SFN i kontrolne grupe.

Grupa
Genotip Ukupno | % r df p
SFN % Kontrola | %
CcC 26 59.1 |93 86.9 | 119 78.8
CT+TT | 18 409 |14 13.1 |32 21.2 12836 |1 0.000
Ukupno | 44 100.0 | 107 100.0 | 151 100.0

Nije uocena znacajna razlika u ucestalosti genotipa rs2297201 polimorfizma
KCC2 gena izmedu dece sa JEN i kontrolne grupe (x> =2.501; p=0.114) (Tabela 8).
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Tabela 8. Distribucija genotipa rs2297201 polimorfizma KCC2 gena u grupi dece sa

JEN i kontrolnoj grupi

Grupa
Genotip Ukupno | % v daf | p
JFN | % Kontrola | %
CcC 52 76.5 93 86.9 119 78.8
CT+TT | 16 23.5 14 13.1 32 21.2 2501 |1 0.114
Ukupno | 68 100.0 | 107 100.0 | 151 100.0

4.1.2. Analiza ucestalosti polimofizma rs222747 TRPV1 gena

Od ukupno 220 dece obe grupe (deca sa FN i kontrola), kod kojih je uradena

genotipizacija rs222747 polimorfizma TRPV1 gena, genotip CC imalo je 14 (6.4%),
genotip CG 78 (35.5%), a genotip GG najveci broj dece — njih 128 (58.2%) (Grafikon

13).

Grafikon 13. Distribucija ucestalosti rs222747 polimorfizma TRPV1 gena u ukupnom

uzorku
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Odredivanje vrste genotipova rs222747 polimorfizma gena TRPV1 radeno je
kod 220 dece. Od tog broja 111 (50.5%) ispitanika pripadalo je grupi FN, a 109 (49.5%)

je pripadalo kontrolnoj grupi. Medu decom sa FN genotip CC imalo je najmanji broj,

svega 10 (9.0%), genotip CG 37 (33.3%), a najveéi broj dece - vise od polovine (64,
odnosno 57.7%) genotip GG (Grafikon 14) (Tabela 9). U kontrolnoj grupi takode je
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najzastupljeniji bio genotip GG (vise od polovine dece, 64, tj. 58.7%), zatim CG (41, tj.

37.6%), a najmanji broj dece, svega 4 (3.7%) je imalo genotip CC (Grafikon 14)

(Tabela 9).

Grafikon 14. Distribucija genotipova rs222747 polimorfizma TRPV1 gena kod dece sa

FN i kontrolnoj grupi
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Tabela 9. Distribucija genotipova i alela rs222747 polimorfizma TRPV1 gena kod dece

sa FN i u kontrolnoj grupi

Grupa
Genotip 12 df p
FN % Kontrola | % %
cC 10 9.0 4 3.7 14 6.4
CG 37 33.3 |41 376 |78 35.5
2.759 |2 0.252
GG 64 57.7 |64 58.7 | 128 58.2
Ukupno | 111 100.0 | 109 100.0 | 220 100.0
Aleli %
C 25.68 22.48 24,09
0.161 |1 0.688
G 74.32 77.52 75,91
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Izmedu grupe dece sa FN i kontrolne grupe nije uocena statisticki znacajna
razlika u ucestalostima genotipova i alela rs222747 polimorfizma gena TRPV1
(x>=2.759; p=0.252) (Tabela 9).

Od 20 dece koja su imala epilepsiju, troje (15.0%) je imalo genotip CC, osmoro
(40.0%) genotip CG, a devetoro dece (45.0%) genotip GG (Tabela 10). U kontrolnoj
grupi takode je najmanji broj (njih cetvoro, tj. 3.7%) imalo genotip CG, 41 dete
(37.76%) genotip CG, a najveéi broj, vise od polovine dece (64, odnosno 58.7%)
genotip GG (Tabela 10).

Izmedu grupe dece sa epilepsijom i kontrolne grupe dece ne postoji statisticki
znaCajna razlika u ucestalostima u tri vrste genotipa rs222747 polimorfizma TRPV1
gena (y* =4.85; p=0.101) (Tabela 10).

Tabela 10. Distribucija genotipova rs222747 polimorfizma TRPV1 gena izmedu dece

sa epilepsijom i kontrolne grupe

EPI Kontrola
Genotip v df p

n % n %
CcC 3 15.0 4 3.7
CG 8 40.0 41 37.6

4585 |2 0.101

GG 9 45.0 64 58.7
Ukupno | 20 100 109 100

Analiza rs222747 polimorfizma TRPV1 genaje uradena za 111 dece sa FN. SFN
je imalo je 44 (39.6%) dece, a JFN 67 (60.4%) dece. Genotip CC imalo je ¢etvoro
(9.1%) dece sa SFN i Sestoro (9.0%) dece sa JFN (Tabela 11). Genotip CG imalo je 37
dece i od toga slozen febrilni napad imalo je 12 (27.3%), a JFN 25 (37.3%) dece.
Genotip GG od 64 dece imalo je 28 (63.6%) sa SFN, a 36 (53.7%) dece sa JFN (Tabela
11).
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Nema statisticki

11).

znacajne razlike u wudcestalostima gentipova

rs222747
polimorfizma TRPV1 gena izmedu razli¢itog tipa napada (y> =1.256; p=0.534) (Tabela

Tabela 11. Zastupljenost genotipova polimorfizma rs222747 TRPV1 gena u grupi dece

sa JFN i SFN
.| Tip napada
Genotip b nap Ukupno | % e df | p
SFN | % JFN | %
CC 4 9.1 6 9.0 10 9.0
CG 12 27.3 25 37.3 37 33.3 1256 |2 0.534
GG 28 63.6 36 53.7 64 57.7
Ukupno | 44 100.0 |67 100.0 |111 100.0

Nema statisticki znacajne razlike u ucestalostima genotipova polimorfizma
rs222747 TRPV1 gena u grupi dece sa SFN i kontrolne grupe (y? =2.856; p=0.240)
(Tabela 12).

Tabela 12. Distribucija genotipova rs222747 polimorfizma TRPV1 gena kod dece sa

SFN i u kontrolnoj grupi

.| Tip napada 0 R
Genotip SEN 1% Kontrola | % Ukupno | % X df |p
CcC 4 9.1 4 3.7 8 5.2
CG 12 27.3 41 37.6 53 34.6
2. 2 24
GG 28 63.6 64 58.7 92 60.1 836 0
Ukupno | 44 100.0 | 109 100.0 | 153 100.0

Nema statisticki znacajne razlike ucestalosti pojedinih genotipova polimorfizma
rs222747 TRPV1 gena izmedu dece sa JFN i kontrolne grupe (y* =2.223; p=0.329)
(Tabela 13).
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Tabela 13. Zastupljenost genotipova polimorfizma rs222747 TRPV1 gena u grupi dece
sa JFN i u kontrolnoj grupi

Tip napada
Genotip Ukupno | % 1 df p
JFN % Kontrola | %
CcC 6 9.0 4 3.7 10 5.7
CG 25 37.3 41 37.6 66 37.5
2223 |2 0.329
GG 36 53.7 64 58.7 100 56.8
Ukupno | 67 100.0 | 109 100.0 | 176 100.0

4.2. Varijabilnost homozigotno recesivnih osobina kod osoba sa febrilnim

napadima i u kontrolnom uzorku

Nakon izvrSenog testiranja, utvrdeno je da se srednje vrednosti prisustva
testiranih HRO u grupi osoba sa FN i kontrolnoj grupi pokazuju znacajno razlikuju
(KN=3.2 £ 0.2, FN=4.3 £0.14, t=5,023, p<0.001) (Tabela 14). Prateci distribuciju HRO
(Grafikon 15) kod ispitanika sa FN, primeéeno je pomeranje vrednosti u desno u odnosu
na kontrolnu grupu, §to nam pokazuje uvecan stepen geneticke homozigotnosti u grupi
FN ispitanika. Najveci broj pacijenata u kontrolnom uzorku imao je tri HRO, dok su
deca sa FN u najvecem broju imala cetiri HRO, §to takode ukazuje na veéi procenat
geneticke homozitnosti (Grafikon 15). Varijacioni koeficijent (V) kod ispitanika u
kontrolnoj grupi je veéi u odnosu na grupu osoba sa febrilnim napadima (KN:
V=55,3%; FN: V=41,0%) (Tabela 14), $to upucuje na znacajno manju varijabilnost u
zastupljenosti testiranih osobina u odnosu na kontrolnu grupu ispitanika.

