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POPIS OZNAKA | KRATICA

AE2 — protein za izmjenu aniona 2 (engl. anion exchange protein 2)

ALP - alkalna fosfataza (engl. alkaline phosphatase)

ANCA - antineutrofilna citoplazmatska antitijela (engl. antineutrophil cytoplasmic
antibodies)

APC - stanice koje predocuju antigen (engl. antigen-presenting cells)

CAM - celularne adhezijske molekule (engl. cellular adhesion molecules)

CB - Crohnova bolest (engl. Crohn's disease)

CCL25 - kemokinski ligand 25 (engl. chemokine ligand 25)

CDAI - indeks aktivnosti Crohnove bolesti (engl. Crohn’s Disease Activity Index)

CDEIS - endoskopski indeks tezine Crohnove bolesti (engl. Crohn’s Disease Endoscopic
Index of Severity)

CRP — C-reaktivni protein (engl. C-reactive protein)

DHFR - inhibitor dihidrofolat reduktaze (engl. dihydrofolate reductase inhibitor)

EASL - Europska udruga za proucavanje jetre (engl. European Association for the Study of
the Liver)

EGDS - ezofagogastroduodenoskopija (engl. esophagogastroduodenoscopy)

EIM — ekstraintestinalne manifestacije (engl. extraintestinal manifestations)

ERCP - endoskopska retrogradna kolangiopankreatografija (engl. endoscopic retrograde
cholangiopancreatography)

ESR — sedimentacija eritrocita (engl. erythrocyte sedimentation rate)

GWAS - studije cijelog genoma (engl. genome-wide association studies)

HR — omjer ugrozZenosti (engl. hazard ratio)

HBI — Harvey-Bradshawov indeks (engl. Harvey-Bradshaw index)

InsP3R3 — receptor inozitol-1,4,5-trifosfata (engl. inositol 1,4,5-trisphosphate receptor)
JAK - Janusove kinaze (engl. Janus kinases)

KRK - kolorektalni karcinom (engl. colorectal cancer)

LSM — mjerenje krutosti jetre (engl. liver stiffness measure)

MAMP — molekularni uzorci povezani s mikroorganizmima (engl. microbe-associated
molecular patterns)

MES - Mayo endoskopski zbroj (engl. Mayo endoscopic score)

MCP-1/CCL2 - protein koji privla¢i monocite 1 (engl. Monocyte Chemoattractant Protein-
1)

miR — mikroRNA (engl. microRNA)

MPO - mijeloperoksidaza (engl. myeloperoxidase)

MR — magnetska rezonancija (engl. magnetic resonance)

MRCP - magnetska rezonancija kolangiopankreatografija (engl. magnetic resonance
cholangiopancreatography)

MRNA — glasnic¢ka ribonukleinska kiselina (engl. messenger RNA)

MSCT - viSeslojna kompjutorizirana tomografija (engl. multislice computed tomography)
OR — omjer Sansi (engl. odds ratio)

PKM - piruvat kinaza miSica (engl. pyruvate kinase muscle)

pri-miR — primarna mikroRNA (engl. primary microRNA)

PSC - primarni skleroziraju¢i kolangitis (engl. primary sclerosing cholangitis)

PTB 1 - protein koji veze polipirimidinski slijed 1 (engl. polypyrimidine tract-binding
protein 1)

RR — relativni rizik (engl. relative risk)



SE - sedimentacija eritrocita (engl. sedimentation rate)

SES-CD - jednostavni endoskopski zbroj za Crohnovu bolest (engl. Simple Endoscopic
Score for Crohn’s Disease)

SNP - polimorfizam jednog nukleotida (engl. single nucleotide polymorphism)
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Therapeutic Targets in Inflammatory Bowel Disease)
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6-TG — 6-tiogvanin nukleotid (engl. 6-thioguanine nucleotide)



1.UVvOD

1.1 Upalne bolesti crijeva i PSC

Upalne bolesti crijeva (UBC, engl. inflammatory bowel disease) kroni¢ne su, imunosno
posredovane bolesti nepoznate etiologije koje zahvacaju probavni sustav.

Obuhvacaju dvije osnovne bolesti, ulcerozni kolitis (UK) i Crohnovu bolest (CB)™, koje imaju
specificne klinicke i patohistoloske karakteristike kao, i specifican tijek.

Rije¢ je o neizlje¢ivim bolestima koje karakteriziraju periodi remisije i relapsa te brojne
opisane izvancrijevne manifestacije (EIM, engl. extraintestinal manifestations).[l S obzirom
na prevalenciju i incidenciju bolesti, kao i na sve ve¢u dostupnost naprednih oblika lijecenja,
Upalne bolesti crijeva predstavljaju velik javnozdravstveni i socioekonomski problem.E!

Jos je jedna od vaznih karakteristika UK-a i CB-a konkomitantna pojava drugih bolesti, od
kojih posebno mjesto po vaznosti zauzima primarni sklerozirajuci kolangitis (PSC, engl.
primary sclerosing cholangitis). Rije¢ je o kroni¢noj kolestatskoj bolesti jetre i Zu¢nih vodova,
progresivnog karaktera, koja Cesto vodi do zatajivanja jetre i potrebe za transplantacijom.
Bolest karakteriziraju progresivna upala, fibroza te strikture intrahepatickih i ekstrahepatickih
zuénih vodova.[*l U bolesnika oboljelih od PSC-a zabiljeZena je visoka pojavnost upalnih
bolesti crijeva. Posebno je velika u¢estalost UK-a, koja, ovisno o studiji, varira od 25 do 90 %,
dok je udestalost CB-a nesto niza i kreée se oko 20 %.561 Bolesnici oboljeli od PSC-a imaju
specifican fenotip UBC-a, koji izmedu ostalog karakterizira blazi klinic¢ki tijek i specificna
ekstenzija upale u crijevu.’l Nazalost, upravo kod skupine bolesnika koji boluju od PSC-a i
UBC-a opisan je znatno povisen rizik razvoja karcinoma, primjerice kolorektalnog karcinoma,
Ciji desetgodidnji kumulativni rizik prema nekim procjenama iznosi i do 11 %.%! Opisani
¢imbenici rizika koji bi mogli dovesti do tako povisenog rizika brojni Su, poput povisene
koncentracije sekundarnih Zuénih soli, kroni¢ne supklini¢ke upale, genskih ¢imbenika itd.[*%
Unatoc opisanim mehanizmima u literaturi, tocan uzrok povisenog rizika karcinogeneze u ovih
bolesnika ostaje nejasan, kao i optimalan nacin njihova nadzora i lijeCenja, te su potrebna

daljnja istrazivanja koja bi nam dala odgovore na ta vazna pitanja.



1.2 Epidemiologija upalnih bolesti crijeva

Globalna epidemioloska slika UBC-a prosla je znatne promjene zadnjih sto godina, Sto se
posebno vidi u zemljama tzv. zapadnog stila zivota. Prema opisanim modelima, prevalencija i
incidencija UBC-a prolaze kroz Cetiri razvojna stadija — pojavnost, ubrzanje u incidenciji,
sloZena prevalencija i ekvilibrij prevalencije.l*! Studija incidencije CB-a u Cardiffu u Walesu
najduza je kontinuirana epidemioloska analiza CB-a, koja prati pojavnost bolesti od njezina
prvog opisa 1932. Inicijalno, incidencija je bila niska, izmedu 0,27 1 0,09 na 100 000 osoba
1933. i 1943, ali zatim dolazi do znatnog porasta na 0,98 na 100 000 osoba 1953., 5,2 na
100 000 osoba 1973., do 9,1 na 100 000 osoba 1983. Nakon toga incidencija je stabilizirana na
6 do 7 na 100 000 osoba u periodu od 1993. do 2003.1*2 Sli¢ni porasti incidencije opisani Su i
u drugim zemljama zapadnog stila zivota poput Danske ili Islanda, gdje je u istom periodu
incidencija rasla izmedu 4 i 5 % godi$nje.[*3!4 Sustavnim pregledom literature koji su proveli
Ng i sur. ukljuc¢ene su opservacijske 1 epidemioloske studije incidencije i prevalencije UBC-a
u periodu od 1990. do 2015. Prema rezultatima ove skupine autora, 72,7 % studija CB-a i
83,3 % studija UK-a provedenih u zemljama Sjeverne Amerike i Europe pokazuje stabilizaciju
ili ¢ak smanjenje incidencije UBC-a u navedenom periodu, Sto govori u prilog tome da se
zemlje zapadnog stila Zivota priblizavaju fazi tzv. ,sloZzene prevalencije”. Zabrinjavaju
epidemioloski trendovi u novoindustrijaliziranim zemljama poput Brazila, u kojima se biljeze
dramati¢ni godi$nji porasti prevalencije (+11,1 % (95 % Cl: 4,8 -17,8) zaCB i +14,9 % (95 %
Cl: 10,4 — 19,6) za UK).[*® Takoder, zabrinjavajuéi su podaci pedijatrijskih studija. Primjerice,
nedavno je publiciran sustavni pregled i metaanaliza literature grupe autora Roberts i sur. U
analizu su ukljuceni podaci iz ukupno 51 europske drzave, ukljucujuci podatke za CB i UK.
Rezultati pokazuju da su i incidencija i prevalencija UBC-a u pedijatrijskoj dobi u znatnom
porastu u svim europskim zemljama kroz zadnjih 50 godina, $to je posebno izrazeno za zemlje

sjeverne Europe, najvise u Skandinaviji.l*®!

Ako pogledamo trenuta¢nu epidemiolosku situaciju u zemljama Europe, prosjecno 0,2 %
populacije boluje od UBC-a, §to znaci oko 1,3 milijuna ljudi. Najnoviji podaci ukazuju da se
incidencija za CB krece od 0,4 do 2,8 na 100 000 osoba godisnje, uz nesto visu incidenciju za
UK, koja se kre¢e od 2,4 do 44 na 100 000 osoba godiSnje. Vrhunac je incidencije za obje
bolesti u dobi od 20 do 40 godina, dok podaci ukazuju da je za UK ta dob oko 5 do 10 godina
kasnije u odnosu na CB. Podaci o eventualnoj bimodalnoj distribuciji, tj. ponovnom porastu

incidencije u starijoj Zivotnoj dobi su nekonzistentni. Kad je rije¢ o spolnoj raspodjeli, rizik za



UK uglavnom je jednak za musSkarce i Zene do dobi od 45 godina, kada rizik za muskarce
postaje nesto Vvisi. Kad je rije¢ o CB-u, osobe zenskog spola imaju nizi rizik u djecjoj dobi (u
dobi od 10 do 14 godina), ali visi rizik nakon adolescencije (u dobi od 25 do 29 i nakon 35.

godine Zivota) u odnosu na muski spol.[1718]

1.3 Epidemiologija primarnoga sklerozirajuceg kolangitisa

PSC je rijetka bolest jetre za koju se procjenjuje da zahvaca od 0,006 do 0,016 % svjetske
populacije.r®! Epidemioloka istrazivanja PSC-a naglasavaju raznolikost u distribuciji bolesti
Sirom svijeta. lako je PSC dijagnosticiran u svim dijelovima svijeta, zapazeno je da se ¢esce
javlja u odredenim regijama. Na primjer, podaci ukazuju na viSu incidenciju PSC-a medu
populacijama europskog podrijetla u usporedbi s drugim etnickim skupinama. Takoder,
opazena je viSa ucestalost u sjevernijima U 0dnosu na juzne regije. Primjerice, u Sjevernoj
Americi, procijenjena incidencija za muskarce iznosila je 1,25 na 100 000 osoba godisnje, a za
zene 0,68 na 100 000 osoba godisnje, uz ukupnu prevalenciju od 5,58 na 100 000 osoba
godidnje.[?1 S druge strane, zemlje jugoistoéne Azije, primjerice Singapur, imaju verificiranih
ukupno samo 10 slu¢ajeva u periodu pra¢enja od 10 godina.l?*! PSC se moze javiti u bilo kojoj
zivotnoj dobi, ukljucujuci dje¢ju dob, ali ipak je najucestaliji izmedu 30. i 60. godine Zivota.

Dodatno, nesto se desée javlja u osoba muskog spola u odnosu na Zenski.[*%)

Epidemioloski, postoji znatna povezanost UBC-a i PSC-a. Prema epidemioloskim podacima
podrucja Sjeverne Amerike, utvrdeno je da 73 % bolesnika oboljelih od PSC-a boluje i od
UBC-a.l? Sli¢ni podaci dolaze iz velike multicentri¢ne retrospektivne studije u koju je
ukljuc¢eno ukupno 37 centara u Europi, Sjevernoj Americi i Australiji kroz period pra¢enja od
30 godina. Analiza je provedena na 7121 bolesniku, od kojih je 70 % razvilo UBC kroz period
pra¢enja.[??l Barberio i sur. proveli su metaanalizu i veliki sustavni pregled literature kojim su
ukljucene 64 studije, obuhvacajuci ukupno 776 700 bolesnika. Podaci te studije pokazuju da
prevalencija PSC-a u bolesnika s UBC-om iznosi 2,16 % uz najviSu zabiljezenu od 3,83 % u
Juznoj Americi te najnizu u jugoisto¢noj Aziji od 0,60 %. Zanimljivo, ako se uzme u obzir
prevalencija PSC-a malih vodova u bolesnika s UBC-om, onda iznosi 19,7 %. Ako se
pogledaju rezultati specificno za fenotip UBC-a, pokazano je da prevalencija UK-a iznosi
2,47 %, dok je prevalencija CB-a niza i iznosi 0,96 %. Cini se da i ekstenzija same upalne



bolesti crijeva igra ulogu u prevalenciji PSC-a, pa tako bolesnici s UK-om s ekstenzivnom
bole$¢u imaju visu prevalenciju u odnosu na ograni¢enu ljevostranu bolest ili proktitis. Kod
bolesnika s CB-om zabiljezena je visa prevalencija u kolonickoj i ileokolonic¢koj formi bolesti
u odnosu na ostale fenotipe. Dodatno, pokazana je muska predominacija u prevalenciji uz OR
1,15 (95 % ClI: 0,76 — 1,76).[2%

1.4 Patogeneza upalnih bolesti crijeva

Tocna etiologija i patogeneza UBC-a nije poznata, a u tijeku su brojna istrazivanja u tom
podru¢ju. Vjeruje se da je patogeneza ovih bolesti rezultat kompleksne interakcije genskih,

imunosnih, mikrobioloskih i okoli$nih ¢imbenika.

1.4.1 Genski cimbenici

Jasno je da genska predispozicija ima vaznu ulogu u patogenezi UBC-a. Relativni je rizik medu
¢lanovima obitelji oboljelih od UBC-a u prvom koljenu za 8 do 10 visi u odnosu na opéu
populaciju. Pozitivna obiteljska anamneza smatra se najizrazenijim riziénim ¢imbenikom za
razvoj UBC-a. Od 12 do 20 % bolesnika ima oboljelog ¢lana obitelji. Istrazivanja na populaciji
bijele rase pokazala su da je rizik obolijevanja od CB-a osam puta viSi medu ¢lanovima obitelji
u prvom koljenu, dok je rizik obolijevanja od UC-a visi Cetiri puta. Ako se pogleda iz
perspektive prevalencije, podaci pokazuju da iznosi 5 % za CB i 3 % za UC medu ¢lanovima
obitelji u prvom koljenu. Rizik je znatno visi ako oba roditelja boluju od UBC-a i tada iznosi
od 16 do 30 %.[24-281 Zanimljivo, medu jednojajéanim blizancima konkordancija za CB iznosila
je do 67 %, dok je za UC varirala izmedu 13 i 20 %.1"]

Medutim, sama nasljednost i genska predispozicija za CB i UC ne moZe se objasniti isklju¢ivo
mendelijanskim modelom. 1z dostupne je literature jasno da u patogenezi UBC-a sudjeluju
brojni geni koji utjeu na razne aspekte bolesti. Jasan primjer utjecaja viSe gena dolazi iz velike
genomske studije koju su proveli Jostins i sur. Rije¢ je 0 metaanalizi genomskih studija CB-a
i UC-a u kojoj je u kona¢nu analizu uklju¢eno viSe od 75 000 slucajeva i kontrola. Autori su
identificirali ukupno 163 lokusa povezana s UBC-om. Ako se pogleda detaljnije, 110/163
lokusa povezano je s obje bolesti, dok je 30 specifi¢no za CB, a 23 za UC. Zanimljivo, ukupno
70 % lokusa (113/163) preklapa se s drugim imunosno posredovanim bolestima poput
ankilozantnog spondilitisa i psorijaze.l®! Ono na $to genomske studije konzistentno ukazuju

jest povezanost same genske sklonosti i interakcije domacina s mikrobima, tj. mikrobiomom.



Iz tog aspekta povijesnu vaznost ima otkrice gena NOD2 (engl. Nucleotide-binding
Oligomerization Domain containing 2) koji je takoder opisan pod nazivom CARD15 (engl.
CAspase-Recruitment Domain 15). Homozigoti za mutirani alel ovog gena imaju OR (omjer
Sansi) 17,1 (95 % CI: 10,7 — 27,2) za razvoj CB-a, dok heterozigoti imaju OR 2,5 (95 % CI:
2,0 — 2,9), a smatra se da od 20 do 30 % bolesnika nosi mutirani gen. Genski polimorfizmi
NOD2/CARD15 povezani su s ranijom dobi obolijevanja, ilealnom lokalizacijom bolesti i
veéim rizikom za razvoj striktura.[?®3% Otkriée gena NOD2/CARD15 nema samo povijesnu
vaznost, ve¢ 1 jasno ukazuje na jedan od potencijalnih patogenetskih mehanizama UBC-a.
Njegove mutacije jasno naruSavaju urodenu imunost i antibakterijski odgovor na oralno
unesene patogene, poput smanjene produkcije p-defenzina i smanjene aktivacije (NF)-xB
(engl. nuclear factor -xB).B!

Jasno, osim puta NOD2, opisani su i brojni drugi genski putovi koji dovode do razvoja UBC-
a. Ako pogledamo specificno za CB, jasno je opisan put IL-23 koji je vazan za imunosni
odgovor na razne mikrobne signale. Opisane su mutacije gena za receptor 1L-23 koje su u
rjedim slucajevima protektivne, a u mnogo c¢es¢ima SNP (engl. single nucleotide
polymorphism) povisuije rizik za CB, ali i UC.¥? |L-23R se nalazi na kromosomu 1p31 i kodira
podjedinicu proinflamatornog citokina IL-23R. Varijante IL-23R povezane su sa zastitom
protiv upalnih bolesti crijeva (UBC), vjerojatno zbog gubitka funkcije samog receptora ili
barem kroz posredno ostecenje funkcije stanica. Takoder, IL-23 kao ligand IL-23R ima klju¢nu
ulogu u patogenezi crijevne upale: IL-23 i njegov blisko povezani citokin IL-12 sa zajednickom
podjedinicom p40 postali su atraktivne mete za neutralizirajuca antitijela u lijeCenju UBC-a.
Ipak, glavni protuupalni ucinak postize se blokiranjem IL-23 ili, specifi¢nije, njegove
podjedinice p19 (umjesto p40), Sto je dovelo do razvoja selektivnijih IL-23 antitijela kao Sto
su guselkumab, risankizumab, mirikizumab i brazikumab.23-3

Osim osi IL-23/17, genetika UBC-a takoder naglasava vaznost specijaliziranih mreza citokina
prilagodenih za imunitet u barijernim tkivima, kao §to je obitelj citokina IL-1. IL-1b
prvenstveno proizvode fagociti kao odgovor na molekularne uzorke povezane s
mikroorganizmima (engl. microbe-associated molecular patterns — MAMPS) koji induciraju
transkripciju IL-1b mRNA, dok inflamasomi poti¢u proteoliti¢ku aktivaciju IL-1b i formiranje
gasderminskih pora, omogucéuju¢i nekonvencionalno izluéivanje aktivnog citokina i
induciranje piroptoze. Kod pacijenata s UBC-om koji imaju varijante gubitka funkcije IL-
10RA, visak IL-1b koji proizvode makrofagi dovodi do prekomjerne upale, a lijeCenje
antagonistom IL-1R, anakinrom, ublazava simptome kod osoba koje su prethodno bile

refraktorne na terapiju.[263"]



U patogenezu CB-a takoder su direktno implicirane mutacije gena za regulaciju autofagije,
procesa iznimno vaznog za homeostazu stanice i eliminaciju nepotrebnih proteina. Primjerice,
SNP gena ATG16L1 (engl. autophagy-related 16-like 1) koji je eksprimiran na intestinalnim
epitelnim stanicama i odredenim tipovima T-limfocita nosi protektivne ¢imbenike za razvoj
CB-a. Sli¢an u¢inak nije primijeéen kod bolesnika oboljelih od UK-a.l*?

Kod UBC-a, klasi¢ni HLA geni imaju najjacu povezanost s razvojem bolesti. Ti se geni dijele
u dvije skupine: 1. skupina — regija gena razreda | s HLA obiljezjima A, B i C, te 2. skupina —
geni razreda Il s HLA obiljezjima DR, DQ i DP. Najdosljednija povezanost HLA alela
razreda Il u UBC-a vidi se kod HLA-DRB1 i HLA-DQBI1. DRBI je najvise prouc¢avan gen i
nosi najveéi rizik medu svim HLA genima u UBC-u. HLA-DRB10103 je snazno povezan s
obje bolesti, UK-om i CB-om. Ipak, smatra se rijetkim alelom s ucestalo§¢u manjom od 2 % u
europskoj populaciji. Ova varijanta pokazuje posebno snaznu povezanost kod pacijenata s
teSkim ekstenzivnim UK-om i kod onih s koloniénim CB-om. Daljnje povezanosti uo¢ene su s
HLA-DRB11502 u UK-u, posebno u japanskoj populaciji, s visokom prevalencijom od oko
20 %. U CB-u najkonzistentnije su povezanosti pronadene s HLA-DRB107, posebno kod
ilealne bolesti, te s HLA-DRB104, pretezno u japanskoj populaciji. Opc¢enito, utjecaj HLA
gena veci je u UK-u nego u CB-u. Studija asocijacije cijelog genoma pokazala je da noSenje
alela  HLA-DQA1*05 (priblizno 40 % europskih pojedinaca) udvostrucuje rizik od
imunogenosti na anti-TNF terapiju. Sveukupno, povezanost HLA alela i UBC-a je slozena, uz
znatnu gustoéu genskih varijanti i snaznu gensku neravnotezu.[8-411

Geneticke studije UBC-a takoder su identificirale regulatore razli¢itih epitelnih funkcija.
Posebno, geni koji kontroliraju integritet crijevne barijere, poput C1orf106, RNF186 i HNF4A,
predstavljaju vazne rizi¢ne ¢imbenike za UK. C1orf106 je prvi put povezan s UK-om kroz
studije GWAS, a sekvenciranje egzoma naknadno je identificiralo kodirajuc¢u varijantu
povezanu s rizikom za UK. U funkcionalnim studijama, C1orf106 djeluje kao adaptor koji
regulira ubikvitinaciju i degradaciju proteina citohezina, vazan u procesu sinteze proteina
ARF6. ARF6 ima klju¢nu ulogu u endocitoznom recikliranju receptora na povrsini stanice,
ukljucujuci proteine kadherin, koji formiraju adherentne spojeve koji fizicki povezuju epitelne
stanice u jednom sloju. Varijanta Clorfl06 Y33F povezana je s povisenim razinama
citohezina, neispravnim preoblikovanjem adherentnih spojeva i posljediénim o$teéenjem
funkcije barijere, Sto se smatra da pridonosi kroni¢noj upali crijeva izazvanoj

mikrobiotom.[4243]



1.4.2 Okolisni cimbenici

Kao $to je i ranije napomenuto, patogeneza UBC-a ne oslanja se isklju¢ivo na genske
¢imbenike. Podaci u literaturi i viSe nego uvjerljivo ukazuju na to da okolisni ¢imbenici u
najmanju ruku igraju jednako vaznu ulogu.

