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1. UVOD



1.1. UPALNE BOLESTI CRIJEVA

Upalne bolesti crijeva (IBD; engl. Inflammatory bowel diseases) predstavljaju heterogenu
skupinu idiopatskih kroni¢nih upalnih bolesti koje mogu zahvatiti bilo koji dio
gastrointestinalnog (Gl) sustava (1-5). Osobe s ovim stanjima ¢esto dozivljavaju
razdoblja simptomatskih egzacerbacija/relapsa i remisije, a ozbiljnost klinicke slike ovisi
o sijelu upalne lezije, o proSirenosti upalnih promjena, o aktivnosti bolesti, o zahvaéenosti

susjednih struktura i organa te pojavi ekstra intestinalnih i sistemskih komplikacija (6-8).

Dvije glavne kategorije bolesti su Crohnova bolest (CD; engl. Crohn’s disease) i
ulcerozni kolitis (UC; engl. Ulcerative colitis) koji se preklapaju i imaju razli¢ita klinicka
i patoloSka obiljezja (Tablica 1.1) (1-5).

Pri tome ulcerozni kolitis karakterizira kontinuirana kroni¢na upala sluznice debelog
(kolon) 1 zavrsnog dijela crijeva (rektum) dok Crohnova bolest moze zahvatiti bilo koji

dio probavne cijevi, od usne Supljine do anusa (Slika 1.1).

Upalne bolesti crijeva (IBD)

Crohnova Ulcerozni
bolest (CD) .~ kolitis (UC)

Slika 1.1 Podrudja probavnog sustava zahvaéena Crohnovom bolesti i ulceroznim kolitisom. Ulcerozni
kolitis karakterizira kontinuirana kronicna upala sluznice (upala je ogranicena na sluznicu te u manjoj
mjeri na submukozu) debelog (kolon) i zavrsnog dijela crijeva (rektum) dok Crohnova bolest moze
zahvatiti bilo koji dio probavne cijevi, od usne Supljine do anusa (diskontinuirani/segmentalni upalni
proces- najcesée u terminalnom ileumu i cekumu -kod kojeg se upalne promjene protezu kroz cijelu
debljinu stijenke crijeva pri cemu se izmedu zahvacéenih segmenata nalaze podrucja zdrave sluznice
stvarajuci, na taj nacin tzv. ,,skip“ lezije karakteristicne za ovu bolest) Modificirano Prema: https://
iconsinmedicine.wordpress.com/ 2011/02/28/inflammatory-bowel-disease/



Tablica 1.1 Razlike u klini¢koj prezentaciji Crohnove bolesti, ulceroznog kolitisa i neodredenog kolitisa.

Prezentacija

Ulcerozni kolitis

Crohnova bolest

Neodredeni kolitis

Pedijatrijski 1BD (%)

Klinicke karakteristike

Bol u abdomenu

Rektalno krvarenje

Proljev

Anemija

Gubitak tezinelzastoj u rastu

Prosirenost bolesti
Perianalne promjene
Stenoza

Apsces

Fistula

Endoskopske karakteristike

HistoloSke karakteristike

24-32

Uobicajeno
Uobicajeno
Uobicajeno
Uobicajeno
rijetko

Ograni¢eno na  kolon,  §iri
proksimalno od rektuma

Rijetko
Rijetko
Rijetko
Rijetko

Difuzna kontinuirana upala iz rektuma

koja se proteze proksimalno
Izgled sluznice poput
papira"

Frijabilna sluznica

Mali povrsni ulkusi

Moguca prisutnost gastritisa

Kriptalni apscesi

Distorzija kripta

Upala ograni¢ena na sluznicu

Cesto se opaza periapendikularna

upala s distalnim kolitisom

"brusnog

59-73

Uobicajeno
Povremeno
Uobicajeno
Povremeno
Uobicajeno

Posteda sluznice rektuma, bilo

koji dio probavne cijevi, od

usne Supljine do anusa
Uobicajeno
Uobicajeno
Uobicajeno
Uobicajeno

Diskontinuirana upalna Zarista
s aftoznim ili longitudinalnim
ulceracijama

Aktivni ileitis

Fisure, fistule i strikture

Kaldrmast izgled
(cobblestoning)

Moguca prisutnost gastritisa

Granulomi

Distorzija kripti

Transmuralna upala

Kolitis s granulomatoznom
upalom jednjaka, zeluca ili
dvanaesnika

Apsolutna posteda rektuma

3-13

Uobicajeno
Varijabilno
Uobicajeno
Varijabilno
Varijabilno

Varijabilno
Varijabilno
Varijabilno

Varijabilno
Varijabilno

Varijabilno

UC  znacajke uz
odsutnost teskog kolitisa

ali uz prisutnost
transmuralne upalne
reakcije

uc znacajke sa

znaCajnim  kaSnjenjem
rasta

UC  Kkarakteristike s
prisutnoscéu ileitisa
atipicnog za “backwash
ileitis“ ili diskontinuiranu
upalnu reakciju

Panckolitis s analnim
fisurama

uc znacajke s
makroskopski i
mikroskopski ocuvanom
sluznicom rektuma

Reverzni gradijent upale

Modificirano prema: Yu YR, Rodriguez JR. Clinical presentation of Crohn's, ulcerative colitis, and
indeterminate colitis: Symptoms, extraintestinal manifestations, and disease phenotypes. Semin Pediatr
Surg. 2017; 26:349-355. (2).

Njihova dijagnoza temelji se na klini¢kim, endoskopskim (kolonoskopija — rektoskopija /
rektosigmoidoskopija; ezofagogastroduodenoskopija, a u slu¢aju negativne pasaze tankog

crijeva i sumnje na CD i enteroskopija tankog crijeva odnosno endoskopija kapsulom),



radioloskim histoloskim, i laboratorijskim nalazima te patohistoloskoj analizi bioptata ili
kirur§kog materijala (1, 3, 5, 9). U otprilike 5-15 % IBD bolesnika prisutne upalne
promjene debelog crijeva (endoskopska i histoloSka procjena) ne mogu se svrstati niti u
ulcerozni kolitis niti u Crohnovu bolest te se tada govori o neklasificiranoj upalnoj bolesti
crijeva (IBD-U, engl. Inflammatory bowel disease unclassified) odnosno neodredenom
kolitisu (IC; engl. indeterminate colitis) (1, 3, 5, 9). IBD-U odnosno IC je posebice
uobicajen kod pedijatrijskih pacijenata (tablica 1), osobito onih unutar VEO-IBD (engl.
Very early onset of IBD) skupine (~1/4 pacijenata do 6 godine Zivota te ~ 1/3 pacijenata
do 3 godine zivota), nego li kod odraslih (~6%) pacijenata (10). Nadalje, kod nekih
pacijenata vidljivo je znacajno klini¢ko preklapanje izmedu ova tri oblika IBD-a. Tako se
u malom dijelu pacijenata pocetna dijagnoza ulceroznog kolitisa kasnije mijenja u IBD-U
ili Crohnovu bolest (11-13).

Patogeneza bolesti je joS uvijek nejasna no unato¢ tome moguce je razlikovati klinicke,
endoskopske i histoloske karakteristike (tablica 1.2) te razlicite genetske, okoliSne i

patogene ¢imbenike odgovorne za etiologiju CD, UC te IBD-U/IC forme IBD-a. (14).

Tablica 1.2 Stratifikacija pedijatrijskih IBD pacijenata prema godinama Zivota.

Grupa Klasifikacija Dobna skupina
Pedijatrijski IBD Montreal Al <17 godina Zivota
EO-IBD Pariz Ala < 10 godina Zivota
VEO-IBD < 6 godina Zivota
10-1BD - Infantilni IBD < 2 godine Zivota
NO-1BD - Neonatalni IBD Prvih 28 dana Zivota

Montrealska klasifikacija je u dijagnozi IBD-a definirala tri dobne kategorije (A1 <16 godina, A2 = 1740
godina, A3> 40 godina) [5]. Naknadno Pariski konsenzus [4] kiasificirao je dob pri dijagnozi kao Ala (0
do <10 godina), Alb (od 10 do <17 godina), A2 (17-40 godina) i A3 (> 40 godina). specificnosti djecje
znacajke IBD-a. Unutar pedijatrijske skupine IBD pacijenata razlikujemo jos pacijente sa EO-IBD, VEO-
IBD, 10-IBD te NO-IBD podskupinom bolesti. Modificirano prema: Uhlig et al. The diagnostic approach
to monogenic very early onset inflammatory bowel disease. Gastroenterology. 2014; 147:990-1007.e3.
(14).



1.1.1. ULCEROZNI KOLITIS

Ulcerozni kolitis karakteriziran je kroni¢nom upalom sluznice koja pocinje distalno u
rektumu, s kontinuiranim proksimalnim produzenjem, zahvacajuci pri tome samo jedan
dio ili cijelo debelo crijevo (pankolitis), ¢esto s naglim razgrani¢enjem izmedu upaljenih i
neupaljenih dijelova sluznice (15-22). Pri tome je upalni proces ograni¢en na povrsinu
sluznice te u manjoj mjeri na submukozu. Iznimka je fulminantni ulcerozni kolitis kod
kojega se javljaju duboki ulkusi i transmuralna upala koja je za razliku od Crohnove

bolesti ograni¢ena na podrucja ulceracije (15-22).

Makroskopski izgled sluznice varira ovisno o intenzitetu i prosirenosti bolesti (Tablica
1.3, Slika 1.2 1 1.3). U ranijim fazama sluznica je eritematozna, sitno zrnasta i frijabilna,
s gubitkom normalnog vaskularnog crteza i ¢esto s rasprSenim hemoragi¢nim podrucjima

uz pojavu krvarenja na sluznici (15-22).

Slika 1.2 Endoskopski prikaz aktivnosti bolesti u UC. (A) Normalan endoskopski izgled[MES Z 0 (MES -
engl. Mayo Endoscopic Sub score)]. (B) Blagi oblik bolesti karakteriziran eritemom i gubitkom
vaskularnog crteza (MES Z 1). (C) Umjereni oblik bolesti s frijabilnoséu i erozijom sluznice (MES Z 2). (D)
Teski oblik bolesti sa spontanim krvarenjem i ulceracijom (MES Z 3). Modificirano prema: Pai RK, et al.
The emerging role of histologic disease activity assessment in ulcerative colitis. Gastrointest Endosc. 2018;
88:887-898. (21).



Nasuprot tome u tezim oblicima bolesti sluznica je uz pojavu spontanog krvarenja
izrazito hemoragi¢na i edematozna te prozeta razli¢ito izrazenim ulceracijama i erozijama
koje zahvacaju sluznicu i submukozu debelog crijeva a kao odraz procesa cijeljenja teskih
upalnih promjena uz hipertrofiju preostalin dijelova sluznice (rubovi sluznice oko
ulceracija uzdizu se iznad razine okolnog tkiva; Cesti u sigmoidnom i silaznom dijelu

debelog crijeva a rijetki u rektumu) nastaju inflamatorni pseudopolipi (15-22).

Slika 1.3 Resekcijski uzorak ulceroznog kolitisa. (a)Vidljiva difuzna, kronicna upalna reakcija sa ostrim
prijelazom izmedu upaljene i normalne sluznice. (b) Frijabilan granulirani izgled sluznice sa povrsinskim
ulceracijama. (c) Rasirene ulceracije sa postedom okolne sluznice dovode do nastanka upalnih polipa. (d)
Dugotrajni upalni proces sa atroficnom sluznicom bez haustracija te adenokarcinomom (strelice)unutar
strikture. Preuzeto iz: Langner C, et al. The histopathological approach to inflammatory bowel disease: a
practice guide. Virchows Arch. 2014; 464(5):511-27., (22).

Kod fulminantnog kolitisa makroskopski izgled sluznice ne moZe se sa sigurnoSéu
razlikovati od Crohnove bolesti a moguca je i pojava serozitisa (15-22). Kod netretiranih
pedijatrijskih bolesnika (30%) te odraslih bolesnika sa fulminantnim kolitisom (13%)
kao i kod pacijenata koji su primili topikalnu ili sistemsku terapiju (44%) moguca je
pojava postede rektuma (15-22). Osim toga kao rezultat terapije mogu se uoditi i
podruéja mjestimiéno neupaljene sluznice (eng. patchiness) odnosno diskontinuirani

raspored upalne reakcije (15-22).



Tablica 1.3 Makroskopske karakteristike ulceroznog kolitisa i Crohnove bolesti

Makroskopske karakteristike

Ulcerozni kolitis

Crohnova bolest

Lokalizacija u Gl sustavu

lleum

Kolon
Rektum
Distribucija u Gl sustavu

Ulceracije

Pseudopolipi

Diskontinuirane lezije (engl.
“Skip-lesions”)
Kaldrmast “Cobblestone” izgled

Duboke fisure

Fistule

Atrofija mukoze
Debljina stijenke

Zadebljanje mezenterija
(engl. fat wrapping)

Strikture

Kolon i rektum

Samo kod tzv.

,,backwash-ileitis-a*
Lijevi> desni

Cesto zahvaden
Difuzna (kontinuirana)

Povrsinska ulceracija

Cesti
Odsutne

Odsutne

Prisutne samo u
fulminantnom kolitisu

Prisutne samo u
fulminantnom kolitisu

Izrazita
Normalna

Odsutno

Neuobicajene

Cijeli Gl sustav

Cesto zahvacen

Desni > lijevi
Tipicno posteden
Segmentalna (diskontinuirana)

Aftoidne ulceracije, konfluentne
duboke linearne ulceracije

Neuobicajeni

Prisutne

Prisutne

Prisutne

Prisutne

Minimalna
Povecana

Prisutno

Prisutne

Modificirano prema: Magro F, et al. European consensus on the histopathology of inflammatory bowel
disease. J Crohns Colitis. 2013; 7:827-851, (15).

Osnovne mikroskopske karakteristike (Tablica 1.4; Slika 1.4) aktivne bolesti su

poremecaj kriptalne arhitekture (skracivanje, grananje, nepravilna raspodjela 1 atrofija

kripti), kriptitis i kriptalni apscesi [¢e$¢i kod ulceroznog kolitisa (41%) nego kod

Crohnove bolesti (19%)], izrazena redukcija mucina [smanjen broj vréastih stanica (engl.

Goblet cells) i/ili smanjena koli¢ina unutar-staniénog mucina] te upalne infiltracije

[plazma stanice (primarno izmedu lumena kripti i muscularis mucosae- bazalna

plazmocitoza); eozinofili (prisutni u varijabilnom broju); limfociti; neutrofili — prisutni u

lamini propriji i/ili dovode do pojave kriptitisa (prisutnost neutrofila unutar epitela kripti)

ili kriptalnog apscesa (prisutnost neutrofila u lumenu kripti)] lamine proprije (15-22).



Tablica 1.4 Mikroskopske karakteristike ulceroznog kolitisa i Crohnove bolesti

Mikroskopske karakteristike

Ulcerozni kolitis

Crohnova bolest

Poremecaj kriptalne arhitekture
Kroni¢na upala

Pojave mjestimic¢no neupaljene sluznice
(eng. patchiness)

Lokalizacija upalnog procesa

Upala seroza
Limfaticni agregati
Granulomi

Akutna upala

Polimorfni epitel kripti
Kriptalni apscesi

Redukcija mucina

Hiperplazija Zivéanih vlakana
Misiéna hipertrofija
Metaplazija Panethovih stanica

Metaplazija Piloricnih Zlijezda

Difuzan (kontinuiran)
Difuzna (kontinuirana)
Proksimalno smanjivanje

Neuobicajena
Povrsinska
Transmukozna
Ponekad u submukozi
Samo kod fulminantnog
kolitisa

Frekventni u sluznici,
submukozi

Odsutni, osim kod
rupturiranih Kripti
Difuzna (kontinuirana)

Difuzno (kontinuirano)
Uobicajeni

Prisutna, naglasena
Rijetka

Odsutna

Prisutna

Rijetka

Fokalan(diskontinuiran)
Fokalna(diskontinuirana)
Varijabilno

Uobicajena

Transmuralna

Prisutna

Uobicajeni, transmuralni
Prisutni
Fokalna(diskontinuirana)

Fokalno(diskontinuirano)
Neuobicajeni

Neuobicajena, blaga
Uobicajena

Prisutna
Neuobicajena

Prisutna

Modificirano prema: Magro F, et al. European consensus on the histopathology of inflammatory bowel
disease. J Crohns Colitis. 2013; 7:827-851, (15)



Slika 1.4. Mikroskopske karakteristike ulceroznog kolitisa. (4, povecanje 100 X) U ranom stadiju
ulceroznog kolitisa vidljiva je difuzna (kontinuirana) upalna reakcija uz prisustvo bazalne plazmocitoze ali
uz blagu atrofiju kripti (skracivanje ili tzv. ‘gland liftoff’). (B; povecéanje 75 X) U dugotrajnom stadiju
bolesti vidljiva izrazita atrofija i grananje crijevnih kripti (C; povecanje 400X) Plazma stanice
dominantno rasporedene izmedu baze crijevnih kripti i muscularis mucosae (tzv. bazalna plazmacitoza).
(D, povecanje 250 X) Aktivnost bolesti indicirana kriptitisom i stvaranjem kriptalnih apscesa koji mogu
dovesti do destrukcije crijevnih kripti i granulomatozne reakcije (tzv. kriptoliticki granulomi)- ne smiju se
zamijenit sa karakteristikama Crohnove bolesti (E; poveéanje 150 X) Pojave mjestimicno neupaljene
sluznice (eng. Patchiness) kod dugotrajne bolesti. (F, poveéanje 150 X) Izrazita distorzija arhitekture
crijevnih kripti uz hipoceluarnost strome kod bolesti u klinickom mirovanju. Preuzeto iz: Langner C, et al.
The histopathological approach to inflammatory bowel disease: a practice guide. Virchows Arch. 2014;
464(5):511-27., (22).



Premda u fazama remisije sluznica moze izgledati normalno, ona je kod dugotrajnije
bolesti obi¢no blijeda i1 atroficna. Kod kroni¢ne upalne reakcije moze do¢i i do
metaplazije Panethovih stanica (pogotovo kod ljevostranog kolitisa), hipertrofije
misi¢nog sloja (muscularis mucosae) te u rjedim slucajevima do submukozne fibroze (15-
22). Uslijed izmjenjivanja remisija i egzacerbacija/relapsa bolesti dolazi do retrakcije
longitudinalnog sloja miSi¢énih vlakana odnosno skracenja crijeva. Zbog oziljnih
promjena na ulceracijama moze do¢i i do stvaranja fibroznih striktura no kako one nisu
klasi¢na manifestacija ulceroznog kolitisa njihova pojava uvijek treba pobuditi sumnju na
prisutnost kolorektalnog karcinoma sve dok se histoloskom analizom bioptata ili

resekcijskog uzorka tkiva ne dokaze suprotno.

Glavni klini¢ki simptom UC-a je rektalno krvarenje (usko povezano s upalnim
promjenama rektalne sluznice) odnosno pojava krvavih stolica obi¢no pomijesanih sa
sluzi i gnojem (pomijesani sa stolicom ili prisutni po povrsini stolice), a ovisno o
proSirenosti upale na proksimalnije dijelove debelog crijeva prisutni su proljevi (izrazeniji
Sto je veci dio debelog crijeva zahvacen upalom), bol u trbuhu (kolike ili gréevi, osobito
ako se radi o ekstenzivnijem obliku bolesti koji zahvaéa proksimalnije dijelove debelog
crijeva), tenezmi ili urgencije (grceviti, bolni nagoni na defekaciju ili osje¢aj nepotpunog
praznjenja crijeva koji se javljaju i kada je prazan distalni dio debelog crijeva) koji
mnogo puta ne rezultiraju stolicom pa ih nazivamo ,,laznim pozivima” (1-3, 9, 17 — 20).
Sistemski simptomi (izraZeniji kod tezih oblika bolesti) uklju¢uju anoreksiju i muc¢nine te
katkada povracanje, gubitak na tezini i hipoalbuminemiju, vru¢icu, no¢no preznojavanje i

simptome (umor, dispneja) anemije (1-3, 9, 17-20).

Moguce su i ekstraintestinalne manifestacije (EIM; engl. Extralntestinal Manifestations)
bolesti [povremene ili trajne upalne promjene na organima izvan probavne cijevi koje
koreliraju (periferni artritis, nodozni eritem, gangrenozna pioderma i episkleritis) ili ne
koreliraju (primarni sklerozirajué¢i kolangitis, uveitis, ankilozirajué¢i spondilitis i

sakroileitis) s intenzitetom upale crijeva (slika 1.5) (1-3, 9, 17-20, 23).
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Usna Supljina

- Piostomatitis
vegetans

- Orofacijalna
granulomatoza

- Aftozni stomatitis

Neuroloske
- Periferna neuropatija
- Mijelopatija

- Myastenia gravis
- Demijeliniziraju¢a
radikulopatija

- Rekurentne TIA-e
- Epilepsija

- Mononeuritis

- Cerebrovaskularni
incidenti

- Leukoencefalitis
- Cerebelarna
degeneracija

Oc¢ne manifestacije
- Episkleritis

- Uveitis

- Konjuktivitis

- Retinitis

- Retrobulbarni neuritis
- Katarakta

- Glaukom

- Orbitalni miozitis

- Orbitalni celulitis

- Okluzija a. i v. retine

KozZne promjene

- Erythema nodosum
- Pyoderma gangren.
- Pyoderma vegetans
- Sweet sindrom

- Erythema multiforme
- Psorijaza

- Steven-Johnson sind.
- Rosacea fulminans

- Kozni poliarteritis
nodosa

- Metastatska
Crohnova bolest koze

Kardiovaskularne
- Perikarditis

- Miokarditis

- Endokarditis

Hepatobilijarne
- Steatoza jetre
- Kolelitijaza

- Primarni sklerozirajué¢i

kolangitis
- Kronigni hepatitis

- Granulomatozni

P hepatitis
Plucne _Granulomatozni - Ciroza jetre
- Bronhiolitis  5neumonitis - Kolangiocelularni
- Kr. qunhltls__ - Pleuritis karcinom
- Bronhiektazije Intersticijska - Eankre'adtms
fibroza - memosidaeroza
Bubrezine
- Nefrolitijaza
- Amiloidoza Muskuloskeletne
- Intersticijski nefritis = g:ﬂ::irl r;ii:rtropatua
. ';ggs;”a tubularna - Ankilozni spondilitis
- Enterovezikalne fistule ;)g:;rggs:t:;a
- Opstruktivna uropatija - Polihondritis
- Nefrotoksignost lijekova - Zdjeligni osteomijelitis

- Avaskularna nekroza
- Metastatska
Crohnova bolest
kostiju, zglobova i
misi¢a

Hematolo$ke
- Anemija kr. bolesti
- Anemija zbog deficita

Fe, folata ili vit. B12 i
- Autoimuna
hemolitika anemija
- Tromboembolijska Endokrine
bolest - Osteomalacija
- Mijelodisplastiski sind. - Osteopenija
- Osteoporoza

- Deficit vitamina i
minerala u tragovima
- Hipo- i hipertiroidizam

Slika 1.5 Ekstraintestinalne manifestacije upalnih bolesti crijeva. Modificirano prema: Ricart E.,
Sandborn W.J. (2003) Extraintestinal Manifestations of Inflammatory Bowel Disease. In: Cohen R.D. (eds)
Inflammatory Bowel Disease. Clinical Gastroenterology. Humana Press, Totowa, NJ, (23).



Od intestinalnih komplikacija koje se javljaju kod pacijenata sa ulceroznim kolitisom

moguce Su pojave:

e perianalne bolesti (hemoroidi, analne fisure, perianalne apscesi), pojava

pseudopolipa (uslijed hiperplasti¢ne regeneracije sluznice),

e masivnog krvarenja (~1 % bolesnika s teskim oblikom bolesti, ako bolesnik u
vremenskom periodu od 24-48 sati primi 6-8 jedinica krvi, indicirana je hitna

kolektomija),

e razvoja toksi¢nog megakolona (akutna dilatacija kolona na vise od 6 — 7 cm u
promjeru koja se ocituje smanjenjem dijareje i/ili krvarenja uz abdominalnu
distenziju, tahikardiju, temperaturu  >38°C; najteza komplikacija bolesti;

pojavljuje se u 2 -10% bolesnika, smrtnost iznosi oko 30%),

e perforacija kolona (obi¢no nastaje kao posljedica toksi¢nog megakolona, pra¢ena
je bolovima u trbuhu, razvojem vrucice, peritonealnim nadrazajem i drugim
znakovima klinickog pogorSanja stanja bolesnika, stopa smrtnosti 15 %; nuZzna

hitna operacija bolesnika),

e strikture debelog crijeva (5 do 10 % bolesnika, javljaju se rijetko u
uznapredovanoj bolesti, a ako postoji mora pobuditi sumnju na malignu bolest;
ako onemogucavaju prolaz kolonoskopom predstavlja indikaciju za kirurski

zahvat)

e karcinoma kolona (rizik je neznatan ili ga nema kad je bolesti lokalizirane samo
na rektum, a raste s proSirenosti bolesti na ljevostrani kolitis te ekstenzivni kolitisa
i pankolitisom; rizik 2 % nakon 10 godina, 8 % nakon 20 godina te 18 % nakon
30 godina) (1-3, 9, 17-20).



U 30 do 50 % bolesnika koji su podvrgnuti kirurSkom zahvatu proktokolektomije s
ileoanalnom anastomozom i formiranjem zdjelicnog rezervoara (engl. Pouch) postoji
rizik od razvoja upale zdjelicnog rezervoara (engl. pouchitis) (1-3, 9, 17-20).