Tabela 14. Zastupljenost i varijabilnost homozigotno recesivnih osobina (HRO) u

kontrolnom uzorku i kod ispitanika sa febrilnim napadima (FN)

Grupa n X Sd SE \ t p

Febrilni
150 | 4,31 | 1,769 | 0,144 | 41.044

napad 5,023 | 0,000
Kontrola 121 | 3,22 | 1,782 | 0,162 | 55.342
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Grafikon 15. Zastupljenost HRO u kontrolnom uzorku i kod pacijenata sa febrilnim
napadima (FN)
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Analizirajuéi zastupljenost pojedinaénih HRO u kontroli i kod pacijenata sa FN
uotili smo visoko znacajnu razliku (3 X?=96.407, p<0.001)(Tabela 15). Poredenjem ove
dve grupe primetili smo da postoji razlika u procentualnoj zastupljenosti gotovo svih
HRO,od kojih je 10 karakteristika znacajno ¢eSce bilo prisutno kod dece sa FN u
odnosu na kontrolnu grupu (Tabela 15. Karakteristike br.1,2,5,8,10,12,13,16,18,19). U
kontrolnoj grupi ispitanika dve osobine pokazuju veéu procentualnu zastupljenost
(Tabela 15. Karakteristike broj 9 i 14), koja nije znacajna.
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Tabela 15. Zastupljenost HRO u kontrolnom uzorku i kod ispitanika sa

napadima

HRO Kontrola n=121 Febrilni napad n=150 )
osobine |7, % m % %

1 9 7,44 20 13,33 4,673*
2 37 30,58 67 44,67 6,491*
3 12 9,92 22 14,67 2,274

4 8 6,61 10 6,67 0,000

5 19 15,70 41 27,33 8,615**
6 32 26,45 40 26,67 0,002

7 9 7,44 18 12,00 2,798

8 9 7,44 21 14,00 5,789*
9 30 24,79 24 16,00 3,119
10 1 0,83 4 2,67 4,098*
11 21 17,36 28 18,67 0,099
12 10 8,26 28 18,67 13,093***
13 17 14,05 46 30,67 19,654***
14 48 39,67 50 33,33 1,012
15 16 13,22 27 18,00 1,726
16 26 21,49 48 32,00 5,143*
17 24 19,83 37 24,67 1,177
18 24 19,83 47 31,33 6,666**
19 7 5,79 19 12,67 8,186**
20 32 26,45 50 33,33 1,794
Ukupno £X* 96,407

*p<0.05 **p<0.01 ***p<0.001

febrilnim
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4.2.1. Varijabilnost homozigotno recesivnin osobina kod ispitanika sa

jednostavnim febrilnim napadom (JFN) i sloZenim febrilnim napadom (SFN)

Uporedivanjem prose¢nih vrednosti HRO medu ispitanicima sa jednostavnim
febrilnim napadom (JFN) i slozenim febrilnim napadom (SFN) u odnosu na zdrave
ispitanike utvrdene su znacajna uvecane vrednosti u obe podgrupe pacijenata (KN=3.2
+ 0.2; JFN: 4.1+0.2; SFN: 4.7+0.3, p<0.001) (Grafikon 16)(Tabela 16), $to upucuje na
postojanje uvecane recesivne homozigotnosti u ovim grupama ispitanika. Varijacioni
koeficijent je u obe podgrupe ispitanika sa FN je bio nizi u odnosu na kontrolnu grupu
ispitanika, (KN: V=55.3%; JFN: V=42%; SFN: V=38.4%) (Tabela 16), §to upucuje na
Znacajno manju varijabilnost za testirane genske lokuse u FN grupama. Takode, uocava
se 1 da je varijabilnost kod pacijenata sa JEN visa od one kod pacijenata sa SFN. Ovi
rezultati upuciju na uvecanje stepena recesivne homozigotnosti i smanjenje varijabilnost
za testirane genske lokuse sa izrazenijom ekspresijom FN.

Varijacioni koeficijent kod ispitanika sa JFN je bio nizi u odnosu na kontrolnu
grupu, a visi u odnosu na SFN (KN: V=55.4%; JFN: V=42%; SFN:38.4%) (Tabela 16),
§to upucuje na znacajno manju varijabilnost u zastupljenosti testiranih osobina obe

podgrupe.

Tabela 16. Zastupljenost i varijabilnost homozigotno recesivnih osobina (HRO) u
kontrolnom uzorku i kod ispitanika sa jednostavnim febrilnim napadima (JFN) i

slozenim febrilnim napadima (SFN)

Grupa n X Sd SE \ F p
SFN 52 471 |1.808 | 0.251 | 38.39

JEN 98 4.10 1.720 | 0.174 | 41.95 | 14.806 | 0.000
Kontrola 121 3.22 1.782 | 0.162 | 55.34

Uporedivanjem prosec¢nih vrednosti HRO izmedu ispitanika sa JFN 1 SFN
uoceno je da ne postoji statisti¢ki znacajna razlika u prisustvu HRO, ali je vrednost visa
kod ispitanika sa SFN (JFN: 4.1+0.2; SFN: 4.7+0.3, p=0,135 p>0.05) (Tabela 16), sto
ukazuje na to da postoji veca recesivna homozigotnost kod ispitanika sa SFN. U obe

podgrupe najviSe je bilo ispitanika sa 4 HRO, $to nam pokazuje da nema razlike u
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opstoj genetickoj homozigotnosti (Grafikon 15). Medutim, varijacioni koeficijent osoba
sa SFN je manji u odnosu na ispitanike sa JFN, $to upuéuje na manju varijabilnost

ispitanika sa SFN (Tabela 16).

Posmatrajuci distribuciju HRO (Grafikon 16) u kontrolnom uzorku i kod dece sa
FN, primecujemo pomeranje vrednosti HRO kod oba uzorka dece sa FN ka vi$im
vrednostima tj. u desno, sto ukazuje na uvecan stepen opste geneticke homozigotnosti U

ovim dvema grupama ispitanika.

Grafikon 16. Zastupljenost HRO u kontrolnom uzorku i kod pacijenata sa JFN i SFN
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Prate¢i zastupljenost pojedinacnih HRO kod ispitanika u podgrupama JFN i
SFN u odnosu na kontrolni uzorak, primetili smo da postoji razlika u raspodeli ovih
karakteristika u obe podgrupe ispitanika (Tabela 17). U podgrupi ispitanika sa JFN
15/20 HRO su bile ¢es¢e zastupljene u odnosu na kontrolu, od kojih je 8 statisticki
znacajno odstupalo (Karakteristike broj 2,5,8,10,12,13,18,20) (Tabela 17). Sa druge
strane HRO koje su bile rede prisutne u podgrupi ispitanika sa JFN nisu statisticKi
znacajno odstupale. Kod ispitanika sa SFN 16 HRO su ¢eSce bile u odnosu na kontrolnu
grupu, a njih 13 je  statisticki  znacajno  odstupalo  (Karakteristike
1,2,3,5,7,8,9,12,13,15,16,17,19). Manji broj HRO je bio ucestaliji u kontrolnoj grupi
(4/20), medutim, nijedna od njih nije statisticki znacajno odstupala. Vrednost ukupnog
X testa ukazuju na statisticki znacajne razlike ove dve podgrupe u odnosu na kontrolnu

grupu (JFN/KN =84,9%**; SEN/KN =195,5%**) (Tabela 17).
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Tabela 17. Zastupljenost HRO u kontrolnom uzorku i kod ispitanika jednostavnim

febrilnim napadima (JFN) i slozenim febrilnim napadima (SFN)

Kontrola SFN JFN SFN/ JFN/ SFN/
:Islz;)ine n=121 n=52 n=98 Kontrola Kontrola [ JFN

n | % n | % n % X2 X2 X2
1 9 (744 |8 |1538 |12 |12,24 |8,490** 3,106 0,723
2 37 [ 30,58 |25 | 48,08 |42 | 42,86 | 10,013** | 4,930* 0,601
3 12 19,92 (11 (21,15 |11 | 11,22 | 12,731*** | 0,172 6,722**
4 8 [661 (4 |769 |6 |612 |0,177 0,036 0,361
5 19 | 15,70 [ 17 [ 32,69 | 24 | 24,49 | 18,383*** | 4,917* 2,403
6 32 26,45 |17 | 32,69 |23 | 23,47 | 1,475 0,335 3,113
7 9 |744 |8 |1538 |10 | 10,20 | 8,490** 1,029 2,187
8 9 (744 |8 |1538 |13 |13,27 | 8,490** 4,565* 0,315
9 30 (24,79 |7 1346 (17 |17,35]|5179* 2,236 0,996
10 1 1083 (0 (000 |4 |4,08 |0,826 12,821*** [ 2,041
11 21 (17,36 |13 | 25,00 | 15 | 15,31 | 3,367 0,242 4,949*
12 10 |1 8,26 |14 (26,92 |14 | 14,29 | 42,125*** | 4,387* 8,556**
13 17 |1 14,05 | 16 | 30,77 | 30 | 30,61 | 19,897*** | 19,525*** | 0,001
14 48 [ 39,67 |16 | 30,77 | 34 | 34,69 | 1,997 0,624 0,472
15 16 | 13,22 | 13 | 25,00 | 14 | 14,29 | 10,489** 0,085 6,314*
16 26 21,49 |19 | 36,54 | 29 | 29,59 | 10,542** 3,057 1,476
17 24 119,83 |17 | 32,69 | 20 | 20,41 | 8,335** 0,017 6,005*
18 24 19,83 |12 | 23,08 | 35 | 35,71 | 0,530 12,713*** [ 5,696*
19 7 579 |9 |17,31 (10 |10,20 | 22,950*** | 3,375 3,930*
20 32 26,45 |11 |21,15 |39 | 39,80 | 1,059 6,739** | 12,581***
Ukupno X2 195,546*** | 84,914*** | 69,442***