Dobro je poznata Strachanova ,higijenska hipoteza”, koja govori da djeca koja odrastaju u
relativno sterilnom okruzenju, dakle minimalno izloZzena mikrobima, nemaju dovoljno
adaptiran imunosni sustav na vanjske ¢imbenike. Stoga kasnije u Zivotu imaju veci rizik za
razvoj neadekvatnog odgovora nakon izloZenosti patogenim mikroorganizmima.[*4]
Strachanova se hipoteza inicijalno odnosila na alergije, ali kasnije je jasno pokazano da ima
uporiste i u ostalim imunosno posredovanim bolestima, ukljucujuci upalne bolesti crijeva.
Brojne studije jasno pokazuju da osobe koje odrastaju u ruralnim sredinama, velikim obiteljima
ili imaju kuéne ljubimce imaju manji rizik za razvoj UBC-a. S druge strane, osobe koje su u
prvoj godini zivota izlozene antibioticima ili osobe koje su rano preboljele gastrointestinalnu
infekciju imaju veéi rizik za razvoj UBC-a.[#546]

Vazan okolisni ¢imbenik svakako je i puSenje, koji je ujedno jedan od najistrazZivanijih.
Pusenje, kao rizi¢ni ¢imbenik, posebno se negativno reflektira na patogenezu, ali i na klinicki
tijek CB-a. Brojne studije konzistentno ukazuju da pusaci imaju povisen rizik za razvoj CB-a,
dok prestanak pusenja ima povoljan u¢inak na tijek bolesti. Dodatno, osobe s CB-om koje puse
vjerojatnije ¢e trebati kirurSki zahvat u odnosu na one bolesnike koji ne puSe. Nedavno je
publicirana velika metaanaliza klinic¢kih studija koju su proveli Piovani i sur. u cilju ispitivanja
pusenja kao rizicnog ¢imbenika za razvoj UBC-a prema fenotipu bolesti, ali i prema etnicitetu.
U analizu je ukljuéeno 57 studija s viSe od 9000 bolesnika s CB-om i 23 000 bolesnika s UC-
om. Pronaden je poviSen relativni rizik (RR) za razvoj CB-a medu pusac¢ima bijele rase,
nezidovskog porijekla (RR 1,95, 95% CI: 1,69 — 2,24), dok znacajno povisen rizik nije

.....

pusenja za razvoj UK-a pronaden je medu svim uklju¢enim populacijama (RR: 0,55, 95 % CI:
0,48 — 0,64), ali uz slabu razinu dokaza i veliku heterogenost medu studijama."]

Osim pusenja, brojna su istrazivanja fokusirana na ulogu prehrane u patogenezi UBC-a. Pritom
se primarno misli na tzv. zapadnjacku prehranu, koja podrazumijeva prekomjeran unos
masnoca, raznih aditiva, crvenog mesa i rafiniranih Secera, kao i nizak unos vlakana. Zanimljiv
sustavni pregled literature i metaanalizu na tu temu publicirali su Li i sur. Cilj studije bio je
analizirati utjecaj zapadnjacke prehrane prije postavljanja dijagnoze, tako da su ukljucivane

samo studije s bolesnicima kod kojih su postojali podaci o prehrani najmanje godinu dana prije



pocetka bolesti. Ukljuc¢eno je ukupno devet studija, tj. 1491 bolesnik s UBC-om i oko 53 000
kontrola. Rezultati pokazuju da je prethodna zapadnjacka prehrana rizi¢ni ¢cimbenik za UBC u
cjelini (RR 1,92, 95 % CI: 1,37 — 2,68), kao i zasebno za UC (RR 2,15, 95 % CI: 1,38 - 3,34),
alii CB (RR 1,72, 95 % CI: 1,01 — 2,93). U analizi podgrupa, dodatno povisen rizik pronaden

je medu europskom i pedijatrijskom populacijom.%

1.4.3 Crijevna mikrobiota

U moderno vrijeme diskusija o patogenezi UBC-a nije moguca bez uzimanja u obzir crijevne
mikrobiote. Broj publikacija na tu temu u znatnom je porastu u zadnjem desetljecu, uz brojna
odgovorena pitanja, ali i dalje brojne nepoznanice.

lako su istraZivanja u zadnje vrijeme intenzivirana, sam koncept crijevnog mikrobioma kao
etiopatogenetskog ¢imbenika ve¢ je dugo poznat, doduSe, primarno u smislu patogenih sojeva,
a ne komenzalne flore. Jedna od prvih, ali i dalje aktualnih hipoteza ukljucuje Mycobacterium
avium subspecies paratuberculosis (MAP) kao potencijalni uzro¢nik CB-a, a temelji se na
njezinoj sli¢nosti s Johneovom bolesti koja je takoder kronicni granulomatozni enterokolitis,
ali u prezivaca, uzrokovan MAP-om. Dosad je provedeno jedno randomizirano, placebom
kontrolirano klini¢ko ispitivanje terapije protiv MAP-a (klaritromicin, rifabutin, klofazimin),
koje nije pokazalo u¢inkovitost u odnosu na placebo. Medutim, podrucje je i dalje aktivno te
su tijeku ispitivanja koja uklju¢uju novu formulaciju antibiotika RHB-104 i cjepiva protiv
MAP-a.FH

U dostupnoj literaturi vidljiva su brojna klinicka i bazi¢na ispitivanja, kao i ispitivanja na
animalnim modelima koja jasno govore 0 vaznosti utjecaja intestinalne mikrobiote na razvoj
UBC-a. Disbioza crijevnog mikrobioma dobro je prepoznata i kao uzro¢nik, ali i kao posljedica
aktivne upale. Opisane alteracije ukljuCuju smanjenje opcenite raznolikosti bakterija, porast
sojeva bakterija poput Fusobacterium i Proteobacteria, za koje se pretpostavlja da su
agresivne, te redukcija sojeva poput Bifidobacterium i posebno izdvojene Faecalibacterium
prausnitzii, za koje se pretpostavlja da su protektivne.[®?

Osim crijevne disbioze, vaznost mikrobiote ocituje se i posredno, kao posljedica odredene
intervencije, odnosno terapijskog djelovanja u smislu primjene probiotika, postbiotika i

sinbiotika. Uloga probiotika u prevenciji i lijeCenju upale ileoanalnoga zdjeli¢énog rezervoara



(engl. pouchitis) dobro je poznata i dio je rutinske klinicke prakse.®® S druge strane, njihova
primjena u lije¢enju UK-a i CB-a za sada nije dovoljno potkrijepljena dokazima. Zadnja
Cochraneova metaanaliza na temu upotrebe probiotika u lije¢enju CB-a nije pronasla dovoljno
dokaza za njihovu preporuku, a ukljucene studije nisu pokazale dodatnu korist. Potrebna su
dodatna randomizirana klini¢ka ispitivanja u tom podrugju.®

Do sli¢nih zakljucaka dosli su Zhang i sur., autori metaanalize publicirane nesto kasnije od
ranije spomenutog ¢lanka. Pronadena je blaga korist od lijecenja probioticima i sinbioticima u
skupini bolesnika s UK-om, dok za CB nije bilo znatne razlike. Heterogenost medu studijama
je i dalje znatna, kao i medu primijenjenim sojevima bakterija i njihovom brojnosti, iako su
najvazniji dokazi za sada medu sojevima Bifidobacterium i Lactobacillus.!

Kao potencijalna terapijska opcija u ovom podrucju razmatrana je i fekalna transplantacija, ali
dosad klinicka ispitivanja nisu dala definitivni odgovor o njezinoj koristi. Nedavno publicirana
Cochraneova metaanaliza ukljucila je ukupno 550 bolesnika u 12 dostupnih studija. Studije su
karakterizirane raznolikim nadinom provedbe same transplantacije, kao i heterogenim
populacijama. Dokazi o koristi za indukciju i odrzavanje remisije CB-a i UK-a vrlo su nesigurni

i preporucena su daljnja istrazivanja.[®!

1.4.4 Intestinalni imunosni sustav

Ako uzmemo u obzir broj bakterija i mikroorganizama koji kontinuirano nastanjuju nas
probavni sustav, kao i broj i raznolikost tvari koje u njega svakodnevno unosimo, iznimno je
zanimljivo da sluznica crijeva nije kontinuirano inflamirana. DodusSe, u zdravoj sluznici crijeva
prisutna je kontinuirana, ali blaga fizioloSka razina upale koja u biti oslikava stanje
pripremljenosti za eventualni odgovor na dodir s patolodkim mikroorganizmom.’l U
odrzavanju intestinalnoga imunosnog sustava sudjeluje vise ¢imbenika, ukljucujuci epitelnu
barijeru, stanice koje predocuju antigen (APC) i imunoregulatorne stanice, kao i proupalne i
protuupalne citokine te adhezijske molekule. U bolesnika s UBC-om naruSena je homeostaza
tog kompleksnog sustava, $to dovodi do poticanja i odrzavanja patoloske upale na razini

sluznice.

Gastrointestinalni epitel u biti je najveca povrsina ljudskog organizma koja je u kontaktu s
vanjskim svijetom. Rije¢ je o selektivnoj barijeri, koja transcelularnim i paracelularnim

mehanizmima regulira unos, tj. transport. Sami kolonociti dodatno mogu imati funkciju APC-



a jer eksprimiraju MHC (engl. Major Histocompatibility Complex) molekule razreda Il, kao i
receptore za brojne citokine, Sto dodatno govori o njihovoj vaznosti u regulaciji upalnog
odgovora.>’l

Kad je rijec¢ o samoj fizickoj barijeri, podaci u literaturi jasno opisuju tanji sloj sluzi vezane uz
sluznicu kolona bolesnika s UC-om u odnosu na zdrave bolesnike. Dodatno, postoje dokazi o
Stetnom djelovanju emulgatora na debljinu sluzi, Sto je jo§ jedan mehanizam kojim
procesuirana hrana moze narusiti epitelnu barijeru i dovesti do poveéane permeabilnosti.l85]
U odrzavanju integriteta epitelne barijere jasno sudjeluju u brojni geni, pa su prema
publiciranim studijama GWAS (engl. Genome-Wide Association Studies) detektirani
polimorfizmi u genima koji kodiraju junkcijske proteine kao $to su E-kadherin, protein al2

koji veze gvanin-nukleotid i drugi.[®%

Kriti¢na je to¢ka u zapocinjanju i odrZzavanju upale u patogenezi UBC-a interakcija izmedu
APC-a i izvrdnih T-limfocita. Rije¢ je o kompleksnoj interakciji koja ukljucuje izvrSne i
regulatorne T-limfocite, APC te brojne citokine. Ovisno u uklju¢enim citokinima, imunosni
proces bit ¢e usmjeren prema Stetnoj, tj. patoloskoj upali ili ¢e biti atenuiran. Primjerice,
prisutnost IL-23, TGF- i IL-6 pospjeSuje diferencijaciju naivnih T-limfocita u patogene Th17
stanice. Takoder, dobro je opisana i uloga TNF-o u formiranju granuloma, ali i u aktivaciji
neutrofila te poticanju ekspresije adhezijskin molekula na endotelu intestinalne
vaskulature.[6162]

Same adhezijske molekule nalaze se na povrsini leukocita dok su njihovi ligandi na endotelu
venula. Njihova se interakcija odvija kroz nekoliko koraka u kojima sudjeluju kemokini, poput
IL-8, ali i leukocitni integrini, kao i celularne adhezijske molekule (CAM) na povrsini endotela.
U patogenezi UBC-a posebnu vaznost imaju integrini a4p7 i oEB7 jer je njihov ligand
specifi¢an za crijevo — mukozni adresin CAM ili MAJCAM-1. Otkrice te crijevne specifi¢nosti
bilo je jedan od temelja koji je doveo do razvoja antitijela za integrine a4f7 (vedolizumab) i
oEB7 (etrolizumab).[®]
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1.5 Patogeneza primarnoga sklerozirajuéeg kolangitisa

Patogeneza PSC-a za sada je nepoznata i teSko objasnjiva, kao i njegova etiologija. Razvijene
su brojne teorije i modeli koji jasno imaju uporiSte u znanstvenoj literaturi i ono $to je sigurno
jest da vaznu ulogu igraju genski, okoliSni 1 imunosni ¢imbenici. Primarni sklerozirajuci
kolangitis prema svojem klinickom tijeku i izostanku odgovora na imunosupresivnu terapiju
ne moZze biti karakteriziran kao autoimuna bolest, ali svakako je imunosno posredovana bolest.
U nastavku teksta detaljnije su opisani pojedini patogenetski ¢imbenici, kao i njihova

povezanost s PSC-om.

1.5.1 Genski cimbenici

Vaznost genskih ¢imbenika u patogenezi PSC-a dobro je oslikana u rezultatima analize Svedske
kohorte bolesnika. Bergquist i sur. ukljuc¢ili su ukupno 678 bolesnika s PSC-om iz nacionalne
baze podataka i 6347 uskladenih kontrola bez dijagnoze PSC-a. Pronaden je statisticki
znacajan, poviSen omjer ugrozenosti (engl. hazard ratio — HR) za djecu (HR 11,595 % CI: 1,6
— 84,4), bracu/sestre (HR 11,1 95 % CI: 3,3 — 37,8) i roditelje (HR 2,3 95 % CI: 0,9 — 6,1).
Dodatno je opisan i znacajno poviSen HR za razvoj UBC-a, $to govori u prilog zajednicke
genske osnove ovih dviju bolesti.5

Ciljane geneticke analize i studije GWAS predominantno ukazuju na HLA (engl. Human
Leukocyte Antigen) kompleks na 6. kromosomu, uz povisen OR za PSC izmedu 3. i 5. lako
postoje odredena preklapanja s UBC-om, odredeni haplotipovi ipak su specifi¢ni za PSC ili
PSC/UC fenotip poput HLA-B8 i HLA-DR3. Takoder, identificirani su HLA haplotipovi koji
nose povisen rizik za razvoj PSC-a, ali i oni koji nose protektivno djelovanje. U svakom
slu¢aju, daljnja su istrazivanja u ovom podruéju u tijeku.[5%

Osim HLA-a, ukupno su identificirana joS najmanje 22 gena koji imaju odredenu povezanost
s razvojem PSC-a. Polovina tih gena povezana je i s razvojem UBC-a, ali i s drugim klasi¢nim
autoimunim bolestima poput reumatoidnog artritisa.[!

Vrlo su oskudni podaci o povezanosti genskih ¢imbenika i klinickog tijeka bolesti. Studija
cijelog genoma provedena na velikom broj od 3402 bolesnika nije pronasla znacajnu
povezanost HLA haplotipa s klinicki znacajnim dogadajima. Medutim, pronadena je znacajna
povezanost varijanti gena rs853974 na 6. kromosomu na nacin da su homozigoti za AA alele
imali desetogodisnje prezivljenje bez transplantacije od 50,9 % (95 % CI: 41,5 — 59,5), dok je
za homozigote za GG alele iznosilo 72,8 % (95 % CI: 69,6 — 75,7). Nositelji AA alela imali su
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za 2,14 povisen relativni rizik za potrebu za transplantacijom jetre ili smrt uzrokovanu PSC-
om u odnosu na GG homozigote. 56

Ako je PSC doista bolest posredovana HLA sustavom, nije poznato koji antigeni stimuliraju
imunosni odgovor. S obzirom na povezanost s UBC-om postoji hipoteza da je mozda rije¢ o
zajedni¢kom antigenskom ,,okida¢u”, ali i moguc¢nosti da se T-limfociti primarno aktiviraju u

crijevu, a zatim migriraju u jetru, gdje poti¢u patologki imunosni odgovor.[”]

1.5.2 Imunosni cimbenici

Za oboljele od PSC-a karakteristi¢na je infiltracija makrofaga u sinusoidalne i perisinusoidalne
prostore te se smatra da oni imaju vaznu ulogu u daljnjoj patogenezi. U usporedbi sa zdravim
osobama, oboljeli od PSC-a imaju znatno vise CD68 i mijeloperoksidaza (MPQO) pozitivnih
stanica u portalnim prostorima. 6]

Velik je broj istrazivanja posveéen ispitivanju migracije limfocita, njezinu mehanizmu i
sli¢nostima izmedu jetre i crijeva u tom pogledu. Brojni dokazi ukazuju da su adhezijske
molekule i citokini uobicajeno iskljucivo eksprimirani u crijevu, u bolesnika s PSC-om
eksprimirani i u jetri, Sto dovodi do migracije originalno intestinalnih limfocita. Opisana je
znacajna ekspresija adhezijske molekule MAJCAM i kemokinskog liganda 25 u portalnoj veni
i endotelu sinusoida. U skladu s time, Grant i sur. postavili su hipotezu da je PSC posredovan
memorijskim T-stanicama koje su se prvotno aktivirale u crijevima i migrirale u jetru radi
patoloske upalne ekspresije adhezijskih molekula i kemokina koji su obi¢no ograni¢eni na
crijeva. Takvi limfociti aktivirani antigenima koji su usli u jetru putem portalne vene uzrokuju
pretjeran upalni odgovor koji potencijalno prerasta u kroni¢nu upalu.®®

Od opisanih kemokina, svakako treba istaknuti kemokinski ligand 25 (CCL25). Interakcija
CCL25 sa svojim kemokinskim receptorom 9 (CCR9) dovodi do aktivacije a4B7 integrina i
omogucava adheziju limfocita na MAdCAM-1. Analiza ekspresije CCL25 i CCR9 u razli¢itim
bolestima jetre ukazuje da je CCL25 imunoreaktivnost, uglavnom detektirana na sinusnom
endotelu u podruéjima interface hepatitisa, bila visokospecifi¢na za PSC jer nije bila prisutna
u PBC-u i drugim upalnim bolestima jetre. CCR9 je detektiran na 20 % limfocita infiltrata u
jetri u bolesnika oboljelih od PSC-a gdje je ¢esto bio koeksprimiran s 047, dok je manje od
2 % limfocitnih inflitrata jetre bilo CCR9 pozitivno u drugim bolestima. Navedena istrazivanja

ukazuju da je opisana interakcija kemokina i adhezijskih molekula specifi¢na za patogenezu
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PSC-a u odnosu na druge bolesti jetre, no za definitivan zaklju¢ak potrebna su daljnja
istrazivanja.[’®

Od ostalih kemokina, u kontekstu patogeneze PSC-a opisani su jos CCL21 i CCL28, koji
takoder sudjeluju u aktivaciji puta 047/ MAdCAM-1, ali nisu izraZeno specificni za PSC, ve¢
su opisani i u drugim autoimunim bolestima jetre. Njihova ekspresija detektirana je na
portalnom endotelu, oSte¢enim zu¢nim vodovima i nakupinama limfocita specifi¢cnima za PSC
I PBC. Smatra se da imaju dodatnu ulogu u regrutaciji naivnih T-limfocita, poticu njihovu
adheziju putem adhezijskih molekula i sudjeluju u formiranju limfocitnih nakupina u jetrenom

parenhimu.["1

1.5.3 Disbioza i teorija toksicne Zuci

Primjenom tehnologija sekvencioniranja uspjesno je opisan sastav crijevne mikrobiote kod
oboljelih od PSC-a. U usporedbi sa zdravim pojedincima, mikrobiota je izmijenjena, s ukupnim
smanjenjem bakterijske raznolikosti 1 promijenjenom ucestaloS¢u odredenih bakterija.
Dosadasnja istrazivanja sugeriraju da je crijevna mikrobiota bolesnika s PSC-om razlicita od
mikrobiote bolesnika s UBC-om. Stovise, pacijenti s PSC-om koji imaju UBC &esto imaju
mikrobiotu koja je sli¢nija pacijentima s PSC-om bez UBC-a nego onima samo s UBC-om.
Osim crijevne mikrobiote, mikrobiota zu¢nih putova takoder moze biti promijenjena kod PSC-
a. Za sada nije utvrdena jasna uzro¢no-posljedi¢na veza ovih promjena mikrobiote sa samim
tijekom bolesti te nije jasno kojim bi mehanizmom takve promjene u sastavu mogle biti
patogene. lzneseno je nekoliko hipoteza koje opisuju mogucu povezanost. Temeljene su
uglavnom na naruSenoj permeabilnosti crijeva kao posljedici crijevne disbioze, ¢ime je
omogucena translokacija mikroba i njihovih produkata. Receptori jetrenih stanica prepoznaju
te produkte koji dovode do podetka upalnih kaskada te posljedi¢ne fibroze i ciroze.[’?]
Primjerice, Nakamoto i sur. pokazali su na miSjem modelu kako Klebsiella pneumoniae
mijenja epitelnu barijeru kod bolesnika s PSC-om i stoga dovodi do bakterijske translokacije.
Jetrene Th-17 stanice koje poticu imunosni odgovor dovodeci do osteéenja jetre povezane SU S
tom permeabilnos¢u. Sli¢na interakcija, takoder na animalnom modelu, opisana je za
translokaciju bakterije Lactobacillus gasseri, Sto dovodi do produkcije IL-17, posljedi¢ne
aktivacije jetrenih T-limfocita i takoder daljnje fibroze.[®>74

Potencijalni patogenetski mehanizmi nisu ograni¢eni samo na alteracije u crijevnoj mikrobioti,

ve¢ 1 na njezine produkte. Tu se primarno misli na u¢inke dekonjugiranih Zu¢nih soli koje
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izbjegnu reapsorpciju u terminalnom ileumu (tj. enterohepaticku cirkulaciju) te dolaze u kolon.
Dekonjugacija zu¢nih kiselina posredovana je hidrolazom Zzuc¢nih soli koja je rasprostranjena
medu sojevima Firmicutes, Bacteroidetes i Actinobacteria. Otprilike 5% neapsorbiranih
zuénih kiselina ulazi u distalni ileum i debelo crijevo, gdje ih crijevna mikrobiota kemijski
modificira. Prevladavaju¢e su sekundarne Zzucne kiseline litokolna kiselina (LCA) 1
deoksikolna kiselina (DCA), ali u ljudskom fecesu moze se detektirati vise od 50 razli¢itih
vrsta sekundarnih Zuénih kiselina koje su mikrobioloskog podrijetla.l’!

Zuéne kiseline funkcioniraju kao signalne molekule i postizu svoje uéinke kroz interakciju s
nekoliko receptora, ukljuc¢uju¢i FXR (engl. Farnesoid X Receptor) i TGR5 (engl. membrane-
bound G protein-coupled bile acid receptor-1). Sekundarne Zu¢ne kiseline LCA i DCA vrlo su
potentni ligandi TGRS receptora, a njegov je agonizam povezan s kolangioprotektivnim i
protuupalnim u¢incima. Ovisno o lokaciji, TGRS receptor iskazuje brojne ucinke, pa tako na
kolangiocitima stimulira sekreciju klorida putem CFTR-a, na makrofagima njegova aktivnost
dovodi do smanjene aktivnosti NF-kB i posljedi¢no smanjene produkcije upalnih citokina.
Uloga receptora FXR 1 interakcije sa sekundarnim zu¢nim kiselinama takoder je vazna u
monocitima i makrofagima posredovanoj produkciji upalnih citokina.[”®! Dodatno, Verbeke i
sur. pokazali su da aktivacija receptora FXR posredovana sekundarnim Zuc¢nim kiselinama
sprje¢ava disfunkciju crijevne barijere u animalnom modelu kolestaze.[’]

Studije kojima je bio cilj odrediti fekalne profile sekundarnih Zu¢nih soli u bolesnika s PSC-
om ili PSC-om/UBC-om heterogenog su dizajna i ogranic¢ene te su u pravilu provedene na vrlo
malom broju ispitanika. Dostupni rezultati ukazuju na razlike u profilu Zu¢nih soli izmedu
bolesnika s PSC-om i bolesnika s fenotipom PSC/UBC, poput znatno manje koncentracije u
fecesu osoba koje imaju PSC i pridruzeni UBC.I"8]

oLl

U literaturi je takoder prisutna hipoteza o ,,toksi¢noj zu¢i” kao mogucem ectiopatogenetskom
¢imbeniku u PSC-u. Promjene u sastavu zuci, smanjenje protoka zuci i povecani zucni tlak u
mogu narusiti normalnu homeostazu i dovesti do formiranja toksi¢ne zuci. U zdravom je
organizmu bilijarni epitel zaSti¢en od toksi¢nog djelovanja zuci kroz nekoliko mehanizama,
poput njezine dilucije i alkalizacije. Dodatno tom mehanizmu pomaze i formiranje micela s
fosfatidilkolinom i kolesterolom.