Bolesnici s UC-om obi¢no imaju razdoblja remisije (kompletni nestanak simptoma i
endoskopsko mukozno cijeljenje) 1 relapsa [pojava simptoma (rektalno krvarenje,
povecéan broj stolica i endoskopski znakovi upale) u etabliranom ulceroznom kolitisu u
remisiji bolesti] pa ¢e oko 90% njih iskusiti jedan ili viSe relapsa nakon inicijalnog
nastupa bolesti (1-3, 9, 17-20).

Pri tome relaps moze biti rijedak (<1/godinu), Cest (>2/godinu) ili se moZe raditi o
kontinuirano aktivnoj bolesti. Rani relaps (pojava simptoma u razdoblju <3 mjeseca
nakon postignuca remisije) ili aktivna bolest u prvih 2 godine nakon dijagnoze obi¢no su

povezani sa losijim tijekom bolesti ((1-3, 9, 17-20).

S obzirom da je ulcerozni kolitis dinami¢na bolest odreden jac¢inom same upale, kao 1
veli¢inom zahvacenog dijela crijeva, osmisljeni su razliciti klinicki indeksi ¢iji je cilj
odrediti aktivnost odnosno tezina same bolesti 0 kojoj uvelike ovisi terapijski pristup
bolesniku (8, 9, 24-26).

Pri tome je u prvom redu potrebno odrediti prosirenost bolesti odnosno rasirenost upalnog

procesa.

Montrealskom konvencijom iz 2005. godine koju je podrzalo i Europsko drustvo za
Crohnovu bolest i kolitis (ECCO, engl. European Crohn’s and Colitis Organization)
ulcerozni kolitis se prema makroskopskom izgledu sluznice (maksimalna raSirenost
upalnog procesa) tijekom kolonoskopskog pregleda moze podijeliti u tri skupine: proktitis
(E1), ljevostrani kolitis (E2) i prosireni (ekstenzivni) kolitis (E3) (Tablica 1.5) (8, 9, 24-
26). Ovaj troslojni klasifikacijski sustav ¢ini se korisnim u razlikovanju pacijenata po
medicinskoj terapiji i prema prognozi (8, 9, 24-26). No s obzirom na ¢injenicu da je u
pedijatrijskoj dobi UC u vecini slucajeva karakteriziran proSirenim (ekstenzivnim)

kolitisom ili pankolitisom, naknadno je prema PariSkom konsenzusu dodana nova, Cetvrta
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skupina za pankolitis (E4; upalni proces se Siri od rektuma proksimalno do jetrene
fleksure) (tablica 1.5) (8, 9, 24-26).

Tablica 1.5 Montrealska i Pariska stratifikacija UC pacijenata prema lokaciji upalnog procesa i

aktivnost/ozbiljnosti bolesti.

LOKALIZACIJA
UPALNOG PROCESA
(maksimalna makroskopska
ekstenzija bolesti kod
kolonoskopije)

AKTIVNOST BOLESTI
(prema klinickim kriterijima
i procjeni  endoskopske
aktivnosti)

MONTREALSKI KONSENZUS

PARISKI KONSENZUS

E1 ulcerozni proktitis
[lokalizacija upale je ogranicena na rektum (to
jest, proksimalni opseg upale je udaljen od
rektosigmoidnog ¢vora]

E2 ljevostrani (distalni) kolitis
[lokalizacija upalnog procesa distalno od
lijenalne fleksure]

E3 ekstenzivni kolitis (pankolitis)
[bolest prosirena proksimalno od lijenalne

fleksure ukljucujuci pankolitis]

S0 Klini¢ka remisija
[asimptomatski oblik bolesti]

S1 blaga bolest

[<4 stolice dnevno (sa ili bez krvi), odsutnost bilo
kakve sistemske bolesti, izostanak groznice, puls
manji od 90 otkucaja / min, hemoglobin od 105 g
/ L ili veci i stopa sedimentacije eritrocita (ESR;
engl. erythrocyte sedimentation rate) manja 0d30
mm / h]

S2 umjerena bolest

[>4 stolice dnevno (prisutna krv), ali s
nepostojecim ili minimalnim znakovima sistemske
toksicnosti]

S3 teska bolest

[>6 krvavih stolica dnevno, brzina pulsa od
najmanje 90 otkucaja u minuti, temperatura od
najmanje 37,5 ° C, hemoglobin manji od 10,5 g /
100 ml, ESR od najmanje 30 mm /h te CRP (engl.
C reactive protein) >30 mg/L ]

E1 ulcerozni proktitis

E2 ljevostrani (distalni) kolitis [lokalizacija upalnog
procesa distalno od lijenalne fleksure]

E3 ekstenzivni kolitis

[bolest prosirena distalno od jetrene fleksure]
E4 pankolitis

[bolest prosirena od rektuma
fleksure]

proksimalno od jetrene

S0: u povijesti bolesti nije zabiljezen teski oblik UC [definiran
kao PUCAI (engl. The Pediatric Ulcerative Colitis Activity
Index > 65/

S1: prisutnost teske bolesti u bilo kojem trenutku povijesti
bolesti [definirano kao PUCAI (engl.  The Pediatric
Ulcerative Colitis Activity Index > 657

Modificirano prema: Silverberg MS, et al. Toward an integrated clinical, molecular and serological
classification of inflammatory bowel disease: report of a Working Party of the 2005 Montreal World
Congress of Gastroenterology. Can J Gastroenterol. 2005; 19 Suppl A: 5A-36A, (8).

lako je posteda sluznice rektuma opisana kod >3% bolesnika (5-30% pedijatrijskih
bolesnik) znatno ¢esce javljaju diskontinuirane (engl. patchy) upalne reakcije sluznice
rektuma (22, 27-29). Osim toga, kod nekih UC bolesnika moze do¢i i do pojave
diskontinuirane upale u podruéju sluznice cekuma (engl. ‘caecal patch’) ili distalnog
dijela ileuma (22, 30). Ako se upalne promjene $ire i u distalni dio ileuma, tada je rije¢ o
tzv. ,backwash ileitis-u koji je dijagnosticiran kod i do 20 % UC bolesnika sa

prosirenim (ekstenzivnim) kolitisom (pankolitisom) (22, 30).



Stupanj prosirenosti upalne reakcije moze se i promijeniti nakon inicijalne dijagnoze (8;
31-34). Tako ¢e se prema nekim studijama kod do 50 % pacijenata s inicijalno
dijagnosticiranim proktitisom nakon perioda od 10 godina razviti ekstenzivni kolitis, a u
skupini pacijenta sa ljevostranim kolitisom taj postotak moze biti ¢ak i veci (8, 32, 33, 35-
42). No s vremenom moze do¢i i do regresije oboljenja koja po nekim studijama varira od
1.6 % pa sve do 71 % nakon 10 godi$njeg pracenja bolesnika (8, 35-37, 39, 40).

Prosirenost bolesti ima posljedice i na aktivnost odnosno tezinu bolesti, bilo da se ona
mjeri potro$njom lijekova, brojem hospitalizacija, potrebom za provodenjem kolektomije
ili standardiziranim omjerom mortaliteta (SMR, engl. Standardized mortality ratio —
opazena smrtnost /oCekivana smrtnost), a poznat je i njezin kumulativni ucinak na

pojavnost kolorektalnog karcinoma (8, 35, 42- 57).

Definiranje aktivnosti bolesti je izuzetno vazna posebno zato jer o tome uvelike ovisi

terapijski pristup pacijentu.

Indeksi za procjenu aktivnosti bolesti mogu se podijeliti na pretezno subjektivne
(subjektivna procjena bolesnika ili lije¢nika: broj praznjenja stolica, nelagoda ili boli u
trbuhu, opcée stanja bolesnika ili sli¢no), donekle objektivne (endoskopsko-histoloske,

biokemijske) ili kombinaciju tih pristupa.

Prema Montrealskoj konvenciji (Tablica 1.5) bolest se moze stratificirati na: UC u
klini¢koj remisiji (SO; nema simptoma ulceroznog kolitisa); blagi UC (S1; ~ 60%
bolesnika); umjereni UC (S2; ~25 % bolesnika) te teski oblik (S3; ~15 % bolesnika) UC-
a (8, 32, 35, 58-60). Montrealska Klasifikacija bazirana je gotovo u potpunosti na
Trueloveovim i1 Wittsovim kriterijima, ali je modificirana prema sadaS$njim klini¢kim
potrebama kako bi se naglasila razlika izmedu blagog od umjereno aktivnog kolitisa s

obzirom da mogu postojati razlike u djelotvornosti lije¢enja (58-61).

Pariska modifikacija Montrealske klasifikacije uvela je s obzirom na aktivnost bolesti
stratifikaciju na dva stupnja: PO i P1, gdje se u PO ubrajaju pacijenti kod kojih nije

zabiljezen teski oblik UC-a a u P1 pacijenti kod kojih je u povijesti bolesti zabiljezen
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teski oblik [definirano kao PUCAI (engl. The Pediatric Ulcerative Colitis Activity Index
> 65] ulceroznog kolitisa (8, 25, 60, 62).

Indeksi aktivnosti bolesti temeljeni na klini¢kim i biokemijskim parametrima (broj stolica
na dan, pojava krvi u stolici, temperatura, puls, razina hemoglobina, sedimentacija
eritrocita, razina C reaktivnog proteina/CRP itd.) uz ve¢ spomenuti indeks aktivnosti
prema Truelovu i Wittsu te Montrealsku klasifikaciju aktivnosti bolesti ukljuc¢uju Powell-
Tuckov indeks aktivnosti (Sz. Mark’s Index), CAl (engl. Clinical Activity Index —
Rachmilewitzev indeks), Al (engl. Activity Index — Seo indeks), MTWSI (engl. Modified
Truelove and Witts Severity Index; Lichtigerov indeks) te SCCAI indeks (engl. Simple
Clinical Colitis Activity Index) (60, 63, 64). Tu mozemo ubrojiti i skupinu indeksa u
kojima je posebna pozornost posvecena subjektivnim ocjenama klini¢ara i/ili bolesnika u
evaluaciji rezultata lijeCenja kao $to su: PGA (engl. Physician’s Global Assessment),
UCCS (engl. Ulcerative Colitis Clinical Score; Feaganov indeks - modificirani Baronov
index), PDR index (engl. Patient-defined remission); globalna evaluacija istrazitelja
(engl. Investigators Global Evaluation) te indeks poboljsanja na temelju individualne
procjene simptoma (engl. Improvement Based On Individual Symptom Scores) (8, 60, 63,
64). Vecina njih se temelji na ocjenjivanju djelotvornosti pojedinih terapijskih protokola,

od kojih su samo neki prosli provjeru valjanosti (60, 63, 64).

U literaturi se navode i indeksi aktivnosti bolesti temeljeni samo na procjeni endoskopske
aktivnosti  (prisutnost hiperemije, edema, gubitka vaskularnog crteza, stupanja
granuliranosti, frijabilnosti i krvarenja sluznice, a u uznapredovanoj bolesti nalaza
eksudata, erozija, ulkusa, pseudopolipa, striktura ili sl.] kao §to su: Truelove-Wittsov i
Powell-Tuckov sigmoidoskopski indeks, Baronov indeks, endoskopski indeks
(Rachmilewitzov  endoskopski  indeks),  sigmoidoskopskopski indeks, indeks
sigmoidoskopske gradacije upalnog procesa (engl. Sigmoidoscopic Inflammation Grade
Score), Mayo indeksa procjena fleksibilne sigmoidoskopije (engl. Mayo Score Flexible
Proctosigmoidoscopy Assessment), Sutherlandov indeks sluznice (Sutherland Mucosal
Appearance Assessment), UCEIS (engl. Ulcerative Colitis Index of Severity), UCCIS
(engl. Ulcerative Colitis Colonoscopic Index of Severity), EAI (engl. Endoscopic Activity
Index) i mnogi drugi (60, 63, 64).
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Nekoliko metoda procjene aktivnosti bolesti inkorporiraju klinicke i endoskopske
parametre u jedan zajednicki indeks aktivnosti poput primjerice Mayo indeksa (engl.
Mayo Clinic Score, Disease Activity Index — DAI) te Sutherlandovog indeksa (Disease
Activity Index —DAI, UC Disease Activity Index - UCDAI) (60, 63, 64). Osim toga
prisutne su i metode za procjenu kvalitete Zivljenja UC bolesnika poput primjerice IBDQ
(engl. Inflammatory Bowel Disease Questionnaire) upitnika za upalne bolesti crijeva
(vidi stranicu 46. - Tablica 1.20) (60, 63, 64).

Histopatoloska analiza ima takoder vrlo vaznu ulogu u dijagnosticiranju UC-a 1 moze
posluziti kao alat za odredivanje reakcije na terapiju. U 2013 godini ECCO i Europsko
drustvo za patologiju (ESP, engl. European Society of Pathology) objavili su konsenzus
koji sadrzi preporuke za histopatoloSsku (endoskopske biopsije i resekcijski uzorci tkiva)
dijagnozu IBD-a (15, 21).

U dostupnoj literaturi navode se visSestruki histoloski sustavi bodovanja za kvantificiranje
mikroinflamacije debelog crijeva koji na kategoricki ili numericki na¢in odreduju stupanj
akutne ili kroni¢ne infiltracije upalnih stanica, prisutnosti ili odsutnosti patohistoloskog
izoblicenja kripti kolona te integriteta epitela debelog crijeva i sl. Medutim, od njih 30
opisanih samo ih je 3 proslo ekstenzivnu validaciju: GS (engl. Geboes Index), NI (engl.
Nancy Index) I RHI (engl. Robarts Histopathologic Index) indeks (65).

Preporuka je da se za histoloSku potvrdu ulceroznog kolitisa [diferencijalna dijagnoza u
odnosu na Crohnovu bolest, IBDU te druge moguce razloge za pojavu upalne reakcije
unutar gastrointestinalnog sustava (slika 1.6, 1.7 i 1.8; tablica 1.6, 1.7, 1.8 i 1.9)] tijekom
inicijalne endoskopske evaluacije uzmu najmanje dva biopsijska uzorka sa pet razli¢itih

mjesta debelog crijeva ukljucujuéi ileum i rektum (9, 66, 67).

Pri tome se uz uzorke patoloSki promijenjene (upaljene) sluznice trebaju uzeti i biopsijski
uzorci endoskopski normalne sluznice te sve skupa mora biti poprac¢eno detaljnim opisom

klinicke slike i endoskopskog nalaza pacijenta (9, 15, 66, 67).
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‘Dali je sluznica
upaljena

Ne

IBD definitivan

Nema histoloskih
ili vrlo

vjerojatan®

znakova IBD odnosu na druge
zroke

Ulcerozni Ulcerozni Crohnova Crohnova

kolitis Kolitis bolest bolest

definitivan ili favoriziran u favorizirana definitivna

vrlo odnosu na IBDU u odnosu na ili vrlo

vjerojatan Crohnovu uleerozni vjerojatna
L bolest kolitis

*u zbiru sa klinickom slikom pacijenta
IBDU = neklasificirani IBD

Slika 1.6 Kategorizacija upalnog procesa u biopsijskim uzorcima IBD pacijenata. Ovo je pojednostavljeni
obrazac - u praksi je citav proces znatno kompleksniji te ukljucuje sve prikupljene klinicke i endoskopske
parametre. Modificirano prema: Feakins RM; British Society of Gastroenterology. Inflammatory bowel
disease biopsies: updated British Society of Gastroenterology reporting guidelines. J Clin Pathol. 2013;
66(12):1005-26., (67).
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Slika 1.7 (A) Prikaz normalna sluznica kolona sa smanjenjem gustoée plazma stanica od gornje do donje
trecine lamine proprije — tzv. ‘gradijent plazma stanica”. Bazalne plazma stanice su odsutne ili su
prisutne u malom broju. Vidljiva ocuvana arhitektura kripti; kripte su paralelno poloZene te se pruzaju od
luminalne povrsine do muscularis mucosae. (B) U cekumu i ascedentnom kolonu sveukupna gustoéa
Stanica lamine proprije je veca nego drugdje. Bazalne plazma stanice mogu se vidjeti na mjestima
obiljezenim strelicom te se ne bi nuzno trebale interpretirati kao kronicna upalna reakcija. (C) Povremeno
prisutne razgranate kripte, ukoliko nisu popracene drugim abnormalnostima sluznice, prihvatljiva su
pojava no trebale bi potaknuti na detaljniju potragu za drugim znacima upale (D) Nepravilan, resic¢ast
oblik povrsine sluznice kolona predstavlja abnormalnost te je koristan biljeg IBD-a. Zastupljeniji je kod
ulceroznog kolitisa u odnosu na Crohnovu bolest. U prikazanom slucaju ulceroznog kolitisa takoder je
vidljiva razvijena atrofija kripti uz difuznu prisutnost kronicne upaine reakcije (E) Distorzija arhitekture
crijevnih kripti —ukljucuje grananje kripti i gubitak paralelnosti. Centralno poloZena kripta pokazuje
“horizontalnu” razgranatost (strelica). (F) Blaga distorzija kripti ukljucujuci “vertikalnu” razgranatost.
Dijagnoza IBD-a podupire prisutnost “transmukoznog” kroni¢nog upalnog infiltrata u lamini propriji uz
gubitak gradijenta plazma stanica i prisutnost atrofiranih kripti (blaga atrofija). (G) Bazalna plazmocitoza
(prisutnost plazma stanica u bazi mukoze) predstavlja izuzetno koristan biljeg IBD-a kod sumnji u
prisutnosti (neprisutnost) kronicne upalne reakcije. Neke od plazma stanica nalaze se ispod skracenih
crijevnih kripti — zv. “kripte sa stopalima uronjenima u plazma stanice”. I druge upalne stanice su
prisutne no plazma stanice je najlakse detektirati. (H) U IBD sluznici mogu se vidjeti bazalni agregati
limfoidnih stanica te ih je ponekad tesko razlikovati od normalno prisutnih agregata limfoidnih stanica.
Preuzeto iz: Feakins RM; British Society of Gastroenterology. Inflammatory bowel disease biopsies:
updated British Society of Gastroenterology reporting guidelines. J Clin Pathol. 2013;66(12):1005-26.,
(67).
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Slika 1.8 (4) Kriptoliticki granulom nastao uslijed rupture kriptalnog apscesa — kriptoliticki granulomi
nisu diskriminatorni. (B) Metaplazija Panetovih stanica (strelice) sa supranuklearnim eozinofilnim
granulama. Prikazan je slucaju dugotrajnog ulceroznog kolitisa. (C) Distribucija upalne reakcije unutar i
izmedu razlicitih dijelova probavne cijevi. Bioptat lleuma (skroz desno) i susjednog naj proksimalnijeg
dijela kolona nisu upaljeni dok tri (lijeva strana) biopsije pokazuju znakove kronicne infekcije te distorzije
i atrofije crijevnih kripti koje se kontinuirano pruzaju izmedu razlicitih mjesta te difuzno unutar svakog
bioptata. To u osnovi predstavlja dijagnozu ulceroznog kolitisa (uz pretpostavku postojanja odgovarajuce
klinicke slike). (D) Distribucija promjena unutar bioptata: preskacuca (engl. patchy) kronicna upalna
reakcija kod CD kolitisa. Zamijetite varijabilnost u celularnosti lamine proprije i izrazito fokalnu distorziju
crijevnih kripti. (E) Najvjerojatnije prikaz infektivnog kolitisa. Vidljiva je hipercelularnost gornjeg dijela
lamine proprije bez bazalne plazmocitoze ili gubitka gradijenta plazma stanica. Kriptitis je neuobicajeno
ekstenzivan za infektivni kolitis. (F) Diverzijski proktokolitis sa difuznom upalnom reakcijom i distorzijom
crijevnih kripti. Ovaj IBD-u slican obrazac moze se uociti bez obzira da li je u povijesti bolesti prisutan
IBD ali s tendencijom ozbiljnije reakcije kod ulceroznog kolitisa. (G) Kolagen kolitis. Bazalne plazma
stanice i gubitak gradijenta plazma stanica moze pobuditi sumnju na IBD no korektna dijagnoza
indicirana je prisutnoséu zadebljale subepitelne kolagenske pruge, degenerativnih promjena epitela i
ocuvane arhitekture crijevnih kripti. Limfocitni kolitis moZe predstavljati slican problem. (H) Divertikularni
kolitis sa karakteristikama nalik ulceroznom kolitisu ukljucujuéi difuznu kroniénu upalnu reakciju uz
prisustvo ekstenzivne distorzije crijevnih kripti. To je relativno cest primjer mimikrije IBD-a u biopsijskoj
dijagnostici. Preuzeto iz: Feakins RM; British Society of Gastroenterology. Inflammatory bowel disease
biopsies: updated British Society of Gastroenterology reporting guidelines. J Clin Pathol.
2013;66(12):1005-26., (67).
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Tablica 1.6 Karakteristike koje favoriziraju IBD vs. akutnog infektivnog kolitisa/akutnog samo-

limitirajudeg kolitisa

Pouzdanost

Karakteristike

Komentar

Vrlo pouzdano

Donekle
pouzdano

Manje pouzdano

Ograniceni
podaci

Bazalna plazmacitoza

Distorzija crijevnih  kripti /
grananje Kkripti / nenormalna
arhitektura kripti

Atrofija crijevnih kripti

Nepravilna/vilozna povrsina
sluznice

Granulomi

Bazalne multinukleirane

orijaske stanice
Bazalni limfoidni agregati

kroni¢na upalna reakcija u
lamini propriji/hipercelularnost

Metaplazija Panetovih stanica
(ako nije drugacije
specificirano/distalno od
lijenalne fleksure)

Duboki (radije no povrsinski)
kriptalni apscesi
Varijacije u dijametru crijevnih

kripti
Veliki broj kriptalnih
intraepitelnih neutrofila

/kriptalni luminalni neutrofili

Najjaci prediktor IBD-a

Velika konzistentnost izmedu studija

Moze biti fokalna ili difuzna

Bazalne plazma stanice su

normalna pojava u cekumu/ascedentnom k
olonu

Velika konzistentnost izmedu studija
Donekle prisutna tzv.

interobserver varijabilnost

<5 kripti po mm jedinstvena
karakteristika IBD-a po jednoj studiji
Donekle prisutna tzv.

interobserver varijabilnost

Donekle prisutna tzv.
interobserver varijabilnost

Osim kriptolitickih granuloma validno
samo za Crohnovu bolest; infektivni
vs ulcerozni kolitis: nije diskriminirajuce

Nisu utvrdene u nekim studijama

Mogu se tesko razlikovati od normalnih
limfoidnih agregata

Varijabilne definicije; neke se preklapaju
sa gore navedenim preciznijim terminima
Mala reproducibilnost

Slaba asocijacija u nekim studijama
Korisnost moze biti ogranicena na dugotrajnu
bolest Donekle prisutna tzv. interobserver
varijabilnost

>10 po kripti ili po lumenu kripti — odreduje
se analizom 10 kripti

Modificirano prema: Feakins RM; British Society of Gastroenterology. Inflammatory bowel disease
biopsies: updated British Society of Gastroenterology reporting guidelines. J Clin Pathol. 2013;
66(12):1005-26., (67).
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Tablica 1.7 Karakteristike koje favoriziraju infektivni kolitis vs. IBD

Pouzdanost Karakteristike

Pouzdano Izostanak 1BD Karakteristika
Ocuvanje normalne arhitekture crijevnih kripti
Nema grananja kripti
Paralelne crijevne kripte
Odsutnost bazalne plazmacitoze

Manje pouzdano / Ograniceni  Upalna reakcija u gornjoj polovini lamine proprije /poveéana celularnost gornje 2/3 sluznice
podaci
Akutna upalna reakcija (nasuprot kroni¢noj/mijesanoj upalnoj reakciji) lamine proprije
Prisutnost povrsinskih (nasuprot bazalnih) orijaskih multinukleiranih stanica
Povrsinski (nasuprot duboki) kriptalni apscesi
Cisti¢ni kriptalni apscesi

Modificirano prema: Feakins RM; British Society of Gastroenterology. Inflammatory bowel disease
biopsies: updated British Society of Gastroenterology reporting guidelines. J Clin Pathol. 2013;
66(12):1005-26., (67).

Tablica 1.8 Karakteristike koje favoriziraju ulcerozni kolitis vs. Crohnove bolesti

Pouzdanost Karakteristike

Pouzdano Difuzna abnormalnost kripti unutar i izmedu pojedinih mjesta upalne reakcije
Difuzna abnormalnost kripti unutar pojedinih mjesta upalne reakcije
Atrofija crijevnih kripti
Abnormalna arhitektura crijevnih kripti
Vilozna ili nepravilna povrsina sluznice
Deplecija mucina
Odsutnost ileitisa

POUde’_‘no_U nekim Stflqijﬁma Difuzna transmukozna kroni¢na upalna reakcija /difuzna upalna reakcija/izraziti difuzna transmukozna
uz varijabilnost u definiciji infiltracija lamine proprije / transmukozna hipercelularnost lamine proprije
Manje dokaza Rasprostranjen kriptitis/(engl. ,.general crypt epithelial polymorphs*)

Slijedece karakteristike udestalije u dostatnijim nego li u proksimalnim dijelovima: difuzna transmukozna upalna
reakcija; difuzne promjene crijevnih kripti; fokalne promjene crijevnih kripti

Modificirano prema: Feakins RM; British Society of Gastroenterology. Inflammatory bowel disease
biopsies: updated British Society of Gastroenterology reporting guidelines. J Clin Pathol. 2013;
66(12):1005-26., (67).