*p<0.05 **p<0.01 ***p<0.001

Uocena je statisticki znac¢ajna razlika u zastupljenosti pojedinacnih HRO u grupi

osoba sa SFN u odnosu na osobe sa JFN (Tabela 17) (Karakteristike broj
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3,11,12,15,17,18,19,20). Od 8 HRO koje statisticki znacajno odstupaju, Sest HRO su
¢eS¢e zastupljene kod ispitanika sa SFN, $to ukazuje na veéu homozigotnost ovih
ispitanika u odnosu na osobe sa JFN (Tabela 17). Vrednost ukupnog X? testa

(3 X?=69.4***) ukazuje na statisti¢ki znacajno odstupanje medu ovim grupama.
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4.2.2. Varijabilnost homozigotno recesivnih osobina u kontrolnom uzorku
ispitanika i kod ispitanika sa febrilnim napadima i epilepsijom

Poredenjem prose¢nih vrednosti HRO podrgrupa dece koja imaju epilepsiju
(EPI) i one koja nemaju epilepsiju (BFN) u odnosu na kontrolni uzorak (KN) pokazuju
visoko statisti¢ki znacajnu razliku (KN: 3.2+0.2; EPI:4.6+0.4; BFN: 4.3+0.2; p<0.001)
(Tabela 18)(Grafikon 17), medutim, medusobnim poredenjem ove dve podgrupe nije
uocCena statisticki znacajna razlika (EP1:4.6+0.4; BFN: 4.3+0.2, p>0.05) ali je neznatno
veca recesivna homozigotnost kod ispitanika sa EPI (Tabela 18). Varijacioni koeficijent
je bio najnizi takode kod ispitanika koji imaju epilepsiju (EPI), §to nam ukazuje na

najmanju varijabilnost ove grupe ispitanika (Tabela 18).

Tabela 18. Zastupljenost i varijabilnost homozigotno recesivnih osobina (HRO) u
kontrolnom uzorku i kod ispitanika sa febrilnim napadima koji imaju epilepsiju (EPI) i
ispitanika sa febrilnim napadima koji nemaju epilepsiju (BFN)

Grupa n X Sd SE \Y F p
BFN 124 | 4.25 | 1.747 | 0.157 | 41.10

EPI 26 |4.62|1.878|0.368 | 40.69 | 13.088 | 0.000
Kontrola 121 | 3.22 | 1.782 | 0.162 | 55.34
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Grafikon 17. Zastupljenost homozigotno recesivnih osobina (HRO) u kontrolnom
uzorku i kod pacijenata sa EPI i BFN
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Posmatrajuci distribuciju pojedinaénih HRO primetili smo da postoji razlika u
procentualnoj zastupljenosti svih 20 osobina unutar podgrupa (Tabela 19). U grupi
pacijenata sa EPI u odnosu na kontrolu 16 karakteristika su bile ¢esce kod ispitanika sa
EFN, od kojih je osam statisticki znaCajno odstupalo (Karakteristike
No.1,2,4,10,11,12,16,17,19). Dve HRO su znacajno ce$¢e bile kod ispitanika iz
kontrolne grupe (Karakeristike 4,9). Kod ispitanika iz grupe BFN 16 HRO su bile ¢esce
u odlosu na zdrave ispitanike, a osam osobina su statisticki znacajno odstupale
(Karakteristike 1,2,5,8,12,13,18,19) (Tabela 19). Poredenjem podgrupa EPI i BFN
uoCena je statisticki znacajna razlika sedam HRO (Karakteristike 4,5,11,12,13,16,17)
(Tabela 19), od koji su tri HRO bile ¢esce prisutne u grupi osoba sa epilepsijom.
Vrednost ukupnog X? u svim podgupama je bio visoko statisticki znacajna
(EPI/KN=194.0***; BFN/KN=100,0***; EPI/BFN=90,4***; p<0.001) (Tabela 19), s
tim da je najveéu vrednost imala poredenjem grupe sa epilepsijom u odnosu na
kontrolnu, $to nam pokazuje visok stepen geneticke homozigotnosti kod ove podgrupe

ispitanika.
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Tabela 19. Zastupljenost HRO u kontrolnom uzorku i kod ispitanika sa febrilnim

napadima koji imaju epilepsiju (EPI) i ispitanika sa febrilnim napadima koji nemaju

epilepsiju (BFN)

HRO BFN EPI Kontrola BEN/ =P BFN / EPI
osobine Kontrola Kontrola

n | % n |% n | % X2 X2 X2
1 16 11290 |4 |[1538 |9 |7,44 4,016* 8,490** 0,439
2 53 (42,74 |14 | 53,85 (37 | 30,58 |4,838* 17,705*** 2,587
3 19 (15,32 |3 (11,54 |12 (9,92 |2,946 0,265 1,088
4 10 | 8,06 0 (0,00 8 |[6,61 0,319 6,612** 4,032*
5 37 129,84 |4 |1538 |19 [1570 |12,726*** | 0,006 10,291***
6 31 (2500 |9 |34,62 |32 |2645 |0,079 2,523 3,185
7 15 112,10 |3 |[1154 |9 |7,44 2,918 2,261 0,026
8 18 11452 (3 |1154 |9 |744 |[6,736** 2,261 0,690
9 21 (16,94 |3 |11,54 (30 | 24,79 |2,490 7,086** 2,122
10 3 242 |1 |38 |1 (083 |3,070 11,034*** | 0,685
11 18 | 14,52 |10 | 38,46 |21 | 17,36 |0,464 25,668*** | 27,204***
12 20 (16,13 |8 |30,77 (10 | 8,26 7,484** 61,282*** 10,127**
13 41 (33,06 |5 19,23 [17 | 14,05 | 25,735*** 1,911 7,870**
14 40 | 32,26 |10 | 38,46 |48 |39,67 |1,385 0,037 1,097
15 23 [ 1855 |4 |1538 |16 |13,22 |2,145 0,353 0,595
16 37 (29,84 |11 |42,31 |26 | 21,49 | 3,246 20,173*** 4,443*
17 27 (21,77 |10 | 38,46 |24 |19,83 |0,190 17,493*** 10,015**
18 41 (33,06 |6 |23,08 |24 [19,83 |8,824** 0,530 3,670
19 16 11290 |3 (11,54 |7 |579 8,758** 5,722* 0,153
20 41 (33,06 |9 |3462 |32 (2645 |1,656 2,523 0,071
Ukupno X2 100,026*** | 193,933*** | 90,389***

*p<0.05 **p<0.01 ***p<0.001
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4.2.3. Varijabilnost homozigotno recesivnih osobina izmedu polova u kontrolnom

uzorku ispitanika i pacijenata sa febrilnim napadima

Poredenjem prosecnih vrednosti HRO imedu polova u kontrolnom uzorku
uoCava se da ne postoji statistiCki znacajna razlika (Tabela 20) (KNm=3.3%0.2,
KNz=3.2+0.2 , t=0.265, p>0.5). Neznatno vecéa varijabilnost je bila u kontrolnoj grupi
decaka (Vm=56.8%) Vz=54.0%).

Tabela 20. Zastupljenost i varijabilnost homozigotno recesivnih osobina (HRO) kod

osoba muskog i zenskog pola u kontroli

Grupa n X Sd SE \Y t p
Kontrola M 60 3.27 1.858 | 0.24 56.82

_ 0.265 | 0.791
Kontrola Z 61 3.18 1.718 | 0.22 54.03

Prate¢i zastupljenost pojednacnih HRO kod decaka 1 devoj€ica u kontrolnom
uzorku ispitanika su primecene razlike. Osam HRO su statisticki znacajno odstupale
(Karakteristike broj 3,4,5,11,12,13,16,19) (Tabela 21) od kojih su cetiri HRO bile
ucestalije kod decaka (Karakteristike broj 3,4,11,12) (Tabela 21). Vrednost ukupnog X2
testa (ZX2=203.1***) ukazuje na znacajno odstupanje medu ovim grupama, $to ukazuje

na razliku u varijabilnosti za testirane HRO.
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Tabela 21. Zastupljenost HRO u kontrolnom uzorku kod decaka i devojéica

Kontrola
HRO Kontrola decaci (KNm) Kontrola devojc¢ice (KNZz) decact/
osobine Kontrola
devojcice
n % n % X2
1 3 5,00 6 9,84 3,533
2 21 35,00 16 26,23 2,565
3 12 20,00 0 0,00 10,000**
4 8 13,33 0 0,00 6,665*
5 3 5,00 16 26,23 53,663***
6 16 26,67 16 26,23 0,007
7 3 5,00 6 9,84 3,533
8 3 5,00 6 9,84 3,533
9 12 20,00 18 29,51 3,793
10 1 1,67 0 0,00 0,835
11 15 25,00 6 9,84 16,275***
12 9 15,00 1 1,64 60,367***
13 4 6,67 13 21,31 21,096***
14 21 35,00 27 44,26 2,194
15 7 11,67 9 14,75 0,728
16 10 16,67 16 26,23 4,483*
17 14 23,33 10 16,39 2,502
18 10 16,67 14 22,95 2,042
19 2 3,33 5 8,20 5,007**
20 15 25,00 17 27,87 0,313
Ukupno X2 203,133***