Podaci koji podrzavaju teoriju toksi¢ne zuci dolaze uglavnom iz studija na animalnom modelu.
U Mdr2 knockout miSevima (animalni modeli PSC-a), s ligiranim glavnim Zu¢nim vodom,

izloZenost zu¢nim kiselinama dovodi do lezija koje histoloski nalikuju na PSC (ekstrahepaticke

i intrahepaticke bilijarne strikture, periduktalna onion-skin fibroza i fokalna obliteracija zuénih
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vodova). Osim navedenih histoloskih promjena, staza Zu¢nih kiselina dovodi do znatne
imunosne aktivnosti i produkcije brojnih citokina koji dovode do fibroze poput TGF-B1, TGF-
B2, MMP-2. Vazno je istaknuti da ovi rezultati govore u prilog tome da toksic¢ni ucinci Zuci

igraju vaznu ulogu tek nakon §to je razvijena odredena striktura ili stenoza zu¢nih vodova, a

ne na samom pocetku bolesti.[’87]
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1.6 Dijagnostika i pracenje upalnih bolesti crijeva

1.6.1 Postavljanje dijagnoze upalne bolesti crijeva

Za postavljanje dijagnoze UBC-a ne postoji patognomoni¢an simptom ili nalaz, ve¢ je potrebno
korelirati klini¢ku sliku, endoskopske, laboratorijske, radioloSke i patohistoloske nalaze. Stoga
ne ¢udi da su smjernice u dijagnostici i pracenju UBC-a rezultat konsenzusa gastroenteroloskih
i radioloSkih medunarodnih drustava kojima su uspostavljeni odredeni hodogrami i definirani
ciljevi detaljnije opisani u nastavku teksta.8%

Osim strukturirane anamneze i klinickog pregleda, pri postavljanju dijagnoze svakom je
bolesniku potrebno uciniti odredene laboratorijske 1 mikrobioloske analize. Pritom, pozornost
se obraca na upalne parametre poput leukocitoze i CRP-a (C-reaktivni protein). Poviseni CRP
korelira s upalnom aktivno$¢u CB-a, ali manje s UK-om, osim u slucaju teskog kolitisa. U
kontekstu same dijagnoze, specificnost i senzitivnost CRP-a nije dovoljna da bi bio
upotrijebljen kao jedini marker. Primjerice, metaanaliza Holtmana i sur. provedena na 19
studija s ukupno 2806 pedijatrijskih bolesnika pokazala je da je senzitivnost CRP-a u
postavljanju dijagnoze 0,63 (95 % CI: 0,51 — 0,73), dok je specifi¢nost iznosila 0,88 (95 % CI:
0,80 — 0,93). U odrasloj populaciji uloga CRP-a prvenstveno moze biti pomo¢ u razlikovanju
UBC-a od drugih gastroenteroloskih bolesti, primarno sindroma iritabilnog crijeva. U toj ulozi
vrijednost CRP-a manja od 0,5 uz fekalni kalprotektin manji od 40 pug/g smanjuje vjerojatnost

prisutnosti UBC-a na manje od 1 %.[8%81

Znatno je senzitivniji marker intestinalne upale fekalni kalprotektin, protein koji je prisutan u
velikim koli¢inama u neutrofilima. To¢na koncentracija fekalnog kalprotektina koja bi bila
dijagnosticka za UBC nije definirana. Medutim, brojni radovi sugeriraju vrijednost od
150 pg/g. Ogranicenje kalprotektina u tome je Sto nije specifican za UBC, odnosno samo uz
pomo¢ fekalnog kalprotektina ne mozemo reci je li rije¢ 0 UBC-u ili 0 nekom drugom uzroku
crijevne upale. Van Rheenen i sur. napravili su veliku metaanalizu dijagnostic¢kih studija za
UBC, ukljucujuéi odraslu i pedijatrijsku populaciju. Analizom je obuhvaéeno 13 studija S
ukupno vise od 1000 ispitanika. Rezultati su pokazali znacajnu osjetljivost i specifi¢nost ovog
markera, 0,93 (95 % CI: 0,85 -0,97) i 0,96 (95 % CI: 0,79 — 0,99), uz zakljucak autora da bi
probir ovim markerom mogao reducirati broj potrebnih endoskopija za 67 %. Rezultati ove
skupine autora nesto su bolji od sli¢nih studija gdje se prosjecne vrijednosti specifi¢nosti i

osjetljivosti kreéu izmedu 0,85 i 0,90 s obzirom na samu dijagnostiku bolesti.[828]
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U svakom slucaju, kod bolesnika s odgovaraju¢om klinickom slikom i biokemijskim nalazima
klju€an dokaz o prisutnosti upalne bolesti crijeva dat ¢e endoskopija. Stru¢na drustva savjetuju
kolonoskopiju s intubacijom terminalnog ileuma te biopsijama upaljenih regija (najmanje dvije
biopsije po mjestu upale). Ezofagogastroduodenoskopija (EGDS) je preporucena iskljucivo za
bolesnike koji imaju simptome povezane s gornjim dijelom probavnog sustava.[®
Karakteristi¢ni kolonoskopski nalaz CB-a ukljucuje segmentalne aftozne ili vece ulceracije s
podru¢jima uredne sluznice, dok kod UK-a upala kontinuirano zahvaca debelo crijevo od
rektuma prema oralnom. Patohistoloski, CB c¢esto pokazuje prisutnost aftoznih erozija i
granuloma, iako granulomi nisu uvijek prisutni. Prema literaturi, granulomi su verificirani u 6
do 66 % slucajeva CB-a, a kada su prisutni, vazno ih je razlikovati od sarkoidoze i tuberkuloze.
Transmuralna upala, koja zahvaca cijelu stijenku crijeva, vazan je znak CB-a, a limfocitne
nakupine u submukozi pouzdan su pokazatelj CB-a, ¢ak i u odsutnosti granuloma.[2%84

Patohistoloski, rana faza UK-a obiljeZena je edemom lamina propria i kongestijom kapilara i
venula, uz ekstravazaciju eritrocita. Uz to, opisuje se akutna infiltracija neutrofila, limfocita,
plazma stanica i makrofaga, a moguce i poveéanog broja eozinofila i masnih stanica.
Neutrofilna infiltracija kripti debelog crijeva dovodi do kriptitisa, a kona¢no do kriptalnih
apscesa s neutrofilnim nakupljanjem u lumenu kripte. Medutim, kriptitis, posljedi¢no
unistavanje vrcastih stanica, eksudat i nekroza epitelnih stanica nisu karakteristika iskljucivo
UK-a. Za razliku od CB-a, u patohistoloskim preparatima UK-a upala je uglavnom ograni¢ena

do razine muscularis mucosae.[84:8°]

Strucna drustva daju jasne preporuke i za radioloske pretrage u dijagnostici bolesti, a pritom se
misli na novodijagnosticirane bolesnike s CB-om koji moraju biti upuceni na jednu od pretraga
tankog crijeva (MR ili MSCT enterografija ili videokapsula). Princip MR i MSCT enterografije
sli¢an je u smislu da obje pretrage zahtijevaju primjenu peroralnoga kontrastnog sredstva te se
procjena zahvacenosti tankog crijeva temelji na mjerenju debljine i imbibicije stijenke
kontrastom.®! Prospektivne analize nisu pokazale dijagnosticku razliku izmedu ovih dviju
metoda. Autori Fiorina i sur. prospektivno su uklju¢ivali bolesnike i ileokoloni¢nom formom
CB-a koji su praceni objema radioloskim metodama. Nije bilo razlike u specifi¢nosti i
senzitivnosti za ispitivane parametre lokalizacije, zadebljanja stijenke, enteroenteri¢nih fistula,
abdominalnih nodusa i perivisceralne masti. Magnetska enterografija pokazala se

superiornijom jedino u detekciji striktura. S obzirom na navedeno, stru¢na druStva savjetuju
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obje metode u dijagnostici UBC-a, ali daju prednost MR-u kako bolesnici ne bi bili izloZeni
zraden;ju.[%8]

Metoda koja se sve vise primjenjuje svakako je intestinalni ultrazvuk (IUS). Rije¢ je 0 metodi
koja je Siroko dostupna, lako izvodiva te u realnom vremenu daje relevantne podatke o
zahvacéenosti stijenke crijeva upalom. Prospektivna studija direktne usporedbe MR
enterografije i 1US-a provedena je na ukupno 249 bolesnika sa sumnjom na Crohnovu bolest.
Svi ukljuceni bolesnici bili su upuceni na kolonoskopiju, IUS i MR enterografiju. Intestinalni
ultrazvuk bio je manje precizan u odnosu na MR u definiranju ekstenzije bolesti, ali uz vrlo
dobru konkordanciju s obzirom na lokalizaciju bolesti, prisutnost striktura, fistula i apscesa.
Autori su zakljuéili da su obje procedure korisne za dijagnostiku CB-a tankog crijeva, no ipak
daju prednost MR-u po pitanju definiranja ekstenzije bolesti.B”l Sli¢ni su i rezultati velike
studije METRIC. Rije¢ je o multicentri¢noj studiji kojoj je cilj bio usporediti MR enterografiju
i IUS u smislu dijagnostike CB-a, ekstenzije bolesti i razvijenih komplikacija. Finalna kohorta
ukljucivala je ukupno 284 bolesnika od koji je pola imalo novootkrivenu bolest, a druga
polovina suspektan relaps bolesti. U smislu definiranja ekstenzije bolesti, MR enterografija
imala je visu osjetljivost u odnosu na IUS kako za nove slucajeve CB-a tako i pri sumnji na
relaps bolesti (80 % (95 % CI: 72 — 86) vs 70 % (95 % CI: 62 — 78), p = 0,027) uz ukupnu
razliku od 10 % medu metodama. Takoder, osjetljivost MR enterografije bila je znacajno veca
u odnosu na IUS za prisutnost bolesti u kolonu (20 % razlike (95 % CI: 1 — 39) i aktivnost
bolesti tankog crijeva (6 % razlike (95 % CI: 2 — 11). Op¢enito, rezultati su vrlo sli¢ni i za
novodijagnosticirane bolesnike kao i za one ranije dijagnosticirane kod kojih postoji sumnja
na relaps bolesti. Obje su metode podjednako utjecale na terapijske odluke koje su donosili
nadlezni lije¢nici. Buduca ¢e istrazivanja biti usmjerena na usporedivanje korisnosti ovih dviju
metoda za procjenu odgovora na terapiju te istrazivanje koristi od UZV pregleda bolesnika s

nespecifiénim abdominalnim simptomima radi potvrde ili isklju¢ivanja Crohnove bolesti.!

U postavljanju dijagnoze CB-a koji zahvaca tanko crijevo, od dijagnostickih je metoda na
raspolaganju i videokapsula (VCE). Rije¢ je o standardnoj preporuci stru¢nih drustava, koja je
dio medunarodnih smjernica. Prisutnost najmanje tri ulceracije tankog crijeva vizualizirane
videokapsulom, u slu¢aju da bolesnik ne uzima lijekove iz skupine ne steroidnih protuupalnih
lijekova, visokosuspektna je za dijagnozu CB-a tankog crijeva. Kopylov i sur. napravili su
veliki pregled i metaanalizu literature u cilju usporedbe VCE-a, MR enterografije i kontrastnog
IUS-a. U finalnu je analizu ukljuc¢eno 13 studija s ukupno 500 bolesnika. Dijagnosti¢ki prinos
VCE-a u dijagnostici CB-a tankog crijeva bio je slican MR enterografiji (OR 1,17; 95 % CI:
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0,83 — 1,67) i kontrastnom IUS-u (OR 0,88; 95 % CI: 0,51 — 1,53). Videokapsula se ¢ak
pokazala superiorna u odnosu na MR u dijagnostici CB-a gornjih dijelova probavnog sustava
(OR 2,79; 95 % CI: 1,2 - 6,48). Autori su zakljucili da je dijagnosticki prinos VCE-a usporediv

s drugim metodama, medutim u obzir uvijek treba uzeti rizik retencije kapsule.[®l

Po postavljanju dijagnoze UBC-a, bolest je vazno klasificirati u smislu primarne ekstenzije i
fenotipa bolesti. U tu svrhu, kako u klini¢koj praksi tako i u klinickim ispitivanjima, najvise se
primjenjuje  Montrealska klasifikacija bolesti. Ova klasifikacija omoguéuje preciznije
definiranje oblika bolesti na temelju razli¢itih klinickih i patoloskih karakteristika. Montrealska
klasifikacija za CB fokusira se na tri glavna podrucja: dob bolesnika u vrijeme postavljanja
dijagnoze, lokaciju bolesti i tezinu bolesti. U kategoriji dobi bolest se klasificira na tipove Al
(dijagnoza prije 16. godine), A2 (od 17. do 40. godine) i A3 (nakon 40. godine). Prema
lokalizaciji razlikuju se: L1 (ilealna bolest), L2 (bolest kolona), L3 (ileokoloni¢na bolest) i L4
(izolirana bolest gornjega probavnog sustava). Prema ponasanju, tj. fenotipu bolesti razlikuju
se B1 (nestrikturirajuca i nepenetrirajuca bolest), B2 (strikturirajuca bolest) i B3 (penetrirajuca
bolest) uz poseban modulator ,,p” koji se odnosi na prisutnost perianalne bolesti.

Montrealska klasifikacija za UK razlikuje tri podgrupe: E1 (ulcerozni proktitis — do
rektosigmoidnog prijelaza), E2 (ljevostrani kolitis — do razine lijenalne fleksure) i E3

(pankolitis — ekstenzija proksimalnije od lijenalne fleksure).l"

1.6.2 Pracenje upalne bolesti crijeva

Prac¢enje (engl. monitoring) aktivnosti u UBC-a klju¢no je za pruzanje optimalne skrbi
pacijentima. Omogucuje bolje razumijevanje dinamike bolesti te planiranje i prilagodbu
terapije kako bi se postiglo najbolje moguce kontroliranje simptoma i poboljSanje kvalitete
Zivota pacijenata.

Obuhvaca razlicite dijagnosticke, laboratorijske i slikovne metode koje omogucuju procjenu
trenutacnog stanja bolesti, pravodobno prilagodavanje terapije, optimizaciju lijeCenja i
smanjenje rizika od komplikacija. Stalni monitoring bolesnika pomaze u postizanju ciljeva

remisije ili kontroliranja bolesti, ¢ime se poboljsava kvaliteta Zivota pacijenata s UBC-om.[
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U pracenju upalne aktivnosti veliku ulogu imaju klinic¢ki indeksi aktivnosti koji se razlikuju za
UK i CB. Vazno je naglasiti da se kompletni klini¢ki indeksi primjenjuju uglavnom u domeni
klini¢kih ispitivanja i znanstvenih radova, dok se svakodnevnoj klinickoj praksi u pravilu
upotrebljavaju samo odredeni segmenti svakog indeksa.

Za UK, medu najkoristenijima je Mayo klinic¢ki zbroj (ili indeks) i parcijalni Mayo klinicki
zbroj. U racunanju tog zbroja boduje se ucestalost stolice, rektalno krvarenje, endoskopski
izgled sluznice na endoskopiji i opéenita procjena lije¢nika. Klinicko poboljSanje definira se
kao smanjenje poc¢etnih bodova za >3 boda, a klinicka remisija kao ukupni rezultat <2 (i
nijedan pojedinacni podrezultat > 1). Kod parcijalnog Mayo zbroja raCuna se samo broj stolica
i rektalno krvarenje. lako nije validiran, pokazuje dobru korelaciju s klinickom remisijom
odnosno aktivnom bolesti.l®

Drugi je iznimno vazan indeks Truelove-Wittsov indeks aktivnosti bolesti koji se primjenjuje
ve¢ 70-ak godina. Indeks ukljucuje klini¢ke i endoskopske parametre kojima se procjenjuje
ozbiljnost, odnosno tezina bolesti. Ovaj indeks pomaze u odredivanju potrebe za
hospitalizacijom i vrstom terapije. Boduju se varijable: broj stolica, sr¢ana frekvencija, tjelesna
temperatura, vrijednost hemoglobina, sedimentacija eritrocita (SE) ili C-reaktivni protein
(CRP). Tezina UK-a procjenjuje se zbrojem dobivenih bodova: 0 — 2 boda (blaga bolest), 3 -5
bodova (umjerena bolest), 6 — 11 bodova (teSka bolest). Visoki indeks moZe ukazivati na
potrebu za intenzivnijom terapijom i hospitalizacijom. Pritom je za dijagnozu teSkog kolitisa
potrebno zadovoljiti kriterij od minimalnog broja Sest stolica uz joS samo jedan od ispitivanih
parametara.l®]

U prac¢enju CB-a takoder je dostupan velik broj klini¢kih indeksa, uglavnom primijenjenih u
znanstvene svrhe. Medu najc¢es¢ima u primjeni svakako su Crohn’s Disease Activity Indeks
(CDAI) i Harvey-Bradshawov indeks (HBI). U upotrebi od 1976., CDAI su razvili autori Best
i sur. Temelji se na podacima o simptomima unatrag sedam dana koje biljezi bolesnik, kao i na
objektivnim parametrima koji uklju¢uju hematokrit i tjelesnu masu. Prema izracunanim
bodovima bolest se klasificira kao remisija (CDAI manji od 150 bodova), umjerena aktivnost
bolesti (CDAI izmedu 150 1 450 bodova) i teSka aktivnost bolesti: CDAI ve¢i od 450 bodova.
Rije¢ je o indeksu koji ima brojna ogranienja, poput slabe Kkorelacije s endoskopskim
nalazima, serumskim markerima upale 1 fekalnim biomarkerima. Takoder, preciznost mu je
lo$ija u bolesnika s fistulirajuc¢om ili stenoziraju¢om boles¢u, kao i kod bolesnika s prethodnim
resekcijama crijeva.®49°l

Harvey-Bradshawov indeks u procjeni aktivnosti CB-a u upotrebi je duze od 40 godina.

Razvijen je radi jednostavne i brze procjene aktivnosti bolesti. HBI se fokusira na klju¢ne
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simptome Koji karakteriziraju CB, a ukljucuje komponente: opée stanje, bol u trbuhu, broj
tekucih stolica dnevno, prisutnost abdominalne mase i komplikacija. Na temelju tih podataka
izratunava se ukupni rezultat, koji pomaze u klasifikaciji aktivnosti bolesti: remisija (HBI
manji od 5 bodova), umjerena aktivnost (HBI od 5 i do 6 bodova) i teSka aktivnost bolesti (HBI
veci od 16 bodova). LoSe korelira s endoskopskim nalazima 1 CRP-om, a karakteristi¢no je da
precjenjuje aktivnost bolesti u kontekstu istodobnih funkcionalnih simptoma crijeva, dok
istodobno podcjenjuje bolest u podskupini pacijenata koji mogu imati supklinicki prisutne

stenoze ili fistule.?®9"]

U literaturi je opisan velik broj endoskopskih zbrojeva procjene upalne aktivnosti UK-a.[®]
Ipak, medu najkoristenijima su Mayo endoskopski zbroj (MES) i Ulcerative Colitis
Endoscopic Index of Severity (UCEIS), koji je i validiran. U klini¢koj praksi, pa i u klinickim
ispitivanjima ¢esce se primjenjuje MES. Indeks procjenjuje upalu na temelju skale od 4 boda
(0-23): 0 — normalna sluznica; 1 — eritem; smanjen vaskularni uzorak; 2 — izrazen eritem,
odsutni vaskularni uzorak, frijabilnost, erozije i 3 — ulceracije i spontano krvarenje. Mukozno
cijeljenje definirano je kao vrijednost 0 ili 1,192

Ulcerative Colitis Endoscopic Index of Severity validiran je endoskopski zbroj koji ocjenjuje
tri endoskopska parametra iz upalom najzahvacenijeg dijela kolona. Parametri koji se ocjenjuju
jesu vaskularni crtez sluznice, krvarenje i erozije/ulceracije. Maksimalan zbroj iznosi 8, od
¢ega vaskularnost nosi od 0 do 2 boda, jednako kao i erozije/ulceracije, dok krvarenje moze
nositi najvise 4 boda. Remisija je definirana kao vrijednost od 1 ili manje bodova.l*

U endoskopskom prac¢enju CB-a validirana su i najéeS¢e u primjeni dva endoskopska zbroja,
CDEIS (engl. Crohn’s Disease Endoscopic Index of Severity) i SES-CD (engl. Simple
Endoscopic Score for Crohn’s Disease).[*00:101]

Crohn’s Disease Endoscopic Index of Severity iznimno je kompleksan zbroj koji zahtijeva
dugotrajnu edukaciju kako bi se mogao adekvatno primjenjivati, a i njegova je primjena u
svakodnevnoj praksi vremenski zahtjevna. Rezultati zbroja mogu varirati od 0 do najvise 44, a
boduju se sljede¢i segmenti crijeva: terminalni ileum, desni kolon, transverzum, lijevi i
sigmoidni kolon te rektum. S obzirom na navedena ograni¢enja, primjenjuje se uglavnom u
znanstvene svrhe.[10

Simple Endoscopic Score for Crohn’s Disease jest zbroj koji je mnogo jednostavniji za
primjenu u svakodnevnoj klinickoj praksi. Takoder boduje pet segmenata crijeva, kao i CDEIS,
te dobro korelira s njim. Boduje se veli¢ina ulceracija, zahvac¢enost s ulceracijama, zahvacenost

sluznice upalnim promjenama i prisutnost stenoza.*%
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U prognozi poslijeoperacijskog relapsa CB-a zlatni je standard Rutgeertsov zbroj. Rijec je o
validiranom zbroju koji boduje promjene neoterminalnog ileuma po kategorijama od i0 do i4.