Tablica 1.9 Karakteristike koje favoriziraju Crohnovu bolest vs. ulceroznog kolitisa

Pouzdanost Karakteristike

Pouzdano Granulomi (ne-kriptoliticki)
Fokalna ili preskakajuca (engl. patchy) kroni¢na upalna reakcija lamine
proprije (nasuprot kontinuiranoj/difuznoj)
Fokalna ili segmentalna distorzija crijevnih kripti (nasuprot
kontinuiranoj/difuznoj)
Ukljucenost ileuma
Odsutnost karakteristika ulceroznog kolitisa

Donekle pouzdano Opadajuéi proksimalni — distalni gradijent promjena

Ograniceni ili konfliktni podaci Disproporcionalna upala submukoze
Fokalni kripti¢ni apscesi
Fokalni kriptitis

Ograniceni podaci iz tzv. ne-inicijalnih studija Normalna povrsina sluznice
Segmentalna atrofija crijevnih kripti
Segmentalna deplecija mucina

Modificirano prema: Feakins RM; British Society of Gastroenterology. Inflammatory bowel disease
biopsies: updated British Society of Gastroenterology reporting guidelines. J Clin Pathol. 2013;
66(12):1005-26., (67).
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1.1.2. CROHNOVA BOLEST

Kao S$to je ve¢ spomenuto Crohnova bolest za razliku od ulceroznog kolitisa
karakterizirana je diskontinuiranom, transmuralnom (zahvacena mukoza i submukoza),
granulomatoznom, kroni¢nom upalnom reakcijom koja moze zahvatiti bilo koji dio

probavne cijevi, od usne Supljine do anusa (1-5, 18-20).

S obzirom na distribuciju upalne reakcije CD kod ~ 80% pacijenata zahvaca tanko crijevo
i to obi¢no distalni ileum. Pri tome je najcesce zastupljen ileokolitis (~50 % pacijenata —
zahvaéen terminalni ileum u kombinaciji sa desnim kolonom) dok je kod ~25%

pacijenata prisutan iskljucivo ileitis.

Nadalje kod ~25% pacijenata bolest je prisutna samo u obliku kolitisa (pretezno upala
desnog kolona) (4). Oko 1/3 pacijenata dolazi do zahvacenosti perianalne regije, a
prosirenost bolesti na jednjak, Zeludac ili duodenum je rijetka pojava koja se gotovo

uvijek uocava zajedno sa zahvaceno$c¢u distalnijih dijelova tankog ili debelog crijeva (1,

4).

Kao i u slucaju ulceroznog kolitisa precizno odredivanje lokalizacije i aktivnosti CD je od

temeljne vaznosti za predvidanje prognoze te planiranje najprikladnije terapije.

Prvi pokusaji klasifikacije Crohnove bolesti iz 1975. godine (Farmer i suradnici) temeljili
su se na anatomskoj lokalizaciji bolesti kao jednom od glavnih pokazatelja
simptomatologije te klinickog tijeka i prognoze bolesti (terapijski pristup, indikacije za
operativni zahvat, rizik od postoperativnog recidiva bolesti, povezanost sa genetskim i
serolo§kim biljezima — npr. anti neutrofilna protutijela) (60, 68). Nesto kasnije Greenstein
i suradnici uvidjeli su da se CD, neovisno 0 svojoj anatomskoj lokalizaciji, moZe pojaviti
u dva razlic¢ita klinicka oblika odnosno kao relativno agresivni perforiraju¢i (fistula,
apsces ili slobodna perforacija; pacijenti brze razvijaju potrebu za reoperacijom) te manje
opasni ne perforiraju¢i oblik bolesti (opstrukcija, stalna upalna aktivnost, krvarenje,
toksi¢na dilatacija) (60, 69, 70). Interesantno ta dva oblika bolesti povezana su i sa

promjenama u mMRNA ekspresiji intestinalnog IL-1p i IL1 receptorskog antagonista (71).
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Te fenotipske znacajke su 1991 ugradene u prvu medunarodnu klasifikaciju (tzv. Rimski
konsenzus) Crohnove bolesti temeljenu na anatomskoj distribuciji upalnog procesa
(gastroduodenitis, jejunitis, ileitis, kolitis, proktitis, perianalna bolest) te na prosirenosti
(lokalizirana ili difuzna), potrebi za operacijom (primarni ili rekurentni oblik) i klinickoj
prezentaciji bolesti (primarno upalni, primarno fistuliraju¢i ili primarno stenozirajuéi
oblik bolesti) (60, 72). S obzirom da se Rimska klasifikacija pokazala neprakticnom za
klini¢ku uporabu (teoretski je mogla rezultirati sa 756 razlicitih podgrupa bolesti), 1998
godine na prijedlog Svjetskog kongresa gastroenterologa zamijenjena je tzv. Beckim
konsenzusom (tablica 1.10) prema kojem se u obzir uzimaju dob kod dijagnoze (A; kad je
CD po prvi puta dijagnosticiran: radioloski, endoskopski, patoloski ili kirurski)
lokalizacija (L; maksimalna proSirenost upalnog procesa pretraga i tankog i debelog
crijeva) i ponaSanje bolesti [B; engl. behavior; inflamatorna (nepenetrirajuca,
nestrikturiraju¢a), strikturiraju¢u (konstantno suzenje lumena) i penetrirajuu bolest
(prisustvo intra-abdominalnih odnosno perianalnih fistula, upalnih nakupina i/ili
apscesa)] (73).

Tablica 1.10 Bec¢ka stratifikacija CD pacijenata prema lokaciji upalnog procesa i aktivnost/ozbiljnosti
bolesti.

5

KLINICKI FAKTORI BECKA KLASIFIKACIJA
- . . Al <40
Dob pri dijagnozi (godine)
A2 >40
Lokalizacija L1 Terminalni ileum — donja treéina tankog crijeva
L2 Kolon — bilo koja lokacija izmedu cekuma i rektuma a bez ukljucenosti
tankog crijeva ili gornjeg Gl trakta
L3 lleokolon - terminalni ileum sa ili bez ukljucenosti cekuma te sa bilo
kojom lokacijom upalnog procesa izmedu ascedentnog kolona i rektuma
L4 Gornji Gl trakt — bilo koja lokacija upalnog procesa proksimalno od

terminalnog ileuma (iskljucujuci usnu Supljinu) bez obzira na mogucu
ukljucenost terminalnog ileuma ili kolona

PonaSanje bolesti B1 nestrikturirajuéi, nepenetrirajuéi - upalni proces bez komplikacija tijekom
povijesti bolesti
B2 Strikturirajudi - trajno postojanje luminalnog suzenja dijagnosticiranog

radioloski, endoskopski, kirurski ili patoloski sa prestenoznom dilatacijom
ili znakovima opstrukcije / bez simptoma penetrirajuceg oblika tijekom
povijesti bolesti

B3 Penetrirajuéi - prisutnost intraabdominalne ili perianalne fistule,
upalnih masa i/ili apscesa u bilo kojem trenutku povijesti bolesti.
Perianalne ulceracije su takoder obuhvacene a iskljucuju se postoperativne
intraabdominalne komplikacije i perianalne kozne promjene.

Modificirano prema: Gasche C, et al.. 4 simple classification of Crohn’s disease: report of the Working
Party for the World Congresses of Gastroenterology, Vienna 1998. Inflamm Bowel Dis 2000; 6: 8-15.,
(73).
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Becka klasifikacija je 2005 godine zamijenjena Montrealskim konsenzusom (Tablica

1.11, Slika 1.9) koji je nedugo zatim nadopunjen Pariskom klasifikacijom kako bi se

obuhvatile temporalne promjene u lokalizaciji i ponasanju bolesti te poremecaji u rastu

pedijatrijskih CD pacijenata (24, 25).

Tablica 1.11 Montrealska i Pariska stratifikacija CD pacijenata prema lokaciji upalnog procesa i

aktivnost/ozbiljnosti bolesti.

KLINICKI FAKTORI MONTREAL PARIZ
Dob pri dijagnozi (godine) Al <17 Al <10
Alb 10-17
A2 17-40 A2 17-40
A3 > 40 A3 >40
Lokalizacija L1 Terminalni ileum + L1 Distalno 1/3 ileum =+ ogranicena
ogranicena zahvacenost cekuma
zahvacenost cekuma
L2 Kolon L2 Kolon
L3 Ileokolon L3 Ileokolon
L4 Gornji Gl trakt * L4a Gornji Gl proksimalno do Treitz
ligamentat
L4b Gornji Gl distalno na Treitz
ligamenta i proksimalno do distalne
1/3 ileumat
PonaSanje B1 nestrikturirajuci, B1 nestrikturirajuci, nepenetrirajuci
nepenetrirajuci
B2 strikturirajuci B2 Strikturirajuci
B3 penetrirajuci B3 Penetrirajuci
B2B3 Strikturirajuci i penetrirajuci
P perianalna bolest, P perianalna bolest, modifikator f
modifikator 7
Rast GO Nema naznaka zaostajanja u rastu
Gl Zaostajanje u rastu

* U Montrealskoj i Pariskoj Klasifikaciji L4 i L4a/L4b mogu postojati zajedno sa L1, L2 ili L3. B2B3 -
Strikturirajuca i penetrirajué¢a bolest: prisutnost B2 i B3 fenotipa kod istog pacijenta, u isto vrijeme ili
odvojeno tijekom vremenskog perioda. Penetrirajuéi fenotip obuhvaéa samo intra-abdominalne fistule i
apscese, dok su perianalne fistule i perianalni apscesi izdvojeni kao “p” (“perianal) oznaka, koja se, ako
postoji, dodaje fenotipovima B1, B2 i B3. Modificirano prema: Levine A, et al. Pediatric modification of the
Montreal classification for inflammatory bowel disease: the Paris classification. Inflamm Bowel Dis. 2011;
17:1314-1321. i Laass MW, et al. Diagnosis and classification of Crohn's disease. Autoimmun Rev. 2014;

13(4-5):467-71., (25, 74).
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Montreal L (lokacija)

L1 L2 L3 L4 L4+L3
Terminalni ileum Kolon Ileokolon Gornji GI trakt Gornii GI trakt
i distalna podrucja
Montreal B (engl. behaviour; ponasanje)

[
!
(s
L\

>—/

|

Bl B2 33_ o _ng _
nestrikturirajudi, strikturirajuci penetrirajuci Perianalni -
nepenetrirajuci penetrirajudi

Slika 1.9 Fenotip Crohnove bolesti s obzirom na lokalizaciju i ponaSanje bolesti. Modificirano prema:
Baumgart DC, Sandborn WJ. Crohn's disease. Lancet. 2012; 380(9853):1590-605., (75).

Kod odraslih pacijenata lokalizacija bolesti nakon inicijalne dijagnoze najces$ce ostaje
stabilna tijekom pracenja dok se predominantna fenotipska prezentacija CD kontinuirano
mijenja, uz stalan porast broja bolesnika koji iz nestrikturirajuéeg i nepenetrirajuceg

oblika tijekom vremena razvijaju strikturirajuci ili penetrirajuéi oblik (76).

Kod pedijatrijskih pacijenata vidljiva je inicijalna razlika u lokalizaciji upalnog procesa
(slika 1.10 i 1.11), a bolest je popracena i uéestalijom ekspanzijom upalnog procesa §to
u vecini slucajeva rezultira ve¢om pojavnoséu komplikacija (> 50 % pedijatrijskih

bolesnika) s obzirom na ponasanje bolesti (slika 1.12) (77, 78).
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Slika 1.10 Usporedba inicijalne lokalizacije upalnog procesa Crohnove bolesti kod pedijatrijskih i
odraslih pacijenata. Modificirano prema: Duricova D, et al. Age-related differences in presentation and
course of inflammatory bowel disease: an update on the population-based literature. J Crohns Colitis.
2014;8(11):1351-61., (77) i Gower-Rousseau C, et al. Epidemiology of inflammatory bowel diseases: new
insights from a French population-based registry (EPIMAD). Dig Liver Dis. 2013; 45(2):89-94., (78).
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Slika 1.11 Usporedba lokalizacije upalnog procesa tijekom Sestogodisnjeg pracenja pedijatrijskih (n =
689) i odraslih CD bolesnika (n = 367). Lokalizacija bolesti odredena prema modificiranoj Montrealskoj
klasifikaciji (ileum + cekum grupirano kao L3). Modificirano prema: Duricova D, et al. Age-related

differences in presentation and course of inflammatory bowel disease: an update on the population-based
literature. J Crohns Colitis. 2014; 8(11):1351-61., (77).
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Slika 1.12 Usporedba evolucije ponasanja CD bolesti izmedu odraslih pacijenata [engl. elderly-onset
patients; n = 367] i pedijatrijskih pacijenata [engl. pediatric-onset patients; n = 689]. Ponasanje bolesti
grupirano prema Montrealskoj klasifikaciji (inflamatorni = nestrikturirajuéi, nepenetrirajuéi).
Modificirano prema: Gower-Rousseau C, et al. Epidemiology of inflammatory bowel diseases: new insights
from a French population-based registry (EPIMAD). Dig Liver Dis. 2013; 45(2):89-94., (78).

Makroskopske karakteristike Crohnove bolesti prikazane su u tablici 1.3. Za razliku od
ulceroznog kolitisa kod kojeg je upala ograniCena na sluznicu specifiéna znacajka
Crohnove bolesti je transmuralnost (upalne promjene zahvacaju cijelu Sirinu stijenke
crijeva) i diskontinuiranost (upalno promijenjeni segmenti odijeljeni podrucjima
normalne sluznice - tzv. preskacuce lezije; eng. “skip lesions”, sa o$trim prijelazima iz

zahvacenog u nezahvaceni dio crijeva) upalnog procesa (15).
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U najranijoj fazi promjene su lokalizirane samo na sluznici na kojoj se vide tockasta
krvarenja dok aftozni ulkusi (povrSinske erozije sluznice, promjera 1-2 mm s
hemoragi¢nim rubovima i Zuckasto-bjelkastom bazom, koje se tipi¢no nastaju kao
rezultat ekspanzije limfoidnih folikula) okruzeni sluznicom normalnog izgleda

predstavljaju najraniju makroskopsku manifestaciju bolesti (15).

Upaljena sluznica ima hiperemican izgled te moze biti pokrivena seroznim upalnim

eksudatom, dok kod dugotrajne bolesti dolazi do pojave seroznih adhezija.

Transmuralnim Sirenjem upalnog procesa seroza postaje crvena, zamucena i granulirana,
a masno tkivo iz mezenterija (edematozan, zadebljan, skra¢en i ponekad fibrozan uz
prisustvo poveéanih limfnih ¢vorovima koji su mekani, ali bez kazeozne nekroze) se
navlaci preko seroze crijeva tako da ono izgleda kao da je djelomi¢no omotano masnim

tkivom (engl. fat wrapping).

Zadebljanje mezenterija (uoceno uglavnom u tankom crijevu te rjede u debelom crijevu)
predstavlja jednu od dijagnosti¢kih karakteristika CD-a no moze se, zajedno s ostalim
karakteristikama CD Kkolitisa (ulcerozna puknuéa -engl. Fissuring ulcers, granulomi,
transmuralni limfoidni agregati) javiti i kod segmentalnog kolitisa povezanog sa

divertikulozom (SCAD; engl. Segmental colitis associated with diverticulosis) (15).

Napredovanjem bolesti dolazi do stapanja aftoznih ulkusa i nastanka dubokih
serpetinastih, uzduznih i popre¢nih ulceracija okruzenih edematoznom sluznicom sto
luminalnoj povrsini crijeva daje karakteristi¢an kaldrmast izgled raspucane zemlje (engl.
Cobblestone) (slika 1.13 i 1.14).

Produbljivanjem ulkusa mogu nastati razli¢ite intestinalne komplikacije CD-a:
fibrostenotic¢ke ili upalne strikture (suzenje crijeva na mjestima transmuralne upale sa
fibrozom i fibromuskularnom proliferacijom; ¢esé¢e u tankom nego li u debelom crijevu),
fistule (nenormalni kanali koji se spajaju) i intra-abdominalni apscesi (gnojem ispunjeni
dzepovi infekcije) dok slobodna perforacija unutar trbusne Supljine predstavlja rijetku

pojavu(slika 1.151 1.16).
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Slika 1.13 Kolonoskopski prikaz Crohnove bolesti sa zahvacenim ileokolonom (A) linearne ulceracije (B,
C) kaldrmast izgled sluznice sa pridruzenom strikturom descendentnog kolona. Preuzeto iz: Al-Bawardy B,
et al. Endoscopic and Radiographic Assessment of Crohn's Disease. Gastroenterol Clin North Am. 2017;
46(3):493-513., (79).

Kao i kod ulceroznog kolitisa moguca je i pojava upalnih polipa i pseudopolipa (preostala

podrucja sluznice razasuta izmedu ulceroznih povrsina) (slika 1.13).

Fistule se Cesto detektiraju u tankom crijevu ali se takoder mogu pojaviti i u kolonu 1 to

uglavnom kod pacijenata sa ileokolitisom.

Fistule mogu biti enteroenteralne (izmedu vijuga crijeva); enterokutane (Sire se izmedu
crijeva i koze) te rektovaginalne odnosno enterovezikalne (ocituje Se pneumaturijom-
pojavom zra¢nih mjehuri¢a u mokraci) koje prodiru u susjedne organe koji se nalaze uz
crijevo ili se prezentiraju kao perianalna bolest s otvaranjem fistuloznih kanala glutealno

ili na kozi perianalne regije.

Perianalne patoloske promjene (~75% pacijenata sa CD u podrucju debelog crijeva)
mogu prethoditi intestinalnim manifestacijama oboljenja (15). Perianalne fistule i apscesi
javljaju se u 1/4 do 1/3 slucajeva, neovisno o aktivnosti intraabdominalne bolesti te cesto

predstavljaju najvece poteskoce Crohnove bolesti.

Transmuralnost upalne reakcije koja dovodi do suZenja, zadebljanja i1 povecanja
rigidnosti crijeva te fistuliranja kroz stijenku crijeva odgovorna je i za karakteristicne
grcevite boli u trbuhu bolesnika s Crohnovom bolesti i pojavu intraabdominalnih upalnih

nakupina.
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Slika 1.14 (A) Resekcijski uzorak tkiva CD pacijenta sa klasicnim diskontinuiranim obrascem upalne
reakcije (engl. skip lesions). Adipozno tkivo koje se pruza prema antimezentericnoj povrsini moze se opaziti
uglavnom u tankom crijevu (‘fat wrapping’, strelice). (B) Mali aftozni ulkusi koji se razvijaju iz limfoidnih
folikula predstavljaju najranije makroskopski vidljive lezije kod CD-a. (C). Rastom aftoznih ulkusa dolazi
do njihovog stapanja i nastanka dubokih uzduznih i poprecnih ulceracija obrubljenih edematoznom
sluznicom. (D). Na mjestima transmuralne upalne reakcije sa fibroznom i fibromuskularnom proliferacijom
moze doc¢i do zadebljanja crijevne stijenke i pojave striktura. (D) Kao sekundarni nalaz vidljiva su
zadebljanje mezenterija (engl. fat wrapping; strelice). Preuzeto iz: Langner C, et al. The histopathological
approach to inflammatory bowel disease: a practice guide. Virchows Arch. 2014; 464(5):511-27., (22).
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Slika 1.15. Lijevo - shematski prikaz striktura, fistula i intra abdominalnih apscesa kod
Crohnove bolesti debelog crijeva. Desno - histoloski prikaz fistula u kolonu CD pacijenta. (A)
prikaz fistule pri malom povecanju (16 X) H&E bojanje. Mukoza je unistena, ulcerirana i zamijenjena
neutrofilima. U desnom dijelu vidi se duboka fistula koja infiltrira u muskularis proprije (strelice).
(B)(H&E bojanje, povecanje 50X) Centralna fisura (glave strelica)razgranata je duboko u prilezuce
tkivo, obloZena neutrofilima, granulacijskim tkivom sa brojnim kapilarama (strelice), histocitima i
limfocitima. (C) (H&E bojanje, poveéanje 400X)Na povrsini centralne fisure nalazi se tanki sloj histiocita
i neutrofila (strelice). Epitel se ne detektira. Preuzeto iz: Chen M, Shen B. Endoscopic Therapy in Crohn's
Disease: Principle, Preparation, and Technique. Inflamm Bowel Dis. 2015; 21(9):2222-40. (80) i Bataille
F, et al. Morphological characterization of Crohn’s disease fistulae. Gut. 2004; 53(9): 1314-1321, (81).

Slika 1.16 (A) CT i (B) MRI prikaz fistula kod pacijenta sa Crohnovom bolesti. Vidljiv bolji prikaz
fistule uporabom magnetske rezonance. Preuzeto iz: Chen M, Shen B. Endoscopic Therapy in Crohn's
Disease: Principle, Preparation, and Technique. Inflamm Bowel Dis. 2015;21(9):2222-40.,, (80).
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Mikroskopske karakteristike Crohnove bolesti prikazane su u tablici 1.4. i slici 1.15 (15,
22).

: N T : ‘2
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Slika 1.15 Histoloski prikaz mikroskopskih promjena kod Crohnove bolesti, (A, povecanje 150 X)
Fokalna (diskontinuirana) upala sluznice u CD kolitisu sa ulceracijama (B; povecanje 100 X) i slabo
definiranim epiteloidnim stanicnim granulama koje nisu povezane sa lezijama crijevnih kripti (C;
povecanje 400 X). (D, povecanje 150X) Metaplazija piloricnih Zzlijezda. (E; strelice; povecanje 100 X)
Ukljucenost gornjeg GI trakta sa fokalnim gastritisom i duodenitisom (F, povec¢anje 100 X). Preuzeto iz:
Langner C, et al. The histopathological approach to inflammatory bowel disease: a practice guide.
Virchows Arch. 2014; 464(5):511-27., (22).
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Fokalna (diskontinuirana) kroni¢na upalna reakcija, fokalna (diskontinuirana) distorzija
crijevnih kripti i nakupljanje granuloma (ne-kriptoliticki; koji nisu povezani sa lezijama
kripti) u zahvacenoj sluznici crijeva predstavljaju opcenito prihvaéene mikroskopske
karakteristike koje dozvoljavaju dijagnosticiranje Crohnove bolesti (endoskopska
biopsija) unutar kolona, a iste mikroskopske karakteristike uz nepravilnu viloznu
strukturu sluznice idu i u prilog dijagnosticiranja Crohnove bolesti u endoskopskom
bioptatu ileuma (15, 22). No kod bolesnika kod kojih je ileitis dijagnosticiran u
kontinuitetu sa kolitisom, dijagnosti¢ke vrijednosti navedenih nalaza moraju se uzeti s
oprezom jer se isti takoder mogu javiti i u slucaju tzv. “backwash ileitis-a” kod

ulceroznog kolitisa (15, 22).

Pod fokalnom (diskontinuiranom) upalnom reakcijom u prvom redu podrazumijevamo
povecanje celularnosti (limfocit, plazma stanice) lamine proprije koje se razliCitim
intenzitetom provlaci uzduz tkiva endoskopskog bioptata i nije ogranic¢eno na povrsinski
sloj sluznice (15, 22). Pri tome se prisutnost normalnih limfoidnih agregata ne ubraja u

fokalnu upalnu reakciju (15, 22).

Napredovanjem upale neutrofili infiltriraju epitel crijevnih kripti (kriptitis) i razaraju ga
stvarajuci kriptalne apscese (prisutnost neutrofila u lumenu kripti) te uzrokuju destrukciju
kripti S$to zajedno uzevsi, kao 1 u slucaju ulceroznog kolitisa, indicira prisutnost aktivne
bolesti i oSte¢enje endotela (15, 22). Navedena fokalna Zari$ta upalne reakcije mogu se
javiti u pozadini normalne crijevne sluznice ili u bioptatu sa razliitim intenzitetom upale
(15, 22). Nakupljanjem upalnih stanica nastaju granulomi [¢vori¢i definirani kao
nakupina aktiviranih epiteloidnih histiocita (monociti/makrofazi: vidljivi kao klasteri
velikih stanica sa ovalnom jezgrom i izrazenom blijedo-eozinofilnom citoplazmo;m
nalikuju epitelnim stanicama —otuda naziv epiteloidni histiociti)] bez kazeozne nekroze te
uz ili bez prisustva multinukleiranih orijaskih stanica (15, 22). Oni se mogu pojaviti u
bilo kojem sloju crijevne stijenke (od mukoze do seroze; naj¢esc¢i u submukozi) kao i u
nezahvac¢enom dijelu crijeva od usta do anusa (jednako ¢esti u gornjem GI traktu kao i u
ileumu i kolonu) te u mezenteriénim limfnim ¢vorovima (15, 22). No kako su u prosjeku
prisutni u ne vise od 50-60% slucajeva (u resekcijskom materijalu - 15-82%; u bioptatu -

3-56%) njihova odsutnost ne iskljucuje dijagnozu Crohnove bolesti.
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Granulomi su inace ¢es¢i kod djece (82% resekcijskog materijala) i adolescenata nego li
kod odraslih pacijenata (15, 22). Naime ucestalost granuloma je dvostruko veca kod
pedijatrijskih bolesnika no nakon druge godine trajanja bolesti te nakon 16 godine starosti
pacijenta dolazi do njihove redukcije (15, 22). Nadalje, samo granulomi koji nisu
povezani sa lezijama crijevnih kripti mogu se uzeti u obzir pri dijagnozi Crohnove bolesti
(15, 22). Naime granulomi bez kazeozne nekroze, male nakupine epiteloidnih histiocita
sa orijaskim stanicama ili izolirane orijaske stanice javljaju se i kod infektivnog kolitisa
(akutni samo-limitirajuci kolitis), parazitne infestacije i crijevne tuberkuloze (15, 22).
Tako se primjerice granulomi mogu javiti kod infekcije sa Mycobacterium sp.,
Chlamydia sp., Yersinia pseudotuberculosis and Treponema sp., dok su mikro granulomi
moguci kod infekcije sa Salmonella sp. Campylobacter sp. te Yersinia enterocolitica, a
orijaske stanice kod infekcije sa Chlamydia sp. (15, 22). Osim ne- kriptolitickih
granuloma, kod Crohnove bolesti cijelom debljinom stijenke (obi¢no izvan ulkusnih

podrucja) nalaze se i transmuralni limfoidni agregati (15, 22).