*p<0.05 **p<0.01 ***p<0.001
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Poredenjem prosecnih vrednosti HRO kod ispitanika sa FN prema polu, uoc¢eno
je da nema statisticki znacajne razlike (FNm=4.2+0.2, FNz=4.54+0.2, t=0.969; p>0.5).
Varijabilnost je bila nesto veca u grupi decaka (Vm=42.0%; Vz=40.2%) (Tabela 22).
Tabela 22. Zastupljenost i varijabilnost homozigotno recesivnih osobina (HRO) kod

ispitanika sa febrilnim napadima prema polu

Grupa n X Sd SE \ t p

Febrilni napadi -

75 417 1.75 0.202 | 41.97
decaci

-0.969 | 0.334

Febrilni napadi -
75 4.45 1.788 | 0.206 |40.18
devojcice

Prateéi zastupljenost pojedinacnih HRO kod decaka i devojcica u grupi dece sa
FN, primeceno je da izmedu ova dva uzorka ima razlike (Tabela 23). Tako su 8 od 20
HRO statisticki znacajno odstupale (Karakteristike 4,5,7,9,11,14,15,20) (Tabela 23), od
njih Sest HRO su bile ¢esce kod devojCica. Vrednosti ukupnog X2 testa pokazuju da se
ove dve grupe statisticki znacajno razlikuju, sto ukazuje na razliku u varijabilnosti za

testirane HRO.
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Tabela 23. Zastupljenost HRO uzorku dece sa FN prema polu
Febrilni napadi - de¢aci Febrilni napadi -devojéice
HRO (FNm) (FN?) FNm /FNz
osobine
n % n % X2
1 10 13,33 10 13,33 0,000
2 38 50,67 29 38,67 3,283
3 10 13,33 12 16,00 0,489
4 3 4,00 7 9,33 5,079*
5 16 21,33 25 33,33 5,5635*
6 20 26,67 20 26,67 0,000
7 5 6,67 13 17,33 11,815%**
8 10 13,33 11 14,67 0,127
9 15 20,00 9 12,00 4,267*
10 3 4,00 1 1,33 3,556
11 20 26,67 8 10,67 16,800***
12 16 21,33 12 16,00 1,556
13 26 34,67 20 26,67 2,123
14 19 25,33 31 41,33 8,149**
15 10 13,33 17 22,67 5,188*
16 23 30,67 25 33,33 0,223
17 18 24,00 19 25,33 0,072
18 21 28,00 26 34,67 1,435
19 11 14,67 8 10,67 1,295
20 19 25,33 31 41,33 8,149**
Ukupno X2 79,142***

*p<0.05 **p<0.01 ***p<0.001

Visoko znacCajna razlika je uocena izmedu decaka sa FN 1 decaka iz kontrolne

grupe (KNm=3.3+0.2, FNm=4.2+0.2, t=2.910, p<0.001) (Tabela 24). Takode, postoji
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statisticki znacajna razlika medu devoj¢icama sa FN i devojcica iz kontrolne grupe
(KNz=3.2+0.2, FNz=4.5+0.2, t=3.76, p<0.001) (Tabela 25).

Varijacioni koeficijent je bio nizi kod deCaka sa FN u odnosu na kontrolnu
grupu decaka (Vm=42.0%) (Tabela 24), a takode i kod devojCica sa FN su vrednosti
varijacionog koeficijenta bile manje u odnosu na devoj¢ice iz kontrolne grupe
(Vz=40.2%) (Tabela 25), $to upucuje na umanjenu varijabilnost varijabilnost za

testirane HRO.

Tabela 24. Zastupljenost i varijabilnost homozigotno recesivnih osobina (HRO) decaka
u kontroli i ispitanicima sa febrilnim napadima (FN)
Grupa n X Sd SE \ t p

Febrilni napadi - de¢aci
75 4,17 1,75 |0,202 41,97
(FNm) 2,910 | 0,004

Kontrola dec¢aci (KNm) | 60 3,27 1,858 | 0,24 56,82

Tabela 25. Zastupljenost i varijabilnost homozigotno recesivnih osobina (HRO)
devojcica u kontroli i ispitanicima sa febrilnim napadima (FN)

Grupa n X Sd SE \ t p

Febrilni napadi —
75 445 | 1,788 0,206 | 40,18
devojcice 4,203 | 0,000

Kontrola devojcice 61 3,18 |1,718 | 0,22 54.03

Posmatrajuéi distribuciju pojedinacnih HRO medu deCacima sa FN i deacima
iz kontrolne grupe primecéene su razlike (Tabela 26). Devet HRO su statisti¢ki znacajno
odstupale (Karakteristike broj: 1,2,4,5,8,13,16,18,19) (Tabela 26), od kojih je osam
HRO bilo ces¢e kod decaka sa FN, Sto ukazuje na veci stepen recesivne homozigotnosti
u toj grupi. Vrednost ukupnog X? testa (> X?=282.0***) pokazuje da postoji visoko
statisticki znacajna razlika medu ovim grupama, $to upucuje na razlike u varijabilnosti
prisustva testiranih HRO.

Poredenjem pojedinacnih HRO medu devojcicama sa FN 1 kontrole, promecena
je statisticki znacajna razlika u osam HRO (Karakteristike broj: 2,7,9,12,15,17,18,20)

(Tabela 26). Sedam karakteristika je je bilo ucestalije u grupi devojcica sa FN, $to
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govori u prilog veée recesivne homozigotnosti ove grupe. Vrednost ukupnog X? testa
(Y X?=179.2***) pokazuje da postoji znatajna razlika medu ovim grupama (Tabela 26)

Sto upucuje na razlike u varijabilnosti prisustva testiranih HRO.
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Tabela 26. Zastupljenost HRO kod decaka i devojcica u kontrolnom uzorku i u grupi

dece sa FN
Kontrola FN - muski Kontrola FEbr”hi
HRO muski pol pol nm zenski pol napad'l - KNz /FNz
osobine | (KNm) (FNm) FRim (KNz) zenski pol
(FN2)
n % n % X2 n % n % X2
1 3 500 |10 |[13,33 |13,889*** |6 9,84 (10 |[13,33 |1,243
2 21 | 3500 |38 |[50,67 [7,013** 16 26,23 |29 |[38,67 |5,897*
3 12 120,00 [10 (13,33 |2,222 0 0,00 (12 |16,00 | 0,000
4 8 13,33 |3 4,00 6,533* 0 0,00 7 9,33 0,000
5 3 5,00 16 | 21,33 [53,356*** (16 |[26,23 |25 |33,33 [1,924
6 16 26,67 |20 |26,67 |0,000 16 26,23 (20 |26,67 |0,007
7 3 5,00 5 6,67 0,556 6 9,84 13 | 17,33 | 5,715**
8 3 5,00 10 | 13,33 | 13,889*** (6 9,84 11 | 14,67 | 2372
9 12 120,00 {15 (20,00 | 0,000 18 2951 |9 12,00 | 10,388***
10 1 1,67 |3 4,00 | 3,267 0 0,00 |1 1,33 | 0,000
11 15 25,00 {20 |26,67 |0,111 6 9,84 8 10,67 | 0,070
12 9 15,00 |16 |21,33 |2,674 1 1,64 12 | 16,00 | 125,799***
13 4 6,67 26 | 34,67 |117,600*** |13 |[21,31 |20 |26,67 | 1,346
14 21 | 3500 |19 |25,33 |2,670 27 | 4426 |31 |41,33 (0,194
15 7 11,67 |10 | 13,33 (0,238 9 14,75 |17 | 22,67 | 4,243*
16 10 16,67 |23 |[30,67 |11,760*** |16 |26,23 (25 |33,33 |1,924
17 14 | 23,33 |18 |24,00 |0,019 10 16,39 |19 |[25,33 |4,875*
18 10 |16,67 |21 |[28,00 |7,707** 14 122,95 |26 |[34,67 |5,981*
19 2 3,33 11 | 14,67 |38,533*** (5 8,20 8 10,67 | 0,744
20 15 25,00 |19 |[25,33 | 0,004 17 127,87 |31 |[41,33 |6,505*
Ukupno £X2 282,040*** 179,229***

*p<0.05 **p<0.01 ***p<0.001
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5. DISKUSIJA

Febrilni napadi pored svoje velike ucestalosti u deCijem uzrastu i relativno
benigne prognoze mogu imati retke, ali veoma teSke komplikacije kao $to je mezijalna
temporalna epilepsija (TLE). Kod svega 20% bolesnika sa TLE je postignuta
zadovoljavajuca kontrola napada primenom antiepilepti¢kih lekova . Upravo zbog te
¢injenice TLE predstavlja veliki medicinski, ali i socijalno-ekonomski problem.
Finansijsko opterecenje zdravstvenih fondova koje namece TLE , a koje je posledica
radne onesposobljenosti mlade odrasle populacije ~ , danas se moze izjednaciti sa

karcinomom dojke medu Zenama, odnosno karcinomom pluca medu muskarcima (165).