Kategorije i3 i i4 jasni su prediktori relapsa bolesti.[*%%]

Vaznu ulogu u procjeni aktivnosti i relapsa bolesti imaju i biomarkeri, prvenstveno fekalni
kalprotektin. Ve¢ je ranije spomenut u smislu dijagnoze bolesti, medutim postoji i veliko
iskustvo u smislu pra¢enja bolesnika s UBC-om. Unatoc toj ¢injenici, to¢ne vrijednosti koje bi
definirale relaps bolesti ili cijeljenje sluznice joS nisu to¢no definirane. Rokkas i sur. publicirali
su veliku metaanalizu 25 studija koje ukupno ukljucuju 2822 bolesnika s UBC-om i kontrola.
Biomarker je pokazao ukupnu osjetljivost od 85 % (UK + CB), specifi¢énost od 75 %,
dijagnosticki omjer Sansi 16,3 i AUC 0,88 u dijagnozi aktivne bolesti. Najbolju je osjetljivost
pokazala koncentracija od 50 pg/g (90,6 %), dok je najveca specifi¢nost bila pri koncentraciji
vecoj od 100 pg/g. Autori su takoder pokazali da je specificnost ovog biomarkera nesto bolja
za pracenje UK-a nego CB-a.!%l

Normalizacija fekalnog kalprotektina kao sluzbeni cilj lijeCenja uvrStena je u veliki
medunarodni konsenzus STRIDE-II (engl. Selecting Therapeutic Targets in Inflammatory
Bowel Disease). Iako je to¢na ciljna koncentracija fekalnog kalprotektina i dalje predmet
diskusije, ovim su konsenzusom kao cilj definirane vrijednosti od 100 do 250 ug/g. Pritom se
vrijednosti manje od 100 ug/g smatraju pokazateljem dublje remisije koja ukljucuje
endoskopsku i transmuralnu remisiju, dok se vrijednosti manje od 250 ug/g smatraju manje

zahtjevnim ciljem poput odsutnosti vidljivih lezija pri endoskopiji.[*%

U slikovnom pracenju UBC-a najcesce su metode u primjeni MR enterografija i ultrazvuk.
lako za MR enterografiju postoje validirani indeksi upalne aktivnosti i ostecenja stijenke
crijeva, u klinickoj se praksi rijetko primjenjuju. Opisan je indeks MaRIA (engl. Magnetic
Resonance Index of Activity) kojim se validira debljina stijenke crijeva, kvantificira naglasenost
stijenke nakon aplikacije gadolinija te identificiraju ulceracije i edem.%!

Validiran je i Lémannov indeks, koji objedinjuje klinicke, endoskopske, kirurske i radioloske
nalaze u procjeni ukupnog osteéenja crijeva.[*l

Takoder, sve viSe dokaza u literaturi potvrduje vaznost [US-a u pracenju bolesnika s UBC-om.
U metaanalizu koju su proveli Huynh i sur. ukljuceno je 16 ispitivanja u cilju usporedbe
biokemijskih pokazatelja upale s UZV Kkarakteristikama. Dijagnosticka osjetljivost i
specificnost IUS-a u otkrivanju upale kod pacijenata s CB-om i UBC-om premasila je one

biokemijskih markera i endoskopije. Preciznost 1US-a bila je jos istaknutija u kombinaciji s
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biokemijskim markerima, Sto dodatno ukazuje na vaznost kombiniranja ove metode s drugim

metoda radi §to preciznijeg praéenja bolesnika.*?]

U zadnje se vrijeme u literaturi sve viSe spominje histoloska remisija kao vazan cilj lijeCenja
te je kao takva i uvrStena u novija klinicka ispitivanja lijekova. lako je izgledno da ¢e u
buducnosti postati vazan cilj u pra¢enju bolesnika s UBC-om, za sada joS nema takvih
sluzbenih preporuka. Dostupni validirani indeksi ili zbrojevi aktivnosti prvenstveno se odnose
na UK, dok za CB jo$ nema dostupnih. U klini¢koj je upotrebi najvise Nancy zbroj, prema
kojem se upala moZze kategorizirati od 0 (odsutnost histoloSke aktivnosti) do 4 (teSko aktivna
bolest). U obzir se uzima prisutnost ulceracija te karakteristike upalnog infiltrata u bioptickim

uzorcima sluznice.[®1108]
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1.7 Dijagnostika i pracenje primarnoga sklerozirajuceg kolangitisa

1.7.1 Postavljanje dijagnoze PSC-a

Inicijalna klini¢ka slika i prezentacija PSC-a razlikuje se od bolesnika do bolesnika i ovisi
izmedu ostalog i o uznapredovalosti bolesti. Pri postavljanju dijagnoze vidimo Sirok spektar
bolesnika, od asimptomatskih bolesnika s blago povisenim vrijednostima alkalne fosfataze
(ALP) do bolesnika s razvijenom cirozom jetre i komplikacijama bolesti. Ipak, najéesc¢i su
simptomi umor (65 do 75 % bolesnika), abdominalni bolovi (24 do 72 %), svrbez (15 do 69 %)
i Zutica (30 do 73 %). Karakteristika je bolesti pogotovo u inicijalnim fazama intermitentnost
simptoma, tj. periodi u kojima su izrazeni i periodi u kojima je bolesnik asimptomatski,
vjerojatno kao posljedica prolazne bilijarne opstrukcije.[*%

U laboratorijskim nalazima dominira poviSenost ALP-a, koja je najvazniji biokemijski marker
PSC-a. Tipi¢no, vrijednosti su poviSene tri do pet puta iznad gornje granice normale.
Vrijednosti aminotransferaza takoder mogu biti povisene, iako u manjoj mjeri osim u bolesnika
kod kojih je rije¢ o preklapanju PSC-a s drugim bolestima jetre poput autoimunog hepatitisa.
Od ostalih nalaza svakako se izdvaja konjugirana hiperbilirubinemija te u kasnijim fazama kao
posljedica narudene sintetske funkcije jetre hipoalbuminemija i prolongacija protrombinskog
vremena. U obzir treba uzeti i imunosne markere, tj. autoantitijela. U bolesnika s PSC-om
najéesce su pozitivna ANCA (engl. Antineutrophil Cytoplasmic Antibodies), tj. perinuklearna
ANCA odnosno pANCA, detektirana u izmedu 65 i 88 % bolesnika. Medutim, ANCA nisu
specificna isklju¢ivo za PSC, ve¢ su pozitivnha 1 u drugim bolestima poput autoimunog

pankreatitisa i UBC-a.[t*0:114

Iznimno vaznu ulogu u postavljanju dijagnoze imaju slikovne, odnosno radioloSke metode.
Pritom je prva metoda izbora svakako magnetska kolangiopankreatografija (MRCP), prema
svim relevantnim medunarodnim smjernicama. MRCP-om je moguée vidjeti multiple
intrahepaticke i ekstrahepaticke strikture i dilatacije zu¢nih vodova, periduktalnu upalu, kao i
ostale parenhimske promjene jetre. Njegova je dijagnosticka preciznost usporediva s
endoskopskom retrogradnom kolangiopankreatografijom (ERCP) i iznosi oko 85 %.
Metaanalizom koju su proveli Dave i sur. obuhvaceni su podaci 456 bolesnika. Rezultati
pokazuju visoku specifi¢nost i osjetljivost metode za postavljanje dijagnoze, odnosno 0,86 i
0,94, uz visoku vjerojatnost potvrde dijagnoze u rizi¢nih bolesnika 1 visoku vjerojatnost

iskljuc¢ivanja dijagnoze u bolesnika niskog rizika. Ograni¢enje je MRCP-a slaba vizualizacija
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perifernih intrahepatalnih ogranaka, Sto otezava postavljanje dijagnoze u vrlo ranoj fazi

bolesti.[112:113]

Biopsija jetre nije nuzna za postavljanje dijagnoze bolesti, medutim u priblizno 10 % slucajeva
zahvaceni su isklju¢ivo periferni vodovi koji se ne mogu prikazati MRCP-om ili ERCP-om. Ti
bolesnici pripadaju u kategoriju tzv. PSC-a malih vodova. U takvim je slu¢ajevima opravdana
biopsija jetre, a za postavljanje dijagnoze potrebna je prisutnost karakteristi¢nih histoloskih
znakova bolesti. Te promjene ukljucuju periduktalnu fibrozu koja moze dovesti do
karakteristi¢énog onion-skin izgleda, odnosno koncentri¢ne fibroze oko srednjih vodova. Takve
su karakteristicne promjene vidljive u manje od polovine biopti¢kih uzoraka. Manji vodovi
zahvaceni su fibroobliterativnim kolangitisom, tj. u potpunosti su obliterirani procesom, Sto su
promjene prisutne u oko 5 do 10 % uzoraka, a smatraju se gotovo patognomoni¢nima za PSC.
Ostali klasi¢ni histoloski znakovi ukljucuju duktalnu proliferaciju, periduktalnu upalu,
duktopeniju te mogucu portalnu inflamaciju. U rutinskoj klini¢koj upotrebi za sada nema

histoloskih zbrojeva aktivnosti koji bi bili od koristi u dijagnozi ili pra¢enju.[0®114]

Pri postavljanju dijagnoze vazno je procijeniti prognozu, odnosnu teZinu rizika bolesti.
Konacna se procjena temelji na fenotipskim karakteristikama bolesnika i neinvazivnim
testovima koji uklju¢uju standardne biokemijske testove (bilirubin, albumin, ALP, ALT,
trombocite i protrombinsko vrijeme), MR ili MRCP i elastografiju jetre. U fenotipske, dobre
prognosticke ¢imbenike ubrajaju se: mlada dob pri dijagnozi, Zenski spol, bolest malih vodova,
konkomitantna CB, normalna ili blago poviSena vrijednost ALP-a. LoSi su fenotipski
prognostic¢ki ¢imbenici ekstenzivna zahvacenost intrahepatickih i/ill ekstrahepatickih Zu¢nih
vodova, narusena sintetska funkcija jetre i/ili portalna hipertenzija, fibroza jetrenog parenhima
ili ciroza te Zutica. Dodatno, razvijeni su PSC-specifi¢ni prognosticki zbrojevi u cilju pomoci
u daljnjem stratificiranju rizika pojedinog bolesnika. Primjerice, zbroj UK-PSC daje procjenu
kratkoro¢nog rizika (predvidena stopa prezivljenja unutar dvije godine) i dugoro¢nog rizika
(stopa prezivljenja od pet do osam godina). U obzir uzima iduce varijable: dob pri dijagnozi,
bilirubin, albumin, trombocite i ALP (sve u trenutku dijagnoze i nakon dvije godine),
hemoglobin pri postavljanju dijagnoze, tip bolesti (ekstrahepaticka prisutnost ili ne) te
varicealno krvarenje unutar dvije godine. Stru¢no drustvo EASL (engl. European Association
for the Study of the Liver) predlaze svoj pristup u inicijalnoj procjeni rizika. Prema EASL-u,
nizak rizik nezeljenih dogadaja imaju sljedeci bolesnici: PSC malih vodova bez znakova ciroze

ili klasican PSC, ali sa svim sljede¢im Kkriterijima; asimptomatski uz uredan bilirubin,
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albumine, trombocite i protrombinsko vrijeme, ALP <1,5 ULN, LSM < 6,5 kPa, ograni¢ena
zahvacéenost zuénih vodova na MR-U/MRCP-u. Visok rizik od neZeljenih dogadaja imaju
bolesnici koji imaju prisutan bilo koji od sljedecih kriterija: simptome, ALP >1,5 ULN,
abnormalan bilirubin, albumine, trombocite, protrombinsko vrijeme, LSM >9,9 kPa i

ekstenzivne promjene na MR-u/MRCP-u,[109:113]

1.7.2 Pracenje PSC-a

Trenutacno dostupne preporuke za prac¢enje bolesnika s PSC-om temeljene su uglavnom na
klini¢kom i empirijskom iskustvu. Koliko nam je poznato, u literaturi nije dostupan algoritam
temeljen na dokazima za rutinsko pracenje bolesnika s PSC-om. Iznimka su bolesnici koji
imaju konkomitantnu UBC, kod kojih su potrebne redovite nadzorne kolonoskopije u svrhu
probira na kolorektalni karcinom i osobe s razvijenom cirozom jetre. Kod osoba koje nemaju
razvijenu cirozu ili UBC predlaze se kombinacija klinickog i laboratorijskog prac¢enja jednom
godiSnje u bolesnika s niskim rizikom (prema ranije definiranim kriterijima) ili jednom u Sest
mjeseci u osoba s visokim rizikom. Takoder, savjetuju se godis$nji radioloski pregledi MRCP-
om i elastografija. Budu¢i da bolesnici s PSC-om imaju poviSen rizik razvoja osteoporoze,
potrebne su i redovite denzitometrije, za koje se predlaze provodenje svake dvije do Cetiri
godine.

Posebnu paZnju zahtijevaju skupine kod kojih je pri pracenju verificiran porast vrijednosti
bilirubina i ALP-a, porast tvrdoce jetrenog parenhima za vise od 1,5 kPa godisnje ili progresija
zahvacenosti vodova. U tim slucajevima potrebno je iskljucivanje kolangiocelularnog
karcinoma, odredivanje vrijednosti CA 19-9 i MRCP-a te po potrebi ERCP radi prikupljanja
uzoraka za citoloSku analizu. Dodatna obrada takoder je indicirana u slu¢aju klinicke sumnje
na razvoj autoimunog hepatitisa ili toksicnosti lijeka (biopsija jetre) ili razvoja klinicki

znadajne portalne hipertenzije, kada se savjetuje ezofagogastroduodenoskopija (EGDS).[109:115]
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1.8 LijeCenje upalnih bolesti crijeva

U lijecenju UBC-a u obzir se uzima viSe ¢imbenika, poput lokalizacije odnosno ekstenzije
bolesti, tezine klinicke i endoskopske slike, razvijenih komplikacija i prisutnosti EIM-a, kao i
odgovora na dosada$nju terapiju. Nacelno, farmakoterapijske opcije mogu se podijeliti u
konvencionalnu ili temeljnu terapiju te biolosSke lijekove, odnosno male molekule. Ciljevi
lije¢enja definirani SU medunarodnim konsenzusom 1 dugoro¢no se odnose na postizanje dobre

kvalitete Zivota i duboke remisije bolesti.[104116:117]

1.8.1 Konvencionalna terapija

Temeljna su terapija UK-a blage do umjerene aktivnosti aminosalicilati, odnosno mesalazin
(5-ASA). Mesalazin iskazuje brojne protuupalne ucinke putem vise mehanizama djelovanja
poput inhibiranja ciklooksigenaze, lipoksigenaze te blokiranja privlacenja neutrofila i
mastocita. Optimalan ucinak lijeCenja postize se kombiniranom primjenom peroralnog i
lokalnog pripravka lijeka. Skupina 5-ASA lijekovi su dokazane u¢inkovitosti za lije¢enje UK-

a, dok ih zbog nedostatka dokaza o djelovanju stru¢na drustva ne preporucuju za lije¢enje CB-
g,[116-118]

Glukokortikoidi su snazni protuupalni lijekovi primijenjeni u brojnim indikacijama, pa tako i
u lijecenju UBC-a. Svoj ucinak ostvaruju vezanjem za intracitoplazmatske glukokortikoidne
receptore te posljedi¢nim brojnim protuupalnim u€incima, ukljucujuéi inhibiciju nakupljanja i
proliferacije limfocita, monocita, makrofaga, migraciju neutrofila na mjesta upale te supresiju
produkcije brojnih citokina poput TNF-a i IL-1f. Glukokortikoidi se primjenjuju za indukciju
remisije u srednje teSkom do teSkom UK-u kao i u CB-u. Profil nuspojava sistemskih
glukokortikoida ograni¢ava njihovu dugotrajnu pojavu te Se primjenjuju za postizanje remisije,
dok se za odrZavanje remisije primjenjuju drugi modaliteti lijeCenja.

U lije¢enju UBC-a dostupni su nam i lokalno aktivni glukokortikoidi — budezonid. Rijec je 0
lijeku znatno povoljnijega sigurnosnog profila sa znac¢ajnim metabolizmom prvog prolaska,
zbog Cega su sustavni ucinci znatno manji. Aplikacija je indicirana peroralno u slucaju blago
do umjereno aktivnog CB-a ograni¢enog na ileum i ascendentni kolon ili u sluc¢aju blago do
umjereno aktivnog UK-a kada lijeGenje 5-ASA nije dostatno. U topickom obliku mozZe se

primjenjivati za distalni oblik UK-a.[116-118]
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Analozi purina, odnosno 6-merkaptopurin i njegov prolijek azatioprin, takoder su snazni
protuupalni lijekovi primijenjeni u lije¢enju UBC-a. Svoje djelovanje ostvaruju konverzijom u
aktivni metabolit 6-tiogvanin nukleotid (6-TG), koji interferira sa sintezom nukleinskih
kiselina te ima antiproliferativne u¢inke na aktivirane limfocite i inducira apoptozu. Kod UK-
a su tiopurini indicirani u odrzavanju remisije kod bolesnika s ranim relapsima koji zahtijevaju
lijeCenje glukokortikoidima, dok se u lije¢enju CB-a primjenjuju u Sirem spektru indikacija,
ukljucujuci indukciju i odrzavanje remisije u srednje teskoj do teskoj luminalnoj CB, cijeljenje
kompleksnih perianalnih fistula i u poslijeoperacijskoj prevenciji relapsa. Ova se skupina
lijekova takoder primjenjuje u kombinaciji s anti-TNF lijekovima u svrhu smanjenja njihove

imunogeni¢nosti.[116:117.119]

Metotreksat je analog folata i reverzibilni kompetitivni inhibitor dihidrofolat reduktaze
(DHFR), koji je nuzan za biosintezu purina i pirimidina odnosno sintezu DNA-a. Dovodi do
smanjenja sinteze nukleinskih kiselina i inhibicije proliferacije stanica te smanjenja sinteze
proupalnih citokina. Moze se primjenjivati za indukciju remisije srednje teSke do teSke CB kao
terapijska opcija kod steroid-ovisnih bolesnika s CB-om kod kojih nisu moguce druge
terapijske opcije. Nije indiciran za lijeCenje UK-a.

Takoder, mozZe se primjenjivati u prevenciji imunogeniénosti anti-TNF lijekova.[*16:117]

1.8.2 Bioloska terapija i male molekule

Dostupni su nam anti-TNF lijekovi, medu kojima su za lijeCenje UBC-a indicirani infliksimab,
adalimumab i golimumab. Infliksimab je prvi registriran u ovoj indikaciji, a rije¢ je o
kimerickom anti-TNF monoklonalnom protutijelu indiciranom za lijeCenje UK-a i CB-a.
Adalimumab je rekombinantno humano 1IgG1 monoklonalno protutijelo, takoder registriran za
UK i CB, dok je golimumab (takoder humano IgG1 monoklonalno protutijelo) registriran
iskljuc¢ivo za UK. Infliksimab je indiciran za lijeCenje teSkog UK-a refraktornog na primjenu
parenteralnih glukokortikoida, dok su anti-TNF kao skupina indicirani u steroid-ovisnom
aktivnom kolitisu, steroid-refraktornoj bolesti i u imunomodulator-refraktornoj bolesti.

Kod CB-g, anti-TNF lijekovi indicirani su za lijecenje steroid- refraktorne ili imunomodulator-
refraktorne i ovisne bolesti, teSke aktivne bolesti s negativnim prognostickim faktorima te u

fistulirajuée bolesti.l**6-118l
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Vedolizumab je indiciran za lijeCenje UK-a i CB-a, a njegovo se djelovanje temelji na
selektivnom blokiranju o4p7 integrina na povrsini odredenih bijelih krvnih stanica koje
migriraju u crijevnu sluznicu, ¢ime se smanjuje upalni odgovor. Karakteristika je vedolizumaba
da djeluje selektivno na sluznicu, bez sustavnih u¢inaka imunosupresije. Primjenjuje se u
indukciji i lije¢enju UK-a i CB-a koji nisu imali adekvatan odgovor na temeljnu terapiju ili kao
poslijeoperacijska profilaksa recidiva CB-a. Takoder, indiciran je i za lijeCenje refraktornog

pouchitisa.[116-118l

Ustekinumab je monoklonalno protutijelo ¢ije se djelovanje temelji na blokiranju dijelova
citokina IL-12 i IL-23, odnosno na njihovu podjedinicu p40, te tako inhibiraju daljnju
diferencijaciju pomagackih Th17 limfocita i posljedicnu upalnu kaskadu. Ustekinumab se
primjenjuje u indukciji i odrZzavanju remisije bolesnika s UK-om i CB-om.

Iz ove podskupine bioloskih lijekova recentno su registrirani lijekovi mirikizumab i
risankizumab. Rijec¢ je 0 monoklonalnim antitijelima na p19 podjedinicu IL-23. Mirikizumab
je odobren za lije¢enje umjereno do teskog aktivnog UK-a bez odgovora na konvencionalnu
terapiju. Risankizumab je odobren za lijeCenje umjereno do teSkog aktivhog CB-a bez

odgovora na konvencionalnu terapiju.[t16:117:119.120]

1z skupine inhibitora Janusovih kinaza (JAK) dostupno je nekoliko lijekova. Prvi je registrirani
lijek u ovoj skupini tofacitinib kao pan JAK inhibitor s djelovanjem na JAK1, JAK2, JAK3 i
TYKZ2, koji se pokazao uéinkovit u lijeCenju srednje teskog do teskog UK-a, refraktornog na
konvencionalnu terapiju. Recentno, iz ove skupine lijekova registriran je upadacitinib kao
JAK1 selektivni inhibitor, odobren za lije¢enje UK-a i CB-a, te filgotinib (takoder JAK1

selektivan), odobren za lije¢enje UK-a.[116:117.121]

Novi su mehanizam lijecenja koji nam je dostupan u lije¢enju UBC-a modulatori receptora
sfingozin 1-fosfata (S1P). Rije¢ je o lijekovima koji modulacijom S1P receptora inhibiraju
migraciju limfocita iz limfnog ¢vora i tako smanjuju upalni proces. 1z ove skupine lijekova
odobrenje imaju ozanimod (S1P 1 i 5 inhibitor) za lije¢enje umjereno do teskoga aktivnog UK-
a bez odgovora na konvencionalnu terapiju te etrasimod (S1P 1, 4 i 5 inhibitor) u istoj
indikaciji.[*??]
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1.9 Lijecenje primarnoga sklerozirajuceg kolangitisa

Prema dostupnoj literaturi, nema ucinkovitog lijeka za lijeCenje PSC-a. Provedena su brojna
ispitivanja ucinkovitosti ursodeoksikolne kiseline (UDCA) u indikaciji PSC-a. Rezultati
randomiziranih klini¢kih ispitivanja i njihovih metaanaliza u pravilu pokazuju da lijeCenje
UDCA-om znatno ne pridonosi prezivljenju PSC-a bolesnika niti smanjuje pojavnost
komplikacija. Studija Lindora i sur. pokazala je da UDCA u dozi od 13 do 15 mg/kg poboljSava
laboratorijske nalaze jetrenih enzima, ali nema uc¢inka na histolosku aktivnost ni prezivljenje
bolesnika. Odredeni broj manjih studija pokazao je da lije¢enje UDCA-om u ve¢im dozama
poput 20 do 30 mg/kg ima odredene pozitivne ucinke na vrijednosti laboratorijskih nalaza, ali
i na vrijednosti histoloskih i zbrojeva procjene rizika. Trenuta¢ne su preporuke medunarodnih
drustava da se u lijeCenju moze primijeniti UDCA u dozi od 15 do 20 mg/kg, ali uz nisku razinu
dokaza.[1°9'123'124]

Ucinak sistemskih glukokortikoida, imunosupresiva i odredenih bioloSkih molekula poput
vedolizumaba nije pokazan kroz brojne studije te trenuta¢no nema preporuka o njihovoj
primjeni u ovoj indikaciji. Iznimka su, jasno, bolesnici s komorbiditetima poput AlH-a ili
UBC-a.[1%]

U ovoj indikaciji ispitivana je i uloga antibiotika poput metronidazola i vankomicina, od koji
su rezultati za vankomicin pokazivali odredeni benefit u smislu poboljSanja laboratorijskih
nalaza, ali i redukcije vrijednosti zbrojeva rizi¢nih ¢imbenika (Mayo score). Rije¢ je o
studijama na malim brojevima ispitanika i antibiotici se trenutacno ne preporucuju u lijecenju

PSC-a osim u slu¢aju razvoja bakterijskog kolangitisa.[1%%12]

U okviru simptomatskog lijecenja bolesnika s PSC-om u prvom se redu razmatra lijecenje
svrbeza. Najvece je randomizirano ispitivanje na tu temu studija FITCH, koja je pokazala jasan
benefit bezafibrata u lijeCenju teskog svrbeza kod bolesnika s PSC-om u odnosu na placebo.
Bezafibrat je trenutacno preporuc¢en u dozi od 400 mg kao prva linija lijeCenja. Dodatne
preporuke medunarodnih stru¢nih drustava upuéuju na rifampicin kao drugu liniju i naltrekson

u trecoj liniji lije¢enja teskog svrbeza,[109120]
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1.10 MikroRNA

1.10.1 MikroRNA u klinickoj medicini i upalnim bolestima crijeva

MikroRNA (miRNA) su male, evolucijski o¢uvane molekule RNA-a (duge oko 19 do 24
nukleotida) koje reguliraju ekspresiju gena na posttranskripcijskoj razini. Djeluju tako da se
vezu na komplementarne sekvencije u mRNA, sprjecavajuci proizvodnju proteina. Osim §to
inhibiraju translaciju, miRNA takoder poticu razgradnju mRNA, smanjujuéi njezinu
ekspresiju. Transkripcijom gena za miRNA prvo se sintetiziraju primarne miRNA (pri-
miRNA) duZzine od 500 do 3000 nukleotida. Zatim, u daljnjem procesu, dolazi do formiranja
prekursorske miRNA (pre-miRNA) duzine 60 do 70 nukleotida, koja prelaskom iz jezgre u
citoplazmu formira zrelu miRNA [127:128]

MikroRNA prvi su put otkrivene 1993. u nematodi Caenorhabditis elegans, gdje je snizavanje
razine proteina LIN-14, ovisno o genu lin-4, omogucilo prijelaz iz prve larvalne faze u drugu.
Kasnije su slicne male RNA, poput let-7, otkrivene u mnogim drugim organizmima,
ukljucujuéi ljude. Potvrda postojanja tih malih RNA sada nazvanih mikroRNA (miRNA)
doveli su do intenzivnih istraZivanja u cilju identifikacije novih ¢lanova ove obitelji.