Metaplazija mukoznih Zlijezda, nastala kao posljedica ulceracije i zacjeljivanja sluznice,
znatno Ce$¢e se opaza kod Crohnove bolesti u odnosu na ulcerozni kolitis. Tako
primjerice metaplazija pilori¢nih Zlijezda (pseudopilori¢nih zlijezda), koja se detektira u
2-27% biopsija ileuma, predstavlja vrlo ¢est nalaz u resekciji ileuma CD pacijenata (15,
22). Ona se doduSe vrlo rijetko detektira i u resekcijskom materijalu ileuma kod
ulceroznog kolitisa sa tzv. backwash ileitis-om i to samo u kombinaciji sa aktivnim
ileitisom sa ili bez ulceracija ali ne i u bioptatima ileuma UC pacijenata (15, 22). Pri
duljem trajanju bolesti sluznica atrofira, a resice u tankom crijevu se skracuju i prosiruju
(15, 22). Naime, fokalna, diskontinuirana kroni¢na upalna reakcija dovodi do promjena u
arhitekturi sluznice i submukoze [fokalna iregularnost crijevnih kripti, submukozna
fibroza, distalna metaplazija Panethovih stanica, neuralna (hiperplazija nervnih vlakana) i
muskluarna hipertrofija, dilatacija limfnih kanala], no one su manje izrazene nego li u

sluc¢aju ulceroznog kolitisa (15, 22).

Neke od karakteristika korisnih pri dijagnosticiranju Crohnove bolesti u odnosu na

ulcerozni kolitis i infektivne upalne reakcije GI trakta prikazane su u tablici 1.12 (67).
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Tablica 1.12 Neke od karakteristika korisnih u dijagnozi i klasifikaciji IBD-a

Karakteristike IBD>infektivna Infektivha >1BD UcC>CD CD>UC

Arhitektura

Oc¢uvana arhitektura + + + +
Distorzija kripti + + + + +

Atrofija kripti + + + + +

Difuzne (unutar i izmedu + + +

lokacija) promjene kripti

(IBD)

Ne-difuzne promjene kripti +
(IBD)

Iregularna povrsina + + + + +

sluznice

Upalna reakcija

Bazalna plazmacitoza ++ +

Limfoidni agregati + +

Difuzna (unutar i izmedu + + +

lokacija) CI (in IBD)

Ne-difuzna/fokalna + +
kronicna (IBD)

Upalna gornje LP +

Granulomi (ne- + + 4+ ++
kriptoliticki)

LP akutna upala (ne CI) +

Rasprostranjeni kriptitis +

(IBD)

Druge promjene

Deplecija mucina + +

Metaplazija Panetovih +

stanica

lleitis (IBD) + +

+ + + + vrlo izrazito diskriminirajuce; + + + izrazito diskriminirajuce; + + umjereno diskriminirajuce; +
slabo diskriminirajuée; CD: Crohnova bolest; CI: kronicna upala; IBD, upalne bolesti crijeva; LP: lamina
proprija; UC: ulcerozni kolitis. Modificirano prema: Feakins RM; British Society of Gastroenterology.
Inflammatory bowel disease biopsies: updated British Society of Gastroenterology reporting guidelines. J
Clin Pathol. 2013; 66(12):1005-26., (67).

Klini¢ka slika Crohnove bolesti razlikuje se od bolesnika do bolesnika (pa i u istog
bolesnika ovisno o stadiju bolesti) i ovisi 0 anatomskom dijelu crijeva zahvacenog
upalom, proSirenosti i aktivnosti/intenzitetu bolesti kao i 0 prisutnosti specifi¢nih
komplikacija (stenoze, fistule i apscesi itd) koje se pojavljuju kao posljedica kroni¢nog,
dugotrajnog trajanja bolesti (tablica 1.13). Glavni simptomi Crohnove bolesti su grcevi,
bol u trbuhu, dijareja, vrucica, umor, muénina, gastrointestinalno krvarenje i gubitak
tjelesne tezine (Tablica 1.1) (2, 4, 82).
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Tablica 1.13 Glavni simptomi Crohnove bolesti ovisi o anatomskom dijelu crijeva
zahvadéenog upalom

Lokacija Simptomi Komentar Uclestalost*(%)  Uobicajena dijagnosti¢ka metoda
lleum i Dijareja, grcevi, bol u Najucestaliji 35 % Kolonoskopija sa
kolon trbuhu, gubitak na tezini oblik ileoskopijom, CT
enterografija,
biopsija
Kolon Dijareja, rektalno krvarenje, Ucestalije 32% Kolonoskopija sa
perirektalni apscesi, fistule, kozne lezije ileoskopijom, CT
perirektalne ulceracije i artralgije enterografija,
biopsija
lleum Dijareja, gréevi, bol u Komplikacije 28 % Kolonoskopija sa ileoskopijom,
trbuhu, gubitak na tezini mogu CT enterografija, endoskopija
ukljucivati kapsulom, pracenje protoka kroz
formiranje tanko crijevo, enteroskopija,
fistula ili biopsija, MR enterografija
apscesa
Gastroduodenum  Anoreksija, gubitak Rijedak oblik 5% Ezofagogastroduodenoskopija,
tezine, mucnina, Moze doci do pracenje protoka kroz tanko
povracanje opstrukcije crijevo, enteroskopija
crijeva

CT = kompjuterizirana tomografija; MR = magnetska rezonancija

* Ucestalost Crohnove bolesti s obzirom na lokaciju razlikuje se s obzirom na razlicite studije (vidi str.23,
referenca no. 4). Modificirano prema: Wilkins T, et al. Diagnosis and management of Crohn's disease. Am
Fam Physician. 2011; 84(12):1365-75., (82).

Kroni¢ni ili povremeni proljev zbog smanjene apsorpcije i povecane sekrecije elektrolita
u upaljenim segmentima crijeva javlja se u ~ 90% oboljelih te predstavlja najucestaliji
simptom aktivne bolesti. Do dijareje moze do¢i i uslijed tzv. prekomjernog rasta
mikroorganizama u tankom crijevu (SBBO; engl. Small bowel bacterial overgrowth;
uglavnom kod opstruktivne bolesti) ili uslijed smanjene apsorpcije zu¢nih kiselina u

terminalnom ileumu $to moze dovesti i do nastanka steatoreje (2, 4, 82).

Bol se javlja kao pocetni simptom u 60-70% bolesnika, ¢esto nakon uzimanja hrane a
smiruje se nakon defekacije. Umjerene je ja¢ine a moze biti stalna ili u obliku kolika te je
Cesto lokalizirana je u srediSnjem i donjem dijelu trbuha. Smatra se da je posljedica
kroni¢nog suZenja crijeva upalnim procesom (najceS¢e ileuma) te moze oponaSati
klinicku sliku akutnog apendicitisa (2, 4, 82). Prolijevaste stolice obi¢no su bez primjesa
krvi, a ako rektum nije zahvaéen boleS¢u nisu pracene tenezmima. Krvarenje je manje
izraZzeno (40%) u odnosu na ulcerozni kolitis (83-95%) (2, 4, 82). Moze biti u rasponu od
okultnog do teskog krvarenja. Pojavljuje se u polovice bolesnika s kolitisom te u manje
od Cetvrtine bolesnika s ileokolitisom, dok je masivno krvarenje vrlo rijetko: ~ 0,9 - 6 %

pacijenata (2, 4, 82).
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Povisena tjelesna temperatura niskog intenziteta je Ceto prisutna kao odraz upalnog
procesa dok vrudica povecanog intenziteta moze nastati kao rezultat intra-abdominalnih
apscesa i sekundarne infekcije u penetrantnom obliku bolesti (2, 4, 82). Gubitak tjelesne
tezine najces$ée posljedica anoreksije 1 proljeva, a rjede prave malapsorpcije (2, 4, 82).
Zastoj u rastu predstavlja ¢estu komplikaciju kod pedijatrijskih bolesnika (~30% kod
inicijalne dijagnoze) a u sveukupnoj skupini njime je pri inicijalnoj prezentaciji
obuhvaceno 7-56% bolesnika (u odnosu na 0-10% bolesnika sa ulceroznim kolitisom) (2,
4, 82). Kao $to je ve¢ spomenuto, bolest obiljezavaju periodi aktivne bolesti koji se
izmjenjuju s asimptomatskim razdobljima u trajanju od nekoliko tjedana ili mjeseci.
Prema nekim podacima oko 1/2 bolesnika nalazi se u remisiji bolesti (2). Unutar prvih 8
godina od inicijalne dijagnoze otprilike 13% bolesnika imat ¢e tijek bolesti bez
simptomatskih egzacerbacija/relapsa dok ¢e 20% bolesnika iskusiti relaps svake godine, a
kod 67 % bolesnika periodi¢no ¢e se izmjenjivati razdoblja relapsa i remisije (2). Pri
tome pacijenti koji su u remisiji bolesti imaju 80% Sansi da u njoj ostanu i u nerednoj
godini, dok pacijenti s aktivnim stanjem bolesti imaju 70% Sansi da ostanu u toj fazi i

naredne godine (2).

Dugotrajni tijek bolesti praéen je brojnim intestinalnim i ekstraintestinalnim
komplikacijama, od kojih su neke toliko su Ceste da se ponekad promatraju kao sastavni
dio klinicke slike. Od intestinalnih komplikacija najznacajnije su opstrukcija crijeva (20-
30% bolesnika; posljedica fibroze crijevne stijenke i posljedi¢ne stenoze koje mogu
dovesti do potpunog prekida prolaska crijevnog sadrzaja; jedna od glavnih indikacija za
kirurS§ku resekciju crijeva), fistule (enteroenteralne, enterokutane, rektovaginalne,
enterovezikalne), intra-abdominalni apscesi, perianalne lezije te perforacija crijeva (mikro
perforacije i otvorene perforacije) a povecan je i rizik od pojave karcinoma tankog i
debelog crijeva no ova komplikacija nije Cesta kao u ulceroznom kolitisu (kumulativni
rizik karcinoma kolona ~3 % 10 godina i 8% kod 30 godina nakon inicijalne dijagnoze
Crohnove bolesti) (83).

Ekstraintestinalne, izvancrijevne manifestacija (slika 1,5) takoder su ¢esta manifestacija
Crohnove bolesti (~ 25 - 46% bolesnika) (Tablica 1.14) (83).
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Tablica 1.14. Uéestalost pojedinih ekstraintestinalnih komplikacija Crohnove bolesti

Ekstraintestinalne manifestacije Prevalencija (%)
Anemija 9-74
Anteriorni uveitis 17
Aftozni stomatitis 4-20
Zucni kamenci (kolelitijaza) 13-34
Episkleritis 29
Erytema nodosum 2-20
Inflamatorne artropatije 10-35
Nefrolitijaze 8-19
Osteoporoza 2-30
Pyoderma gangrenosum 05-2
Skleritis 18
Venska tromboembolija 10-30

Modificirano prema: Wilkins T, et al. Diagnosis and management of Crohn's disease. Am Fam Physician.
2011; 84(12):1365-75., (82).

Tu izmedu ostalog ubrajamo:

hepatobilijarne komplikacije: primarni skleroziraju¢i kolangitis (1.4-3.5%
bolesnika), perikolangitis, zu¢ni kamenci (kolelitijaza)

hematoloske komplikacije: sideropeni¢na anemija uslijed kroni¢nog gubitka krvi,
megaloblasticna anemija - smanjena apsorpcije vitamina B12, autoimuna
hemoliticka anemija, leukocitoza i trombocitoza, tromboembolijska bolest —
zbog trombocitoze, poviSenja faktora V, faktora VIII i fibrinogena uz snizenje
antitrombina 111)

komplikacije lokomotornog sustava: artralgija, nedestruktivni artritis,
sakroiletitis, ankilozantni spondilitis, baticasti prsti, osteomijelitis zdjelice

o¢ne promjene: iritis /uveitis, episkleritis i konjunktivitis

kozne promjene: erythema nodosum, pyoderma gangrenosum, makulopapulozni
osip, urtikarija i erythema multiforme

promjene unutar usne Supljine: aftozni stomatitis

promjene unutar mokra¢nog sustava: pijelonefritis i urolitijaza

malnutriciju (20-50 % bolesnika): deficit disaharidaza i malapsorpcija
ugljikohidrata, malapsorpcije masti, vitamina B12 i Zu¢nih soli,malapsorpcija
vitamina D i kalcija — dovodi do osteoporoza i malapsorpcija vitamina K- dovodi

do hipoprotrombinemije i hemoragijske dijateze

39



Dijagnoza Crohnove bolesti postavlja se na temelju klinicke slike i ukupnih rezultata

laboratorijskih,

endoskopskih,

radioloskih te nuklearnomedicinskih dijagnostickih

pretraga uz nalaze patohistoloske analize bioptata.

Laboratorijski nalazi korisni su pri dijagnosticiranju oboljenja, procjeni aktivnosti bolesti,

identificiranju komplikacija te praéenju odgovora na terapiju (Tablica 1.15) (2, 4, 82, 84).

Table 1.15 Laboratorijski testovi za procjenu aktivnosti bolesti i pojave komplikacija kod Crohnove

bolesti
Inicijalno Naknadna
Kategorija Test testiranje testiranja Komentari
Optenito Broj bijelih krvnih stanica v Povecan kod upalne reakcije i/ili infekcije ili
(WBC, engl. white blood cells) sekundarno kod uporabe glukokortikoida
Smanjen sa uporabom 6-merkaptopurina i
azatioprina (Imuran)
Hemoglobin i hematokrit v v Anemija
Reaktanti Broj trombocita v v Povecan kod upalne reakcije li smanjen ulije terapije
akutne faze (npr. azatioprin)
C-reaktivni protein v v Ukoliko su povecani mogu korelirati sa aktivno$éu
Razina sedimentacije eritrocita bolesti
Analiza stolice Kultura uzorka stolice, analiza v v Kako bi se iskljucili infektivni uzrocnici bolesti
prisutnosti parazita i toksina
Clostridium difficile
Nutricijski Zeljezo, feritin, vitamin BI2, v Smanjena apsorpcija ili povecan gubitak Zeljeza dovodi
status folat; ukupni kapacitet vezanja do
Zeljeza anemije.
Razina albumin i pre-albumin 4 Smanjen kod loseg nutricijskog statusa te kod
enteropatija
sa gubitkom proteina
Razina vitamina D i kalcija v Sekundarno smanjenje zbog malapsorpcije,
resekcije
tankog crijeva ili utjecaja koritkosteroida na
metabolizam vitamina D.
Mijeri se kod inicijacije terapije kortikosteroidima
Komplikacije Jetreni funkcionalni testovi v v Da se iskljuci sklerozirajuéi kolangitis, pracenje
nezeljenih nuspojava terapije
Detekcija razine krvi, nitrata i 4 4 Pracéenje bubreznih funkcija
kreatinina u urei
Dijagnoza Razina fekalnog laktoferina i v Surogatni biljeg za upalu crijeva. MoZe posluZiti za
kalprotektina razlikovanje Crohnove bolesti i iritabilnog sindroma
crijeva. Povecani kalprotektin predstavija pouzdan
indikator relapsa Crohnove bolesti (senzitivnost
80 %, specificnost 90.7 %, pozitivni LR (engl.
likelihood
Ratio) 1.9; negativni LR 0.04)
Antitijela na porine vanjske 4 Razlikovanje Crohnove bolesti i ulceroznog kolitisa

membrane E. coli i S.
cerevisiae; perinuklearna
antineutrofilna citoplazmatska
protutijela (PANCA)

Modificirano prema: Wilkins T, et al. Diagnosis and management of Crohn's disease. Am Fam Physician.
2011; 84(12):1365-75., (82).
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Endoskopske (Tablica 1.13) i radioloske (Tablica 1.16) pretrage [kontrastna radiografija:
barium enema; SBE (engl. Small bowel enteroclysis) SBFT (engl. Small bowel follow -
through); CT - kompjuteriziranu tomografiju; MRI - magnetsku rezonancu (engl.
Magnetic resonance imaging); ultrasonografija] uz histolosku analizu bioptata su
najznacajnije za postavljanje dijagnoze, utvrdivanje anatomske distribucije upalnog
procesa i identificiranje intestinalnih komplikacija kao i za utvrdivanje ekstraintestinalnih
manifestacije bolesti (4, 82, 85).

Tablica 1.16 Uobicajene radioloske pretrage Kkoje se koriste za dijagnosticiranje upalnih bolesti crijeva
*

Test Senzitivnost Specificnost Pozitivni Negativni Pozitivna Negativna
(%) (%) LR77 LR77 prediktivna prediktivna

vrijednost vrijednost (%) 1
(%) 1

Kompjuterizirana 84.3 95.1 3.8 0.03 79.0 96.5

aksijalna tomografija

MRI 93.0 92.8 2.8 0.02 73.9 98.3

Scintigrafija 87.8 84.5 1.2 0.03 55.4 96.9

Ultrasonografija 89.7 95.6 4.4 0.02 81.6 97.5

BILJESKA: pretpostavljena prevalencija od 0.18% odnosno ~ 1 u 556
*—O0buhvacéa Crohnovu bolest i ulcerozni kolitis.
F—Izracunato iz senzitivnosti i specificnosti

J—Ponderirano s obzirom na prevalenciju

Moadificirano prema: Wilkins T, et al. Diagnosis and management of Crohn's disease. Am Fam Physician.
2011; 84(12):1365-75., (82).

Kao i u slucaju ulceroznog kolitisa definiranje tezine i stupnja upalne aktivnosti
Crohnove bolesti je od izuzetne vaznosti te o tome uvelike ovisi terapijski pristup

pacijentu.

Kao i u slucaju ulceroznog kolitisa za utvrdivanje tezine oboljenja potrebno je utvrditi:
e Utjecaj oboljenja na bolesnike: klinicki simptomi, PROMs (engl. Patient reported
outcomes), kvaliteta zivota te stupanj invaliditeta
e Upalno optereenje: prosirenost, anatomska lokalizacija i ozbiljnost upale u
danom trenutku, razina CRP-a...

e Tijek bolesti, ukljucujuéi strukturna ostecenja

No ovdje treba imati na umu da ovi parametri nisu medusobno isklju¢ivi pa korelacije i

medusobne interakcije pojedinih parametara nisu nuzno proporcionalne (slika 1.16).
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Impakt na pacijenta

+ Simptomi

« Kvaliteta Zivota

+ Slabost
+ Invaliditet

Upalno opterec¢enje

« CRP

« Lezije sluznice

« Ukljudenost UGI trakta®
« ProSirenost bolesti

Komplikacije tijeka bolesti

« Oitecenje crijeva™
« Resekceija crijeva
« Perianalne bolesti ®

« Relapsi
« Ekstraintestinalne
manifestacije

Impakt na
pacijenta
Impakt na pacijenta
Upalno
opterecenje
Komplikacije

tijeka bolesti

Upalno

optereéenje

Komplikacije
tijeka bolesti

Slika 1.16 Meduodnos parametara koji odreduju teZinu bolesti. (4) Kod odredivanja ozbiljnosti/tezine
pojedine IBD bolesti vazno je odrediti impkat bolesti na pacijente,upalno opterecenje i tijek bolesti. No ovVi
parametri nisu medusobno iskljucivi te da korelacije i medusobne interakcije pojedinih parametara nisu
nuzno proporcionalne. (B) Primjer meduodnosa navedenih parametara kod hipotetskog pacijenta sa
asimptomatskim ekstenzivnim CD ileitisom i umjereno aktivnim endoskopskim lezijama- upaino optereéenje
ima najveci utjecaj na ozbiljnost bolesti. (C) Primjer meduodnosa navedenih parametara kod hipotetskog
pacijenta sa izoliranom, kratkom ilealnom strikturom povezanom sa opstruktivnim simptomima — Impkat na
pacijenta ima najvedi utjecaj na ozbiljnost bolesti. UGI- gornji probavni trakt (engl. Upper gastrointestinal
tract), * Samo u slucaju Chronove bolesti. Modificirano prema: Peyrin-Biroulet L, et al. Defining Disease
Severity in Inflammatory Bowel Diseases: Current and Future Directions. Clin Gastroenterol Hepatol.
2016; 14(3):348-354.e17., (86).

Najstariji pokusaj ocjene aktivnosti bolesti baziran na klinickim i biokemijskim
parametrima - Indeks aktivnosti Crohnove bolesti - CDAI (engl. Crohn’s disease activity
index) razvijen je 1979 godine (60, 83, 87). Njime su, na osnovu 8 izabranih
prediktorskih varijabli te zbroju njima pridruzenih bodova, definirane 3 kategorije
aktivnosti bolesti: blaga (150-220 bodova), umjereno aktivna (220-450 bodova) i teska
(>450 bodova) bolest (Tablica 1.17) (60, 83, 87).
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Tablica 1.17 Indeks aktivnosti Crohnove bolesti - CDAI (engl. Crohn’s disease activity index)

Varijabla Klinicki nalaz Koeficijent
Broj tekuc¢ih/mekanih stolica tijekom 7 dana X2
Bol u abdomenu tijekom 7 dana X5

0 = odsutna

1 =blaga

2 = umjerena

3 = teska

OpCéenito stanje tijekom 7 dana X7

0 = dobro

1 = umjereno

2 = loSe

3 =vrlo lose
4 = izrazito lose

Ekstraintestinalne komplikacije Broj komplikacija x 20
Artritis/artralgije
iritis/uveitis
Erytema nodosum
pyoderma gangrenosum
Aftoidni stomatitis
Analne fisure/fistule/apscesi
Ostale fistule
Febrilnost tijekom prethodnog tjedna visa od 37,2 °C

Opijati kao terapija proljeva tijekom 7 dana x 30
0=ne
l=da

Palpabilne abdominalne mase 0=ne x 10
1 = upitno
5 = sigurno

Hematokrit (Hct) Oc¢ekivani-opazeni Het X6

Muskarci: 47 opazeno
Zene: 42 opazeno

Tjelesna teZina Idealno/opazeno
1- (idealno/opazeno) x 100 x] (NE <—1

Remisija: <150

Odgovor na terapiju: smanjen >70 (>100 u novijim klinickim testiranjima)

Blaga bolest: 150-220; < 10% gubitka teZine - bez nalaza opstrukcije, povisene temperature,
rezistence trbuhu ili napinjanja stjenke,- CRP najcesée povisen iznad donje granice

Umjerena bolest: 220-450; intermitentno povracanje - gubitak tezine >10% - nedjelotvorno lijecenje
za blagu bolest - nema znakova opstrukcije - CRP najcesce povisen iznad donje granice

Teska bolest: >450; - kaheksija, BMI<18kg/m? ili nalaz opstrukcije ili apscesa — perzistiranje

tegoba unatoc intenzivnom lijecenju - povisen CRP

Modificirano prema: Mazza M , et al. Clinical Presentation of Crohn’s Disease. In: Giuseppe Lo Re,
Massimo Midiri, editors. Crohn’s Disease: Radiological Features and Clinical-Surgical Correlations.
Springer International Publishing Switzerland 2016, (83).



No CDAI indeks je kompliciran za izraCunavanje, zahtijeva vodenje dnevnika od strane
pacijenta, vecu tezinu pridaje simptomima dijareje (Cesto prouzroceni uzrocima razlicitim
od upalne reakcije), nije prikladan za pacijente sa stomom te nije validiran za procjenu

aktivnosti bolesti kod operiranih pacijenata (9, 60, 86).

Nesto kasnije razvijeni je relativno jednostavniji Harvey-Bradshaw indeks - HBI [prati
samo 5 (opce stanje bolesnika; bol u trbuhu; ekstraintestinalne komplikacije; broj stolica
na dan; palpabilne abdominalne mase) Klinickih varijabli (za razliku od CDAI ne prati
vrijednosti za BMI, hematokrit i medikamente za terapiju dijareje); biljezi samo
simptome unutar zadnja 24 sata] takoder ima problem objektivnog vrednovanja opéih
klinickih varijabli te poput CDAI indeksa lose korelira sa parametrima mukozne upale
(60, 86, 88).