Mezijalna temporalna skleroza (MTS) je patolosko-histoloski supstrat promena
koje se karakteriSu sa jedne strane znacajnim gubitkom neurona u poredenju sa
normalnim stanjem, a sa druge strane reorganizacijom strukture i funkcije preostalih
neurona hipokampusa. Reorganizacija strukture je odgovorna za formiranje aberantnih
puteva komunikacije izmedu neurona i aberantnog reagovanja neurona na stimulaciju,
$to je u osnovi progresivnog pogorSanja kontrole epileptickih napada (132). Mehanizam
nastanka MTS nije u potpunosti jasan, ali je dobro poznato da u eksperimentalnim
uslovima moze da se javi posle produzene epizode epileptickog statusa , izazvanog
primenom farmakoloskih preparata, ili posle produzene febrilne epizode (132). Oko
50% ovih bolesnika ima podatak u licnoj anamnezi o inicijalnom in zultu u prve 4 god.
zivota. Najcesce se radi o epizodi S FN (SloZen febrilni napad). To sugeriSe da se MTS
sti¢e posle nekog inzulta tokom ranih godina Zivota 1 da jednom razvijena promena
dovodi do pojave epileptickih napada (129,130,132). Da MTS ima Kljuénu
etiopatogenetsku ulogu u nastanku i progresiji epilepsije temporalnog reznja, potvrduje i
¢injenica da hirurSko uklanjanje ove lezije dovodi do prestanka epileptickih napada koji
su do tada bili refraktarni na primenu medikamenata (165). Procenat pacijenata sa
razli¢itim formama epilepsije u naSoj studiji je 17.3 %, ovaj procenat je nesto visi u
poredenju sa ostalim istrazivanjima, gde je procenat pacijenata sa FN koji razviju
epilepsiju oko 5.5%-10% (130-135), dok je procenat pojave FN u populaciji sa
epilepsijom oko 13% (130). Zanimljiv je podatak da je vecina dece sa epilepsijom
(76.9%) u svojoj anamnezi imalo ponovnjene FN (Grafikon 9). Ovi rezultati potvrduju

nalaze u literaturi koji kazu da su rekurenti febrilni napadi faktor rizika za razvoj
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epilepsije (128,131).

Tipi¢an uzrast javljanja prvog FN je izmedu 6-60 meseca, a naj¢ese se javljaju u

uzrastu od 18 meseci, $to se slaze sa rezultatima nase studije (mod=18) (2,4,5.9).

Ucestalost dece koja su imala vise od dva FN je bila dosta manja (20.7%) u
odnosu na decu sa jednim FN (Grafikon 5), i u korelaciji je sa podacima koje smo
pronasli u literaturi (126).

U literaturi se navodi da je ¢e$¢a pojava FN kod muskaraca (4), dok studije
radene na teritoriji Srbije navode da nema razlike u obolevanju od FN u odnosu na pol
(9), sto se slaze sa rezultatima iz nase studije (50% muskarci, 50% zene) (Tabela 3).

U epidemioloskim ispitivanjima jednostavni febrilni napadi (JFN) su cesci
klinicki oblik febrilnih napada i prdstavljaju 80-85% svih FN (4,14). Rezultati naseg
istrazivanja pokazuju da je manja ucestalost dece koja su imala JFN (65.6%) (Grafikon
7) u odnosu na podatke koje smo pronasli u literaturi. Ovu razliku objasnjavamo
¢injenicom da je uzorak prikupljan u tercijarnoj ustavnovi, pa je jedan deo dece koja su
imala JFN, verovatno bila zbrinuta u ambulatni primarne zdravstvene zastite. Razlika
izmedu nasih grupa ispitanika proisti¢e upravo iz ¢injenice da smo uzorak skupljali u
tercijarnoj ustanovi, gde se pacijenti koji imaju epilepsiju prate, dok pacijenati sa FN

Cesto potrebno leCenje zavrSe u ustanovi primarne zdravstvene zastite.

Zanimljivo je da su se u grupi pacijenata sa epilepsijom JFN i SFN javljali sa
podjedankom ucestalos¢u (Tabela 3). Ovo je neocekivan nalaz obzirom da se u literaturi
navodi da su SFN faktor rizika za razvoj epilepsije u buducnosti (128,131). Ovakvi

rezultati mogu biti posledica kratkog perioda prac¢enja pacijenata.

Ispitivanja pojedinacnih genskih lokusa u naSem radu pokazala su odstupanje U
ucestalosti genotipova i alela u grupi dece sa FN od ucestalosti genotipova i alela u

opstoj populaciji za jedan od ispitivanih polimorfizma (rs2297201 KCC2 gena).
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Tabela 27. Podaci o ucestalosti alela rs2297201 polimorfizma KCC2 gena u razli¢itim
populacijama

Populacija Citozin (C) Timin (T)
Evropa 0.941 0.059
Afrika 0.876 0.123
Azija 0.824 0.175
Ashkenazi Jevreji 0.966 0.034
Amerika 0.638 0.361
Srbija 0.886 0.105

~ The Eli and Edythe L. Broad Institute of Harvard and MIT. The Exome Aggregation_
Consortium (ExXAC) v0.3

Ucestalost C alela rs2297201 KCC2 gena se krece od 63.8% do 96.6% u zavisnosti
od populacije. Ova ucestalost u Evropi predstavlja jednu od najvisih i iznosi 94.1%, dok
je najniza u Americi (63.8%) (The ALlele Frequency Database. A resource of gene
frequency data on human populations supported by the U. S. National Science
Foundation). Nase istrazivanje je pokazalo ucestalost C alela u celom analiziranom
uzorku 88.6% S§to je nesto nize od one u evropskoj populaciji. Ucestalost C alela u
populaciji dece sa FN je 83.9%, dok je u kontrolnoj grupi bilo 93.5%, $to je u skladu sa

ucestalostima u evropskoj populaciji (Tabela 27).

Ve¢ smo napominjali da postoji uzrasno specifican odgovor neurona nakon
vezivanja GABA za receptore u CNS. Ova razlika izmedu zrelog i nezrelog neurona se
ogleda u odgovoru GABAA receptora nakon vezivanja GABA neurotransmitera. U
nezrelom neuronu, nakon stimulacije GABAA receptora dolazi do depolarizacije
neurona i posledicne ekscitacije neurona, dok je u zrelom neuronu odgovor na
stimulaciju ovih receptora repolarizacija. Uzrok ove razlike je povecana ekspresija

KCC2 tokom neurorazvojnog perioda $to i predstavlja bitan faktor za funkcionalni
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razvoj mozga (69). Depolarizacija u nezrelim neuronima posredovana GABA
transmiterom je razultat smenjene ekspresije KCC2 transportera u ranom uzrastu.
Pokazano je da depolarizacija neurona nakon stimulacije receptora posredstvom
GABA neurotransmitera povecava verovatno¢u nastanka poremecaja ekscitatorno-
inhibitornog balansa i dovodi do smanjenog konvulzivnog praga kod dece (69). Kako su
FN uzrasno specifi¢ni, javljaju se do 5 godine, poslednjih godina se analizira uloga
KCC2 gena u nastanku epilepsije i FN (78,79,80,86,87).

Dosadasnja istrazivanja pokazuju razli¢ite promene u KCC2 genu kod pacijenata
sa FN. Opisana je retka varijanta KCC2 gena (KCC2-R952H) u jednoj australijskoj
porodici koja se dovodi u vezu sa FN. Studije funkcionalne ekspresije in vitro pokazale
su znacajno smanjenu povrSinsku eksperesiju KCC2 mutiranog proteina (61% wild
tipa), kao i smanjen izlazak Cl iz neurona u poredenju sa normalnim proteinom. Tako
da je mutiran protein povezan sa deficitarnim izlaskom CI iz neurona, §to uzrokuje
smanjenu hiperpolarizaciju usled disfunkcije KCC2 kanala, a koja moze biti okida¢ za
pojavu FN (79). Istu varijantu KCC2 gena (R952H) identifikuju Kahle i saradnici 2014.
godine u populaciji osoba francusko-kanadskog porekla koji su imali idiopatsku
generalizovanu epilepsiju. Pored nje ovi autori su opisali i heterozigotnu varijantu
R1049C KCC2 gena (80). Studije funkcionalne ekspresije in vitro koje su usledile,
pokazale su da ove varijante utiCu na kapacitete izlaska jona Cl- iz neurona, §to dovodi
do narusene funkcije KCC2 kanala i doprinosi razvoju epilepsije (80).

Samo dva istrazivanja do sada su analizirala rs2297201 polimorfizam KCC2
gena u etiologiji nekog oboljenja (89). Kako je ovaj polimorfizam lociran u intronu
KCC2 gena, smatra se da moze imati efekat na obradu primarnog prepisa gena.

NasSe istrazivanje je pokazalo da izmedu grupe dece sa FN i kontrolne grupe
dece postoji znacajna razlika u ucestalostima genotipa polimorfizma rs2297201 KCC2
gena (y? =8.557; p=0.003) (Tabela 5). Zastupljenost genotipa CT i TT znacajno CeSce
imaju deca sa FN (30.36%) u odnosu na kontrolnu grupu zdrave dece (13.08%).
Obzirom da smo prvi koji su analizirali uticaj ovog polimorfizma na pojavu FN, treba
sprovesti dalja istrazivanja na ve¢em uzorku, kao i u razli€itim populacijama. Treba
napomenuti da je KCC2 gen jedan od najnetolerantnijih gena u humanoj populaciji
(166) u pogledu genske varijacije, pa promene u ovom genu mogu doprineti
fenotipskom ispoljavanju FN. Genotip CC polimorfizma rs2297201 KCC2 gena u grupi
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dece sa FN (69.6%) je znaCajno manje zastupljen nego u kontrolnoj grupi (86.9%), Sto
ukazuje da ovaj genotip moze imati protektivni efekat za pojavu FN.