Od tada su brojna istrazivanja identificirala mnoge miRNA u razli¢itim vrstama u cilju
razumijevanja njihove bioloSke uloge. Registar miRBase, osnovan 2002., postao je glavni
repozitorij za miRNA sekvencije, predikcije ciljeva i druge relevantne informacije. lako je
identificirano mnogo miRNA, njihov bioloski znac¢aj jo§ uvijek nije u potpunosti shvacen i
zahtijeva daljnja istrazivanja.

Zrele miRNA mogu imati onkogenu ili tumor-supresorsku ulogu kroz djelovanje na ciljanu
glasnicku RNA (mRNA) i posljedi¢nu sintezu proteina. Svaka miRNA moze imati kao cilj
nekoliko stotina MRNA, stoga prema podacima u literaturi miRNA regulira viSe od 30 % gena
odgovornih za sintezu proteina. Brojni bioloski procesi stanice povezani su s regulacijom
mMIRNA, ukljucujuci diferencijaciju, proliferaciju i apoptozu stanica. Stoga ne iznenaduje da je

njihova uloga ispitivana u patofiziologiji brojnih bolesti.l*27-132]
Prvi dokazi o ulozi miRNA u patogenezi neke bolesti publicirani su 2002. Calin i sur. proveli

su istrazivanje na skupini bolesnika oboljelih od kroni¢ne limfocitne leukemije. Analizom

periferne krvi ukljucenih bolesnika i analizom linija ljudskih stanica pokazali su da su miR-15
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I MiR-16 smjesteni na kromosomu 13q14, regiji koja je delecijom zahvacena u viSe od polovice
kroni¢nih limfocitnih leukemija B-stanica. Odnosno, analizom delecije i ekspresije pokazali su
da su oba gena deletirana ili smanjena u otprilike 68 % slucajeva kroni¢nih limfocitnih
leukemija.**31 Njihov rad potaknuo je brojna istraZivanja u podru¢ju onkologije gdje mMiRNA
pokazuje jedinstvene obrasce ekspresije i funkcije koje ovise o kontekstu u razli¢itim vrstama
raka. Generalno govoreci, u klinickoj onkologiji smjer primjene miRNA moze se podijeliti u
dvije kategorije; primjena miRNA kao biomarkera za postavljanje dijagnoze ili u¢inkovitosti
terapije te primjena miRNA kao potencijalne terapijske ciljeve.*34

Na primjer, Yao i sur. analizirali su profile cirkuliraju¢e miRNA u plazmi oboljelih od
karcinoma Zeluca i zdravih kontrola. Identificirali su tri miRNA; hsa-miR-320a, hsa-miR-
1260b i hsa-miR-6515-5p, koji mogu razlikovati slucajeve raka zeluca od zdravih kontrola. Tri
miRNA pokazale su podrucje ispod krivulje (AUC) iznad 0,95 s visokom specificnoséu
(> 93,0 %) i osjetljivoséu (>85,0%). Autori su zaklju¢ili da su navedene tri miRNA
potencijalni biomarkeri ranog karcinoma Zeluca te da bi mogli pruziti bolesnicima mogucnost
rane dijagnoze i kurativne resekcije.[** Sli¢na potencijalna primjena miRNA ustanovljena je
I za KRK. Egzosomalni miR-1470 bio je znacajno pojacano izrazen kod pacijenata s KRK-om
u usporedbi sa zdravim kontrolama. Analiza krivulje ROC pokazala je vrijednost AUC-a od
0,74 (95 % CI: 0,6876 — 0,7920) za egzosomalni miR-1470, Sto sugerira njegov potencijal kao
neinvazivnoga dijagnostickog biomarkera koji se takoder moze primijeniti u ranoj detekciji
bolesti.[**® Sli¢na uloga miRNA kao biomarkera u dijagnostici malignih bolesti utvrdena je za
karcinom ovarija, prostate, mokraénog mjehura, ali i brojne druge.[*3"-1%

Brojne miRNA takoder su ispitivane kao potencijalni lijekovi, odnosno terapijski ciljevi u
onkologiji. Primjerice, miR-34a potencijalni je terapijski cilj u lijeCenju raka. Rije¢ je 0 mMIRNA
¢ija ekspresija je povezna s tumor-supresorskim p53 genom te ocekivano snizena u slucaju
gubitka funkcije tog gena. Lijek MRX34 sinteti¢ki je dvostruko usmjeren miR-34a mimik,
inkapsuliran u liposomalnoj nanopartikuli te je prvi miRNA lijek ikada ispitan na ljudima za
nekoliko vrsta raka poput limfoma, melanoma, multiplog melanoma, ali i brojnih drugih.
Klini¢ko je ispitivanje prekinuto zbog imunosno posredovanih nezeljenih dogadaja od kojih su
neki imali i smrtni ishod, Sto je uglavhom povezano sa samom sintetskom mMiRNA i
osmisljenim mehanizmom dostave samog lijeka, dok sama miR-34a i dalje ostaje potencijalni

terapijski cilj za buduéa ispitivanja.[140-142]

Osim u onkologiji, miRNA se opsezno istraZzuje i u drugim granama klinicke medicine. Na

primjer, postoje brojni podaci o njihovoj upotrebi i ulozi u kardiovaskularnoj medicini,
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ukljucujuéi progresiju ateroskleroze, dijagnostiku i prognozu akutnoga koronarnog sindroma
te dijagnostiku, prognozu i tezinu sréanog zatajenja.l**3-451 Dodatno, razmatrane su brojne
terapijske primjene miRNA, s obzirom na to da se smrt sréanih stanica u starenju srca ne moze
nadomjestiti zbog zaustavljene diobe stanica, sto je veliki terapijski izazov u prevenciji sr¢anog
oste¢enja. U nekim istraZzivanjima pokuSalo se primijeniti miRNA za kontrolu stani¢nog
ciklusa kako bi se obnovio regenerativni potencijal zrelog miokarda.[*#6]

Opsezna ispitivanja provodena su i u podruc¢ju pulmologije, gdje su takoder utvrdene promjene
u ekspresiji u pluénom tkivu, upalnim stanicama i krvi te se smatra da djeluju kao pokretaci i
modifikatori bolesti. Kao i u drugim podrué¢jima, u tijeku su ispitivanja terapija temeljenih na
mi-RNA, ali i biomarkera.[*#"]

Detaljan prikaz rezultata tih istrazivanja, ali i brojnih drugih koja su dostupna prakticki za
svaku granu klinicke medicine, izlazi izvan okvira ove disertacije. Jasno je da ¢e miRNA u

buduénosti biti vazan ¢imbenik u lijeenju i pracenju brojnih bolesti.

Wu i sur. publicirali su prvu studiju u kojoj su zabiljezene razlike u ekspresiji miRNA izmedu
bolesnika s UK-om i kontrola. Autori su pronasli ukupno 11 razli¢ito eksprimiranih miRNA
od kojih je ekspresija pojedinih bila povisena (miR-16, miR-21, miR-23a, miR-24, miR-29a,
miR-126, miR-195), a pojedinih snizena (MiR-192, miR-375, miR-422b).[14¢]

Uslijedila su brojna ispitivanja koja su ispitivala ulogu miR u UBC-u kao makerima klinicke,
biokemijske i endoskopske aktivnosti, kao prediktore odgovora na terapiju ili ¢ak prediktore
kolorektalnog karcinoma.

Primjerice, u studiji koju su proveli Wang i sur. ispitivana je serumska ekspresija miR-223 kao
biomarkera klini¢ke aktivnosti UBC-a. Ukljuceno je po 50 bolesnika svake skupine (UK, CB
I zdrave kontrole). Serumske koncentracije miR-223 imale su znacajniju korelaciju s klinickim
indeksima aktivnosti u odnosu na sedimentaciju eritrocita (ESR) i CRP.[1*%]

Sli¢ne rezultate za miR-320a publicirali su Cordes i sur. Koncentracije miR-320a bile su
znacajno povisene u bolesnika s UK-om i CB-om, ovisno o klini¢koj, ali i endoskopskoj tezini
bolesti. Zanimljivo, u analizu je ukljucen i manji broj bolesnika s infektivnim kolitisom koji su
takoder imali statisticki znaCajno nize koncentracije miR-320a, ukazuju¢i na dodatnu
potencijalnu ulogu ovog biomarkera.[*5"]

MikroRNA imaju i svoju ulogu u predikciji odgovora na terapiju. Retrospektivna studija koju
su proveli Morilla i sur. ukljucila je 46 bolesnika s akutnim, teskim UK-om. Bolesnici su
lije¢eni intravenskim glukokortikoidima, ciklosporinom ili infliksimabom. Tkiva biopsije

sluznice kolona uzeta do tri dana prije pocetka terapije analizirana su na miR ekspresiju i
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kvantificirana PCR analizom. Uporabom umjetne neuronske mreze autori su uspjeli
identificirati 15 miR povezanih s odgovorom na glukokortikoide, Sest miR povezanih s
odgovorom na infliksimab i cetiri s odgovorom na ciklosporin. Dodatno, razvijen je i
prediktivni algoritam temeljen na razini ekspresije miRNA koji predvida odgovor na
infliksimab s 84-postotnom vjerojatnos¢u (AUC = 0,82), ali i algoritam koji predvida odgovor
na ciklosporin s 80-postotnom vjerojatnoséu (AUC = 0,79).[t54

Razlike u koncentraciji miR u fecesu bolesnika s UBC-om u odnosu na kontrolne ispitanike
dobro su opisane u literaturi. Verdier i sur. proveli su opsezan probir vise od 800 miRNA u
stolici, serumu, intestinalnom tkivu bolesnika s aktivnim i inaktivnim CB-om/UK-om, zdravih
kontrola i bolesnika s infekcijom C. difficile. U stolici bolesnika s aktivnim CB-om i UK-om
verificirane su znacajno povisSene koncentracije miR-223 i miR-1246 u odnosu na zdrave
kontrole.[*%2 Sli¢ni rezultati u stolici bolesnika s UBC-0om pronadeni su za miR-16-5p i za miR-
21-5p.[153]

Iz tih rezultata proizlazi i potencijalno vazna uloga miRNA kao prediktivnog ¢imbenika u
detektiranju KRK-a. Primjerice, zanimljivu multicentri¢nu studiju proveli su Pardini i sur. Cilj
studije bio je identificirati profil miRNA u stolici kao neinvazivnog biomarkera detekcije
KRK-a. U analizu su uklju¢eni uzorci bolesnika s KRK-om, adenomima, gastrointestinalnim
bolestima (uklju¢uju¢i UBC) i zdrave kontrole. Profil od pet miRNA (miR-149-3p, miR-607-
5p, miR-1246, miR-4488 i miR-6777-5p) uspjesno je razlikovao bolesnike s KRK-om u
odnosu na kontrole (AUC 0,86; 95 % CI: 0,79 — 0,94). Pritom miR-6777-5p nije bio drugacije
eksprimiran ni u jednoj drugoj gastrointestinalnoj bolesti, a miR-149-3p jedino joS u skupini
bolesnika s adenomima. Autori su zakljucili da ovako definiran profil miRNA znatno pridonosi

neinvazivnoj dijagnostici KRK-a.[*>

1.10.2 MikroRNA 124, polimorfizam rs531564 i upalne bolesti crijeva

Polimorfizam jednog nukleotida ili mutacija u genskoj sekvenciji za miRNA mogu promijeniti
ekspresiju miRNA i njezino sazrijevanje od pri-miRNA do zrelog oblika. U nac¢elu, SNP utjece
na dva vazna aspekta miRNA. Kao prvo, SNP-ovi koji utjeCu na biogenezu jesu oni koji su
smjesteni u podru¢jima pri-miRNA ili pre-miRNA te mogu utjecati na proces sazrijevanja
miRNA. Ove genske varijacije mogu promijeniti nacin na koji se primarni miRNA transkript
obraduje u zrelu miRNA. Promjene u razinama ekspresije zrelih miRNA mogu imati nizvodne

ucinke na regulaciju gena, potencijalno utje¢u¢i na brojne stani¢ne procese i pridonoseci
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osjetljivosti na bolesti. Kao drugo, SNP-ovi mogu utjecati na interakciju izmedu miRNA i
MRNA. Oni se nalaze u ciljnim sekvencijama mRNA te mogu utjecati na sposobnost miRNA
da se vezu za svoje ciljeve. Interakcija izmedu miRNA i njezine ciljne mRNA obicno se oslanja
na komplementarno sparivanje baza, ¢esto ukljucujuci regiju ,,sjeme” od Sest do osam
nukleotida. Budu¢i da je ljudski 3'UTR relativno dug (~ 950 nt) i jer miRNA mogu vezati na
viSe mjesta na jednoj mMRNA, SNP-ovi u tim regijama mogu na sloZen nacin utjecati na ciljne
interakcije miIRNA, mijenjajuci ekspresiju gena i pridonoseci fenotipskoj varijabilnosti. Ovaj
dvostruki utjecaj SNP-ova, na biogenezu miRNA i interakcije miRNA-mRNA, isti¢e slozenu
regulatornu mrezu u kojoj djeluju miRNA i kako genske varijacije mogu utjecati na ekspresiju
gena te potencijalno pridonijeti mehanizmima bolesti.[t55-157]

Jedan od ¢escih polimorfizama za pri-miR-124 (rs531564 C > G), povezan je s ekspresijom
zrele miR-124. Ovisno o prisutnom alelu, formira se drugacija sekundarna struktura pri-miR,
tj. prisutnost alela G rezultirat ¢e promijenjenom kona¢nom strukturom u usporedbi s alelom
C. Te strukturne razlike mogu znatno mijenjati stabilnost pri-miR te u konac¢nici utjecati na
ekspresiju zrele miR. Prema rezultatima Qi i sur., postoji znacajna razlika u ekspresiji zrele
miR-124 vezana za genotip. Tako genotip GC pokazuje 8,974 puta vecu ekspresiju u usporedbi
s genotipom CC i 1,248 puta veéu ekspresiju u odnosu na genotip GG.[** Navedeno nije
jedinstveno za miR-124, ve¢ su sliéne poveznice s genotipom i kona¢nom ekspresijom opisane
za brojne druge, poput miR-155. Wang i sur., konstruirali su SNP miRNA bazu podataka u
koju je ukljuc¢eno 886 pre-miR i 2640 SNP-ova. Autori su ustanovili da tek manji broj SNP-
ova ne igra ulogu u sazrijevanju miR, kao i da je genotip odredenog SNP-a vazan za daljnji
ishod tog procesa. Osim genotipa, u procesu vaznu ulogu ima i lokacija SNP-a kao i njime
posredovana slobodna energija.[16%

Sama miR-124 u zadnje je vrijeme u znatnom obujmu ispitivana u kontekstu uloge u
patofiziologiji UBC-a, pa i u terapijskom smislu. Sun i sur. ispitivali su sinergisticki uéinak
miR-1-3p i miR-124-3p na disfunkciju intestinalne barijere i kolitis u starijoj populaciji.
Kombinacijom animalnog modela i analize humanog tkiva autori su dosli do zakljucka kako
su ove dvije miR vazne za odrzavanje crijevne homeostaze. Blago poviSena ekspresija miR-1-
3p i miR-124-3p u tkivu kolona, povezana sa starenjem i u suradnji s vréastim stanicama i
intestinalnim epitelnim stanicama, dovodila je do znacajnije narusenosti crijevne barijere i vece
sklonosti razvoju kolitisa.[*6!]

Osim po pitanju utjecaja na integritet crijevne barijere, uloga miR-124 ispitana je i po pitanju
utjecaja na regulaciju upalnih procesa. Koukos i sur. proveli su analizu bioptiranog tkiva kolona

pedijatrijskih i adultnih bolesnika s UBC-om, kao i zdravih kontrolnih ispitanika. Mjerene su
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razine miR-124 metodom real-time PCR, kao i fosforilacija vaznoga upalnog puta STAT3
(engl. Signal Transducer and Activator of Transcription 3) i gena koji su regulirani tim putem.
Od svih analiziranih miR, miR-124 je imala najizrazeniji u¢inak, bila je smanjeno izrazena u
tkivu kolona pedijatrijskih pacijenata te je izravno ciljala STAT3 mRNA. Kad je ucinjena
usporedba tkiva aktivnih bolesnika i onih u remisiji, izmjerene su niZe razine ekspresije miR-
124 i izrazenija fosoforilacija STAT3 u aktivnih bolesnika. Dodatnom analizom u animalnom
modelu eksperimentalnog kolitisa potvrdena je negativna korelacija razine ekspresije miR-124
i fosforilacije STAT3. Autori su zakljucili da miR-124 ima ulogu u regulaciji puta STAT3 i
ulogu u patogenezi UBC-a u pedijatrijskoj populaciji.'? Ponesto opre¢ne rezultate, iako na
manjem uzorku ispitanika dobili su Ni i sur. Oni su pronasli blago povisenu ekspresiju miR-
124, odnosno bez zna¢ajne promjene u odnosu na kontrole. Razliku su objasnili individualnom
varijacijom u razinama miR ¢ak i medu pacijentima s istom boles$¢u, §to odrazava razlike u
stadiju razvoja ili genskom podrijetlu, ali moZe biti i odraz maloga ispitivanog uzorka.[*63l
Iduc¢a potencijalna, ali vazna uloga miR-124 u istraZivanjima povezanima s UBC-om jest
povezanost s kolorektalnim karcinomom nastalim na podlozi kolitisa. Veliki pregledni ¢lanak
koji su objavili Bocchetti i sur. bavi se upravo tom temom. Autori su podijelili ispitivane miR
na dvije skupine, odnosno one s povisenom ekspresijom u KRK-u vezanom uz kolitis i
snizenom ekspresijom, a miR-124 pripada medu one ¢ija je ekspresija sniZzena u tih bolesnika.
Njegova svojstva ukljucuju inhibiciju stani¢ne proliferacije i metastaza, indukciju apoptoze i
oksidativnog stresa, kao i korelaciju s boljim prezivljenjem bolesnika s KRK-om. Navedeno je
posljedica brojnih ciljnih mjesta miR-124 poput PKM-a (engl. Pyruvate Kinase Muscle)
izoformi i PTB1 (engl. Polypyrimidine Tract-Binding protein 1). MikroRNA-124 takoder cilja
I signalni put STATS3, koji je vazan za upalnu regulaciju u Kkolitisu, ali i za progresiju KRK-a
povezanog s kolitisom.[164]

Navedena su istrazivanja dovela do razvoja potencijalno nove terapijske opcije za lijeCenje
UBC-a. Rijec je 0 ,,prvom-u-klasi” lijeku imena obefazimod, koji je trenuta¢no u fazi klinickih
ispitivanja. Obefazimod je mala molekula dostupna u oralnom obliku s protuupalnim
svojstvima koja se temelje na poviSenoj ekspresiji miR-124 u upalnim stanicama. Njegov je
ucinak pokazan u animalnim studijama gdje je lijeenje obefazimodom znatno ublaZavalo
teZinu induciranog kolitisa, Sto se o¢itovalo u oporavku tjelesne mase lijeCenih Zivotinja, kao i
u ublazavanju lezija sluznice kolona. Zabiljezena je znatna redukcija pro-inflamatronih
citokina poput TNF a, IL-6 i MCP-1/CCL2 (engl. Monocyte Chemoattractant Protein-1), ali,

zanimljivo, samo u sluznici kolona, a ne i u koStanoj srzi. Utjecaj obefazimoda na ekspresiju
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miR-124 dokazan je ne samo in vitro nego i u pacijenata. U ispitivanju ekspresije miR-124 u
rektalnim biopsijama pacijenata inficiranih HIV-om, lije¢enjem obefazimodom tijekom 28
dana postignuta je ekspresija miR-124 kao u zdravih ispitanika. Nakon prestanka uzimanja
obefazimoda ekspresija miR-124 smanjila se na razine prije lijeCenja, Sto ukazuje da su
promjene u ekspresiji specifiéno uzrokovane ovim lijekom.[*®5-1%81 Navedeni rezultati doveli
su i do vecih klini¢kih ispitivanja medu oboljelima od UBC-a, prvenstveno UK-a. Placebom
kontrolirana studija faze 2a ukljucivala je bolesnike s umjerenim do tesko aktivnim UK-om.
Ukljucena su ukupno 32 bolesnika iz 15 europskih centara, a bolesnici su randomizirani u
omjeru 2: 1 (lijeenje s 50 mg obefazimoda dnevno ili placebom). Nakon osam tjedana
indukcijskog lijeCenja u aktivnoj skupini 35 % bolesnika postiglo je klinicku remisiju, a 70 %
klini¢ki odgovor, za razliku od 11 % i 33 % u placebo skupini (p =0,03). Zabiljezeno je i
znaéajno endoskopsko poboljsanje u 50 % ispitanika za razliku od 11 % u placebo skupini.[*6%l
S obzirom na te rezultate provedena je studija faze 2b. Ukljuceno je 254 bolesnika koji su
randomizirani na jednu od tri razli¢ite doze (25 mg, 50 mg ili 100 mg jednom dnevno) ili na
placebo. U osmom tjednu od indukcije lijeka sve tri su doze pokazale statisticki znacajnu
ucinkovitost u odnosu na placebo po klinickim i endoskopskim parametrima postizanja
remisije. Nakon osam tjedana endoskopsko poboljsanje bilo je veée u skupinama koje su
primile terapiju u usporedbi s placebom (34,5 %, 39,6 % i 44,4 % u skupinama s dozama od
25 mg, 50 mg i 100 mg, u usporedbi s 13,6 % u placebo skupini). Zabiljezeno je ¢ak i znatno
histolosko poboljsanje u sve tri skupine. U otvorenom je nastavku prac¢enja veéina bolesnika
zadrzala klini¢ki i endoskopski odgovor postignut u indukciji.l'’®! U dodatnoj analizi mjerena
je i ekspresija miR-124 u serumu i bioptiranoj sluznici rektuma ispitanika. Na pocetku
istrazivanja nije bilo razlika u broju kopija miR-124 u rektalnim biopsijama i uzorcima seruma
izmedu placeba i skupina koje su primile lijek. Nakon osam tjedana broj kopija miR-124 bio
je znatno vec¢i u skupinama koje su primile lijek u usporedbi s placebom, kako u rektumu tako
i u serumu (prosjecan broj kopija/stanica: placebo, 746; obefazimod (25 mg, 50 mg i 100 mg),
8345, 8347 1 9171, redom, u rektalnim biopsijama; prosjecan broj kopija/stanica: placebo,
28,93; obefazimod (25 mg, 50 mg i 100 mg), 4598, 8517 i 13 753, redom, u uzorcima seruma).
Zabiljezena je i redukcija broja stanica Th1l7 i IL-17 u serumu bolesnika koji su primili
obefazimod, §to sugerira da lijek potencijalno i tim putem ostvaruje svoj u¢inak.*"™ U tijeku
su ukupno tri studije faze 3 (NCT05507203, NCT05507216, NCT05535946), u kojima se

planira ukljuciti 1200 bolesnika za koje se ocekuje da ¢e potvrditi ranije opisane rezultate.
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1.10.3 MikroRNA u bolesnika s upalnim bolestima crijeva i primarnim sklerozirajuc¢im
kolangitisom

Brojne su studije pokazale da bolesnici koji boluju od PSC-a imaju specifi¢an fenotip UBC-a.
U bolesnika kod kojih je dijagnosticiran UK inicijalna je ekstenzija bolesti pankolitis u
priblizno 90 % bolesnika, uz karakteristicnu postedu rektuma i takozvani backwash ileitis,
odnosno retrogradno zahvacanje terminalnog ileuma upalom. Dijagnoza upalne bolesti crijeva
postavlja se u ranijoj zivotnoj dobi, izmedu 20. i 25. godine, a za ovaj je fenotip karakteristi¢na
i ¢injenica da se ¢eS¢e javlja u muskaraca uz uglavnom blagi klinicki tijek.[l Takoder, u
bolesnika kod kojih je nuzno uciniti proktokolektomiju ucestalije se javlja upala ileoanalnoga
zdjeliénog rezervoara, kao i displazija sluznice, iako bez jasnog uc¢inka na samu kvalitetu Zivota
bolesnika.'"? U bolesnika oboljelih od CB-a najéesée je zahvaéen kolon (od 37 do 82 %
bolesnika), a aktivnosti bolesti je jednaka ili blaza u usporedbi s oboljelima samo od CB-a, uz
nizu incidenciju striktura i fistula.[*”®!