Tablica 1.18 Harvey-Bradshaw jednostavni indeks (HBI) aktivnosti Crohnove bolesti

Varijabla Klini¢ki nalaz Koeficijent

Opée stanje Dobro
Srednje
Lose
Vrlo lose
I1zrazito lose

A wWNEFE O

Bol u abdomenu nema
blaga
umjerena
ozbiljna

W NPk O

Broj tekuéih stolica Svaka stolica 1 po stolici

Palpabilne abdominalne mase Nema
Nesiguran nalaz
Siguran nalaz
Siguran nalaz uz bolnost

[OVI \Cl o ]

Ekstraintestinalne manifestacije Artralgija 1 po varijabli
Uveitis
Erythema nodosum
Aftozne ulceracije
Pyoderma gangrenosum
Analne fisure
Nove fistule
Apscesi

Remisija: <5

Blaga bolest : 5-7
Umijerena bolest : 8-16
Teska bolest : >16

Modificirano prema: Mazza M , et al. Clinical Presentation of Crohn’s Disease. In: Giuseppe Lo Re,
Massimo Midiri, editors. Crohn’s Disease: Radiological Features and Clinical-Surgical Correlations.
Springer International Publishing Switzerland 2016, (83).
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S vremenom su razvijeni i indeksi za:

e ocjenu aktivnosti Crohnove bolesti tijekom razli¢itih klinickih studija poput
primjerice The Therapeutic Goals Score, The Cape Town Index, indeks Svjetskog
gastroenteroloskog drustva (engl. OMGE Index; The index of the Organisation
Mondialede Gastro-Entérologie) (60, 86, 89-91);

e indeksi koji kombiniraju klinicke i laboratorijske parametre koji koreliraju s
upalnim parametrima bolesti [VHI- Van Heesov indeks (Nizozemski indeks)] (60,
86),

e indeksi aktivnosti koji kvantificiraju simptome Crohnove bolesti vezane uz pojavu
fistula [Perianalni indeks aktivnosti Crohnove bolesti (PDAI, engl. Perianal
Disease Activity Indeks); Fistula Drainage Assessment (Kklasificiranje otvorenih,
aktualno secernirajucih ili zatvorenih enterokutanih ili perianalnih fistula)] (60,
86, 92-94).

Zbirni prikaz najvaznijih indeksa aktivnosti temeljenih na klinickim i biokemijskim

parametrima prikazan je u tablici 1.19 (60, 95).

Tablica 1.19 Zbirni prikaz klini¢kih indeksa aktivnosti Crohnove bolesti temeljenih na klini¢kim i
biokemijskim parametrima

CDAI HARVEY-BRADSHAW  VHI OXFORDSKI CAPE TOWN
INDEKS INDEKS INDEKS

Bol u trbuhu

Praznjenje stolice
Perianalne komplikacije
Druge komplikacije
Palpabilne mase

>
>

Tjelesna tezina

Razina hemoglobina

XX X X X X X X
X X X X X X X X

Opée stanje

terapija proljeva

BMI (Quetelet indeks)
Temperatura
Serumski albumin

ESR (sedimentacija
eritrocita)

Spol

Resekcija crijeva X

Napetost trbuha X X
Fistule X

> X X X X X
< X X X
>
>

>

Modificirano prema: Naber AH, de Jong DJ. Assessment of disease activity in inflammatory bowel disease;
relevance for clinical trials. Neth J Med. 2003; 61(4):105-10., (95).
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Budu¢i da Crohnova bolesti ima direktni utjecaj na kvalitetu Zivljenja bolesnika i ovdje

se, kao i kod ulceroznog kolitisa, kao jedna od metoda procjene aktivnosti bolesti koriste

upitnici za definiranje kvalitete zivljenja bolesnika kao $to su CUCQ-8 ( engl. Crohn’s

Ulcerative Colitis Questionnaire- 8) SIBDQ (engl. Short inflammatory bowel disease

questionnaire) te IBD kontrolni upitnik (Tablica 1.20) (60, 86, 96-103).

Tablica 1.20 Grani¢ne vrijednosti za procjenu aktivnosti IBD (Crohnova bolest i ulcerozni kolitis)
bolesti na osnovi PROMs (engl. Patient-Reported Outcome Indices)

Upitnik Parametri koji se procjenjuju Bodovanje Prag ozbiljnost bolesti
IBDQ 32 pitanja povezana sa intestinalnim  Svako pitanje boduje se po Likertovoj  Granicna vrijednost od 168
simptomima, sistemskim simptomima,  skali od 1 (najgore) do 7 (najbolje), sto  bodova je prediktor
emocionalnom i socijalnom  daje ukupni zbir od 32-224 (36-252 u  CDAI-definirane remisije
funkcionalnoséu bolesnika prosirenoj verziji upitnika) Crohnove bolesti
Dostupna i prosirena verzija sa 36 Granicna vrijednost od
pitanja 205 bodova je
pacijent - definirana
remisija ulceroznog kolitisa
U prosirenom upitniku
granicna vrijednost od
209 bodova je
prediktor normalne
kvalitete Zivota prema
EQ-5D
Manitoba IBD Skala pojedinacnih stavki povezana s  Skala od 6 razina koje se krecu od A -  Bolest se smatra
Indeks subjektivnim izvjeStavanjem pacijenta  moja bolest je konstantno aktivna, do F —  aktivnom ako pacijent

Numericka skala za
procjenu

IBD—Kontrolni
Upitnik

0 postojanju  simptoma  unutar

prethodnih 6 mjeseci

Skala pojedinacnih stavki povezana s
subjektivnim izvjeStavanjem pacijenta
0 sveukupnoj percepciji zdravlja

13 Kategorickih stavki vezanih uz
kontrolu bolesti, zadovoljstvo
terapijom, bol, energiju, emocionalnu
i socijalnu funkcionalnost bolesnika
100-mm VAS u kom pacijenti
rangiraju percipirani nivo kontrole
bolesti

osjecao/osjecala  sam se dobro u
posljednjih 6 mjeseci §to smatram
remisijom bolesti odnosno odsustvom
simptoma

Skala od 11 tocaka u rasponu od 0- lose
kao da sam mrtav/mrtva, do 10- odlicno
zdravstveno stanje

Skala u rasponu od 0-16, gdje veci zbir
bodova indicira bolju kontrolu bolesti

VAS se krece u rasponu od 0 (kompletna
kontrola) do 100 (najlosija kontrola)

ima simptome >1-2
dana /mjesecu (zbir bodova
,a—d)

Pacijenti koji vjeruju da se
nalaze u remisiji bolesti
imaju na bodovnoj skali
zbirni broj bodova od > 6

Granicna vrijednost
od 13 bodova na
upitniku i 85 bodova
na VAS identificira
pacijente sa mirujucim
stadijem bolesti o

EQ-5D = EuroQol-5D; IBDQ = IBD upitnik; VAS = engl. visual analog scale

Modificirano prema: Peyrin-Biroulet Let al. Defining Disease Severity in Inflammatory Bowel Diseases:
Current and Future Directions. Clin Gastroenterol Hepatol. 2016; 14(3):348-354.e17., (86).
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S obzirom da endoskopija s ciljanim uzimanjem bioptickih uzoraka sluznice predstavlja
zlatni standard za odredivanje lokacije, intenziteta i rasirenosti upalnog procesa i literaturi
se navodi niz endoskopskih indeksa za procjenu aktivnosti Crohnove bolesti od kojih su
najpoznatiji:

e Endoskopski indeks aktivnosti Crohnove bolesti - CDEIS (engl. Crohn’s Disease
Endoscopic Index of Severity) (Tablica 1.21).

e Jednostavni endoskopski bodovni system za Crohnovu bolest - SES-CD (engl.

Simple Endoscopic Score for Crohn’s Disease) (Tablica 1.22).

e Endoskopski bodovni sistem za postoperativni relaps bolesti [engl. Endoscopic
scoring system for postoperative recurrence (Rutgeerts score)] (tablica 1.23) (60,
104-107).

Tablica 1.21 Endoskopski indeks aktivnosti Crohnove bolesti - CDEIS

Rektum Sigma i L kolon Transverzum D-kolon lleum Zbroj
Duboke ulceracije (12 ako ih ima) 1.
Povrine ulceracije (12 ako ih ima) 2.
Povrsina sluznice zauzeta bolesc¢u (cm) 3.
Povrsina sluznice zauzeta ulceracijama (cm) 4.
Suma 1 + suma 2 + suma 3 + suma 4 = A
Broj segmenata kompletno ili djelomicno pregledan = N
Suma A/n = B
Ako postoji ulcerirana stenoza na bilo kojem mjestu dodaj 3 = C
Ako postoji neulcerirana stenoza na bilo kojem mjestu dodaj 3 = D

ZbrojB+C+D = CDEIS

Raspon bodovne skale: 0-44.
Teska bolest: CDEIS >12.
Umjerena bolest: CDEIS = 9-12.
Blaga bolest: CDEIS = 3-9.
Remisija: CDEIS = 0-3.

Ocjena ovisi o varijablama (povrsinske ulceracije, duboke ulceracije, povrsina pojedinog segmenta zauzeta
boleséu i povrSina segmenata zauzeta ulceracijama u reprezentativnih 10 cm svakog segmenta) u 5
crijevnih segmenata (terminalni ileum, uzlazni kolon, poprecno debelo crijevo, silazni kolon i sigmoidni
kolona ili rektum). Duboke ulceracije (0 odsutno; 12 prisutno); povrsinske ulceracije (0 odsutno; 6
prisutno); PovrSina zahvacena boleséu (0-10); povrsina zahvacéena ulceracijama (0-10),; ulcerirajuée
stenoze (0 odsutno; 3 prisutno);neulcerirajuce stenoze (0 odsutno; 3 prisutno). Postotak povrsine
zahvaéene ulceracijama i povrSine segmenata zauzetih boleséu rangira se od 0 (nema lezija ili nema
ulceracija) do 10 (lezije i ulceracije zahvaéaju 100% povrsine analiziranog segmenta)Modificirano prema:
Al-Bawardy B, et al. Endoscopic and Radiographic Assessment of Crohn's Disease. Gastroenterol Clin
North Am. 2017; 46(3):493-513.
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Tablica 1.22 Jednostavni endoskopski bodovni system za Crohnovu bolest - SES-CD

lleum D-Kolon transverzum L-kolon rektum Zbroj

Veli¢ina Odsutno 0
Ulceracije
(dijametar)

Aftozni ulkusi, 0.1-0.5 cm 1

Veliki ulkusi, 0.5-2 cm 2

Vrlo veliki ulkusi, >2 cm 3
Povrsina Nema 0
ulceracije

<10% segmenta 1

10-30% segmenta 2

>30% segmenta 3
Zahvacena Nema 0
povrsina

<50% segmenta 1

50-75% segmenta 2

>75% segmenta 3
Prisustvo stenoza Nema 0

Jedna, moze se proci 1

Vise, mogu se proci 2

Nemoguc prolaz, prava 3

stenoza

Total SES-CD=
Raspon bodovne skale: 0-56.
Teska bolest: SES-CD > 16.
Umjerena bolest: SES-CD = 7-15.
Blaga bolest: SES-CD = 3—6.
Inaktivna bolest: SES-CD < 2.

Zbir bodova za svaku varijablu iznosi od 0 - 15, osim za stenozu, gdje varira od 0 -11, zato Sto predstavija
stenozu kroz koju se ne moze provuci endoskop te se stoga moze opaziti samo jednom. Modificirano
prema: Lamb CA, et al. British Society of Gastroenterology consensus guidelines on the management of
inflammatory bowel disease in adults. Gut. 2019 Dec; 68(Suppl 3):51-s106., (9).

Tablica 1.23 Endoskopski bodovni sistem za postoperativni relaps bolesti [engl. Endoscopic scoring
system for postoperative recurrence (Rutgeerts score)].

Stupanj Endoskopski nalaz

0 Bez lezija u distalnom ileumu

1 <5 aftoidnih lezija

3 Difuzni aftoidni ileitis s difuzno inflamiranom mukozom

4 Difuzna inflamacija s veéim ulkusima, nodularitetom ili suzenjima

Postoperativna pojava bolesti: Rutgeerts = 2 — 4. Modificirano prema: 107. Al-Bawardy B, et al.

Endoscopic and Radiographic Assessment of Crohn's Disease. Gastroenterol Clin North Am. 2017;
46(3):493-513., (107).
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Osim njih postoje i tzv. SBCE (engl. Small bowel capsule endoscopy) endoskopskKi
indeksi poput Lewisovog (LS; engl. Lewis score) i CECDAI (engl. Capsule Endoscopy
Crohn’s Disease Activity Indeks; Niv score) indeksa koji se koriste za kvantifikaciju

upalne reakcije u tankom crijevu (108, 109).

Neki od navedenih indeksa (CDAI, CDEIS, SES-CD i van Hees indeks) dobro koleriraju
sa vrijednostima pojedinih biomarkera za razlikovanje aktivnog od neaktivnog oblika
Chronove bolesti poput primjerice serumskih vrijednosti CRP-a te fekalnih vrijednosti
kalprotektina, laktoferina i neopterina (Tablica 1.24).

Tablica 1.24 Preciznost pojedinih biomarkera u predvidanju aktivnosti ili ozbiljnosti Chronove bolesti

Biomarker Referenca Pacijenti Procjena Grani¢na Senzitivnost Specifi¢nost, Pozitivna Negativna
aktivnosti/ozbiljnosti vrijednost % % prediktivna prediktivna
bolesti vrijednost % vrijednost,
%
CRP 110 150 van Hees <4 mg/L 44 100 100 66
Indeks<150
CDAI <220 <4 mg/L 49 88 90 46
111 103 CDAI <220 <19 mg/L 76 56
112 7 CDEIS <3 <5 mg/L 48 91 91 48
113 122 SES-CD <4 <5 mg/L 68 58 88 29
114 64 SES-CD <2 <3 mg/L 50 24
115 78 SES-CD <2 <5 mg/L 46 86 78 61
Fekalni 112 7 CDEIS <3 <200 ng/g 70 92 94 61
Kalprotektin CDEIS 3-9 <1000 ng/g 69 93 82 87
114 64 SES-CD <2 <94 ug/g 84 74
113 122 SES-CD <4 <70 ng/g 89 72 88 76
116 87 Nema ulkusa <250 ug/e 52 83 89 38
Nema ulkusa >5 <250 ug/g 60 80 78 62
mm
CDEIS <3 <250 ug/g 94 62 49 97
115 78 CDEIS <3 <250 ng/g 71 78 79 71
Fekalni 112 7 CDEIS <3 <10 ug/g 66 92 94 59
laktoferin CDEIS 3-9 <50 ug/g 65 96 87 83
Fekalni 115 78 SES-CD <2 <200 74 73 73 74
neopterin pmol/g

Moadificirano prema: Peyrin-Biroulet L, et al. Defining Disease Severity in Inflammatory Bowel Diseases:
Current and Future Directions. Clin Gastroenterol Hepatol. 2016; 14(3):348-354.e17., (86).

Postoje takoder i razli¢iti radioloski indeksi za procjenu aktivnosti Crohnove bolesti kao
Sto su:

e MaRIA (engl. Magnetic resonance index of activity), CDMI (engl. Crohn’s

disease MRI indeks; London)

e MEGS (engl. Magnetic resonance enterography global score)

e Nancy indeks

e Clermont-Ferrand Indeks (engl. Clermont Score)

e MR-score-S (engl. Segmental magnetic resonance score)

¢ MRI bodovni indeks za evaluaciju perianalnih fistula te
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e MR bodovni sustavi za procjenu aktivnosti Chronove bolesti terminalnog ileuma

(60, 76, 117-119).

Od trenutno postojeéih ultrazvuénih indeksa (procjena aktivnosti bolesti s obzirom na

debljinu crijevne stijenke i intenzitet krvnog optoka; manje raSirena primjena izvan

Europe) za procjenu aktivnosti Crohnove bolesti u literaturi se navode:

e Limbergov indeks (najraSirenija primjena)
e SLIC (engl. Sonographic lesion index for CD) te
e Le"mannov indeks (76, 117-119).

Prednosti i nedostaci endoskopskih i radioloskih pretraga u pracenju aktivnosti Crohnove

bolesti prikazani su u tablici 1. 251 1.26

Tablica 1.25 Prednosti i nedostaci endoskopskih pretraga u pracenju aktivnosti Crohnove bolesti

Prednosti Nedostaci
ileokolonoskopija
e Direktna procjena izljecenja sluznice e Invazivnost
o Mogucnost uzimanja bioptata za histologiju e Priprema crijeva
e Validirani  indeksi  aktivnosti  bolesti e Trosak 3
(CDEIS/SES-CD/Rutgeertsov Indeks) ® Nemogucpost trc'znsmt'lral:?.e evaluqcue .
o Nemogucnost vizualizacije proksimalnog ileuma

e Predikcija rizika od
- Relapsa
- Otpornosti na terapiju
- Operacije
- Postoperativnog relapsa

SBCE (engl. Small bowel capsule endoscopy)

e Kompletna vizualizacije sluznice tankog .
crijeva

e Manje invazivna  od  klasi¢ne .
endoskopije .

Visoki dijagnosticki efekt za procjenu
malih lezija sluznice

Nedavno razvijeni indeksi za procjenu
ozbiljnosti bolesti (CECDAI i Lewisov
indeks)

Kontroverzne definicije izljecenja sluznice (parcijalno vs.
kompletno izljecenje sluznice)

Indeksi ozbiljnosti bolesti zahtijevaju daljnju
validaciju na vecem broju pacijenata

Nemogucnost uzimanja bioptata za histolosku analizu
Trosak

Priprema crijeva

Nemogucnost transmuralne evaluacije

Nije svugdje dostupno

CDEIS - engl. Crohn’s Disease Endoscopic index of Severity; SES-CD -

engl. Simple Endoscopic Score for Crohn’s Disease

Modificirano prema: D'Inca R, Caccaro R. Measuring disease activity in Crohn's disease: what is currently
available to the clinician. Clin Exp Gastroenterol. 2014;7:151-61., (119).
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Tablica 1.26 Prednosti i nedostaci radioloskih pretraga u praéenju aktivnosti Crohnove bolesti

Prednosti Nedostaci
MRI
e Evaluacija tankog crijeva i kolona e Trosak

e Perianalna evaluacija
e Procjena of transmuralne i ekstramuralne

Vremenski zahtjevno
Nije svugdje dostupno

aktivnosti e Zahtijeva distenziju crijevai upotrebu oralnog i/ili
o Validirani indeksi aktivnosti (MaRiA/CDMI) rektalnog kontrasta
* Nema zracenja e Zahtjeva intravenozni kontrastni medij
CcT
e Evaluacija tankog crijeva i kolona o IzloZenost zracenju
e Procjena of transmuralne i ekstramuralne aktivnosti e Nepostojanje validiranih indeksa

o dostupnost

Zahtijeva distenziju crijevai upotrebu oralnog i/ili
rektalnog kontrasta
Zahtjeva intravenozni kontrastni medij

Ultrazvuk
e Evaluacija terminalnogileuma i kolona

e Procjena of transmuralne i ekstramuralne transverznog kolona, rektuma

aktivnosti Limitirano plinom ispunjenim crijevom, pretiloscu
Tocnost ovisna o iskustvu operatera
Indeks aktivnosti (SLIC) zahtijeva daljnju evaluaciju

Ogranicena procjena proksimalnog ileuma, jejunuma,

e Nema zracenja

e Neinvazivnost

e Mogucnost upotrebe Doppler i tzv, tehnike
pospjesena  kontrasta (engl. contrast
Enhanced techniques)

CDMI- engl. Crohn’s Disease MRi index; CT, -end. computed tomography; MaRiA - engl. Magnetic Resonance index of Activity; MRI-
engl. magnetic resonance imaging; SLIC- engl. sonographic lesion index for CD

Moadificirano prema: D'Inca R, Caccaro R. Measuring disease activity in Crohn's disease: what is currently
available to the clinician. Clin Exp Gastroenterol. 2014;7:151-61., (119).

Noviji podaci ukazuju na ¢injenicu da mikroskopska podrucja upalne reakcije mogu biti
prisutna i u biopsijskim podruc¢jima koja endoskopski odaju izgled mirujuce bolesti (i do
1/3 bolesnika) te da se prisutnost subklini¢kih, mikroskopskih upalnih lezija moze dovesti
u vezu sa ve¢om ucestalos¢u klinickog relapsa bolesti, formiranja striktura, penetracija i

potrebe za operativnim zahvatom (118, 120-125).

No, za razliku od ulceroznog kolitisa histoloski indeksi za procjenu aktivnosti Crohnove

bolesti manje se koriste u svakodnevnoj klini¢koj praksi (120, 121).

Tomu je razlog vise prakti¢nih i konceptualnih ¢injenica. Neki dijelovi crijeva nedostupni
su za uzimanje bioptata bilo zbog razvijene stenoze ili zbog same endoskopske tehnike

koja se koristi u dijagnostici pacijenta (primjerice endoskopija kapsulom) (120, 121).
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Nadalje procjena histoloske aktivnosti otezana je diskontinuiranom i transmuralnom
(moze se procijeniti samo u resekcijskim uzorcima) prirodom upalne reakcije, a dostupan
je 1 ograni¢en broj pokazatelja koji ukazuju na Cinjenicu koje histoloske karakteristike

uzorka su najoptimalnije za potvrdu postojanja aktivnog upalnog procesa (120, 121).

Trenutno je u literaturi je opisano 14 razli¢itih numerickih histoloskih indeksa za
procijenu aktivnosti Crohnove bolesti od kojih su najpoznatiji CGHAS (engl. Colonic
Global Histologic Disease Activity Score) i IGHAS (engl. lleal global histologic disease
activity score) (60, 118, 120).

No zbog njihove kompleksnosti i nedostatka dokaza koji koreliraju histolosku aktivnost
sa ishodom bolesti niti jedan od njih se trenutno ne preporuca za rutinsku uporabu u

klini¢koj praksi.

Preklapaju¢i modaliteti za procijenu aktivnosti Chronove bolesti i ulceroznog kolitisa

prikazani su na slici 1.17.
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Progresivni tijek bolesti

Upalna reakcija

Kwvaliteta Zivota

Klinicki simptomi

Ucinak na pacijenta

Slika 1.17 Klini¢ki modaliteti koji se koriste u procjeni aktivnosti Crohnove bolesti i ulceroznog kolitisa.
Modificirano prema: Walsh AJ, et al. Current best practice for disease activity assessment in IBD. Nat Rev
Gastroenterol Hepatol. 2016;13(10):567-79., (118).
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1.2. INCIDENCIJA | PREVALENCIJA UPALNIH BOLESTI CRIJEVA

Ulcerozni kolitis predstavlja prvi oblik upalnih bolesti crijeva koji je prepoznat kao
samostalni entitet. No premda je Samuel Wilks bio prvi lije¢nik koji je upotrijebio izraz
ulcerozni kolitis (1859), opisi nezarazne kroni¢ne dijareje sezu daleko u doba Rimskog
carstva i anticke Grcke (126-129). Nasuprot tome prvi opis Crohnove bolesti
(ileokolitisa), potjece od Fabryja (Wilhelm Fabry = Gullielmus Fabricius Hildenus;1612)
i G. B. Morgagnija (1769; ,De Sedibus et Causis Morborum®), a sama bolest se kao
zasebni entitet spominje tek 1932 (126-129). No to ne znaci da se ulcerozni kolitis
pojavio prije Crohnove bolesti ve¢ je naprosto rije¢ o tome da su obje forme upalnih
bolesti crijeva pogadale svjetsko stanovnistvo (Slika 1. 18) mnogo prije no §to ih je
suvremena medicinska znanost bila u stanju detaljnije prepoznati i medusobno razlikovati
(126-129).

Ulcerozni kolitis Crohnova bolest

Hipokrat opisuje razli¢ite
etiologije GI bolesti

Teoruije da sve bolesti razli¢iti opisi koji bi se
l?"ffl‘/il“/\ iz infekcije danas definirali kao
crijeva Rano 18 StOlJ eCce Crohnova bolest

Prvo koriStenje termina 185

"ulcerozni kolitis"

1900te prva serija slucajeva

Prvi detaljni opis (Dalziel)

1910t¢-1930te

D1 1 e e sat1
Pojava kirurskog tretmana Prvi opis Crohnove bolesti

Crohn
1932 Ginzberg

Oppenheimer
Patoloski i radioloski

. ol > - .
oprs 1930tc-1950te Opisi bolesti uzduz
probavnog sustava
Protu-upalni lijekovi 1940te Opisi slu¢ajeva kod
sulfasalazin djece
5-ASA

1960te Fiberooptitka endoskopija
Imunosupreivni lijekovidrugs s b e

merkaptopurin
azatoprin GWAS (engl.
Moderna Vremena

Biologki terapeutici association studies)

Genome wide

Molekularna biologija

Slika 1.18 Shematski prikaz glavnih zbivanja povezanih uz razumijevanje ulceroznog kolitisa i Crohnove
bolesti. Modificirano prema: Mulder DJ, et al. A tale of two diseases: the history of inflammatory bowel
disease. J Crohns Colitis. 2014;8(5):341-8., (128).
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Incidencija i prevalencija upalnih bolesti crijeva u stalnom je porastu. Opsezna studija
koju su 2012 godine objavili Molodecky i suradnici pokazala je znacajnu varijabilnost
unutar i izmedu razlicitih geografskih podrucja Sirom svijeta uz najvecu incidenciju i
prevalenciju IBD-a u najrazvijenijim zemljama zapadnog svijeta (slika 1.19 i 1.20). Tako
je primjerice incidencija ulceroznog kolitisa na godis$njoj razini iznosila je 24.3 bolesnika
/ 100 000 stanovnika u Europi, 19.2/100 000 u Sjevernoj Americi te 6.3 bolesnika / 100
000 stanovnika u Aziji i na Bliskom Istoku (130). Nadalje, godisnja incidencija Crohnove
bolesti iznosila je 20.2 bolesnika / 100 000 stanovnika u Sjevernoj Americi,12.7/10 000 u
Europi te 5.0/100 000 stanovnika u Aziji i na Bliskom Istoku (130). Jednako tako
prevalencija ulceroznog kolitisa i Crohnove bolesti bila je znatno visa u visoko
industrijaliziranim u odnosu na manje razvijene zemlje svijeta [Europa (UC: 505
bolesnika /100 000 stanovnika; CD: 322 bolesnika/100 000 stanovnika); Sjeverna
Amerika (UC: 249 bolesnika /100 000 stanovnika; CD: 319 bolesnika/100 000
stanovnika)] (130). Razlike u spolu su se pokazale nekonzistentnima sugerirajuéi time
podjednaku raspodjelu ulceroznog kolitisa 1 Chronove bolesti kod muskaraca i Zena.
Osim toga oba tipa upalnih bolesti crijeva pokazala su najvecu incidenciju oboljenja

izmedu druge i Cetvrte dekade zivota (130).