Medutim, u naSem uzorku izmedu grupe dece sa epilepsijom i kontrolne grupe
dece ne postoji znacajna razlika u ucestalostima u analiziranih genotipova KCC2 gena
(x> =2.471; p=0.116) (Tabela 5). Kako poremecaj funkcije KCC2 kanala utice na
ekscitabilnost mozga, o¢ekivali smo postojanje razlike medu ovim grupama, obzirom na
podatke u literaturi koji su opisali mutaciju ovog gena kod dece sa ranom infantilnom
epileptickom encefalopatijom iz dve nepovezane porodice (83). Kako KCC2 kanal ima
smanjenu ekspresiju tokom razvoja mozga koja korelira sa uzrasno specificnom
pojavom FN, pretpostavljamo da i male promene u funkciji proteina mogu uticati na
smanjen konvulzivni prag u ovom uzrastu. S duge strane, mozemo pretpostaviti da
ispitivani polimorfizam KCC2 gena nema ulogu u nastanku epilepsije, tj. predstavlja
dokaz o razli¢itom mehanizmu nastanka FN i epilepsije. Vazno je napomenuti da
poveéanje temperature uti¢e na smanjenu funkciju ovog kanala (28), pa mozemo
pretpostaviti da febrilnost u kombinaciji sa ovim polimorfizmom ima kumulativni
efekat na pojavu FN.

Rezultati dosadasnjih istrazivanja ukazuju da razli€iti genetski faktori uti¢u na to
da 1i ¢e se ispoljiti SEN ili JEN (49). Na osnovu nasih rezultata podgrupa dece sa SFN
visoko znacajno razlikuje u ucestalostima genetickih varijanti polimorfizma rs2297201
KCC2 gena u odnosu na kontrolu (y? =12.836; p=0.000) (Tabela 7). Primecena je
razlika izmedu kontrolne grupe i JFN, ali nije bila znaajna (x> =2.501; p=0.114)
(Tabela 8). Na osnovu nasih rezultata moZzemo zakljuciti da postoji pozitivna asocijacija
CT 1 TT genotipova ovog polimorfizma kod dece sa SFN. Medutim, poredenjem
ucestalosti ovog polimorfizma kod JFN 1 SFN uocena je razlika koja nije bila znacajna
(x? =3,824; p=0.148) (Tabela 6). Na osnovu ovoga mozemo predpostaviti da pojava
odredenog tipa FN moZe zavisiti od interakcije viSe gena koji mogu uticati na
ispoljavanje ove bolesti, ali i kompleksnog uticaja faktora rizika spoljasnje sredine koji
u kombinaciji sa genetickom osnovom mogu uticati na ispoljavanje razli¢ite oblika ove
bolesti.

Ucestalost C alela rs222747 polimorfizma TRPV1 gena je najniza u Africkoj
populaciji (11.8%), dok je najvisa u Aziji (30.1%) (Tabela 28). Rezulatati naSeg

istrazivanja su pokazala da je ucestalost C alela (24,1%) priblizna ucestalostima u
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Evropskoj populaciji (24.7%). Ucestalost C alela kod dece sa FN je 25.7%, a u
kontrolnoj grupi je 22.5% (Tabela 9).

Tabela 28. Podaci o ucestalosti alela rs222747 polimorfizma TRPV1 gena u razli¢itim
populacijama

Populacija C G

Evropa 0.247 0.753
Afrika 0.118 0.882
Azija 0.301 0.698
Ashkenazi Jevreji 0.264 0.736
Amerika 0.244 0.756
Srbija 0.241 0.759

“The Eli and Edythe L. Broad Institute of Harvard and MIT. The Exome Aggregation
Consortium (ExAC) v0.3

TRPV1 gen kodira TRPV1 kanal koji je predominanto prisutan u mozgu. Ovi
kanali kontroliSu razne funkcije neurona i glije, kao §to je termoregulacija i sinapticka
transmisija (88). TRPV1 kanal je ligand zavisni neselektivni katjonski kanal. Graden je
od 6 transmembranskih domena sa intracelularnim amino- i karboksilnim krajem. Na
amino kraju nalazi se segment sa najmanje tri ankirin ponavljaju¢a segmenta koji ima
vaznu ulogu u funkcionisanju kanala (92). Do sada je rs222747 polimorfizam ovog
gena analiziran kao etioloski faktor razli¢itih bolesti poput diabetes mellitus-a tip 1
(166), hroni¢nog bola (161) i dispepsije (169). SNP rs222747 lokalizovan u regionu
ponavljaju¢eg domena ankirina, i njegova varijanta je povezana ve¢im maksimalnim
odgovorom na agoniste TRPV1 kanala (110).

U grupi dece sa FN nije uocena znacajna razlika u ucestalostima genotipova
rs222747 polimorfizma gena TRPV1 u odnosu na kontrolnu grupu (¥*=2.759; p=0.252)

(Tabela 9). Takode ne postoji znacajna razlika u ucestalostima genotipova rs222747
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polimorfizma TRPV1 gena (y* =4.585; p=0.101) izmedu grupe dece sa epilepsijom i
kontrolne grupe (Tabela 10). Kako su istrazivanja u humanoj populaciji pokazala da
homozigoti za G alel ovog polimorfizma imaju ulogu u povecanoj sinaptickoj
transmisiji glutamata i1 uticu na ekscitabilnost neurona (94), ocekivali smo vecu
ucestalost ovog alela kod osoba sa FN, pogotovo u grupi dece koja imaju FN i koja su
razvila epilepsiju.

Primecena razlika u ucestalostima genotipova rs222747 polimorfizma TRPV1
gena u grupi dece sa SFN i kontrolne grupe (y* =2.856; p=0.240), kao i izmedu dece sa
JFN i kontrolne grupe (y* =2.223; p=0.329) nije statisticki znacajna (Tabela 12,13).

Razlika u ucestalostima genotipova i alela ispitivanog polimorfizma TRPV1
gena medu decom sa JFN i SEN takode nije znacajna (p>0,05) (Tabela 11). Ovi
rezultati bi mogli i¢i u prilog pretpostavci da ovaj polimorfizam ne predstavlja faktor
rizika za nastanak FN, kao ni za ispoljavanje odredenog tipa FN. Medutim, navedeni
rezultati mogu biti objasnjeni malim brojem ispitanika ukljuc¢enoh u studiju, pa ih treba
razmatrati pazljivo jer mozda ne oslikavaju stvarne ucest  alosti u zdravoj populaciji
(167).

Poslednjih decenija kao posledica urbanizacije i migracija osoba iz manjih
sredina (koje su genetski uniformne), ka ve¢im sredinama, dolazi do povecanja
proseénog stepena individualne i opste geneticke heterozigotnosti u populaciji (170).
Ovo povecanje stepena geneticke heterozigotnosti u populaciji moZe imati pozitivne
efekte na zdravlje individue i populacije (170,171), dok povecanje Stepena
homozigotnih karakteristika moze predstavljati faktor rizika za pojavu bolesti (151-
156). Neki autori navode da je distribucija odredenih fenotipskih osobina uslovljena
rasnom pripadno$¢u i polom (172). Geneticku osnovu vezivanja lobusa usne Skoljke su
istrazivali brojni naucnici (172). Ova karakterisitika je intrigirala istraZivace upravo
zbog pojave deformiteta usne Skolje kod razli¢itih genetskih sindroma. Fetalni razvoj
uha zapocinje veoma rano 1 svoj konaéni izgled dostize ve¢ tokom 4 meseca
intrauterinog razvoja i ne menja se do kraja zivota (172). Vezani usni rezanj predstavlja
recesivnu karakteristiku i na njenu pojavu utice jedan gen, dok spoljasnji faktori nemaju
nikakvog uticaja. Tako nam ova spoljasnja karakteristika pruza informaciju o bioloskoj
tj. genetickoj osnovi razvoja uha, poboljSavaju¢i naSe razumevanje gena koji su

potencijalno ukljuceni U njene razvojne nedostatke (173).
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U poslednjih tridesetak godina brojna istrazivanja koja su ukljucivala grupe
pacijenata obolelih od razli¢itih bolesti, a u okviru kojih je utvrdivana geneticka
homozigotnost upotrebom HRO testa, pokazala su znaCajne populaciono-geneticke
razlike u odnosu na op$tu populaciju (143-157). Visi stepen opSte recesivne
homozigotnosti je uocen kod brojnih bolesti, kao sto je balkanska endemska nefropatija,
alkoholizam, spina bifida, urodena displazija kuka, koronarne arterijske bolesti, Slog,
bronhogeni karcinom (148-159). Autori pretpostavljaju da uvecani stepen recesivne
homozigotnosti na neki nacin remeti geneticko-fizioloSku homeostazu i predstavlja vid
predispozicije za lakSe ispoljavanje bolesti.