Medutim, u skupini bolesnika oboljelih od PSC-a i UBC-a opisan je i znatno poviSen rizik za
razvoj kolorektalnog karcinoma. Desetogodisnji kumulativni rizik za razvoj displazije ili
kolorektalnog karcinoma varira od studije do studije, a maksimalno iznosi oko 11 %, dok je
rizik u bolesnika oboljelih samo od upalne bolesti crijeva oko 2 %. Podaci u literaturi jasno
ukazuju na poviseni rizik oboljelih od UK-a dok su za CB kontroverzni. Stoga su Zheng i sur.
proveli veliku metaanalizu studija na temu rizika neoplazije u bolesnika s UBC-om i PSC-om
u odnosu na oboljele samo od UBC-a. Ukljuéeno je ukupno 16 studija, odnosno 13 379
bolesnika s UBC-om od kojih je 1022 takoder imalo PSC. Pacijenti s UBC-om i PSC-om imali
su povecani rizik od displazije i1 raka debelog crijeva u usporedbi s pacijentima samo s UBC-
om (OR 3,24; 95 % CI: 2,14 — 4,90). Taj povecani rizik bio je prisutan ¢ak i kada je analiziran
samo rizik od raka debelog crijeva (OR 3,41; 95 % ClI: 2,13-5,48). Rezultati analize podataka
skupine pacijenata s UK-om pokazali su da je konkomitantni PSC bio povezan s poveéanim
rizikom razvoja neoplazije i raka debelog crijeva (OR 2,98; 95 % CI: 1,54 - 5,76) (OR 3,01;
95 % CI: 1,44 - 6,29), ali postojala je visoka heterogenost medu studijama. Stratifikacija prema
tipu UBC-a pokazuje da je prisutnost PSC-a povezana s povecanim rizikom razvoja neoplazije
debelog crijeva kod pacijenata s UK-om, ali povezanost kod bolesnika s CB-om nije bila
zna¢ajna.’’¥ Kao moguéi uzrok maligne alteracije kolona predlozena je povecana
koncentracija, moguce kancerogenih, sekundarnih Zu¢nih kiselina, ¢emu u prilog govori i visa
incidencija karcinoma u desnom kolonu, gdje je koncentracija sekundarnih zu¢nih kiselina i
najvisa.l'% Kroni¢na upala dobro je poznati riziéni ¢imbenik za razvoj karcinoma u bolesnika

s upalnom boleséu crijeva.l*”! Kao $to je ranije opisano, upalna bolest crijeva u tih bolesnika
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ima znatno blazi, Cak i supklinic¢ki tijek te moZze ostati dugo neprepoznata. Zbog toga
supklinicka upala u tih bolesnika traje znatno dulje prije nego Sto bude prepoznata i lijeCena te
samim time znatno povisuje rizik za razvoj karcinoma.l®!

Nadalje, britanska je pilot-studija primjenom multiomicke transkriptomske i analize
mikrobiote na biopsijama sluznice bolesnika s PSC-om/UBC-om, bolesnika s UK-om i zdravih
kontrola pokazala da se mikrobiota sluznice kod pacijenata s PSC-om/UBC-om znacajno
razlikuje od one kod pacijenata s UK-om, a transkriptomska analiza ukazala je na disregulaciju
homeostaze zuénih kiselina u kolonu.[*76]

Usprkos opisanim mehanizmima, patogeneza povisenog rizika maligne bolesti u tih bolesnika
1 dalje ostaje nejasna, ali izvjesno je da je 1 gensko nasljede bitan Cimbenik. Jednako kao §to je
nepotpuno jasan povisen rizik maligne alteracije, tako nisu jasne ni razlike u klinickom tijeku
UBC-a u oboljelih od PSC-a.

U literaturi postoji ograni¢en broj studija koje ispituju ulogu miRNA u fenotipu UBC-a/PSC-
a. Kempinska-Podhorodecka i sur. ispitivali su ulogu miR-506 u fenotipskoj prezentaciji
bolesnika s UK-om i PSC-om. Autori su analizirali ekspresiju miR-506 i njezinih ciljnih gena
u bioptatu uzlaznog i sigmoidnog kolona u bolesnika s UK-om i usporedili ih s onima koji
boluju od UK-a i PSC-a, kao i sa zdravim kontrolama. Ekspresija miR-506 bila je zna¢ajno
povecéana u uzlaznom kolona bolesnika s PSC-om i PSC-om/UK-om, za razliku od bolesnika
s UK-om, kod kojih je miR-506 znac¢ajno suprimiran (smanjenje od 90 %) i u uzlaznim i u
sigmoidnim dijelovima kolona. Autori su ustanovili da je naznacena ekspresija u tom dijelu
crijeva rezultirala smanjenom ekspresijom AE2 (engl. Anion Exchange protein 2) i InsP3R3
(engl. inositoll,4,5-trisphosphate-receptor), sto je destabiliziralo zastitu od toksi¢nih Zu¢nih
kiselina. Nedostatak indukcije sfingozin kinaze 1 (SPHK1) uslijed povecane upale u ovom
dijelu crijeva, kao i gubitak aktivnosti sfingozin 1-fosfat liaze (SPL), potaknuo je neoplasti¢nu
transformaciju putem puta ovisnog o p53. S druge strane, supresiju miR-506 u oba dijela
kolona pacijenata s UK-om te u sigmoidnom kolonu pacijenata s PSC-om i UK-om pratilo je
znacajno povecanje izrazaja SPHK1 te posljedi¢no usmjerilo patogenezu u upalni, a ne u
neoplastiéni put.t’”l Od iste skupine autora dolaze i rezultati povezani s miR-125b.
Prekomjerna ekspresija miR-125b bila je pracena povec¢anom regulacijom SI1P, sintetaza
ceramida, kinaza ceramida i smanjenom regulacijom interakcijske domene bogate AT-om 2 u
uzlaznom kolonu kod PSC-a/UK-a, Sto je pridonijelo napredovanju kolorektalnog karcinoma
s visokom mikrosatelitskom nestabilnogéu.*"®!

Takoder, dostupni su rezultati za miR-346. Autori su ispitivali ekspresiju miR-346 te njezina

dva ciljna gena — receptor vitamina D i TNF-a koji su poznati modulatori karcinogeneze.
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Analizirana su tkiva uzeta biopsijama sluznice ascendensa i sigmoidnog kolona u ukupno Cetiri
skupine bolesnika (PSC, PSC/UK, UK 1 zdrave kontrole). Pronadena je znacajno povisena
ekspresija miR-346 u ascendensu bolesnika skupine s PSC-om/UK-om, statisti¢ki zna¢ajno
razli¢ita u odnosu na druge skupine. U bolesnika s UK-om niska ekspresija miR-346 bila je
povezana s povecanom ekspresijom receptora za vitamin D i gena TNF-a. Autori su zakljuéili
da bi povisena ekspresija miR-346 u kolonu bolesnika s PSC-om mogla biti povezana s
promjenama receptora za vitamin D i signalnog puta TNF-o, koje bi mogle dovesti do
neadekvatne supresije neoplazije.'"
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2.HIPOTEZA

Ucestalost genotipa GC polimorfizma jednog nukleotida rs531564, gena za pri-miR-124, veca
je u oboljelih od upalne bolesti crijeva u odnosu na oboljele od upalne bolesti crijeva i

primarnoga skleroziraju¢eg kolangitisa.
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3.CILJEVI ISTRAZIVANJA

Primarni cilj:
Analizirati ucestalost genotipa polimorfizma jednog nukleotida (SNP) (rs531564) gena za pri-
miR-124 u bolesnika s upalnom boles¢u crijeva i u oboljelih od primarnoga skleroziraju¢eg

kolangitisa i upalne bolesti crijeva

Specificni ciljevi:

1) Analiza i usporedba osnovnih klini¢kih i sociodemografskih karakteristika ukljucenih
ispitanika

2) Ucestalost genotipa SNP-a (rs531564) gena za pri-miR-124 u bolesnika sa specifi¢cnim
fenotipom PSC-a/UBC-a, u bolesnika s upalnom bolescu crijeva te u bolesnika samo s
PSC-om

3) Povezanost SNP-a (rs531564) gena za pri-miR-124 s klini¢kim karakteristikama
bolesnika s upalnom boles¢u crijeva (dob pri dijagnozi, ekstenzija bolesti/endoskopski
sustav bodovanja — Montrealska klasifikacija, klini¢ki tijek bolesti)

4) Povezanost SNP-a (rs531564) gena za pri-miR-124 s klinickim karakteristikama
bolesnika s PSC-om (dob pocetka bolesti, klinicki tijek)

42



4. ISPITANICI | METODE

4.1 Ispitanici

U ovo opservacijsko presjecno istrazivanje ukljucene su sluc¢ajno odabrane skupine muskih i
zenskih ispitanika kojima je postavljena dijagnoza upalne bolesti crijeva i/ili primarnoga
sklerozirajuceg kolangitisa. U obzir su uzeti punoljetni bolesnici kod kojih je dijagnoza upalne
bolesti crijeva postavljena na temelju klasi¢nih endoskopskih, histoloskih 1 klinickih
kriterija® i oni kod kojih je dijagnoza primarnoga sklerozirajué¢eg kolangitisa postavljena na
temelju standardnih smjernica®®l. Osim navedenog, svi su ispitanici ukljudeni tek nakon
potpisanoga informiranog pristanka i nakon Sto su im objasSnjene sve pojedinosti istraZivanja.
Kriteriji isklju¢ivanja bili su nepotpisani informirani pristanak, trudnoc¢a, osobe s teSkim
invaliditetom te osobe koje boluju od demencije ili psihicke bolesti.

U inicijalnom probiru ukljuc¢eno je ukupno 120 bolesnika, od kojih 23 nije moglo ili pristalo
sudjelovati dominantno kao posljedica pandemije bolesti COVID-19. U kona¢nu analizu
ukljuceno je ukupno 97 bolesnika, od kojih je 31 bilo u skupini s PSC-om/UBC-om, pet u
skupini s PSC-om i 61 u skupini s UBC-om.

Istrazivanje je provedeno u Zavodu za gastroenterologiju i hepatologiju KBC-a Zagreb, dok je
analiza SNP-a ispitivanog gena ucinjena u Institutu Ruder Boskovi¢, na Zavodu za
molekularnu medicinu. Istrazivanje je odobrilo Eticko povjerenstvo Klinickoga bolnickog
centra Zagreb 1 EtiCko povjerenstvo Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu te je

provedeno u skladu s eti¢kim nacelima i Deklaracijom iz Helsinkija iz 2000.

4.2 Metode

4.2.1 Klinicki podaci

Klinic¢ki podaci ispitanika, odnosno podaci o dosadasnjem tijeku bolesti, metodama lijecenja i
komplikacija, prikupljeni su uvidom u elektronicku bazu medicinske dokumentacije,
razgovorom s ispitanicima i uvidom u medicinsku dokumentaciju lije¢nika obiteljske medicine
(ako je bila dostupna). Tjelesna visina ispitanicima je izmjerena u stojeCem poloZaju bez obuce,
a tjelesna masa bez teskih odjevnih predmeta. Indeks tjelesne mase izra¢unan je kao masa

ispitanika u kilogramima podijeljena s kvadratom visine u metrima.
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Za prikaz klinickih odnosno endoskopskih karakteristika UBC-a i fenotipa same bolesti
primijenjena je Montrealska klasifikacija.l>® Bolesnici s CB-om Klasificirani su stoga prema
tri kategorije — dob pri dijagnozi, lokalizacija bolesti i ponaSanje bolesti. Lokalizacija bolesti
klasificirana je na sljede¢i nacin: L1 — bolest zahvaca terminalni ileum, L2 — bolest zahvaca
kolon, L3 — bolest zahvaca i terminalni ileum i kolon te L4 — izolirana zahvacenost gornjega
probavnog trakta.

Bolesnici s UK-om klasificirani su prema lokalizaciji bolesti na sljedeci na¢in: L1 — ograni¢ena
na rektum, L2 — bolest ograni¢ena na lijevi kolon (upalne promjene ne nalaze se proksimalno
od lijenalne fleksure kolona), L3 — bolest koja se Siti proksimalno od lijenalne fleksure.

Kao indirektan biljeg teZzine UBC-a upotrijebljeni su podaci o primjeni bioloSke terapije te
eventualnoj primjeni viSe linija bioloSke terapije prije uklju¢ivanja u ispitivanje, a kao zasebne
kategorije dob pri pocetku bioloSke terapije, odnosno trajanje same bolesti prije pocetka.
Prikupljeni su i podaci o prisutnosti EIM-a.

Takoder, upotrijebljeni su podaci o broju hospitalizacija uzrokovanih UBC-om i kao zasebna
kategorija pojavnost maligne bolesti medu ispitanicima.

Prikupljeni su podaci o vaznim ishodima lijecenja UBC-a, ukljucujuéi steroid-ovisnu bolest i
duboku remisiju bolesti koji su definirani u skladu s vrijede¢im medunarodnim
smjernicama.®* U pracenju PSC-a kao ishod lije¢enja zabiljeZeni su podaci o transplantaciji
jetre.

Ako su podaci za odredenu varijablu bili nedostupni, nisu uzimani u kona¢nu analizu.

4.2.2 1zolacija DNA-a iz pune krvi

1z uzoraka pune krvi genomska DNA izolirana je metodom fenol/kloroform. U prvoj fazi manji
volumen pune krvi (2 do 5 ml) dodan je u polipropilensku epruvetu (Falcon) od 50 ml te je
epruveta do 45 ml nadopunjena otopinom 1x RETIC (5x RETIC: 40,9 g NaCl, 1,85 g KCl,
7,1 g MgClI2 x H20, 1 | dH20). Smjesa pufera i krvi promijeSana je te su uzorci centrifugirani
10 min na 5000 rpm pri 4 °C (Eppendorf, Centrifuge 5403). Supernatant je uklonjen, a talogu
leukocita ponovno je dodana otopina 1x RETIC te je smjesa centrifugirana. Nakon uklanjanja
supernatanta talogu je dodano 30 ml otopine za lizu (131 mM NH4CI, 0,1 mM NHsHCOs,
dH.0), te je smjesa centrifugirana 10 min na 5000 rpm pri 4 °C. Postupak je ponovljen.
Stani¢nom talogu dodano je 500 pl pufera STE (0,1 M NaCl, 0,05 M Tris, 1 mM EDTA, pH
7,4). Suspenzija stanica premjeStena je u tubicu od 2 ml i dodano je 15 pl proteinaze K

(20 mg/ml, Sigma, SAD). S pomoé¢u drmalice suspenzija je dobro promijeSana i zatim
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inkubirana na 37 °C preko no¢i. U drugoj je fazi suspenziji, nakon Sto je ohladena na sobnu
temperaturu, dodano 500 pl fenola (Kemika, RH), nakon ¢ega su nastale dvije faze. Laganim
mijeSanjem tijekom 10 min nastala je emulzija. Emulzija je centrifugirana 10 min na 5000 rpm
pri 4 °C, sto je dovelo do razdvajanja faza. Gornji sloj, koji je ¢inila vodena faza, izdvojen je u
Cistu, sterilnu epruvetu. ProciS¢avanje je provedeno jo§ dva puta. Vodena je faza nakon toga
procis¢ena s 500 pl smjese kloroforma i izoamilnog alkohola u omjeru 24 : 17 te je smjesa
promuckana i centrifugirana 10 min na 5000 rpm pri 4 °C. Gornja je faza premjeStena u novu
epruvetu i iz proc¢iséene vodene faze DNA je precipitirana s 500 pl hladnoga (-20 °C)
apsolutnog etanola (Kemika, RH). Nakon centrifugiranja 1 min etanol je uklonjen, a talog
DNA-a kratko se susio na sobnoj temperaturi. Talog je zatim otopljen u 300 ul pufera TE
(10 mM Tris HCI, 1 mM EDTA, pH 8,0) i ostavljen preko no¢i na 37 °C na termobloku. Nakon
toga je odredena koncentracija DNA-a. Uzorci su prikupljeni u periodu od sije¢nja 2020. do
ozujka 2022.

4.2.3 Odredivanje koncentracije DNA-a

Koncentracija izolirane DNA u uzorcima izmjerena je s pomocu spektrofotometra (Ceceil, CE
2040, SAD). Za izraCunavanje koncentracije DNA-a, izmjerena je opticka gustoca ispitivanih
uzoraka pri valnoj duljini od 260 nm. KoriStene su kvarcne kivete u koje je otpipetirano 99 pl
QH20 te 1 pl uzorka. S pomocu izmjerene opticke gustoce (OD) izracunana je masena
koncentracija (y) DNA-a u uzorku prema formuli:
y=0ODxRx¢g
gdje je: y = masena koncentracija pg/ml
OD = opticka gustoca ocitana pri valnoj duljini od 260 nm
R = razrjedenje u kiveti

€ = ekstincijski koeficijent za DNA (50 pg/ml)

Cistoca DNA-a provjerena je mijerenjem apsorbancije pri valnim duljinama od 260 nm i
280 nm te izracunavanjem omjera A260/A280 koji je trebao biti izmedu 1,65 1 1,85. Kvaliteta
izolirane DNA provjerena je horizontalnom elektroforezom u 1-postotnom gelu agaroze

(Sigma).
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4.2 .4 Real-time PCR analiza SNP-a

Za analizu polimorfizma miR-124 (rs531564) primijenjena je metoda real-time PCR i
komercijalno dostupan specifi¢ni genotipizacijski esej TagMan® SNP (Applied Biosystems).
U optickim tubicama od 0,2 ml pripremljena je reakcijska smjesa koja se sastojala od 100 ng
DNA-a, 1,25 pl eseja, 12,5 pl TagMan® Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems) te
QH20 do ukupnog volumena od 25 pl. Reakcija se odvijala u uredaju 7300 Real-Time PCR
System (Applied Biosystems) pod sljede¢im uvjetima: 50 °C kroz 2 min, 95 °C kroz 10 min te
40 ciklusa od 92 °C 15 s te 60 °C 1 min.

Produkti reakcije PCR-a analizirani su na istom uredaju S pomoc¢u programa 7300 System SDS

Software za alelnu diskriminaciju (Applied Biosystems).

4.2.5 Statisticke metode

Podaci su prikazani tabli¢no 1 graficki. Napravljena je analiza normalnosti raspodjele
numerickih podataka (Smirnov-Kolmogorovljev test) te su se shodno dobivenim rezultatima
primijenili odgovaraju¢i neparametrijski statisticki testovi. Kvantitativni podaci prikazani su
kroz medijane i interkvartilne raspone. Kategorijski podaci prikazani su kroz apsolutne
frekvencije 1 pripadajuce udjele. Razlike u kvantitativnim vrijednostima analizirane su Mann-
Whitneyjevim U-testom kod razlika koje su se odnosile na usporedbu kontinuiranih vrijednosti
izmedu dviju skupina. Razlike u kategorijskim varijablama su analizirane Fisher-Freeman-
Haltonovim egzaktnim testom.

Metodom izracuna veli¢ine uzorka, uz razinu znacajnosti o = 0,05; snagu testa od 80 %,
o¢ekivanu pojavnost mutacije u opc¢oj populaciji od 5 % te apsolutnu greSku u preciznosti
mjerenja od 10 %, potrebno je ukljugiti 19 ispitanika po skupini.[8%1811

Sve p-vrijednosti manje od 0,05 smatrane su znac¢ajnima. U analizi je primijenjena licencirana

programska podrska IBM SPSS Statistics for Windows, verzija 29.0.1.
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5. REZULTATI

5.1 Klinicki i sociodemografski pokazatelji ispitanika

5.1.1 Zastupljenost dijagnoza na cjelokupnom uzorku

Opisna statistika zastupljenosti pojedinih dijagnoza izolirano i u kombinacijama na

cjelokupnom uzorku prikazana je u tablici 1. Pacijenata samo s CD-om bilo je 32 (33,0 %),

samo s UK-om 29 (29,9 %), kombinacija upalne bolesti crijeva s PSC-om 31 (32,0 %), a samo

s PSC-om 5 (5,2 %).