Novija epidemioloska studija Nag S. C. i suradnika iz 2018 godine potvrdila je globalnu
rasirenost upalnih bolesti crijeva (slika 1.21 i 1.22) ukazuju¢i na promjenu paradigme i
sve vecu incidenciju i prevalenciju ulceroznog kolitisa i Crohnove bolesti u zemljama
Afrike, Azije i Juzne Amerike (slika 1. 23) koja prati zabiljeZeni porast u industrijalizaciji
tih zemalja i njihov ubrzani prijelaz na zapadni nacin zivota (131). Osim toga, iako je u
industrijski najrazvijenijim zemljama svijeta doSlo do stabilizacije, a u nekima i do
laganog pada u incidenciji upalnih bolesti crijeva, njihova prevalencija u op¢oj populaciji
presla je granicu od 0.3% stanovni$tva isticuéi time goruéu potrebu za pomacima u $to
boljem razumijevanju etiologije oboljenja te jaem angazmanu u njenoj prevenciji i

razvoju novih modaliteta terapijskog pristupa (131).

Osim toga incidencija upalnih bolesti crijeva u sve je ve¢em porastu kod mladih osoba,
Sto stavlja jo§ veci teret na zdravstveni sustav tih zemalja, pogotovu stoga $to je rani

nastup bolesti povezan sa ve¢im rizikom pojave kolorektalnog karcinoma (132).
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Slika 1.19 Incidencija / prevalencija (na 100 000 stanovnika) ulceroznog kolitisa od 1960- 2008. (A) prije
1960, (B) 1960-1979, (C) 1980-2008. Incidencija i prevalencija su rangirani u kvintile koji predstavljaju
malu (tamno- 0-19 percentil: 0.0-1.85/2.42-21.0; i svijetloplavo- 20-39 percentil: 1.86-3.09/21.1-44.3),
srednju (zeleno- 40-59 percentil: 3.10-4.97/44.4-100.9) i visoku (Zuto-60-80 percentil: 4.98-7.71/101.0—
198.0; i crveno- 80-100 percentil: 7.72-19.2/198.1-298.5) pojavnost bolesti. Modificirano prema:
Molodecky NA, et al. Increasing incidence and prevalence of the inflammatory bowel diseases with time,
based on systematic review. Gastroenterology. 2012;142(1):46-54.e42; quiz e30.; (130).
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Slika 1.20 Incidencija / prevalencija Crohnove bolesti (na 100 000 stanovnika) od 1960- 2008. (A) prije
1960, (B) 1960-1979, (C) 1980-2008. Incidencija i prevalencija su rangirani u kvintile koji predstavljaju
malu (tamno- 0-19 percentil:0.0-0.80/0.6-6.75; i svijetloplavo- 20-39 percentil: 0.81-1.94/6.76-25.0),
srednju (zeleno- 40-59 percentil: 1.95-3.76/25.1-48.0) i visoku (Zuto-60-80 percentil: 3.77-6.38/48.1-
135.6; i crveno- 80-100 percentil: 3.77-6.38/135.7-318.5) pojavnost bolesti. Modificirano prema:
Molodecky NA, et al. Increasing incidence and prevalence of the inflammatory bowel diseases with time,
based on systematic review. Gastroenterology. 2012;142(1):46-54.e42; quiz e30.; (130).
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Slika 1.21 Incidencija Chronove bolesti i ulceroznog kolitisa od 1990-2016. Modificirano prema: Ng SC,
et al. Worldwide incidence and prevalence of inflammatory bowel disease in the 21st century: a systematic
review of population-based studies. Lancet. 2018;390(10114):2769-2778., (131).
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Slika 1.22 Prevalencija Chronove bolesti i ulceroznog kolitisa od 1990-2016. Modificirano prema: Ng SC,
et al. Worldwide incidence and prevalence of inflammatory bowel disease in the 21st century: a systematic
review of population-based studies. Lancet. 2018;390(10114):2769-2778., (131).
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Incidencija IBD-a u Hrvatskoj u recentno je vrijeme ispitana za grad Zagreb. Primorsku-

goransku, Vukovarsko srijemsku, Zadarsku i Splitsko-dalmatinsku Zupaniju:

e Rijekai Istra (1973-1994) 1.52/ 100 000 za UC i 2.92 za CD (133),

e Primorsko-goranska zupanija (2000-2004) 6.5/10 000 za CD, 4.5/100 000 za UC
te 11.1/100 000 za IBD (134);

e Vukovarsko-srijemska Zzupanija (1991-2010) 0.95/100 000 za CD, 3.5/100 000
za UC [prevalencija 4.5/100 000 za CD, 14.5/100 000 za UC (UC+IBD), 19/100
000 za IBD] (135);

e Zadarska zupanija: 8.4/100 000 za CD, 8.2/100 000 za UC (UC+IBD), 16.6/100
000 za IBD [prevalencija- 111 za CD, 133.9 za UC, 244.9 za IBD] (136);

e Zagreb (1980-1989) 1.5/100 00 za UC,0.7/100 000 za CD (137); Zagreb (137);
Zagreb (2010) 3.3/100 000 za CD, 3.3/100 000 za UC, 6.6/100 000 za IBD
(138);

e Splitsko-dalmatinska zupanija (2006-2014) 9.0/100 000 za UC (1.2 X veée kod
muskaraca u odnosu na zene), 4.1/100 000 za CD (139).

prvi slucaj UC prvi sluc¢aj UC
opisan od prijavljen u Kini
Waltera Wilkisa
Novo
Zapadni Industrijalizirane
Svije ““ Zemlie ”
1859 1956
Industrijska Veliko ubrzanje Globalizacija
revolucija 1800-tih rasta populacije - 21 stoljece
1950-tih

Slika 1.23 Slikovni prikaz porasta incidencije upalnih bolesti crijeva u razvijenim zemljama od 19.
Stoljeca i novo industrijaliziranim zemljama svijeta od 20. stoljeéa. Modificirano prema: Kaplan GG, Ng
SC. Understanding and Preventing the Global Increase of Inflammatory Bowel Disease. Gastroenterology.
2017;152(2):313-321.€2.,(140).
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1.3. ETIOLOGIJA | PATOGENEZA UPALNIH BOLESTI CRIJEVA

Premda je etiologija IBD-a jos uvijek nepOznata smatra se da do patoloskih manifestacija
oboljenja dolazi slozenom interakcijom genetskih/epigenetskih i okolisnih ¢imbenika
(tzv. ekspozom), ukljuéujuci tu i higijenu, uporabu medikamenata, pojedine medicinske
zahvate, nacin prehrane i lose zivotne navike (Slika 1.24), §to rezultira neprimjerenim
aktiviranjem imunoloSkog odgovora sluznice gastrointestinalnog sustava izazvanim

gubitkom tolerancije na antigene uobicajene intestinalne flore (140-148).

Faecalibacterium Fusobacterium
Prausnitzil adherent-invasive
Firmicutes E coli (AIEC)
Bifidobacterium Proteus

Promjene u mikrobiomu

Roseburia hominis
Clades IV
XIVa Clostridia

Enterobacteriaceae
Escherichia coli

mikrobiom imunoloski

sustav

Higijenska hipoteza:

CD Uc je kucnih ljubimaca u djetinjstvu, Zivot na farmi,
4+ e Ri?ik kod bjelacai |Protektivno kod velika obitelj i pijenje nepasteriziranog mlijeka su inverzno
4 Pusenje migranata s bielaca i aziiaca povezani sa rizikom od pojave UCi CD bolesti
] Bliskog istoka Promjena prehrane:

g Upotreba Rizik kod bielaca, Rizik kod bjelaca, procesuirana pakirana hrana, fast-food restorani, pov'/ec'ana
g antibiotikau | protektivno kod protetivno kod azijaca upraba ap‘tibiotika, pwg@ni unos m.:asti.( mom?za’sicene i
¥ dietinistvu Adijaca/migranataiz | migranata s srednjeg poli-nezasicene masne kiseline), povecani unos secera,
: Jetin srednieg istoka istoka manje viakana-povezano s rizikom pojave upalnih bolesti
& Protektivno kod Protektviokod crijeva
g Dojenje Aaijacaiuvedini  [aziacaiuvetiistudia| | Kemikalie u preh
studiia kod bjelaca ~ [Kod bjelaca Aditivi prehrani-saharin, sukraloza, karboksimetilceluloza i
c Oralni B ] polisorbat-80, emulzifikatori (ukljucujuci polisorbate, estere
. o | Rizikkod bjelaca Inkonkluzivno sorbata, lecitin) -mogu povecati izik od pojave IBD-a (podaci
Genetska predodredenost/osjetljivost l kontraceptivi erviani 2 eksperimenata na animalim modelima)
T T T T T T v sl R ¢ ivno kod
0 1 M 0 4 s e g0 [ vendekomigiaionioe Fo
. . . ) : Otkriveno preko 200 IBD rizicnih genetskih lokusa (37
Pojava Dijagnoza aktivne faze kontrolirana mpn;qk D Ritk kod bielaca Rirkkod bieaca specifiéih za Crohnovu bolest 132 specifiéna za ulcerozni
bolesti bolesti bolest vitamina Kolits):No samo manjl dio pedvident hereditablinosti ol
linidki Kava, éaj Protektino kod Protektvno kod se objasniti pomoéu poznatih genetskih lokusa
azijaca azijaca

Slika 1.24 Slikovni prikaz ¢éimbenika koji utje¢u na pojavnost upalnih bolesti crijeva. AIEC- engl.
adherent invasive E. coli. Modificirano prema: Kaplan GG, Ng SC. Understanding and Preventing the
Global Increase of Inflammatory Bowel Disease. Gastroenterology. 2017;152(2):313-321.e2.,(140); Rogler
G, et al.. The Search for Causative Environmental Factors in Inflammatory Bowel Disease. Dig Dis.
2016;34 Suppl 1:48-55., (147).
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1.3.1. CIMBENICI OKOLISA

Ve¢ od samog rodenja izlozeni smo razli¢itim ¢imbenicima okoli$a od kojih mnogi mogu
imati znaCajan utjecaj na nase zdravstveno stanje ukljucujuéi tu i podloznost razvoju
upalnih bolesti crijeva (142, 146-148). Medu najznacajnije okolisne ¢imbenike kojima
smo izlozeni odmah po rodenju mozemo ubrojiti dojenje, uporabu antibiotika, higijenske

standarde i infekciju sa Helicobacter pylori.

Dojenje ima protektivni uéinak na pojavnost upalnih bolesti crijeva [CD: = 2.2 (95% CI -
engl. confidence interval- = 1.3-3.9) i UC: 1.8 puta (95% CI: 1.2-2.6) manji rizik od
razvoja bolesti] dok uporaba antibiotika utjeCe na mikrobiom crijeva te time moze
pospjesiti razvoj Crohnove bolesti (nema efekta na UC) (147, 148).

Pri tome se pojavnost Crohnove bolesti povecava zajedno sa pove¢anjem doze antibiotika
dok uporaba antibiotika u prvoj godini Zivota moze povecati vjerojatnost (OR, engl. odds
ratio) pojave CD-a za 5.5 puta (95% CI = (1.6-17.4). Navedena vjerojatnost smanjuje se
kod uporabe antibiotika u kasnijoj dobi (6-16 godina) no i dalje ostaje signifikantna (OR
=1.6, 95% CI=1.4-1.8) (147, 148). Sli¢an uc¢inak na mikrobiom, prema nekim
pokazateljima (nedovoljno da se odbije ili odbaci tzv. higijenska hipoteza) ima i
higijenski standard djeteta (urbana vs. ruralna sredina, dostupnost tople vode, postojanje
zasebne kupaonice, broj brace/sestara, kuéni ljubimci, spavanje u zasebnom vs.
zajednickom krevetu), s tim da povecani higijenski standard smanjuje kontakt s
bezopasnim mikroorganizmima $to dovodi do slabije indukcije sazrijevanja dendritickih
stanica te sposobnosti reguliranja T-stanicnog odgovora (slika 1.24 i 1.25) (147).
Nasuprot tome, igranje sa kuénim ljubimcima, viSe brace i sestara, spavanje u zajednickoj
postelji itd., doprinosi vefem kontaktu sa bezopasnim mikroorganizmima te ima
protektivan uc¢inak (147). Daljnji doprinos toj tzv. higijenskoj hipotezi je i ¢injenica da je
rana ekspozicija (u djetinjstvu) sa H. Pylori u inverznoj korelaciji sa pojavnos¢u IBD-a
(147, 148).

Ovdje treba napomenuti i ¢injenicu da povecéani broj carskih rezova u zapadnom svijetu
povecava pojavnost IBD-a (prenatalni i perinatalni rizi¢ni ¢imbenik) dok vakcinacija

djece nema negativan ucinak (148).
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Starenjem se izlozenost razli¢itim ¢imbenicima okoli$a mijenja (slika 1.24 i 1.25), a zbog
sazrijevanja imunoloskog sustava stil Zivota poprima vazniji utjecaj na pojavnost upalnih
bolesti crijeva (147). Pri tome prekomjerna tjelesna masa, nedostatak fizicke aktivnosti,
povecéani stres, uporaba nesteroidnih inhibitora upale (NSAID, engl. non steroid anti-
inflammatory drugs), izotretionina (sredstvo protiv akni), hormonske nadomjesne terapije
(HRP, engl. Hormone replacement therapy) i oralnih kontraceptiva te osobito pusenje
(pospjesuje razvoj CD-a no ima protektivni u¢inak na razvoj UC-a) mogu pospjesSiti
razvoj IBD-a (147).

Neki od cimbenika cijeloZivotne izloZenosti koji imaju utjecaj na pojavnost upalnih

bolesti crijeva prikazani su u tablici 1.25.

[:] 18D Topla voda u stanu Infekcija sa H.pylori# Djeljenje spavace s3be
D ul i Koliti Upotreba antibiotika * Urbani Zivotni okoli§ * I
cerozni kolitis

- Crohnova bolest

IzloZenost u djetinjstvu

Depresivni osjecaji b

Fizi¢ka aktivnost# . Prijasnja uporaba OCP

I1zloZenost u odraslo doba

Pu3enje u pro$losti’ I Uporaba HRT * |

PodloZnost
Hrana }’ IBD-u

Sadasnje pusenje ‘”

Uporaba NSAID *

Sadasnja upotreba OCQI

| Zivot u juznoj hemisferi # I

Pijenje tople vode# Akutni gastroenteritis =3
Vitamin D #
CijeloZivotna izloZenost Y agadenje zraka

| Apendektomija"l [ Ljetne temperature# |

Slika 1.25 Shematski prikaz okoliSnih ¢imbenika koji utje¢u na razvoj upalnih bolesti
crijeva. OCP - engl. oral contraceptives; HRP - engl. Hormone replacement therapy;
NSAID — engl. non steroid anti-inflammatory drugs * - pospjesuje pojavnost upalnih
bolesti crijeva; # - ima protektivni ucinak na pojavnost upalnih bolesti crijeva. Sadasnje
pusenje - protektivni utjecaj na UC, negativan utjecaj na CD. Modificirano prema:
Rogler Get al. The Search for Causative Environmental Factors in Inflammatory Bowel
Disease. Dig Dis. 2016;34 Suppl 1:48-55., (147).
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1.3.2. MIKROBIOM

Mikrobiom ileuma i kolona odrasle osobe sadrzi, po gramu luminalnog sadrzaja, vise od
10* odnosno 102 razli¢itih mikroorganizama (149, 150). Osim vazne uloge u digestiji
unesene hrane intestinalna mikroorganizmi takoder sudjeluju u odrzavanju imunoloske
homeostaze unutar sluznice zdravog gastrointestinalnog trakta (149, 150). Upravo stoga
dishbioza (slika 1.25 i 1.26) ili neuravnoteZenost u crijevnom mikrobiomu (ekspanzija
patogena te smanjenje raznolikosti i stabilnosti normalno prisutnih mikroorganizama
povezanih sa sluznicom odnosno fekalnim sadrZajem crijeva) uzrokovana razlicitim
¢imbenicima predispozicije moze dovesti do endotelne disfunkcije, naruSavanja
intestinalne barijere 1 povecane translokacije bakterija u submukozni sloj crijevne stijenke
povezanih sa neodgovaraju¢im odgovorom imunoloskog sustava (slika 1.27) na
bakterijsku infekciju. Konacno sve navedeno rezultira kroni¢énom upalnom reakcijom

karakteristicnom primjerice za Crohnovu bolest ili druge upalne bolesti crijeva.

Lumen Vi & oo TN T NG
Cimbenici predispozicije: Mukus B Cimbenici predispozicije:
- Okoli Okolis
- Prehrana . - Prehrana
- Genetika Epitel - Genetika
- Gastroenteritis - Gastroenteritis
Submukoza
/ Normalni mikrobiom
v .
& =% s e SN C= NSl ~
g 1
P
Poveéana podlo?nost infekcijama o
- = ’ ";,' - =
‘ Promjenjeni mikrobiom - S

Disbioza Primarna infekcija

- Disregulacija imunoloikog sustava
-Genetika

Disregulacija imunoloikog sustava
-Genetika

Crohnowva bolest

Slika 1.26 Shematski prikaz uloge crijevnih mikroorganizama u razvoju Crohnove bolesti. Sluznica
normalnog probavnog sustava,koja je pokrivena slojem mukusa, sadrzi velik broj razlicitih luminalnih i
mukoznih bakterija (gornja slika)na koje mogu djelovati brojni cimbenici (ekspozom, genetski cimbenici)
mijenjajuci tako sastav crijevnog mikrobioma odnosno dovodeci do disbioze (srednja slika lijevo) koja
mozZe povecati podloznost infekcijama (srednji dio, desna slika). Isto tako infekcija probavnog sustava
specificnim vrstama mikroorganizama moze takoder dovesti do ostecenja epitelnog sloja crijeva i disbioze
crijevnog mikrobioma. Genetska predisponiranost osobe zajedno s prije navedenim cimbenicima dovodi
potom do deregulacije imunoloskog ustava crijevne sluznice i endotelne disfunkcije, narusavanja
intestinalne barijere i povecane translokacije bakterija u submukozni sloj crijevne stijenke povezanih sa
neodgovarajucim odgovorom na bakterijsku infekciju. Konacno sve navedeno rezultiva kronicnom upalnom
reakcijom karakteristicnom primjerice za Crohnovu bolest (donja slika).Modificirano prema: Man SM, et
al. The role of bacteria and pattern-recognition receptors in Crohn's disease. Nat Rev Gastroenterol
Hepatol. 2011;8(3):152-68.
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Slika 1.27 Pro-upalni i protu-upalni uéinak mikrobioma crijeva. Patogene mikroorganizme prepoznaju
TLR (engl. Toll-like receptors) i NLR (engl. NOD-like receptors) receptori na stanicama urodenog
imunoloskog odgovora (dendriticne stanice (DC), makrofazi) te receptori Panetovih i epitelnih stanica. To
dovodi do diferencijacije TH17 (engl. Type 17 T helper cells) i ILC3 (engl. type 3 innate lymphoid cells)
stanica koje se nalaze pod utjecajem TGFJ (engl. transforming growth factor beta), IL6 i IL1f (interleukin
6 i interleukin 1- beta) te aktivacijom IL23 (interleukin 23) proupalnog signalnog puta. TLR i NLR signalni
put dovodi takoder do aktivacije NF - kB( engl. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B
cells) i inflamasoma, sekrecije proupalnih citokina i aktivacije TH1 stanica (engl. Type 1 T helper cells).
Ovi signalni putovi na kraju dovode do ostecenja i disfunkcije endotela, gubitka Goblet stanica koje luce
mukus te do translokacije bakterija u submukozni sloj crijevne stijenke Sto dalje stimulira proupalni
odgovor crijevne stijenke. Protuupaine mikroorganizme takoder prepoznaju TLR i NLR receptori, no u
ovom slucaju to preko signalnog puta TGFp, retinoicne kiseline (RA; engl. retinoic acid) i AhR (engl. aryl
hydrocarbon receptor) receptora dovodi diferencijacije regulatornih T stanica (Treg). Treg stanice svoju
imunoregulatorsku funkciju vrse lucenjem IL10 (interleukin 10). Nadalje aktivacija NF - kB i inflamasoma
uz sekreciju anti-apoptoticnih cimbenika i protumikrobnih peptida dovodi do regrutiranja stromalinih i
mijeloidnih stanica neophodnii za popravak endotelnih oste¢enja. Na kraju IgA (imunoglobulin A) iz B
limfocita sprijecava Kolinogene bakterije da penetriraju kroz endotelni pokrov crijeva. Modificirano
prema: Ni J, et al. Gut microbiota and IBD: causation or correlation? Nat Rev Gastroenterol Hepatol.
2017;14(10):573-584.,(150).
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1.3.3. GENETIKA

Opazanje da se upalne bolesti crijeva grupiraju unutar obitelji otvorilo je pretpostavke o

mogucem utjecaju genetskih ¢imbenika u patogenezi bolesti (141, 151-163).

Grupiranje je najuocljivije kod najblizih srodnika (prva generacija; 8-10 puta veci rizik
razvoja bolesti u odnosu na opéu populaciju) no nastavlja se i kod srodnika druge i trece

generacije (141, 151-163).

Tako je primjerice obiteljska povijest IBD-a uocena u otprilike 5-16% pacijenta sa
Crohnovom boles¢u nasuprot 8- 4% kod pacijenata sa ulceroznim kolitisom (155).

Osim toga utvrdeno je da obiteljsko grupiranje upalnih bolesti crijeva kolerira sa
anatomskom lokalizacijom oboljenja, ozbiljno$¢u bolesti i prisutno$c¢u ekstraintestinalnih
manifestacija. Isto tako pacijenti sa pozitivnom obiteljskom anamnezom imaju tendenciju

ispoljavanja klini¢kih simptoma bolesti u ranijoj Zivotnoj dobi (155).

Obiteljsko grupiranje oboljenja takoder varira sa geografskim lokalitetom 1 etnickom
pripadno$c¢u bolesnika te je primjerice najizraZenije kod Askhenazi Zidova (2-4 puta veci
riziku od IBD-a u odnosu na pripadnike drugih etnickih skupina; relativni rizik za razvoj
Crohnove bolesti unutar srodnika prve generacije iznosi ~ 8 % u Zidovskoj populaciji u
odnosu na 5% kod ne-zidova) a najmanje izrazeno kod pripadnika latinoameric¢ke i

azijske populacije (141, 151-163).

Dodatnu potvrdu uloge genetskih ¢imbenika u patogenezi upalnih bolesti crijeva dala su
istrazivanja na parovima monozigotnih i dizigotnih blizanaca, a spoznaja da
konkordantnost oboljenja kod monozigotnih blizanaca za ulcerozni Kolitis iznosi 20%-
55% (0-3.6% za dizigotne blizance) nasuprot 6%-16% (0-6.3 za dizigotne blizance) za
ulcerozni kolitis navela je na ¢injenicu o vaznijoj ulozi genetskih ¢imbenika u razvoju

Crohnove bolesti (141, 151-163).

S vremenom su tzv. konsegregacijske analize povezanosti (engl. linkage studies)

koriStenjem odgovaraju¢ih molekularnih biljega (nasljeduju se skupa sa klinickim
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manifestacijama oboljenja) otkrile regije kromosoma odnosno DNA sekvenci koje su

povezane sa pojavnoscu upalnih bolesti crijeva (141, 151-163).

Prva studija analize povezanosti kod pacijenata sa Crohnovom boles¢u provedena 1966
godine identificirala je prvu potencijalno odgovornu regiju za pojavnost oboljenja

lociranu u pericentromernom podruc¢ju kromosoma 16 (164).

Nedugo zatim, 2001 godine unutar IBD1 regije identificirane su tri polimorfne varijable
(R702W, G908R i 3020insC) smjestene u NOD2/CARDI15 (engl. Nucleotide Binding
Oligomerization Domain Containing 2/Caspase Recruitment Domain-Containing Protein
15) genu (165-167).

U slijede¢im godinama proveden je veliki broj asocijacijskih analiza u kojima je otkriven
veliki broj gena koji su sa manjom ili ve¢om uspjesnos¢u povezani sa upalnim bolestima

crijeva.

No do znacajnijeg napretka dolazi tek primjenom tzv. GWAS (engl. Genome wide
association studies; asocijacijske studije koje obuhvacaju citav genom) metodologije,
hibridizacijskih genomskih bio¢ipova i NGS tehnologije (engl. next generation DNA

sequencing).

Danas je poznato >200 genskih lokusa povezanih sa pojavnos$¢u upalnih bolesti crijeva.
Neki od njih povezani su sa pojavnos¢u Crohnove bolesti, drugi sa pojavom ulceroznog

kolitisa, dok se vec¢ina pokazala zajedni¢kim za oba klini¢ka fenotipa (Slika 1.28 i 1.29).