Na osnovu rezultata predhodno navedenih istrazivanja, a S obzirom na to da
pacijenti sa FN do sada nisu bili ukljuéeni u ovakav vid populaciono-geneti¢kih
istrazivanja, zeleli smo da steknemo uvid u opsti stepen geneticke homozigotnosti kod
pacijeneta sa FN u odnosu na kontrolnu grupu, kao i da utvrdimo stepen geneticke
homozigotnosti i varijabilnosti kod razli¢itih podtipova ispitivanog entiteta, na osnovu
Cega bi se pruzile smernice ka daljem istrazivanju eventualnih predispozicija za lakSu
ekspresiju i etiologiju same bolesti.

Rezultati naseg istrazivanja pokazuju znacajnu razliku u stepenu geneticke
homozigotnosti za 20 testiranih genskih lokusa u analiziranim grupama sto upucuje na
postojanje populaciono-geneticke razlike medu njima (Tabela 14, Tabela 15, Grafik 14).
Kod dece sa FN uocava se znacajno visi stepen recesivne homozigotnosti kao i u svim
ispitivanim podgrupama pacijenata u odnosu na kontrolnu grupu (KN=3.22 + 0.16,
FN=4.31 =+0.144, t=5.023, p<0.001; JFN: 4.10+0.164, SFN: 4.71+0.251 f=14.8
p<0.001) (Tabela 14, Grafik 15, Tabela 16, Grafik 16). Geni ispitivani HRO metodom
se nalaze na razli¢itim hromozomima, pa ih mozemo smatrati markerima tih
hromozoma, ali i susednih grupa poligena koji mogu imati uticaj na predispoziciju za
pojavu odredenih bolesti, mozda i FN (143-157).

Uporedivanjem prosecnih vrednosti HRO medu ispitanicima sa jednostavnim
febrilnim napadom (JFN) i slozenim febrilnim napadom (SFN) u odnosu za na zdrave
ispitanike utvrdena je znacajna razlika u obe podgrupe (KN=3.22 + 0.162; JFN:
4.10+0.164; SFN: 4.71+0.251, p<0.001) (Grafikon 16) (Tabela 16), $to upuéuje na
postojanje uvecane recesivne homozigotnosti u ovim grupama ispitanika, kao 1

smanjenu varijabilnost (KN: V=55.34%; JFN: V=41.95%; SFN:38.39%) (Tabela 16).
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Posmatrajuéi distribucija pojedinaénih HRO kod SFN i JFN u odnosu na kontrolu
primetili smo razliku (Tabela 17). U podgrupi ispitanika sa JFN 15/20 HRO su bile
¢eS¢e  zastupljene u odnosu na kontrolu, od kojih je 8 znacajno odstupalo
(Karakteristike broj 2,5,8,10,12,13,18,20) (Tabela 17). Sa druge strane HRO koje su
bile rede prisutne u podgrupi ispitanika sa JFN nisu znacajno odstupale (Tabela 17).
Kod ispitanika sa SFN, 16 HRO su ¢esce bile u odnosu na kontrolnu grupu, a njih 13 je
znacajno odstupalo (Karakteristike 1,2,3,5,7,8,9,12,13,15,16,17,19). Manji broj HRO je
bio ucestaliji u kontrolnoj grupi (4/20), medutim nijedna od njih nije znac¢ajno odstupala
(Tabela 17). Vrednost ukupnog X? testa ukazuju na zna&ajne razlike ove dve podgrupe u
odnosu na kontrolnu grupu (JEN/KN =84.914***: SEN/KN =195.546***) (Tabela 17)
ukazuju¢i na razlike u varijabilnosti u prisustvu testiranih osobina.

Vazno je ista¢i da je varijabilnost dece sa SFN (V=38.39%) (Tabela 16) bila
najniza U odnosu na sve ispitivane podrgupe, dok je stepen geneticke homozigotnopsti
kod ove dece u poredenju sa kontrolnom grupom imao najvise vrednosti (SFN:
4.71+0.251) (Tabela 17). Ve¢ smo ranije naveli da SEN predstavljaju faktor rizika ka
kasniji razvoj epilepsije u detinjstvu i predstavljaju "tezi" oblik FN, $to upucuje na
¢injenicu da povecanjem tezine klinicke slike FN moze biti u korelaciji sa pove¢anjem
stepena geneticke homozigotnosi i smanjenom varijabilnosti.

Uvecana geneticka homozigotnost bi mogla upucivati i na uvecan stepen
genetiCkih opterecenja §to moze predstavljati vid predispozicije za lakSu ekspresiju
bolesti (148,152,153,155,157).

Rezultati nasSeg rada pokazuju da se zastupljenosti u prisustvu pojedinacnih
HRO razlikuju, 50% (10/20) fenotipskih katakteristika je ucestalije kod pacijenata sa
FN (Tabela 15), sto takode upucuje na uvecanu recesivnu homozigotnost za gene koji
determiniSu testirane osobine pa bismo mogli pretpostaviti da izvesne kombinacije gena
uticu na pojavu FN kod dece. Vazno je ista¢i da 7/10 HRO koje su znacajno odstupale
bile u regionu glave (Tabela 15) i sve su bile ucestalije kod dece sa FN. Razlike u
zastupljenosti pojedinih recesivnih karakteristika mogla bi se objasniti pretpostavkom
da geni koji determiniSu ispoljavanje oboljenja deluju plejotropno, ¢ime bi mogli da
utiu i na druge karakteristike, kao §to su i ispitivane HRO (153-157).

Poredenjem ukupnih HRO izmedu grupe dece sa jednostavnim i grupe sa

slozenim febrilnim napadama (Tabela 16), kao i poredenjem izmedu grupe dece kod
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koje se razvila epilepsija i onih kod kojih se nije razvila epilepsija (Tabela 18) nisu
pokazale statisticku znacajnost, $to se moze objasniti ve¢om homogenos¢u ovih grupa
ispitanika. Medutim kada smo uporedili distribuciju pojedinaénih HRO izmedu datih
grupa dosli smo do rezulata koji je pokazivao visoku statisticku znacajnost
(EXPsenen=69,442***; ¥ X%cpaen=90,389*** p<0.001) (Tabela 17, Tabela 19), 3to
ukazuje na to da verovatno razliite grupe gena uticu na to da li ¢e se ispoljiti SFN ili
JFN, kao 1 na to da li ¢e se kasnije razviti epilepsija kod dece koja su imala FN. Veci
broj HRO osobina je bio u grupi dece sa epilepsijom u odnosu na grupu dece sa FN koja
nisu razvila epilepsiju (Tabela 19). Ovi nalazi idu u prilog ¢injenici da veci stepen
geneticke homozigotnosti mozda moze upudivati i na veci stepen genetiCkih
opterecenja, koja mogu dovesti do ispoljavanja tezeg oblika oboljenja (152,156,157).

U prilog uvecéane recesivne homozigotnosti za testirane genske lokuse kod dece
sa FN govori i ¢injenica da je u kontrolnoj grupi bilo najvise osoba sa 3 HRO, dok je
kod pacijenata sa FN najucestalija bila pojava 4 HRO (Grafikon 15.) Posmatrajuci
varijabilnost svih podgrupa dece sa FN u odnosu na kontrolnu grupu, najmanja vrednost
je bila kod dece sa SFN i epilepsijom, dok je najvisa vrednost je bila u grupi dece sa
JEN. Varijabilnost osoba sa JFN je bila manja u odnosu na kontrolnu grupu, a veca u
odnosu na decu sa SFN (KN=55.34%, JFN=41.95%, SFN=38.39%, EPI1=40.69%,
BFN=41.10%) (Tabela 16, Tabela 18). Ovi rezultati upucuju na ¢injenicu o moguéem
delovanju drugih faktora na pojavu razli¢itog klinickog oblika FN (SFN ili JFN), kao i
eventualnog razvoja epilepsije nakon FN. Utvrdena poveéana recesivna homozigotnost i
smanjena varijabilnost verovatno dovodi do promene geneti¢ko-fizioloske homeostaze
ili pak do povecanja genetiCkih opterecenja koji bi mogli da uticu na lakse ispoljavanje
FN (152,156,157). Ovi rezultati govore u prilog moguéoj multifaktorijalnoj etiologiji
ovog entiteta §to je u saglasnosti sa studijama drugih autora koji su dokazali smanjenu
varijabilnost u grupi obolelih ispitanika u poredenju sa kontrolnom grupom (151-156).

U nasem radu, poredenjem srednjih vrednosti HRO izmedu muskog i Zenskog
pola kako u kontrolnom uzorku (KNm=3.27+0.24, KNz=3.18+0.22 , t=0.265, p>0.5).
(Tabela 20), tako i u grupi ispitanika sa FN (FNm=4.17+0.202, FNz=4.45+0.206,
t=0.969; p>0.5) (Tabela 22) nije uoCena znaajna razlika u stepenu genetiCke
homozigotnosti (151,154,155,156). Iako nema razlike u proseénim vrednostima HRO

kod polova u okviru svake grupe, postoji razlike u distribuciji pojedinih karakteristika.
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Osam HRO su znacéajno odstupale (Karakteristike 3,4,5,11,12,13,16,19), od kojih su
¢etiri HRO (Karakteristike 3,4,11,12) bile ¢es¢e kod decaka (Tabela 21). Kod pacijenta
sa FN uocena je znacajna razlika za 8 od 20 testiranih osobina, a treba ista¢i da je ¢ak 6
od ovih 8 karakteristika znacajno ¢eS¢e zastupljeno kod devoj¢ica (Tabela 23). Ovi
rezultati ukazuju na postojanje razlike u varijabilnosti testiranih HRO medu polovima
(XX2=79.142***) (Tabela 23) (150,153,154).