Tablica 1. Opisna statistika zastupljenosti pojedinih dijagnoza izolirano i u kombinacijama

na cjelokupnom uzorku

N % 95 % CI
CB Ne 56 57,7% 478% 67,2%
Da 41 42,3% 32,8% 52,2%
UK Ne 46 474% 37,7% 57,3%
Da 51 526 % 42,7% 62,3%
PSC Ne 61 62,9% 53,0% 72,0%
Da 36 37,1% 28,0% 47,0%
CB 32 33,0% 242% 42,7%
UK 29 299% 215% 39,5%
Dijagnoza PSC + CB 9 93% 4,7% 16,2%
PSC + UK 22 22,7% 152% 31,7%
PSC 5 52% 20% 10,9%
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5.1.2 Opisna statistika kategorijskih sociodemografskih i klinickih varijabli na cjelokupnom
uzorku

U cjelokupnom uzorku, 48,5 % ispitanika bilo je Zenskog spola (95 % CI: 38,7 — 58,3), dok je
51,5 % bilo muskog spola (95 % CI: 41,7 — 61,3). Biolosku terapiju upotrebljavalo je 55,4 %
ispitanika (95 % CI: 45,2 - 65,3), dok je 44,6 % nije upotrebljavalo (95 % CI: 34,7 — 54,8).
Kirurgija zbog UBC-a nije provedena kod 68,5 % ispitanika (95 % CI. 58,5 — 77,3), dok je
31,5 % ispitanika proslo ovu kirursku intervenciju (95 % CI: 22,7 — 41,5). Maligna bolest nije
bila prisutna kod 90,7 % ispitanika (95 % CI: 83,8 — 95,3), dok je 9,3 % ispitanika imalo
malignu bolest (95 % CI: 4,7 — 16,2). Steroid-ovisnu bolest nije imalo 94,6 % ispitanika (95 %
Cl: 88,5 — 97,9), dok je 5,4 % ispitanika imalo ovu ovisnost (95 % CI: 2,1 — 11,5). Duboku
remisiju bolesti postiglo je 67,4 % ispitanika (95 % CI: 57,4 — 76,3), dok 32,6 % nije postiglo
remisiju (95 % CI: 23,7 — 42,6). Veéina ispitanika, njih 79,6 %, nije pusila (95 % CI: 70,5 -
86,8), dok je 20,4 % ispitanika pusilo (95 % CI: 13,2 — 29,5). Transplantacija jetre nije bila
potrebna kod 89,5 % ispitanika (95 % CI: 76,9 — 96,3), dok je 10,5 % ispitanika proslo
transplantaciju (95 % CI: 3,7 — 23,1). Ekstraintestinalne manifestacije nisu bile prisutne kod
93,5 % ispitanika (95 % CI: 87,1 — 97,2), a kod 6,5 % jesu (95 % CI: 2,8 — 12,9). Medu
oboljelima od CB-a 31,7 % ispitanika imalo je zahvacen terminalni ileum (L1), 24,4 % kolon
(L2), 41,4 % ileokolon, 17,1 % gornji probavni trakt (L4), a 21 % perianalnu bolest. Prema
ekstenziji medu oboljelima od UK-a, proktitis (E1) je imalo 2 % ispitanika, ljevostrani kolitis
(E2) 22 %, a ekstenzivni kolitis (E3) 76 %.

5.1.3 Opisna statistika ispitivanih kontinuiranih klinickih i sociodemografskih karakteristika
na cjelokupnom uzorku

Medijan dobi pri dijagnozi (interkvartilni raspon) iznosio je 27,10 godina (19,79 — 33,66).
Medijan dobi pocetka bioloSke terapije je iznosio 32,59 godina (21,68 — 39,23), a trajanje
bolesti pri poetku bioloske terapije 4,37 godina (1,59 — 10,00). Indeks tjelesne mase (BMI)
iznosio je 22,50 (20,40 — 27,10) a medijan hospitalizacija zbog UBC-a 1,00 (0,00 — 3,00).
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5.1.4 Usporedba klinickih pokazatelja i ishoda lijecenja medu skupinama ispitanika

Razlike kategorijskih klinickih karakteristika i ishoda lijeCenja izmedu skupina s UBC-om i
UBC-om uz PSC prikazane su u tablici 2. U skupini ispitanika s UBC-om/PSC-om manje je
bolesnika lijeCeno bioloskom terapijom (p = 0,001). U usporedbi ostalih varijabli utvrdene su

samo numericke razlike.

U usporedbi kontinuiranih klini¢kih pokazatelja i ishoda lijeCenja dobiveni su sljedeci rezultati.
Dob pri dijagnozi bolesnika s UBC-om imala je medijan od 28,1 godine (20,7 — 36,5)., dok je
kod UBC-a/PSC-aiznosio 25,8 godina (17,4 — 28,9; p = 0,0698). Dob pocetka bioloske terapije
kod bolesnika s UBC-om imala je medijan od 33,3 godine (22,9 — 40,2), dok je kod bolesnika
s UBC-om/PSC-om iznosio 29 godina (20,8 — 33,7; p = 0,2355). Trajanje bolesti pri pocetku
imalo je medijan od 22,6 godina (1,5 — 10,4) u skupini bolesnika s UBC-om, dok je kod
bolesnika s UBC-om/PSC-om iznosio 22,4 godine (4,4 -6,2; p = 0,7159). Indeks tjelesne mase
u skupini bolesnika s UBC-om imao je medijan od 21,70 kg/m? (20,6 — 27,1), a kod bolesnika
s UBC-om/PSC-om bio je 23,50 kg/m? (20,1 — 24,8; p = 0,6272). Broj hospitalizacija zbog
UBC-aimao je medijan od 2 u skupini bolesnika s UBC-om (1 — 3) a u skupini s UBC-om/PSC-
om medijan broja hospitalizacija bio je 1 (0 — 3; p =0,0625),). Sve razlike medu skupinama

bile su numericke.

Tablica 2. Razlike kategorijskih klinickih karakteristika i ishoda lijecenja bolesnika medu
skupinama s UBC i UBC uz PSC: Fisherov egzaktni test

UBC UBC+PSC
N % N %
Zenski 33 540% 12 38,7%
Spol Muski 28 46.0% 19 6139% 01900
o .. Ne 20 328% 21 67,8 %
Bioloska terapija Da a1 67.2 % 10 32.2 % 0,0018
e .. Ne 42 68,9% 24 77,5 %
ViSe linija bioloSke terapije Da 19 311 % 7 225 % 0,4675
. .. Ne 38 623% 25 80,7 % 00974
UBC kirurgija Da 23 377% 6 193%
. Ne 57 935% 26 83,9 %
Maligna bolest Da 4 6.5 % 5 16.1 % 0,1586
) . Ne 59 96,8% 28 90,4 %
Steroid-ovisna bolest Da 5 3.2 % 3 9.6 % 0,1586
. . Ne 21 345% 9 29,1 %
Duboka remisija bolesti Da 40 65.5 % 22 70.9 % 0,6456
Ne 57 935% 29 93,6 %
EIM Da 4 6,5 % 2 6,4 % 1,000
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5.2 Ucestalost genotipa SNP-a (rs531564) gena za pri-miR-124 u ispitivanim skupinama

5.2.1 Zastupljenost polimorfizama gena rs531564 miR-124 na cjelokupnom uzorku

Zastupljenost polimorfizama gena rs531564 miR-124 na cjelokupnom uzorku prikazana je u

tablici 3 1 naslici 1. Varijanta GG je bila zastupljena u vise od tri Cetvrtine ispitanika (76,3 %).

Tablica 3. Zastupljenost polimorfizama gena rs531564 miR-124 na cjelokupnom uzorku

N % 95 % ClI
rs531564 miR- GG 74 763% 67,1% 839%
124 GC 23 23,7% 16,1% 32,9%

rs531564
miR-124

| Jele
L Jclo

Slika 1. Zastupljenost polimorfizama gena rs531564 miR-124 na cjelokupnom uzorku
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5.2.2 Zastupljenost polimorfizama gena rs531564 miR-124 prema ispitivanim skupinama

Ucestalost genotipa SNP-a (rs531564) gena za pri-miR-124 u bolesnika sa specifi¢nim
fenotipom PSC-a/UBC-a, u bolesnika s upalnom boles¢u crijeva te u bolesnika s PSC-om
prikazana je u tablici4 i na slici 2. Medu skupinama je utvrdena numericka razlika

zastupljenosti pojedinih genotipova (p = 0,543).

Tablica 4. Ucestalost genotipa SNP-a (rs531564) gena za pri-miR-124 u bolesnika sa
specificnim fenotipom PSC-a/UBC-a, u bolesnika s upalnom bolescu crijeva te u bolesnika s
PSC-om

rs531564 miR-124

GG GC P
N % N %
CB 27 84,4 % 5 15,6 %
UK 22 75,9 % 7 24,1 %
Dijagnoza PSC + CB 7 77,8 % 2 22,2% 0,543
PSC + UK 15 68,2 % 7 31,8%
PSC 3 60,0 % 2 40,0 %
rs531564
| [efe]
| elo
80
60,00%
£ 60
P
=]
=
40
?
. T 31,82%
0 CD uc PSC+CD  PSC+UC PSC
Dijagnoza

Slika 2. Ucestalost genotipa SNP-a (rs531564) gena za pri-miR-124 u bolesnika sa
specificnim fenotipom PSC-a/UBC-a, u bolesnika s upalnom bolescu crijeva te u bolesnika s
PSC-om
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Ucestalost genotipa polimorfizma jednog nukleotida (SNP) (rs531564) gena za pri-miR-124 u
bolesnika s upalnom bolescu crijeva i u oboljelih od primarnoga skleroziraju¢eg kolangitisa i
upalne bolesti crijeva prikazana je u tablici 5 i na slici 3. lako je genotip GC bio zastupljeniji u
skupini s PSC-om i/ili upalnim bolestima u odnosu na samo upalne bolesti crijeva, te su razlike
numericke (p = 0,223).

Tablica 5. Ucestalost genotipa polimorfizma jednog nukleotida (SNP) (rs531564) gena za
pri-miR-124 u bolesnika s upalnom boles¢u crijeva i u oboljelih od primarnoga
sklerozirajuceg kolangitisa i upalne bolesti crijeva

rs531564 miR-124
GG GC P
N % N %
uBC 49 80,3 % 12 19,7 %

Dijagnoza ggg/PSC T 25 694% 11 30,6 %

0,223

rs5315654 miR-124

100,00%
90,00%
80,00%
70,00%
60,00%
50,00%
40,00%
30,00%
20,00%
10,00%

0,00%
UBC UBC/PSC+PSC

EGC mGG

Slika 3. Ucestalost genotipa polimorfizma jednog nukleotida (SNP) (rs531564) gena za pri-
miR-124 u bolesnika s upalnom bolesc¢u crijeva i u oboljelih od primarnoga skleroziraju¢eg
kolangitisa i upalne bolesti crijeva
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5.3 Povezanost SNP-a (rs531564) gena za pri-miR-124 s klini¢kim karakteristikama
bolesnika s upalnom boleséu crijeva

5.3.1 Povezanost SNP-a (rs531564) gena za pri-miR-124 s klinickim karakteristikama
bolesnika s Crohnovom boles¢u

U usporedbi ucestalosti genotipa SNP-a (rs531564) gena za pri-miR-124 s kategorijskim
klini¢kim karakteristikama bolesnika s CB-om utvrdene su samo numericke razlike primjenom

Fisherova egzaktnog testa. U analizu su ukljuceni bolesnici s CB-om i PSC-om/CB-om.

Analizom podataka pronadena je numericka razlika u distribuciji genotipova GG i GC prema
spolu. Genotip GG bio je jednako zastupljen medu bolesnicama i bolesnicima (50,0 %, N = 17
za oba spola, p = 1,000), dok je genotip GC bio nesto ¢e$¢i medu bolesnicama (57,1 %, N = 4)
nego medu bolesnicima (42,9 %, N = 3; p = 1,000).

Kad je rije¢ o ekstenziji bolesti, u zahvacenosti razli¢itih dijelova gastrointestinalnog trakta
takoder su utvrdene samo numeric¢ke razlike izmedu genotipova. Terminalni ileum bio je
zahvacen kod 35,3 % bolesnika s genotipom GG (N =12) u usporedbi s 14,3 % bolesnika s
genotipom GC (N =1; p=0,399). Sli¢cno, zahvacenost kolona zabiljeZena je kod 26,5 %
bolesnika s genotipom GG (N =9) i 14,3 % bolesnika s genotipom GC (N = 1; p = 0,660). lako
su oba genotipa pokazala sli¢nu zastupljenost u ileokolitisu, 38,2 % bolesnika s genotipom GG
(N=13) i 57,1 % bolesnika s genotipom GC (N =4; p=0,421) te zahvacenosti gornjega
gastrointestinalnog trakta (14,7 %, N = 5 kod GG naspram 28,6 %, N = 2 kod GC; p = 0,581),
nijedna od tih razlika nije bila statisticki znacajna. Perianalna bolest takoder nije pokazala bitne
razlike izmedu genotipova, zabiljezena je kod 23,5 % bolesnika s genotipom GG (N = 8) i kod
14,3 % bolesnika s genotipom GC (N = 1; p = 1,000).

Ishodi lije¢enja, ukljucujuéi primjenu bioloSke terapije i broj linija bioloske terapije, takoder
su pokazali samo numericke razlike izmedu genotipova. Bioloska terapija primijenjena je kod
70,6 % bolesnika s genotipom GG (N =24) i 57,1 % bolesnika s genotipom GC (N =4;
p = 0,659). Vise linija bioloSke terapije upotrebljavalo je 38,2 % bolesnika s genotipom GG
(N =13) i 28,6 % bolesnika s genotipom GC (N = 2; p = 0,697). Sli¢an obrazac primijecen je
I kod UBC kirurgije, gdje su genotipovi GG i GC pokazali jednaku zastupljenost u polovici
sluc¢ajeva (50,0 %, N =17 za GG i 57,1 %, N =4 za GC; p = 1,000). Kad je rije¢ o steroid-
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ovisnoj bolesti, genotip GG nije bio povezan s ovim ishodom u 97,1 % slucajeva (N = 33), dok

genotip GC nije bio povezan u svih 100 % sluc¢ajeva (N = 7; p = 1,000).

Analiza malignih bolesti, duboke remisije bolesti, pusenja, transplantacije jetre i prisutnosti
ekstraintestinalnih manifestacija (EIM) takoder nije pokazala znacajne razlike izmedu
genotipova. Maligne bolesti zabiljezene su kod 11,8 % bolesnika s genotipom GG (N = 4), dok
nijedan bolesnik s genotipom GC nije imao malignu bolest (0,0 %, N = 0; p = 1,000). Duboka
remisija postignuta je kod 61,8 % bolesnika s genotipom GG (N = 21) i kod 71,4 % bolesnika
s genotipom GC (N = 5; p = 1,000). Pusenije je bilo prisutno kod 20,6 % bolesnika s genotipom
GG (N=7) i kod 28,6 % bolesnika s genotipom GC (N =2; p =0,637). Ekstraintestinalne
manifestacije (EIM) nisu bile prisutne kod 91,2 % bolesnika s genotipom GG (N = 31) i kod
100 % bolesnika s genotipom GC (N = 7; p = 1,000).

Usporedba ucestalosti genotipa SNP-a (rs531564) gena za pri-miR-124 u odnosu na
kontinuirane varijable provedena je primjenom Mann-Whitneyjeva U-testa. U analizu su
ukljuceni bolesnici s CB-om i CB-om/PSC-om.

Kod bolesnika s razli¢itim genotipovima rs531564 miR-124 uocene su numericke varijacije u
dobi pri dijagnozi, dobi pocetka bioloSke terapije, trajanju bolesti prije pocetka terapije,
indeksu tjelesne mase (BMI) te broju hospitalizacija zbog UBC-a.

Kad je rije¢ o dobi pri dijagnozi, bolesnici s genotipom GG imali su medijan od 26,24 godine
(18,18 - 37,89; p = 0,782), dok su bolesnici s genotipom GC imali nesto visi medijan od 28,77
godina (15,49 — 31,77). Dob pocetka bioloSke terapije kod bolesnika s genotipom GG imala je
medijan od 32,66 godina (21,32 — 40,82; p =0,149), dok je kod bolesnika s genotipom GC
medijan bio nizi, iznosec¢i 21,29 godina (17,48 — 33,96).

Trajanje bolesti prije poCetka bioloske terapije takoder je variralo. Bolesnici s genotipom GG
imali su medijan trajanja bolesti od 5,17 godina (1,79 — 12,29; p = 0,251), dok su bolesnici s
genotipom GC imali krace trajanje bolesti, s medijanom od 3,59 godina (1,18 — 5,16). Kad je
rije¢ o indeksu tjelesne mase (BMI), bolesnici s genotipom GG imali su medijan od
21,35 kg/m? (19,08 — 24,13; p = 0,583), dok je kod bolesnika s genotipom GC medijan BMI-
ja bio visi, iznose¢i 22,90 kg/m? (18,20 — 31,80).

Konacno, broj hospitalizacija zbog UBC-a kod bolesnika s genotipom GG imao je medijan od
2,00 hospitalizacije (1,00 — 4,00; p =0,561), dok su bolesnici s genotipom GC imali isti

medijan od 2,00 hospitalizacije (1,00 — 8,00), ali s ve¢om varijabilno$¢u.
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5.3.2 Povezanost SNP-a (rs531564) gena za pri-miR-124 s klinickim karakteristikama
bolesnika s ulceroznim kolitisom

Razlike SNP-a (rs531564) gena za pri-miR-124 s kategorijskim klini¢kim karakteristikama
bolesnika s upalnom boles¢u crijeva kod pacijenata s UK-om analizirane su primjenom
Fisherova egzaktnog testa. U analizu su uklju¢eni bolesnici s UK-om i UK-om/PSC-om. U
usporedbi prema spolu, genotip GG bio je prisutan kod 43,2 % Zzena (N =16) i 56,8 %
muskaraca (N = 21; p =0,531), dok je genotip GC bio prisutan kod 57,1 % zena (N =8) i
42,9 % muskaraca (N = 6; p = 0,531).

Kad je rije¢ o ekstenziji bolesti, proktitis nije bio prisutan kod 97,3 % pacijenata s genotipom
GG (N =36) i kod 100 % pacijenata s genotipom GC (N = 14; p = 1,000). Ljevostrani kolitis
zabiljeZen je kod 27 % pacijenata s genotipom GG (N = 10) i kod 7,1 % pacijenata s genotipom
GC (N=1; p=0,251), dok je ekstenzivni kolitis bio prisutan kod 70,3 % pacijenata s
genotipom GG (N = 26) i kod 85,7 % pacijenata s genotipom GC (N = 12; p =0,472).

Kad je rije¢ o ishodima lijeenja, bioloSka terapija nije primijenjena kod 54,1 % pacijenata s
genotipom GG (N = 20) i kod 57,1 % pacijenata s genotipom GC (N = 8; p = 1,000). ViSe linija
bioloSke terapije bilo je primijenjeno kod 24,3 % pacijenata s genotipom GG (N =9) i kod
14,3 % pacijenata s genotipom GC (N = 2; p = 0,705). Kirurski zahvat za UBC proveden je
kod 16,2 % pacijenata s genotipom GG (N =6) i kod 21,4 % pacijenata s genotipom GC
(N =3; p=0,692). Steroid-ovisna bolest zabiljezena je kod 5,4 % pacijenata s genotipom GG
(N =2) i kod 14,3 % pacijenata s genotipom GC (N = 2; p = 0,300). Duboka remisija bolesti
postignuta je kod 70,3 % pacijenata s genotipom GG (N =26) i kod 71,4 % pacijenata s
genotipom GC (N = 10; p = 1,000).

PuSenje je bilo prisutno kod 18,9 % pacijenata s genotipom GG (N = 7) i kod 21,4 % pacijenata
s genotipom GC (N = 3; p = 1,000).

Ekstraintestinalne manifestacije nisu bile prisutne kod 94,6 % pacijenata s genotipom GG
(N =35) i kod 92,9 % pacijenata s genotipom GC (N = 13; p = 1,000).
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Razlike SNP-a (rs531564) gena za pri-miR-124 u odnosnu na kontinuirane klinicke
karakteristike bolesnika s upalnom boles¢u crijeva kod pacijenata s UK-om analizirane su
primjenom Mann-Whitneyjeva U-testa. U analizu su ukljuceni bolesnici s UK-om i UK-
om/PSC-om.

U istrazivanju su analizirane varijable povezane s dobi pri dijagnozi, dobi pocetka bioloSke
terapije, trajanjem bolesti prije pocetka terapije, BMI-jem i brojem hospitalizacija zbog UBC-
a kod bolesnika s razli¢itim genotipovima rs531564 miR-124.

Kod dobi pri dijagnozi, bolesnici s genotipom GG imali su medijan od 30,52 godine (20,69 -
36,02; p =0,019), dok je kod bolesnika s genotipom GC bio 21,95 godina (17,73 — 27,06).
Kad je rije¢ o dobi pocetka bioloske terapije, medijan za bolesnike s genotipom GG bio je
35,60 godina (26,33 — 41,38; p = 0,049), dok je za bolesnike s genotipom GC medijan iznosio
27,33 godine (20,38 — 32,76).

Trajanje bolesti prije poCetka bioloske terapije kod bolesnika s genotipom GG imalo je medijan
od 4,00 godine (1,59 — 9,01; p =0,834), dok je kod bolesnika s genotipom GC medijan bio
4,67 godina (1,10 — 7,50).

Indeks tjelesne mase kod bolesnika s genotipom GG pokazao je medijan od 25,30 (20,90 -
29,30; p = 0,388), dok je kod bolesnika s genotipom GC medijan bio 22,50 (21,93 — 26,75).
Broj hospitalizacija zbog UBC-a kod bolesnika s genotipom GG imao je medijan od 1,00 (0,00
—-2,00; p =0,534), dok je kod bolesnika s genotipom GC medijan bio 1,00 (0,00 — 3,00).
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5.4 Povezanost SNP-a (rs531564) gena za pri-miR-124 s klini¢kim karakteristikama
bolesnika s primarnim sklerozirajuéim kolitisom

Razlike SNP-a (rs531564) gena za pri-miR-124 i njihova povezanost s kategorijskim klini¢kim
karakteristikama bolesnika s PSC-om analizirane su primjenom Fisherova egzaktnog testa. U

analizu su ukljuceni svi bolesnici s PSC-om, ali i UBC-om/PSC-om.

Ishodi lijeenja: Kad su u pitanju ishodi lije¢enja, manji postotak pacijenata s genotipom GG
(36,4 %,N=8;p=0,677)iGC (22,2 %, N = 2) bio je podvrgnut bioloskoj terapiji. Vise linija
bioloSke terapije primijenjeno je kod 27,3 % pacijenata s genotipom GG (N =6; p=0,639) i
11,1 % pacijenata s genotipom GC (N = 1), Sto moze ukazivati na razlike u odgovoru na
lijeCenje ili progresiji bolesti. Kirurski zahvati za UBC provedeni su kod malog broja
pacijenata, s 18,2 % u skupini s genotipom GG (N=4; p=1,000) i 22,2 % u skupini s
genotipom GC (N =2). Zabiljezena je i sli¢na ucestalost duboke remisije bolesti izmedu
genotipova GG (68,2 %, N = 15; p =0,689) i GC (77,8 %, N = 7), dok je steroid-ovisna bolest
bila prisutna kod malog broja pacijenata, neovisno o genotipu (GG 9,1 %, GC 11,1 %;
p = 1,000).

Takoder, transplantacija jetre provedena je kod 12,0 % pacijenata s genotipom GG (N = 3;
p =1,000) i 9,1 % pacijenata s genotipom GC (N = 1).

Dodatne karakteristike: PuSenje je bilo prisutno kod 21,7 % pacijenata s genotipom GG (N = 5;
p =0,648) i 11,1 % pacijenata s genotipom GC (N = 1). Maligna bolest bila je nesto ¢esc¢a kod
pacijenata s genotipom GG (16,0 %, N = 4; p = 1,000) nego kod pacijenata s genotipom GC
(9,1 %, N = 1).