Kromosomski polozaj nekolicine vaznih gena povezanih sa pojavnos¢u Crohnove bolesti

prikazan je naslici 1.30.
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Slika 1.28 Genski lokusi povezani sa pojavno$éu upalnih bolesti crijeva. NOD2/CARD15 - engl.

Nucleotide Binding Oligomerization Domain Containing 2/Caspase Recruitment Domain-Containing Protein 15; IRGM- engl.
Immunity Related GTPase M;ATG18/ATG16- engl. Autophagy Related 16 Like 1; LRRK2- engl. engl. Leucine Rich Repeat Kinase 2;
IL2RA — engl. Interleukin 2 Receptor Subunit Alpha; ILL8RAP — engl. Interleukin 18 Receptor Accessory Protein; IL27 — engl.
Interleukin 27; PTPN22 — engl. Protein Tyrosine Phosphatase Non-Receptor Type 22;CCR6 - engl. C-C Motif Chemokine Receptor 6;
ERAP2 — engl. Endoplasmic Reticulum Aminopeptidase 2; CCL2/CCL7- engl. C-C Motif Chemokine Ligand 2/ C-C Motif Chemokine
Ligand 7; TNSF11- engl. TNF Superfamily Member 11; BACH2 — engl. BTB Domain and CNC Homolog 2; ITLN1 —engl. Intelectin 1;
TAGAP — engl. T cell Activation RhoGTPase Activating Protein; VAMP3 — engl. Vesicle Associated Membrane Protein 3; GCKR —
engl. Glucokinase Regulator; THADA —engl. THADA Armadillo Repeat Containing; SP140 — engl. SP140 Nuclear Body Protein;
PRDX5- engl. Peroxiredoxin 5; ZPF36L1 —engl. RNA binding protein ZPF36L1; ZMIZ1 — engl. Zinc Finger MIZ-Type Containing 1;
CPEB4 — engl. Cytoplasmic Polyadenylation Element Binding Protein 4; FADS1 — engl. Fatty Acid Desaturase 1; DENND1B — engl.
DENN Domain Containing 1B; DNMT3A — engl. DNA Methyltransferase 3 Alpha; MUC1/SCAMP3 — engl. Mucin 1/ Secretory
Carrier Membrane Protein 3; ORMDL3 — engl. ORMDL Sphingolipid Biosynthesis Regulator 3; RTEL1 — engl. Regulator Of
Telomere Elongation Helicase 1; PTGER4 — engl. Prostaglandin E Receptor 4; KIF21B — engl. Kinesin Family Member 21B; NKX2-
3 — engl. NK2 Homeobox 3;CREM — engl. CAMP Responsive Element Modulator; CDKAL1 — engl. CDK5 Regulatory Subunit
Associated Protein 1 Like 1;STAT3 — engl. Signal Transducer and Activator of Transcription 3; ZNF365 —engl. Zinc Finger Protein
365; PSMG1 — engl. Proteasome Assembly Chaperone 1; IL12B — engl. Interleukin 12B; AK2 — engl. Adenylate Kinase 2; FUT2 —
engl. Fucosyltransferase 2; TYK2 — engl. Tyrosine Kinase 2; CARD9 — engl. Caspase Recruitment Domain Family Member 9; MST1
—engl. Macrophage Stimulating 1; REL — engl. REL Proto-Oncogene, NF-KB Subunit; ICOSLG — engl. Inducible T Cell Costimulator
Ligand; IL1IR2 — engl. Interleukin 1 Receptor Type 2; YDJC — engl. YdjC Chitooligosaccharide Deacetylase Homolog; PRDM1 —
engl. PR/SET Domain 1; TNFSF15 — engl. TNF Superfamily Member 15; SMAD3 — engl. SMAD Family Member 3; PTPN2 — engl.
Protein Tyrosine Phosphatase Non-Receptor Type 2; TNFRSF6B — engl. TNF Receptor Superfamily Member 6b; ECM1 — engl.
Extracellular Matrix Protein 1; HNF4A — engl. Hepatocyte Nuclear Factor 4 Alpha; CDH1 — engl. Cadherin 1; LAMB1 — engl.
Laminin Subunit Beta 1; GNA12 — engl. G Protein Subunit Alpha 12; IL8RA/IL8RB — engl. C-X-C Motif Chemokine Receptor 1/
Interleukin 8 Receptor, Alpha/ C-X-C Motif Chemokine Receptor 2/ Interleukin 8 Receptor, Beta; IL2/IL21 — engl. interleukin
2/Interleukin2l1; IFNY/IL26 — engl. Interferon gamma/Interleukin 26; IL7R — engl. Interleukin 7 Receptor;TNFRSF9 —engl. TNF
Receptor Superfamily Member 9; TNFRSF14 — engl. TNF Receptor Superfamily Member 14; IRF5 — engl. Interferon Regulatory
Factor 5; LSP1 — engl. Lymphocyte Specific Protein 1; FCGR2A — engl. Fc Fragment Of IgG Receptor lla; OTUD3/PLA2G2E — engl.
OTU Deubiquitinase 3/ Phospholipase A2 Group IIE; PIM3 — engl. Pim-3 Proto-Oncogene , Serine/Threonine Kinase; DAP — engl.
Death Associated Protein; CAPN10 — engl. Calpain 10; JAK2 — engl. Janus Kinase 2. Modificirano prema: EK WE, D'Amato M,
Halfvarson J. The history of genetics in inflammatory bowel disease. Ann Gastroenterol. 2014;27(4):294-303., (168).
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Slika 1.29 Genske varijante ukljuc¢ene u stani¢ne procese indicirane u patogenezi upalnih bolesti crijeva. * - kodirajuca mutacija; G
—engl. goblet cell; P —engl. Paneth cell; ILC — engl. lymphoid cells;GNA12 — engl. G Protein Subunit Alpha 12; HNF4A — engl.
Hepatocyte Nuclear Factor 4 Alpha; CDH1 — engl. Cadherin 1; ERRFI1 — engl. ERBB Receptor Feedback Inhibitor 1; MUC19 —
engl. Mucin 19; ITLN1 — engl. Intelectin 1; REL — engl. REL Proto-Oncogene, NF-KB Subunit; PTGER4 — engl. Prostaglandin E
Receptor 4;NKX -3 — engl. NK2 Homeobox 3; STAT3 — engl. Signal Transducer and Activator of Transcription 3; ERRFI1 — engl.
ERBB Receptor Feedback Inhibitor 1; PLA2G2A/E — engl. Phospholipase A2 Group IIE; SLC9A4 — engl. Solute Carrier Family 9
Member A4; SLC22A5 — engl. Solute Carrier Family 22 Member 5; SLC22A4 — engl. Solute Carrier Family 22 Member 4; AQP12A/B
— engl. Aquaporin 12A/B; SLC9A3 — engl. Solute Carrier Family 9 Member A3; SLC26A3 — engl. Solute Carrier Family 26 Member
3; ITLN1 — engl. Intelectin 1; NOD2/CARD15 — engl. Nucleotide Binding Oligomerization Domain Containing 2/Caspase
Recruitment Domain-Containing Protein 15; ATG16L1 — engl. Autophagy Related 16 like 1; XBP1 — engl. X-Box Binding Protein 1;
CARD?9 - engl. Caspase Recruitment Domain Family Member 9; SLC11A1 — engl. Solute Carrier Family 11 Member 1; FCGR2A/B —
engl. Fc Fragment Of 1gG Receptor Ila/ Fc Fragment Of IgG Receptor Ilb; CCL11 — engl. C-C Motif Chemokine Ligand 11; CCL2 —
engl. C-C Motif Chemokine Ligand 2; CCL7 — engl. C-C Motif Chemokine Ligand 7; CCL8 — engl. C-C Motif Chemokine Ligand 8;
CCR6 — engl. C-C Motif Chemokine Receptor 6; ILBRA/ILBRB — engl. C-X-C Motif Chemokine Receptor 1/Interleukin-8 Receptor
Type 1// C-X-C Motif Chemokine Receptor 2/ Interleukin-8 Receptor Type 2; MST1 — engl. Macrophage Stimulating 1; ERAP2 —engl.
Endoplasmic Reticulum Aminopeptidase 2; LNPEP — engl. Leucyl and Cystinyl Aminopeptidase; DNND1B — engl. DENN Domain
Containing 1B; IL23R — engl. Interleukin 23 Receptor; JAK2 — engl. Janus Kinase 2; TYK2 — engl. Tyrosine Kinase 2; ICOSLG —
engl. Inducible T Cell Costimulator Ligand; IL21- engl. Interleukin 21; TNFSF15 — engl. TNF Superfamily Member 15; NDFIP1 —
engl. Nedd4 Family Interacting Protein 1; TNFSF8 — engl. TNF Superfamily Member 8; TAGAP — engl. T cell Activation RhoGTPase
Activating Protein; IL2 — engl. Interleukin 2; IL2RA — engl. Interleukin 2 Receptor Subunit Alpha; TNFRSF9 — engl. TNF Receptor
Superfamily Member 9; PIM3 — engl. Pim-3 Proto-Oncogene, Serine/Threonine Kinase; IL7R — engl. Interleukin 7 Receptor; IL12B —
engl. Interleukin 12B; PRDM1 —engl. PR/SET Domain 1; TNFSF8 — engl. TNF Superfamily Member 8; IFNG — engl. Interferon
gamma,; IL5 — engl. Interleukin 5; IKZF1 — engl. IKAROS Family Zinc Finger 1; BACH2 — engl. BTB Domain and CNC Homolog 2;
IL7R — engl. Interleukin 7 Receptor; IRF5 — engl. Interferon Regulatory Factor 5; IL10 — engl. Interleukin 10; IL27 — engl. engl.
Interleukin 27; SBNO2 — engl. Strawberry Notch Homolog 2; CREM — engl. CAMP Responsive Element Modulator; ILIR1/IL1R2 —
engl. Interleukin 1 Receptor Type 1/ Interleukin 1 Receptor Type 2; IRGM — engl. Immunity Related GTPase M; LRRK2 — engl.
Leucine Rich Repeat Kinase 2;CUL2 — engl. Cullin 2; PARK7 — engl. Parkinsonism Associated Deglycase; DAP — engl. Death
Associated Protein; CPEB4 — engl. Cytoplasmic Polyadenylation Element Binding Protein 4; ORMDL3 — engl. ORMDL Sphingolipid
Biosynthesis Regulator 3; SERINC3 — engl. Serine Incorporator 3; VAMP3 — engl. Vesicle Associated Membrane Protein 3; KIF21B —
engl. Kinesin Family Member 21B; TTLL8 — engl. Tubulin Tyrosine Ligase Like 8; CEP72 — engl. Centrosomal Protein 72; TPPP —
engl. Tubulin Polymerization Promoting Protein; ARPC2 — engl. Actin Related Protein 2/3 Complex Subunit 2; LSP1 — engl.
Lymphocyte Specific Protein 1; AAMP — engl. Angio Associated Migratory Cell Protein; FASLG — engl. Fas Ligand; THADA — engl.
THADA Armadillo Repeat Containing; PUS10 — engl. Pseudouridine Synthase 10; GCKR — engl. Glucokinase Regulator; SLC2A4RG
—engl. SLC2A4 Regulator; PRDX5 — engl. Peroxiredoxin 5; ADO — engl. 2-Aminoethanethiol Dioxygenase; GPX4 — engl. Glutathione
Peroxidase 4; GPX1 - engl. Glutathione Peroxidase 1; HSPA6 — engl. Heat Shock Protein Family A (Hsp70) Member 6; DLD — engl.
Dihydrolipoamide Dehydrogenase; PARK7 — engl. Parkinsonism Associated Deglycase; UTS2 — engl. Urotensin 2; PEX13 — engl.
Peroxisomal Biogenesis Factor 13; UC- ulcerozni kolitis; CD — Crohnova bolest. Modificirano prema: Khor B, Gardet A, Xavier RJ.
Genetics and pathogenesis of inflammatory bowel disease. Nature. 2011;474(7351):307-17., (141).
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Slika 1.30 Kromosomski poloZaj nekih gena bitnih u patogenezi Crohnove bolesti. Poznati Genski lokusi
rizika za pojavu Crohnove bolesti prikazani su prema njihovom poloZaju na dugim ili kratkim krakovima
kromosoma. Velicina svakog lokusa ukazuje na udio odstupanja u odgovornosti za Crohnovu bolest
objasnjen tim lokusom. ObiljezZeno je nekoliko znacajnih gena. Zagrade pored naziva gena oznacavaju broj
neovisnih varijanti rizika unutar lokusa. Broj iznad svakog kromosoma je omjer ukupne kolicine varijance
koja se objasnjava tim kromosomom i ocekivanog broja s obzirom na velic¢inu kromosoma. Seks kromosomi
su iskljuceni jer nijedan lokus nije u cjelini potpun, uglavnom zbog toga Sto su ovi kromosomi prevideni u
vec¢ini GWAS-a. INAVA/C1lorfl06 — engl. Innate Immunity Activator; IL23R — engl. Interleukin 23
Receptor; ATG16L1 — engl. Autophagy Related 16 like 1; ILIR2 — engl. Interleukin 1 Receptor Type 2;
GCKR - engl. Glucokinase Regulator; MST1 — engl. Macrophage Stimulating 1; IL12B — engl. Interleukin
12B; ZNF300 — engl. Zinc Finger Protein 300; IRGM — engl. Immunity Related GTPase M; HINT1 — engl.
Histidine Triad Nucleotide Binding Protein 1; PTGER4 — engl. Prostaglandin E Receptor 4; HLA -C —
engl. Major Histocompatibility Complex, Class I, C; IKZF1 — engl. IKAROS Family Zinc Finger 1; CRD9 —
engl. Caspase Recruitment Domain Family Member 9; TNFSF15 — engl. TNF Superfamily Member 15;
JAK2 — engl. TNF Superfamily Member 15; GOT1- engl. Glutamic-Oxaloacetic Transaminase 1; ZNF365
—engl. Zinc Finger Protein 365; PARD3 — engl. Par-3 Family Cell Polarity Regulator; EMSY/c11orf30 —
engl. EMSY Transcriptional Repressor, BRCA2 Interacting; LRRK2 — engl. Leucine Rich Repeat Kinase 2;
LINCO00548 /FLJ42392 — engl. long intergenic non-protein coding RNA 548; NOD23/CARD15 — engl.
Nucleotide Binding Oligomerization Domain Containing 2/Caspase Recruitment Domain-Containing
Protein 15; CCL2 —engl. C-C Motif Chemokine Ligand 2; PTPN2 — engl. Protein Tyrosine Phosphatase
Non-Receptor Type 2; TYK2 — engl. Tyrosine Kinase 2; NRIP1 — engl. Nuclear Receptor Interacting
Protein 1; RPL3 —engl. Ribosomal Protein L3. Modificirano prema: Liu JZ, Anderson CA. Genetic
studies of Crohn's disease: past, present and future. Best Pract Res Clin Gastroenterol. 2014;28(3):373-
386., (162).
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1.4. NEUROIMUNOLOSKE INTERAKCIJE

Interakcija psiholoskih (stres, depresija), neuralnih, imunoloskih i endokrinih ¢imbenika
putem osovine mozak-crijevo koja ukljucuje: centralni ziv¢ani sustav (CNS; engl. central
nerve system); hipotalamo-hipofizno-adrenergi¢nu (HPA) osovinu odgovora na stresna
stanja; autonomni zivéani sustav (ANS; engl. autonomic nerve system); entericki ziv¢ani
sustav (ENS; engl. enteric nerve system) te mehanizme crijevnog odgovora [intestinalna
barijera (mukoza), luminalni mikroorganizmi (mikrobiom crijeva) i intestinalni
imunoloski sustav (imunoloski sustav crijevne sluznice)] ima vaznu ulogu u patogenezi |
fenotipskoj manifestaciji upalnih bolesti crijeva (slika 1.31) (169-183). Interakcija se
odvija putem razli¢itih neurotransmitera koji izmedu ostalog utjecu 1 na aktivnost imuno-
efektorskih stanica (mastocita, neutrofila, makrofaga i T limfocita) u stjenci
gastrointestinalnog sustava (184-195). Najbolje prouc¢en medu njim je 5-hidroksitriptamin
(5-HT) odnosno serotonin (195-218).
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Slika 1.31 Shematski prikaz interakcije psiholoskih, neuralnih, imunoloskih i endokrinih &imbenika
putem osovine mozak-crijevo na patogenezu upalnih bolesti crijeva. ANS — engl. autonomic nerve
system;CRF — engl. corticotrophin releasing factor; SP — engl. substance P; 5-HT — engl. 5-
hydroxytryptamine;HPA — engl. hypothalamic-pituitary-adrenal axis; ENS- engl. enteric nerve system; IBD
— engl. inflammatory bowel diseases. Modificirano prema: Sun Y, Li L, Xie R, Wang B, Jiang K, Cao H.
Stress Triggers Flare of Inflammatory Bowel Disease in Children and Adults. Front Pediatr. 2019;7:432.,
(169).
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1.4.1. SEROTONIN (5-HT/ 5-HIDROKSITRIPTAMIN)

Serotonin (5-HT; 5-hidroksitriptamin) je monoaminski neurotransmiter prisutan u
serotonergi¢nim neuronima centralnog (~1% ukupnog serotonina) i perifernog zivéanog
sustava, trombocitima (~ 2 % ukupnog serotonina) i gastrointestinalnom sustavu (~ 95 %
ukupnog serotonina) (202, 203, 209, 218).

Sintetizira se iz esencijalne aminokiseline L-triptofana [serotonergi¢ni neuroni sredi$njeg
zivéanog sustava (jezgre rafe), hipofiza, enterokromafine stanice (EC) crijeva i

serotonergic¢ni neuroni mezenteri¢kog pleksusa crijeva] djelovanjem dva enzima:

e Triptofan hidroksilaze 1/2 [TPH 1 (enterokromafine stanice crijeva, mastociti -
mis, Stakori) i TPH2 (serotonergi¢ni neuroni srediSnjeg zivCanog sustava);

triptofan — 5-hidroksitriptofan]

e 5-OH triptofan dekarboksilaze/ dekarboksilaze L-aromatskih aminokiselina
(AADC- engl. aromatic amino acid decarboxylase; 5-hidroksitriptofan ~
serotonin) (Slika 1.32) (202, 209, 218).

Nakon sinteze, serotonin se aktivnim transportom uz pomo¢ vezikularnog monoamin
transportera (VMAT: VMAT1 — neuroendokrine stanice, VMAT2 — neuroni) pakira u
vezikule/granule ¢ime se izbjegava njegova oksidacija u 5—hidroksiindoloctenu kiselinu
(5-HIAA; engl. 5-hydroxy-indol-acetic acid) do koje dolazi djelovanjem mitohondrijskog
enzima monoamin oksidaze (MAO; engl. monoamine oxidase) (202). Trombociti ne
sintetiziraju serotonin, ve¢ se cirkulatorni (krvna plazma) serotonin osloboden iz
gastrointestinalnog sustava aktivnim transportom pomocu serotoninskog transportera [5-
HTT/SERT (engl. serotonin reuptake transporter; transporter za povratni unos
serotonina) prisutnog u plazma membrani trombocita unosi u citoplazmu te potom
aktivnim transportom uz pomo¢ ADP-a skladisti u vezikulama/granulama trombocita
(~99% serotonina krvne plazme). Pohranjeni serotonin se iz vezikula/granula po potrebi
egzocitozom (uz utok Ca®"* i depolarizacija membrane) otpusta u post-sinapticku
pukotinu serotonergi¢nih neurona (ima ulogu neurotransmitera/nuromodulatora) odnosno
U izvanstrani¢ni prostor enterokromafinih stanica i trombocita (ima ulogu lokalnog

parakrinog medijatora odnosno hormona) (202, 209, 211, 2012, 2018).
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Slika 1.32 Shematski prikaz sinteze i signalnog puta serotonina u mozgu i perifernim organima.
Aminokiselina L-triptofan se djelovanjem enzima triptofan hidroksilaze (TPH 1/2) i dekarboksilaze L-
aromatskih aminokiselina pretvara u serotonin. U tijelu sisavaca i drugih vertebrata nalazimo dvije
izoforme TPH kodirane razlicitim genima: TPH1 koji se eksprimira u perifernim organima i TPH2 koji se
eksprimira u mozgu. Serotonin ne moze prijeéi krvoZilnu barijeru pa zbog toga ima razlicitu ulogu u
mozgu i perifernim organima tijela. Uloga serotonina u ciljani stanicama vrsi se preko 15 specificnih
serotoninskih receptora (7 podskupina) koji veéina spada u obitelj GPCR receptora (engl. G-protein
coupled receptors) povezanih sa djelovanjem razlicitih sekundarnih stanicnih glasnika dok Htr3
funkcionira kao ligand-vezujuéi ionski kanal. cAMP — engl. cyclic adenosine monophosphate, CADPR —
engl. cyclic adenosine diphosphate ribose, IP3 — engl. inositol trisphosphate. Modificirano prema: El-
Merahbi R, Loffler M, Mayer A, Sumara G. The roles of peripheral serotonin in metabolic homeostasis.
FEBS Lett. 2015;589(15):1728-34., (218).

Nakon otpuStanja serotonin se veze za odgovarajuce serotoninske receptore (5-HTRS,

engl. serotonergic receptors) prisutne na plazma membrani ciljanih stanica.

Poznato je 15 razli¢itih serotoninskih receptora, podijeljenih u 7 podskupina/obitelji (5-
HTR1-5-HTR7), od koji gotovo svi metabotropni [GPCR, engl. G-protein coupled
receptors] izuzev HTr3 (5-HTR3) koji funkcionira kao ligand-vezujuéi ionski kanal
najpropusniji za Ca?*, Na* i K* (Slika 1.32 i tablica 1.27) (196, 2002, 2003, 212, 217).
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Tablica 1.27 Vrsta i distribucija serotonergi¢nih receptora

Obitelj Distribucija Podtip  Ekspresija na membrani imunoloskih
stanica
5-HTR1 CNSIiCVS A Mastociti, Monociti, Makrofazi , NK stanice,
T stanice, B stanice
B DCs, T stanice
D
E Monociti, DCs
F
5-HTR2 CNS, PNS, Gl sustav, A Monociti, Makrofazi , DCs, Eozinofili, T
trombociti i CVS stanice, B stanice
B Monociti, Makrofazi , DCs
C Makrofazi
5-HTR3  CNS, PNS, Gl sustav Monociti, DCs, T stanice, B stanice
5-HTR4  CNS, PNS, Gl sustav, CVS Monociti, Makrofazi , DCs
5-HTR5 CNS
5-HTR6 CNS
5-HTR7 CNS, PNS, GI sustav, CVS Neutrofili, Monociti, Makrofazi , DCs, T

stanice, B stanice

CNS — engl. central nervous system; PNS — engl. peripheral nervous system (ukljucuje ENS- engl. enteric
nervous system),; CVS — engl. cardiovascular system; Gl- engl. gastrointestinal,; DCs — engl. dendritic
cells; NK — engl. natural killer cells. Modificirano prema: Shajib MS, Khan WI. The role of serotonin and
its receptors in activation of immune responses and inflammation. Acta Physiol (Oxf). 2015;213(3):561-
74., (202).

U srediSnjem Zziv€anom sustavu serotonin sudjeluje u regulaciji razlicitih fizioloskih
procesa kao Sto su: regulacija raspolozenja (normalno ponasanje 1 patogeneza depresije i
anksioznih poremecaja itd.), spavanja, apetita, termoregulacije, paznje/ucenja, seksualnog

ponasanja, osjeta boli, motornog tonusa i neuroendokrina regulacija (202).

U perifernom tkivu serotonin izmedu ostalog ima ulogu u hematopoezi (potice
obnavljanje maticnih stanica hematopoeze u kostanoj srzi, poti¢e eritropoezu i povoljno
djeluje na zivotni vijek eritrocita), poti¢e stvaranje i sekreciju inzulina (ovisno o glukozi)
u P stanicama gusterace, potice lipolizu i suprimira lipogenezu unutar adipocita te
smanjuje njihov odgovor na inzulin, smanjuje unos glukoze i poti¢e glukoneogenezu u
stanicama jetre (5-HT iz crijeva), djelovanjem na osteoblaste sudjeluje u remodeliranju
kostanog tkiva [5-HT sintetiziran u kostanom tkivu i porijeklom iz neurona CNS-a
promovira rast koStanog tkiva (indukcija proliferacije osteoblasta 1 suprimiranje
proliferacije i diferencijacije osteoklasta) dok 5-HT porijeklom iz gastrointestinalnog
sustava  negativno  utjece na  proliferaciju  osteoblasta, smanjuje  omjer
osteoblasta/osteoklasta te na taj nafin promovira smanjenje gusto¢e kosStanog tkiva]

(198).
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1.4.2. ULOGA SEROTONINA U PROBAVNOM SUSTAVU

Kao §to je ve¢ spomenuto, glavnina perifernog serotonina sintetizira se i potom skladisti
u enterokromafinim stanicama koje se nalaze uzduz probavnog sustava s najvecom
gusto¢om u terminalnom ileumu i rektumu u gastrointestinalnom sustavu ljudi. SmjeStene
su unutar epitelnog sloja sluznice crijeva s apikalnom stranom pokrivenom brojnim
mikrovilima okrenutim prema lumeni crijeva dok im je bazalni dio u kontaktu sa
bazalnom membranom crijevne stijenke (slika 1.33) (196, 197, 198, 209, 212).