Srednje vrednosti HRO su pokazale razlike kako medu deCacima sa FN i
kontrolne grupe, tako i medu devoj¢icama sa FN i u kontrolnoj grupi devojé¢ica (Tabela
24, Tabela 25). Uocena razlika izmedu datih grupa pokazuje da postoji jasna
populaciono-geneticka razlika unutar polova. Kao i u predhodim podgupama dece sa
FN primecena je smanjena varijabilnost i decaka i devojCica sa FN u poredenju sa
kontrolnom grupom. I ovo poredenje upuéije na uvecanu recesivnu homozigotnost i
samanjenu varijabilnost u grupama pacijenata u poredenju sa kontrolom, §to ukazuje na
neki nacin na uvecani nivo geneti¢kih opterec¢enja i verovatni poremecaj u geneticko-
fizioloskoj homeostazi §to moZe uzrokovati olakSanu ekspresiju febrilnih napada
(151,153,155,156,157).

Analizirajué¢i distribuciju pojedna¢nih HRO kod ispitanika muskog pola u
kontrolnom uzorku i FN primetili smo postojanje razlike. Ve¢ina HRO (8/9) koje su
znacajno odstupale, su bile ¢eS¢e kod decaka sa FN (Tabela 26), Sto se slaze sa gore
navedenim rezultatima koje govore u prilog uvecane recesivne homozigotnosti osoba sa
FN. I devojcice iz grupe FN su imale znac¢ajno veci broj HRO u odnosu na devojéice iz
kontrolne grupe (Tabela 26), medutim ova razlika je bila ne$to manja u poredenju sa
decacima sa FN i decaka iz kontrolne grupe. Ovaj rezultat nam moze ukazivati na to da
eventualna pripadnost muskom polu moze biti predisponirajuci faktor za pojavu FN.
Nasi rezultati su u skladu sa istraZzivanjima drugih autora koji su pokazali razliku u
distribuciji HRO medu polovima u razli¢itim bolestima (150,153,154,156,157).

Rezultati naseg istrazivanja upucuju na to da znacajno uvecana recesivna
homozigotnost kao i umanjena varijabilnost za ispitivane osobine kod osoba sa FN
verovatno dovode organizam u specifi¢no stanje geneti¢ko-fizoloske homeostaze koje
bi moglo da predstavlja izvesnu predispoziciju za pojavu FN. Ovi nalazi se slazu sa

istrazivanima drugih autora u kojima se ukazuje na to da izmena u stepenu geneticke
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homozigotonosti i varijabilnosti predstavljaju izvesnu predispoziciju za laksu ekspresiju
pojedinih bolesti (143-157).
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6. ZAKLJUCCI

Glavni cilj genetickih istrazivanja u neurologiji jeste identifikovanje polimorfnih
varijanti gena koje mogu doprineti pojavi neke neuroloske bolesti, jer je kod veéine
etiologija nedovoljno poznata. Ispitivanje genskih polimorfizama asociranih sa
ekscitabilnosti neurona moze dati znacajne informacije ne samo o etiologiji FN, nego i
eventualnom razvoju epilepsije nakon FN, ali i klinickom obliku FN. Na osnovu
rezultata studije:
1. Od 150 dece sa FN, 65.3% imalo je jednostavan febrilni napad (JFN), a 34.7%
kompleksan febrilni napad (SFN).
2. U na3oj ispitivanoj grupi dece sa FN njih 17.3% je imalo epilepsiju.
Ispitivanjem polimorfizma rs2297201 KCC2 gena utvrdeno je:
3. da je ucestalost homozigota CC 69.6%, heterozigota CT 28.6% i homozigota za redi
alel T, tj. TT genotip 1.8% u grupi dece sa FN. Ucestalost alela C u ovoj grupi dece je
83.9%

4. da je u kontrolnoj grupi dece genotip CC bio najzastupljeniji, 86.9%, a genotip CT je
imalo svega 14 dece (13.1%), dok genotip TT nije imalo ni jedno dete. Ucestalost C
alela je 93.5%.

5. genotipovi CT i TT i alel T polimorfizama rs2297201 KCC2 gena mogu biti
predisponirajuci faktor na nastanak FN. Ovi genotipovi su asocirani i sa pojavom SFN,

dok nije uocena veza ovog polimorfizma i epilepsije.

Ispitivanjem polimorfizma rs222747 TRPV1 gena utvrdeno je:

6. da je medu decom sa FN genotip CC imalo najmanji broj ispitanika 9,0%, genotip
CG 33.3%, a najvedi broj dece, vise od polovine, 57.7% genotip GG. Ucestalost C alela
u ovoj grupi je 25.7%.

7. da je u kontrolnoj grupi takode najzastupljeniji genotip GG, 58.7%, zatim CG 37.6%,
a najmanji broj dece, 3.7% je imalo genotip CC. Ucestalost C alela je 22.5%

8. razli¢iti genotipovi i aleli analiziranog polimorfizma TRPV1 gena nisu znacajno
asocirani sa pojavom febrilnog napada niti epilepsije, a takode nisu asocirani ni sa

odredenim tipom febrilnog napada.
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Na osnovu utvrdenog prisustva 20 homozigotno-recesivnih osobina izvrSena je
procena stepena geneticke homozigotnosti i varijabilnosti u kontrolnom uzorku

ispitanika i1 kod osoba sa FN, nakon Cega je zakljuceno sledece:

9. postojanje znaCajno uvecnog stepena recesivne homozigotnosti i smanjene
varijabilnosti za testirane genske lokuse ne samo u grupi pacijenata sa FN u odnosu na
kontrolnu grupu ispitanika, ve¢ i u svim ispitivanim podgrupama obolelih (SFN, JFN,

EPI, BEN).

10. sa rastom stepena tezine ispoljenosti FN utvrdeno je kako povecanje u stepena
recesivne homozigotnosti tako i smanjenje varijabilnosti u prisustvu testiranih

karakteristika.

11. iako nema razlike u proseénim vrednostima testiranih HRO kod polova u okviru
svake grupe (kontrola, oboleli), postoji razlika u distribuciji pojedinih karakteristika tj.

razlika u varijabilnosti u zastupljenosti pojedina¢nih HRO.

12. rezultati testiranja obolelih i "zdravih" decaka, kao i obolelih i "zdravih" devojcica
pokazuju znacajnu razliku u smislu uvecane recesivne homozigotnosti i smanjene

varijabilnosti kod pacijenata u poredenju sa kontrolnim grupama ispitanika.
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SKRACENICE:

AAP - Americka akademija za pedijatriju
AMPA - a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazol propionat
ATP - Adenozin-trifosfat

BFN - Deca sa febrilnim napadima bez epilepsije
CNS - Centralni nervni sistem

DNK - Dezoksiribonukleinska kiselina

EDTA - Etilendiamintetraacetatna kiselina

EEG - Elektroencefalogram

EPI- Epilepsija

FN - Febrilni napad

GABA - y- amino buterna kiselina

GWAS- Genome-wide associations study

HEK ¢elije - Celije humanog embriona bubrega
HRO - Homozigotno recesivne osobine

I/D - Inserciono delecioni

IL - Interleukin

ILAE - Internacionalna liga za borbu protiv epilepsije
JEN - Jednostavni febrilni napadi

KCC2 (SLC12A5) - Kalijum-hlor transporter
KN - Kontrolna grupa

MMP - Mirovni membranski potencijal

mMRNK - mitohondrijalna ribonukleinska kiselina
MTS - mezijalna temporalna skleroza

NMDA - N-metil-D-aspartat;

OMIM - Online Mendelian Inheritance in Man
PNS - Periferni nervni sistem

SDS - Natrijum-dodecisulfat

SFN - SloZeni febrilni napadi

SNP - Polimorfizmi pojedin¢nih nukleotida

TLE - Epilepsija temporalnog reZnja

TM - Transmembranski domen



TNF - Tumor nekrozis faktor
TRP - Kanali tranzitornog receptorskog potencijala
TRPV - Kanali tranzitornog receptorskog potencijala, podfamilija V

VNTRs - Polimorfizmi broja uzastopnih ponovaka
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mogu da koriste svi koji podtuju odredbe sadrzane u odabranom tipu licence Kreativne
zajednice (Creative Commons) za koju sam se odlucio/la.

1. Autorstvo

2\. Autorstvo - nekomercijalno

3. Autorstvo — nekomercijalno — bez prerade

4. Autorstvo — nekomercijalno — deliti pod istim uslovima
5. Autorstvo — bez prerade

6 Autorstvo — deliti pod istim uslovima

(Molimo da zaokruzite samo jednu od Sest ponudenih licenci, kratak opis licenci dat je
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