Razlike SNP-a (rs531564) gena za pri-miR-124 i njihova povezanost s kontinuiranim klinickim
karakteristikama bolesnika s PSC-om analizirane su primjenom Mann-Whitneyjeva U-testa. U

analizu su ukljuceni svi bolesnici s PSC-om, ali i UBC-om/PSC-om.
U istrazivanju su analizirane varijable povezane s dobi pri dijagnozi, dobi pocetka bioloSke

terapije, trajanjem bolesti prije pocetka terapije, indeksom tjelesne mase (BMI) i brojem

hospitalizacija zbog UBC-a kod bolesnika s razli¢itim genotipovima rs531564 miR-124.
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Kod dobi pri dijagnozi, bolesnici s genotipom GG imali su medijan od 25,52 godine (16,95 —
33,59; p =0,604), dok je kod bolesnika s genotipom GC medijan bio 26,59 godina (16,74 —
27,97).

Kad je rije¢ o dobi pocetka bioloSke terapije, bolesnici s genotipom GG zapoceli su terapiju s
medijanom od 29,27 godina (20,86 — 35,19; p = 0,296), dok je kod bolesnika s genotipom GC
medijan iznosio 24,86 godina (12,85 — 28,78).

Trajanje bolesti prije pocetka bioloske terapije kod bolesnika s genotipom GG imalo je medijan
od 5,50 godina (3,28 — 7,28; p = 0,794), dok je kod bolesnika s genotipom GC to trajanje bilo
5,08 godina (3,13 - 8,84).

Indeks tjelesne mase (BMI) kod bolesnika s genotipom GG bio je 21,70 (18,80 — 24,73;
p = 0,223), dok je kod bolesnika s genotipom GC medijan bio 23,50 (21,80 — 27,80).

Broj hospitalizacija zbog UBC-a imao je medijan od 0,50 (0,00 — 3,25; p=0,798) kod
bolesnika s genotipom GG, dok je kod bolesnika s genotipom GC medijan bio 1,00 (0,00 —
3,50).

Ovi rezultati ukazuju na odredene varijacije izmedu genotipova u pogledu klinic¢kih

karakteristika, ali bez statisticki znacajnih razlika, S$to sugerira potrebu za daljnjim

istrazivanjima kako bi se bolje razumjele moguce povezanosti genotipa s ishodom bolesti.
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6. RASPRAVA

Upalne bolesti crijeva kroni¢ne Su upalne bolesti ¢ija etiopatogeneza nije u potpunosti
razjasnjena. Medutim, jasno je da je rije¢ 0 neadekvatnom imunosno posredovanom odgovoru
U osoba koje imaju odredenu gensku predispoziciju uz prisutne vanjske ¢imbenike koji
pridonose patogenezi. lako su dosadasnjim istrazivanjima jasno definirana dva glavna entiteta,
Crohnova bolest 1 ulcerozni kolitis, medu njima, a i unutar svakog od njih postoje znatne
varijacije. Pritom je ocita velika raznolikost u klini¢kom tijeku bolesti, njezinoj ekstenziji, dobi
pocetka bolesti, odgovoru na terapiju, razvoju komplikacija itd. Te pojedinacne razlike,
prisutne gotovo na razini svakog bolesnika, predmet su brojnih istrazivanja i vode prema
onome Sto zovemo personalizirana medicina.

Medu brojnim varijacijama u skupini upalnih bolesti crijeva, posebno se izdvaja fenotip koji
se javlja u oboljelih od UBC-a i PSC-a. Epidemioloski gledano, rije¢ je o razmjerno rijetkoj
pojavi, odnosno malobrojnoj skupini bolesnika. Medutim, ako pogledamo iz perspektive
oboljelih od PSC-a, oko 80 % ima konkomitantnu upalnu bolest crijeva, a ovisno o izvoru
podataka, te brojke variraju od 40 do 90 %. Rezultati naSe kohorte u skladu su s dosadasnjim
podacima u literaturi te je 86 % oboljelih od PSC-a imalo i UBC. S druge strane, medu
oboljelima od UBC-a oko 5 % imat ¢e i pridruzeni PSC. Epidemioloski podaci za Hrvatsku
nisu dostupni te se ne mogu usporedivati s globalnima, ali nema dokaza koji bi upucivali da su
medu njima prisutne znatne razlike. Osim epidemioloske povezanosti s PSC-om, ovaj fenotip
UBC-a ima i druge karakteristike koje ga izdvajaju od ostalih. U bolesnika s UK-om, inicijalna
ekstenzija bolesti je pankolitis u priblizno 90 % bolesnika, uz karakteristi¢nu postedu rektuma
I takozvani backwash ileitis, odnosno retrogradno zahvacéanje terminalnog ileuma upalom.
Dijagnoza upalne bolesti crijeva postavlja se u ranijoj Zivotnoj dobi, izmedu 20. i 25. godine,
edce se javlja u muskaraca uz uglavnom blagi klini¢ki tijek crijevne upale.l’! Nasi su rezultati
uglavnom u skladu s tim podacima. Svi ukljuceni bolesnici s UK-om uz PSC imali su
ekstenzivni kolitis, medijan dobi pri postavljanju dijagnoze bio je izmedu 25 i 26 godina te je
zabiljezena veca ucestalost medu ispitanicima muskog spola (ukupno 69,4 %). Sam se tijek
bolesti klini¢ki indirektno ocitovao kao blazi, Sto je vidljivo iz toga Sto je znacajno manje
bolesnika iz skupine s UBC-om/PSC-om lije¢eno bioloskom terapijom. Takoder, za numericki
manje bolesnika bila je potrebna hospitalizacija zbog UBC-a, kirurski zahvat ili vise linija
bioloske terapije, a ve¢inom su postigli duboku remisiju bolesti bez ovisnosti o steroidima. Za

navedene varijable ipak nije postignuta statistiCka znacajnost u naSem uzorku.
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U literaturi su opisane i zasebne fenotipske karakteristike onih oboljelih od CB-a uz pridruzeni
PSC. Prema ekstenziji bolesti, u literaturi se navodi da je najc¢es¢e zahvacen kolon (od 37 do
82 % bolesnika), aktivnosti bolesti jednaka je ili blaza u usporedbi s oboljelima samo od CB-
a, uz nizu incidenciju striktura i fistula.l'”®! Ti su podaci takoder u skladu s nasim rezultatima,
gdje je 66 % bolesnika imalo zahvacen kolon, bilo kao izoliranu bolest kolona bilo ileokolitis.
Ostali rezultati takoder ne odstupaju od onih koji proizlaze iz literature, poput mlade dobi pri
dijagnozi, blazega klinickog tijeka i vece ucestalosti medu muskim spolom.

Fenotip UBC-a uz PSC ima jo$ jednu karakteristiku, presudnu za nadzor i lijeCenje ovih
bolesnika, a to je poviSen rizik razvoja maligne bolesti. Navedeno je opisano kroz brojne
radove u literaturi, a prvenstveno se odnosi na rizik razvoja KRK-a. Prema podacima koje
iznose Leidenius i sur., desetogodisnji kumulativni rizik za razvoj displazije ili KRK-a
maksimalno iznosi oko 11 %, dok je rizik u bolesnika oboljelih samo od upalne bolesti crijeva
oko 2 %.[1 Podaci o poveéanom riziku displazije ili karcinoma, potkrijepljeni su i velikom
metaanalizom koju su proveli Zheng i sur., s viSe od 13 000 ukljucenih ispitanika. Autori su
pronasli da su bolesnici s fenotipom UBC-a uz PSC imali povecéani rizik od displazije i KRK-
a u odnosu na bolesnike samo s UBC-om. Stratifikacija prema tipu UBC-a pokazuje da je
prisutnost PSC-a povezana s povec¢anim rizikom razvoja neoplazije debelog crijeva kod
pacijenata s UK-a, ali povezanost kod bolesnika s CB-om nije bila zna¢ajna.[*74]

Takoder, prisutan je i znacajno povisen rizik tzv ,.ekstrakolonickih” karcinoma, a pritom se
primarno misli na kolangiocelularni karcinom. Stoga bolesnici s UBC-om i PSC-om
zahtijevaju posebno pracenje, odnosno intenzivan nadzor, koji ukljucuje redovite (godiSnje)
kolonoskopije i MRCP.[B%1%] U nagoj ispitivanoj skupini takoder je zabiljezena numericki
povisena prevalencija malignih bolesti u odnosu na skupinu s isklju¢ivo UBC-om, ali nije
postignuta statisticki znacajna razlika. Rije¢ je bila o dva slucaja adenokarcinoma kolona i po
jednom slucaju kolangiocelularnog i hepatocelularnog karcinoma. Dodatna analiza povezanih
¢imbenika rizika (poput primjerice konzumacije alkohola, obiteljske anamneze i sl.) nije
ucinjena jer izlazi izvan okvira ovog rada.

Opisana odstupanja od standardnoga klinickog tijeka UK-a i CB-a potaknula su brojna
istrazivanja koja bi mogla objasniti te razlike. Kao moguéi uzrok maligne alteracije kolona
predlozena je povecana koncentracija, moguce kancerogenih, sekundarnih zuc¢nih kiselina,
¢emu u prilog govori i visa incidencija karcinoma u desnom kolonu, gdje je koncentracija
sekundarnih zu¢nih kiselina i najvisa. Takoder, jasno je i verificirana disregulacija homeostaze
zuénih kiselina u kolonu. Kao §to je ranije opisano, upalna bolest crijeva u tih bolesnika ima

znatno blazi, ¢ak i supklinicki tijek te dugo moZe ostati neprepoznata. Zbog toga supklinicka
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upala u tih bolesnika traje znatno dulje prije nego Sto bude prepoznata i lijeCena i samim tim
znatno povisuje rizik za razvoj karcinoma, a opisane su i razlike u mikrobioti izmedu bolesnika
s UBC-om i UBC-om/PSC-om.[®10176]

Medutim, unatoc¢ sve vecem broju istrazivanja, kona¢an odgovor o uzroku ovih razlika jo$ nije
pronaden. Jasno je da je rije¢ o medudjelovanju vise ¢imbenika, a dokazi u novijoj literaturi
upucuju i na vaznu ulogu miR. Te male, nekodiraju¢e RNA imaju vaznu ulogu u cijelom nizu
bioloskih procesa, ukljucujuci diferencijaciju, proliferaciju i apoptozu stanica. Takoder, mogu
imati i onkogenu ili tumor-supresorsku ulogu kroz djelovanje na ciljanu mRNA, a njihova je
uloga ispitivana ne samo u gastroenterologiji nego i u drugim granama medicine poput
kardiologije, onkologije i imunologije.[t?8129.139.145.146] {J nodru¢ju UBC-a, miR su ispitivane
kao markeri klinicke, biokemijske i endoskopske aktivnosti, kao prediktori odgovora na
terapiju ili cak prediktori kolorektalnog karcinoma. Pronadene su znacajne korelacije serumske
ekspresije miR-223 i miR-320a sa sedimentacijom eritrocita i CRP-om, odnosno klini¢kim i
endoskopskim pokazateljima tezine bolesti.[**%*5% Morilla i sur. pronasli su miR koji ima
odredenu prediktivnu vrijednost na odgovor za nekoliko vrsta terapije, ukljucujuéi biolosku i
temeljnu terapiju. Dodatno, opisana je i uloga u detekciji KRK-a, analizom profila miR u stolici
bolesnika.*>11%4 Sye navedeno jasno ukazuje na vaznost miR u patogenezi i klini¢kom tijeku
UBC-a. Medu njima se izdvaja miR-124, koja je u zadnje vrijeme u znafajnom obujmu
ispitivana u kontekstu uloge u patofiziologiji UBC-a, pa i u terapijskom smislu. Opisana je
njezina vazna uloga u odrzavanju integriteta crijevne barijere, regulacije signalnog puta STAT3
i karcinogeneze KRK-a. Navedena istrazivanja dovela su do razvoja potencijalno nove
terapijske opcije, ,,prvog-u-klasi” lijeka imena obefazimod, koji je trenutacno u fazi klini¢kih
ispitivanja, a djeluje na poviSenje ekspresije miR-124 i posljedi¢no reducira proinflamatorne
Citokine.[161'162'164]

Navedena je miR i glavna tema ovog istraZzivanja, odnosno njezin SNP (rs531564). Rijec je 0
jednom od ¢es¢ih polimorfizama za pri-miR-124 koji je povezan s ekspresijom zrele miR-124.
Ovisno o prisutnom alelu, formira se drugacija sekundarna struktura pri-miR, tj. prisutnost alela
G rezultirat ¢e promijenjenom kona¢nom strukturom u usporedbi s alelom C. Te strukturne
razlike mogu znatno mijenjati stabilnost pri-miR te u konacnici utjecati na ekspresiju zrele
miR. Prema rezultatima koje su dobili Qi i sur., postoji znacajna razlika u ekspresiji zrele mir-
124 povezana s genotipom. Tako genotip GC pokazuje 8,974 puta vecu ekspresiju u usporedbi
s genotipom CC i 1,248 puta veéu ekspresiju u odnosu na genotip GG.[**® U ovom istrazivanju
nismo mjerili direktno ekspresiju miR-124, ve¢ odredivali SNP u kontrolnoj i ispitivanoj

skupini. Temeljeno na navedenim istrazivanjima, razlike u SNP-u medu skupinama

61



potencijalno dovode do razliCite ekspresije ciljne miR i posljedi¢no do opisanih fenotipskih
razlika. Ako pogledamo nas cjelokupni uzorak, veéina ispitanika je imala genotip GG, odnosno
76,3 %, dok je genotip GC utvrden u 23,7 % ispitanika, a nisu izolirane varijante CC. Ti
rezultati nisu u skladu s rezultatima koje su dobili Gao i sur., gdje je genotip GG utvrden u
zna¢ajno manjem udjelu ispitanika. Moguce je da navedene razlike proizlaze iz razliCitih
populacija, gdje su Gao i sur. ukljucili oboljele od KRK-a i zdrave dobrovoljce, stoga direktna
usporedba nije moguéa.[*®! Koliko nam je poznato, nijedna studija dosad nije analizirala ovaj
SNP u populaciji oboljelih od UBC-a ili PSC-a. Prema naSim rezultatima, genotip GG bio je
ucestaliji u skupini s UBC-om ako ih promatramo kao cjelinu (dakle UK i CB zajedno), ali i
analizirano za svaku bolest zasebno. Takoder, bio je ucestaliji i medu onima s pridruzenim
PSC-om. Nijedna od razlika nije dosegnula razinu statisticke znacajnosti. Takva distribucija
podrzava teoriju o vecoj ekspresiji miR-124 u bolesnika s PSC-om i potencijalno blazu klinicku
sliku UBC-a, ali je u suprotnosti s o¢ekivanjima u smislu poviSene pojavnosti malignih bolesti.
U svakom slucaju, rije¢ je 0 rezultatima koji zahtijevaju daljnja istraZivanja, duze pracenje
bolesnika i ve¢i uzorak kako bi mogli biti validirani i adekvatno interpretirani.

Ako pogledamo fenotipske karakteristike u smislu ekstenzije bolesti i prisutnih EIM-a, nismo
pronasli znacajne razlike prema genotipovima. U skupini ispitanika s UK-om, oni koji su imali
varijantu polimorfizma GC bili su znac¢ajno mladi te su u ranijoj Zivotnoj dobi zapocinjali
bioloSku terapiju u odnosu na ispitanike s varijantom polimorfizma GG. Mogucée je da je
navedeno posljedica same ranije dobi pocetka bolesti, a ne slika tezine klinickog tijeka.

Kod ispitanika s CB-om nije pronadena znacajna razlika u distribuciji genotipova ni za jednu
ispitivanu varijablu. Utvrdene su odredene numericke razlike medu skupinama koje bi mogle
ukazivati na blazi klinicki tijek genotipa GC, poput numericki viseg postotka postizanja duboke
remisije, manjeg udjela steroid-ovisne bolesti i potrebe za kirurskim zahvatom ili bioloSkom
terapijom. Medutim, navedene razlike nisu bile statisticki znacajne.

Dodatno smo analizirali podatke za ispitanike s UBC-om i PSC-om. U bolesnika s genotipom
GG utvrden je veci broj oboljelih od maligne bolesti, ve¢i udio bolesnika na bioloskoj terapiji
i onih lijecenih s vise linija terapije. Medutim, navedeno su samo numericke razlike, nijedan
rezultat nije dostigao statisticku znacajnost.

Koliko nam je poznato, naSe je istraZivanje prvo koje je ispitivalo polimorfizam rs531564 u
ovakvoj skupini ispitanika, stoga usporedbe s rezultatima drugih autora nisu moguce. Dostupni
su ograniceni rezultati za SNP drugih miR, poput miR-146 rs2910164, za koji je utvrden snizen
rizik pojavnosti UK-a, medutim autori su analizirali UK kao cjelinu bez daljnje ras¢lambe na

eventualne fenotipske karakteristike ili klini¢ki tijek.[*8?]
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Ovim istrazivanjem nismo uspjeli potvrditi hipotezu o ucestalosti genotipova SNP-a rs531564
gena za pri-miR-124 u populaciji oboljelih od UBC-a i UBC-a uz pridruzeni PSC. lako su
utvrdene odredene numericke razlike medu ispitivanim skupinama, statisti¢ka znacajnost nije
dostignuta. Ogranicenje je ovog ispitivanja broj ukljucenih ispitanika koji zadovoljava potrebe
statisticke analize, ali uzorak je malen, sto je djelomicno i posljedica provodenja ispitivanja za
vrijeme pandemije bolesti COVID-19, ali i same incidencije, odnosno prevalencije PSC-a.
Ipak, moze se ocekivati da bi rezultati provedeni na vecem broju ispitanika, prvenstveno u
skupini oboljelih od PSC-a, doveli do znacajnih razlika, pogotovo za varijable gdje je razlika
bila blizu granice znaCajnosti. Vazno je ograniCenje ovog istrazivanja da je provedeno u
jednom centru, stoga je ekstrapolacija ovih rezultata na generalnu populaciju UBC-a i PSC-a
bolesnika teska. Budu¢i da je provedena u referentnom centru za lijecenje UBC-a, moguca je
selekcijska pristranost u smislu izbora tezih bolesnika, lijeCenih s viSe linija naprednije terapije
nego Sto je to u op¢oj populaciji bolesnika. Takoder, jednako ogranicenje vrijedi i za ostale
ispitivane varijable poput broja hospitalizacija, Kirurskih zahvata, ali i dijagnostike malignih
bolesti.

Buduc¢i da je rije¢ o presje¢nom istrazivanju, nije bilo moguce utvrditi eventualnu uzro¢nu-
posljedicnu povezanost izmedu ispitivanih genotipova 1 ishoda lijeCenja, odnosno
karakteristika bolesti.

Svakako su potrebna dodatna ispitivanja, multicentricnog i prospektivnog dizajna, na ve¢em

broju ispitanika kako bismo dobili dodatne podatke na ovu temu.
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7. ZAKLJUCAK

1)

2)

3)

4)

5)

Osnovni klini¢ki i sociodemografski pokazatelji naSih ispitanika ne odstupaju od
opisanih populacija u literaturi. Bolesnici s UBC-om uz PSC imali su upalu dominantne
ekstenzije u kolonu i dijagnozu postavljenu u mladoj zivotnoj dobi, a ucestalije su
obolijevali muskarci. Upalna bolest crijeva takoder je imala blazi klini¢ki tijek prema
indirektnim pokazateljima tezine bolesti poput broja hospitalizacija, primjene i broja
linija bioloske terapije u lijeCenju i eventualnih kirurskih zahvata.

Analizom genotipa SNP-a (rs531564) gena za pri-miR-124 za cijelu ispitivanu
populaciju utvrden je genotip GG kod numeric¢ki vec¢eg broja ispitanika, medutim bez
statisticke znacajnosti.

Analizom genotipa SNP-a (rs531564) gena za pri-miR-124 po ispitivanim skupinama
nije utvrdena znacajna razlika medu oboljelima od PSC-a i UBC-a ili samo UBC-a,
¢ime nismo uspjeli potvrditi hipotezu.

U skupini ispitanika s UK-om, oni koji su koji su imali varijantu polimorfizma GC bili
su znacajno mladi te su mladi zapocinjali biolosku terapiju u odnosu na ispitanike s
varijantom polimorfizma GG.

Analizom genotipa SNP-a (rs531564) gena za pri-miR-124 nije pronadena znacajna
povezanost s klinickim karakteristikama UBC-a (osim navedenog), kao ni PSC-a. Nije
pronadena ni znacajna povezanost s ekstenzijom UBC-a ili ishodima lijeCenja poput
postizanja duboke remisije, primjene i broja linija bioloSke terapije te ovisnosti o

steroidima.
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8.SAZETAK

Upalne bolesti crijeva (UBC) kroni¢ne su imunosno posredovane bolesti genski
predisponiranih osoba, ¢ija etiopatogeneza nije potpuno razjaSnjena. Posebno se isti¢e fenotip
UBC-a kod pacijenata s primarnim skleroziraju¢im kolangitisom (PSC). UK i CB u tih
bolesnika dominantno zahvacaju kolon, karakteristicno su blazeg tijeka, ali uz povisen rizik
razvoja kolorektalnog karcinoma, a i drugih malignih bolesti. Rezultati naSe kohorte bolesnika
su u skladu s dosad publiciranim podacima u literaturi.

Smatra se da miR imaju vaznu ulogu u navedenoj patogenezi. Uloga miR-124 posebno je
istrazena, pokazuju¢i vaznost u odrzavanju integriteta crijevne barijere i regulaciji
proinflamatornih citokina, a SNP (rs531564) gena povezan je s njezinom ekspresijom.

Cilj ovog ispitivanja bio je prvi put u ovoj populaciji analizirati ucestalost genotipa navedenog
SNP-a.

Nismo uspjeli pokazati znacajne razlike u genotipu izmedu ispitivane (UBC/PSC) i kontrolne
skupine (UBC). Genotip GG numericki je ucestaliji u bolesnika s UBC-om u odnosu na PSC,
ali razlike nisu bile statisticki znacajne. Nije pronadena znacajna razlika po genotipu za
klini¢ke ili demografske varijable osim za bolesnike s UK-om, gdje su ispitanici s genotipom
GC bili zna¢ajno mladi te su mladi zapocinjali biolosku terapiju u odnosu na ispitanike s
genotipom GG. Potrebna su daljnja, multicentri¢na istrazivanja na ve¢em uzorku kako bi se

potvrdili ovi nalazi.
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9. SUMMARY

Nucelotide polymorphism rs531564 of pri-miR-124 gene in patients with primary sclerosing

cholangitis and inflammatory bowel disease

Mislav Jelakovi¢ (2025)

Inflammatory bowel diseases (IBD) are chronic, immunologically mediated diseases of
genetically predisposed individuals, whose etiopathogenesis is not fully understood. The
phenotype of IBD in patients with primary sclerosing cholangitis (PSC) is particularly notable.
Ulcerative colitis (UC) and Crohn's disease (CD) in these patients predominantly affect the
colon and are characteristically milder in course but with an increased risk of developing
colorectal cancer as well as other malignancies. The results from our cohort of patients are

consistent with previously published data in the literature.

It is believed that microRNAs (miRNAs) play an important role in the aforementioned
pathogenesis. The role of miR-124 has been particularly studied, showing its importance in
maintaining intestinal barrier integrity and regulating pro-inflammatory cytokines, with the

SNP (rs531564) gene being associated with its expression.

The aim of this study was to analyze, for the first time in this population, the frequency of

genotypes of the mentioned SNP.

We did not show significant differences in genotype between the study group (IBD/PSC) and
the control group (IBD). The GG genotype was numerically more prevalent in patients with
IBD compared to PSC, but the differences were not statistically significant. No significant
difference was found by genotype for clinical or demographic variables except for UC patients,
where participants with the GC genotype were significantly younger and started biological
therapy earlier compared to the GG genotype. Further multicentric studies on larger samples

are needed to confirm these findings.
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