EC stanice /U\
Epitelne stanice @ @Ep\'telne stanice
(enterociti) (enterociti) VILI
Vezikulami transporter
(VMAT1)
\
\\

—~MAO, EPI

| '

% tivéanepp |

okongine  *

Mitohondrij .
' SMP
SHT e o ° " X ! CM
-H1 transporter [ o 0 '
sERTAN © 00 1 N : ek MP
SRR T LM
g
inervacija vagusa intrinziéni senzorni
iledne moidine neuroni

Slika 1.33 Shematski prikaz sinteze, skladistenja i sekrecije serotonina (5-HT) u enterokromafinim
stanicama probavnog sustava. Modificirano prema: (Lijevo) enterokromafina stanica (EC) smjestena
izmedu enterocita u mukoznom sloju stijenke crijeva; 5-HT — serotonin; 5-HTP - 5-hidroksitriptofan; L-
AADC - dekarboksilaza L-aromatskih aminokiselina; Tryp — triptofan; MAO — monoamino oksidaza,
VMATL - vezikularni monoamin transporter; SERT/5-HHT — transporter za povratni unos serotonina /
serotoninski transporter. (desno) EPI- epitel crijevne stijenke sa enterocitima i enteroendokrinim
stanicama medu kojima su i enterokromafine stanice crijeva sa vezikulama serotonina (5-HT) kojeg
otpustaju u blizini aferentnih nervnih zavrsetaka u lamini propriji; SMP- submukozni pleksus sa stanicnim
tijelima sekretomotornih, vazodilatatorskih i intrinzicnih senzornih neurona;, CM — cirkularni misicni sloj,
MP — mezentericni pleksus sa stanicnim tijelima motornih neurona, interneurona i intrinzicnih senzornih
neurona; LM — longitudinalni sloj misi¢a. Modificirano prema: Bertrand PP, Bertrand RL. Serotonin
release and uptake in the gastrointestinal tract. Auton Neurosci. 2010;153(1-2):47-57., (212).
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Uslijed djelovanja razli¢itih ¢imbenika [crijevni mikrobiom i nusprodukti njegovog
metabolizma (primjerice kratkolan¢ane masne kiseline), mehanicki podrazaj (npr.
luminalna distenzija), toksini, glukoza, H*, etc.] serotonin iz vezikula/granula smjestenih
u bazalnom podrucju enterokromafinih stanica otpusta se u laminu propiju u kojoj moze
do¢i u kontakt sa ziv€anim zavrSecima (ziv€éanim okon¢inama) te stanicama imunoloskog
odgovora ili se pak otpuSta u krvotok (portalna vena) gdje se aktivnim transportom
(SERT/5-HTT) nakuplja u trombocitima (200, 209, 212-214, 220, 221).

Aktivacijom odgovarajucih serotoninskih receptora na plazma membrani intrinzi¢nih
ziv€anih zavrSetaka odnosno enterocita i drugih stanica crijevne sluznice (slika 1.34)
moze do¢i do inicijacije odnosno propagacije crijevnih refleksa kao $to su peristaltika 1
sekrecija dok aktivacija ekstrinzicnih Ziv€anih zavrSetaka moze rezultirati inicijacijom

vazovagalnog refleksa ili visceralne nocicepcije (198, 209, 212, 219).

CLuminalna distenzija, toksini, glukoza, H*, hipertoniénost, SCFA.... )

Vrcaste stanice . % Enterokromafine stanice
Enterociti

(engl. Goblet cells)

Y 5-HT, receptor
Y 5-HT, receptor
Y 5-HT, receptor
(b SERT

Intrinzi¢ni neuroni
e Peristaltika
e Sekrecija

* Vazovagalni refleks
* Visceralna nocicepcija

[Ekstrinziéni neuroni

Slika 1.34 Sekrecija serotonina u gastrointestinalnom sustavu u odgovoru na luminalni podrazaj. MAO -
monoamin oksidaza; 5- HIAA — 5- hidroksiindoloctena kiselina (/uci se urinom), SERT — transporter za
povratni unos serotonina; 5-HT — serotonin; SCFA — kratkolancane masne kiseline (engl. short chain fat
acids) Modificirano prema: Spiller R, Major G. IBS and IBD - separate entities or on a spectrum? Nat Rev
Gastroenterol Hepatol. 2016;13(10):613-21., (219).
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Osim djelovanja na peristaltiku i sekreciju sluznice serotonin u gastrointestinalnom
sustavu moze takoder, ovisno 0 uvjetima, imati protuupalnu/zastitnu ili proupalnu
funkciju (slika 1.35) (198). U protuupalnom signalnom putu, serotonin izlucen iz
enterokromafinih stanica sluznice crijeva veze se na 5-HTR4 receptore te na taj nacin
povecava sekreciju mukusa, poboljsava protektivnu aktivnost crijevne sluznice (uloga
barijere), zacjeljivanje sluznice (poveéana proliferacija stanica, smanjenje oksidativnog
stresa) te takoder ima zasStitnu ulogu poti¢uci prezivljavanje neurona i transdiferencijaciju
glija stanica (slika 1.4.5) (198).

Nasuprot tome u proupalnom odgovoru serotonin osloboden iz enterokromafinih stanica
moze se, izmedu ostalog, vezati na 5-HTR7 receptore dendritickih stanica u lamini
propriji te na taj nacin inicirati inflamatornu kaskadu. Nadalje izluceni serotonin moze,
djelovanjem SERT receptora biti unesen u citoplazmu T i B limfocita, makrofaga i drugih
upalnih stanica koje lucenjem citokina doprinose interakciji steenog i urodenog
imunoloskog odgovora odnosno proupalnom odgovoru stijenke gastrointestinalnog
sustava (slika 1.35, 1.36 i 1.37) (198, 223-226). Osim toga serotonin unesen iz portalnog
krvotoka u trombocite (glavni izvor serotonina za imunoloske stanice) takoder moze,
nakon njihove aktivacije, na razlicite nacine (Slika 1.4.8) doprinijeti razvoju perifernog

proupalnog odgovora (220, 223).
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Slika 1.35 Shematski prikaz pro-upalnog i protu-upalnog/zastitnog djelovanja serotonina u
gastrointestinalnom sustavu. Modificirano prema: Spohn SN, Mawe GM. Non-conventional features of
peripheral serotonin signalling - the gut and beyond. Nat Rev Gastroenterol Hepatol. 2017;14(7):412-420.,
(198).
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Stimulacija upalne reakcije
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Slika 1.36 Proupalni udinci gastrointestinalnog serotonina. Modificirano prema: Margolis KG,
Pothoulakis C. Serotonin has a critical role in the pathogenesis of experimental colitis. Gastroenterology.
2009;137(5):1562-1566., (222).
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Slika 1.37 Shematski prikaz sinteze i transporta 5-HT te 5-HT receptora u razli¢itim imunoloSkim
stanicama. SSRI- engl. selective serotonin reuptake inhibitors. Modificirano prema: Ahern GP. 5-HT and
the immune system. Curr Opin Pharmacol. 2011;11(1):29-33., (224).
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Slika 1.38 Proupalni ucinci serotonina oslobodenog iz trombocita. Modificirano prema: Herr Net al. The
Effects of Serotonin in Immune Cells. Front Cardiovasc Med. 2017;4:48., (223).

Upalna reakcija djeluje na sve glavne aspekte serotoninskog signalnog puta ukljucujuéi tu
promjene u sintezi i oslobadanju serotonina kao i u njegovom ponovni unosu djelovanjem
SERT transportera (225).

To je potvrdeno u velikom broju studija na animalnim (mis, Stakor, zamorac, pas, rezus
majmuni) i in vitro modelima te humanom patoloskom tkivu gastrointestinalnog sustava
koje su izmedu ostalog ukazale i na povezanost u alteracijama serotoninskog signalnog
puta sa nekim od glavnih simptoma upalnih bolesti crijeva kao §to su to proljev i bol u

trbuhu (225-300).

Utjecaj upalne reakcije na serotoninski signalni put u sluznici gastrointestinalnog sustava
pojedinih animalnih i in vitro modela te u humanom patoloskom tkivu upalnih bolesti

crijeva prikazani su u tablici 1.37 i 1.38.
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Tablica 1.28 Utjecaj upalne reakcije na serotoninski signalni put u sluznici gastrointestinalnog sustava u

animalnom modelu upalnih bolesti crijeva

sadrzaj 5- gustoéa EC oslobadanje 5-HT Ekspresija/Funkcija Ekspresija/
HT stanica 5-HT receptora Funkcija SERT Referenc
transponera a
DSS inducirani 1 1 227
kolitis/Stakor
IL-2 nokaut/mis NP 234
TNBS inducirani t t t | (MRNA, IR) 228
kolitis /zamorac
TNBS inducirani 1 t L (IR) 231
ileitis’zamorac
TNBS inducirani | (MRNA, IR, 236
kolitis /mi§ unos)
TNBS inducirani 1 230
kolitis /mi§
TNBS inducirani 1 229
kolitis /zamorac
Mouse DSS colitis t t | (mRNA) 237
1L-10 knockout | 238
DSS inducirani t 1 (5-HTsR), 239
kolitis/mis
| (5-HT4R)
DSS inducirani | | 235
kolitis/ 1L13
nokaut/mis
DSS inducirani 1 (5-HT7R) 240
kolitis/ 1L10
nokaut/mis
TNBS inducirani t 232
kolitis /Stakor
DSS inducirani | (mRNA) 241
kolitis/mis
Enteropatija/pas t t NP (5-HT28R) NP 233

DSS — engl. dextran sodium sulphate; TNBS — engl. trinitrobenzene sulfonic acid; 1 poveéano, | smanjeno,
NP - nema promjene, IR - imunoreaktivnost. Modificirano prema: Coates MD et al. Review article: the
many potential roles of intestinal serotonin (5-hydroxytryptamine, 5-HT) signalling in inflammatory bowel
disease. Aliment Pharmacol Ther. 2017;46(6):569-580., (225).



Tablica 1.29 Utjecaj upalne reakcije na serotoninski signalni put u sluznici gastrointestinalnog sustava u
studijama upalnih bolesti crijeva kod ljudi.

Humano tkivo sadriaj gustocéa oslobadanje Ekspresija/Funkcija Ekspresija/ Funkcija
5-HT EC 5-HT 5-HT receptora SERT transportera Referenca
stanica
uc l 268
UC i zdrava kontrole l 269
ucicb 1 1 270
UC, kirurski 1 271

odstranjeno tkivo

UC i CD, kirurski | 272

odstranjeno tkivo

UC, biopsije sluznice 1 | (ozbiljno) NP ! 273
(MRNA, IR)

CacCo-2 stanice; 1 274

IFNC/TNFa eksperiment (mRNA, unos)

CD, biopsije ileuma i 1 (TpH-1) NP 275

kolona

EC stanice; IL-1b, LPS T 276

Eksperiment

CaCo-2 stanice 1 | (niski IL-10) 278
1 (visoki IL-10)
IPAA 1 (ozbiljno) 277
cD 1 240
(5-HT7R)

Mikroskopski kolitis, 1 279
UC, kontrolni ispitanici

uc 1 241
uc 1 1 281

(Plazma 5-HT i (5-HT3R, 5-HT5R)
5-HIAA)

CaCo-2 — kontinuirana imortalizirana heterogena stani¢na linija adenokarcinomskih epitelnih stanica
ljudskog kolona; UC — ulcerozni kolitis, CD — Crohnova bolest; IPAA — engl. ileal pouch anal
anastomosis; 1 povecéano, | smanjeno, NP - nema promjene, IR - imunoreaktivnost. Modificirano prema:
Coates MD et al. Review article: the many potential roles of intestinal serotonin (5-hydroxytryptamine, 5-
HT) signalling in inflammatory bowel disease. Aliment Pharmacol Ther. 2017;46(6):569-580., (225).



1.4.3. SERT TRANSPORTER

5-HT se nakon izlu€ivanja iz enterokromafinih stanica i ziv€anih okoncina (nervnih
zavrsetaka) serotonergi¢nih neurona enterickog zivcanog spleta transportira kroz protein
nazvan transporter ponovnog/povratnog unosa serotonina (SERT, 5-HTT — engl.
serotonin reuptake transporter/ 5-HT transporter) koji ima kriticnu ulogu u
homeostatskoj regulaciji magnitude, trajanja i1 prostorne raspodjele signala koji dosezu
serotoninske homo- i hetero receptorske komplekse smjestene na plazma membrani
ciljanih stanica [primjerice intrinzi¢ni i ekstrinzi¢ni neuroni crijevne stijenke, enterociti i
vréaste (engl. goblet cells) stanice u sluznici crijeva te dendriti¢ne stanice u lamini
propriji] (212, 217, 225, 296). Zbog toga promjene u ekspresiji i/ili aktivnosti SERT
proteina mijenjaju ekspresiju i/ili funkciju vecine, ako ne i svih, serotoninskih receptora,

kao i sintezu, dostupnost, klirens i metabolizam serotonina (212, 217, 225, 296).

SERT je monomerni integralni transmembranski protein koji spada u SLC6 obitelj natrij-
i klor-ovisnih  neurotransmiterskih transportnih  proteina odgovornih za unos
aminokiselina i biogenih amina iz ekstracelularnog prostora kao S$to su dopamin,

norepinefrin, GABA (engl. y-aminobutyric acid) i glicin (301).

Poput svih proteina iz ove skupine graden je od 12 transmembranskih domena (TM1-
TM12; slika 1.4.9), velike izvanstani¢ne petlje (izmedu TM3 i TM4) koja sadrzi
potencijalna mjesta N-glikozilacije te citoplazmatskog N- (amino) i C- (karboksilnog)

kraja koji sadrzi potencijalna mjesta za fosforilaciju (301).

Human SERT (SLC6A4) gen obuhvaca 37,8 kb na kromosomu 17q11.2, a sastoji se od

Cetrnaest egzona koji kodiraju protein od 630 aminokiselina (302).

SERT gen ima nekoliko polimorfnih lokusa (slika 1.39) koji mogu utjecati na njegovu
ekspresiju i/ili funkciju (296, 297, 303). Tri od njih najopseznije su proucavana, a
frekvencija njihovih alela i genotipova varira (slika 1.40) u razli¢itim etni¢kim,

demografskim i geografskim skupinama stanovnistva (304, 305,306).

Tu ubrajamo 17-18 bp (parova baza; engl. base pairs) dugi VNTR (varijabilni broj

uzastopnih ponavljanja; engl. variable number of tandem repeats) smjesten u drugom
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intronu (Stin2 VNTR,; slika 2.9) SLC6A4 gena koji se eksprimira u trialelnom stanju kao 9
i 10 (kratki, ,,s ) ili 12 (dugi, ,,7*) alelni oblik odnosno Stin2.9, Stin2.10 i Stin2.12 VNTR
ponavljanje (296, 307, 308). Premda se intronski dijelovi gena ne transkribiraju oni mogu
djelovati kao transkripcijski regulatorni elementi SLC6A4 gena. Pri tome Stin2.12 VNTR
pokazuje jacu pojacivacku ulogu (engl. enhancer) od svojih krac¢ih (Stin2.9, Stin2.10)
alelnih varijanti (307).

Transkripcijska aktivnost SLC6A4 takoder modificira i 44-pb duga insercija/delecija u 5'
uzvodnoj, promotorskoj regiji gena locirana otprilike 1.4 kb (engl. kilobase pairs) od
startnog mjesta transkripcije, koju nazivamo SERT-vezana polimorfna regija ( 5-
HTTLPR) (307, 308). Ova regija se najc¢es¢e, zbog 14 ili 16 ponavljanja varijabilno
sacuvanih jedinica od 20-23 bp, sastoji od dugog (L) ili kratkog (S) alela (309, 310).

Ubrzo se uvidjelo da dugi oblik (L) inacice za insercijsko/delecijski 5-HTTLPR
polimorfizam inducira i do tri puta veéu transkripciju i aktivnost SLC6A4 u odnosu na S
alelnu varijantu gena (309-311). Nadalje, insercijsko/delecijski polimorfizam 5-HTTLPR
promotorske regije SLC6A4 gena funkcionalno je povezano sa uobic¢ajenim SNP (engl.
single nucleotide polimorphism) polimorfizmom rs25531 (A/G) koji se nalazi u pozadini
njegove duze (L) alelne varijante (312, 313). Pri tome je zastupljeniji alel La povezan sa
ve¢om aktivno$¢u gena, dok manje zastupljena alelna forma Lg pokazuje transkripcijsku
aktivnost ekvivalentnu kratkom (S) alelu 5-HTTLPR polimorfne regije (311, 314-318).

Pokazalo se i da LG alel sadrzi mjesto vezanja transkripcijskog faktora AP2 (engl.
activator protein 2) koje djeluje represivno na promotorsku aktivnost SLC6A4 gena
(319). Stoga se interakcijom  5-HTTLPR polimorfne regije sa rs25531 SNP
polimorfizmom znacdajna frakcija L alela pretvara u nisko eksprimirajucu alelnu formu
(319). Sveukupno gledano, rs25531 SNP modifikacija 5-HTTLPR promotorske regije
rezultira nastankom Sest mogucih genotipskih kombinacija (S/S, Le/Ls, S/Le, LallLec,
S/La, | La/La) koje se mogu nadalje grupirati u tri skupine odnosno na skupinu sa
visokom (L'/L'= La/La), intermediajarnom (L'/S'= La/S + La/Lg) i niskom (S'/S'= Le/Le
+ SS + L¢/S) transkripcijskom efikasnosé¢u SLC6A4 gena (319).
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A. SLC6A4 Gen 3
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Slika 1.39 Organizacija humanog SERT (SLC6A4) gena i proteina uz prikaz razli¢itih funkcionalnih
varijanti. Modificirano prema: Murphy DL, Moya PR. Human serotonin transporter gene (SLC6A4)
variants: their contributions to understanding pharmacogenomic and other functional GxG and GxE
differences in health and disease. Curr Opin Pharmacol. 2011;11(1):3-10., (297).
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Slika 1.40 Distribucija (5) varijanti SLC6A4 gena u razli¢itim etni¢kim skupinama. Modificirano prema:
Murphy DL, Moya PR. Human serotonin transporter gene (SLC6A4) variants: their contributions to
understanding pharmacogenomic and other functional GxG and GxE differences in health and disease.
Curr Opin Pharmacol. 2011;11(1):3-10., (297).
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Ekspresija SERT proteina dokumentirana je u centralnom Zzivéanom sustavu razlicitih
vrsta sisavaca dok je inicijalna detekcija SERT proteina u gastrointestinalnom sustavu

zabiljezena kod Stakora i zamoraca (320-326).

Osim toga, ekspresija SERT proteina detektirana je 1 u gastrointestinalnom sustavu
covjeka i to uglavnom u epitelnim stanicama duodenuma i ileuma s tim da je njegova

veca gustoca zabiljeZzena u tankom crijevu, a ekspresija je zabiljeZzena i u uzorcima
bioptata rektuma (273, 294, 327-329).

Otprilike u isto vrijeme pokazalo se da TNBS dovodi do alteracije u ekspresiji i funkciji
SERT proteina u animalnom modelu kolitisa a promjene u njegovoj ekspresiji na mRNA
I proteinskom nivou zabiljezene su i kod upalnih bolesti crijeva (UC i CD) i humanim in
vitro kulturama epitelnih stanica gastrointestinalnog sustava (216, 228, 233, 236, 237,
241, 262, 273, 274, 278, 281, 283, 285, 290, 299, 331).

S obzirom na utjecaj polimorfnih varijanti SLC6A4 gena na ekspresiju i funkciju SERT
proteina u gastrointestinalnom sustavu ve¢ina do sada objavljenih studija bila je
usmjerena na njihovu ulogu u klinickoj manifestaciji iritabilnog sindroma crijeva (IBS,

engl. irritable bowel syndrome) (332-344).

Nasuprot tome samo jedna do sada objavljena studija istrazivala je uc¢inak SERT/SLC6A4
kod pacijenata sa upalnim bolestima crijeva otkrivsi pri tome potencijalnu povezanost 5-
HTTLPR polimorfne promotorske regije SERT/SLC6A4 gena sa pojavno$¢u ulceroznog
kolitisa i mikrokolitisa (MC) (279, 280).

Medutim, distribucija ostalih promotorskih ili intronskih polimorfnih varijanti
SERT/SLC6A4 gena u bolesnika s UC i MC jo$ uvijek nije poznata.

Osim toga niti jedna od trenutno poznatih varijanti SERT/SLC6A4 gena nije ispitivana u

bolesnika s Crohnovom bole$cu.
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2. HIPOTEZA
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Pretpostavka ovog istrazivanja je da polimorfizmi SERT/SLC6A4 gena imaju ulogu u
patogenezi Crohnove bolesti.

Polimorfizam SERT-a, VNTR (Stin2) i SERTPR ( 5-HTTLPR), povezan je sa razli¢itim
fenotipovima Crohnove bolest.
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3. CILJEVI ISTRAZIVANJA
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3.1. OPCI CILJ:

Glavni cilj predlozenog istrazivanja, koji ¢e obuhvatiti doktorski rad, je odredivanje
ucestalosti alelnih varijanata polimorfizama SERT-a u skupini bolesnika s Crohnovom

bolesti te u kontrolnoj skupini zdravih ispitanika odgovarajuce dobi i spola.

3.2. SPECIFICNI CILJEVI:

1. odredivanje razlike ucestalosti alelnih varjjanata polimorfizama SERT-a u
skupini ispitanika s upalnim bolestima crijeva i u kontrolnoj skupini zdravih

ispitanika odgovarajuce dobi i spola

2. odredivanje povezanosti izmedu alelnih varijanata polimorfizma i fenotipa bolesti

u ispitanika s Crohnovom bolesti

3. istraziti povezanost izmedu genotipskih varijanata i fenotipskih karakteristika

bolesnika s Crohnovom bolesti.
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4. MATERIJALI | METODE
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4.1. ISPITANICI

Istrazivanjem su obuhvacena ukupno 192 uzastopna pacijenta sa Crohnovom boles¢u
dijagnosticirana u Klinickom bolni¢kom centru Zagreb u period od prosinca 2012 do
prosinca 2016 godine.

CD_pacijenti - Dijagnoza Crohnove bolesti postavljena je na temelju standardnih
endoskopskih, radioloskih i histopatoloskih kriterija (6, 8), a s obzirom na Montrealsku

klasifikaciju Crohnove bolesti pacijenti su grupirani u tri skupine:

(A) Prema Zivotnoj dobi pri dijagnozi bolesti:

1) Al <16
2) A2 1741
3) A3 >41

(L) Prema lokalizaciji upalnog procesa:
1) L1 ukoliko bolest zahvaca terminalni ileum
2) L2 ukoliko bolest zahvaca kolon
3) L3 ukoliko bolest zahvaca lleokolon

4) L4 ukoliko postoji izolirana zahvacenost gornjeg probavnog trakta te u

skupinu
5) bez zahvacéenost gornjeg probavnog trakta
(B) Prema ponasanje bolesti:
1) B1 ukoliko je bolest inflamatornog fenotipa,
2) B2 ukoliko je bolest strikturirajuceg fenotipa

3) B3 u slucaju penetrantnog fenotipa bolesti.
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Kako je u sve tri fenotipske skupine (inflamatorni, penetrirajuci i strukturirajuci fenotip) S
obzirom na ponaSanje bolesti moguca prisutnost perianalne bolesti pacijenti su dodatno

podijeljeni u dvije skupine s obzirom na
= prisutnost odnosno odsutnost perianalne bolesti.

Osim toga pacijenti sa Crohnovom bolesti podijeljeni su u binarne skupine i s obzirom

na:
= prisutnost odnosno odsutnost ekstraintestinalnih manifestacija bolesti,
= postojanje odnosno odsutnost pozitivne obiteljsku anamnezu te
= podvrgnutost operacijskom zahvatu.

Kriterij iskljuc¢enja: Bolesnici s neklasificiranom upalnom bolesti crijeva (IBDU)

isklju€eni su iz istraZivanja.

Kontrolna skupina ispitanika - Kontrolna skupina (HC) ispitanika sastojala se od 157

genetski nepovezanih dobrovoljnih, zdravih ispitanika bez simptoma ili pozitivne

obiteljske anamneze za upalnu bolest crijeva.

Ispitanici u kontrolnoj skupini izabrani su iz skupine od 2017 dobrovoljnih sudionika
(zaposlenici bolnice i/ili njihovi poznanici) tako da prema dobi i spolu odgovaraju
ispitanicima s upalnom bolesti crijeva [dobrovoljni sudionici bitno mladi ili stariji od

skupine CD pacijenata bili su iskljuceni iz daljnjeg analiza].

Svi ispitanici potpisali su informirani pristanak za sudjelovanje u ovom istrazivanju i za
prezentiranje podataka u ovom rukopisu, a protokol studije odobrio je lokalno eti¢ko
povjerenstvo Klini¢kog bolnickog centra Zagreb (broj odobrenja 04/31-JG; broj ugovora
108-1081874- 1917., datum pocetka 2007/01/01).

Po ukljucivanju u studiju u svih je ispitanika jednokratno izvadeno 10 ml krvi iz koje je

ucinjena izolacija DNA te potom analiza polimorfizama SERT/SLC6A4 gena.
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4.2. 1IZOLACIJA GENOMSKE DNA

Uzorci periferne venske krvi (5 ml) prikupljeni su u tubicama sa Na-EDTA (engl.
Ethylenediaminetetraacetic acid) antikoagulansom a genomska DNA izolirana je iz
leukocita periferne krvi koristenjem modificirane neenzimatske metode isoljavanja (345,

346) prema slijedecoj proceduri:
Liziranje eritrocita

1) 900 pl RBCLB (engl. Red blood cell lysis buffer) pufera i 50 pl 1x Triton-X
dodano je eppendorf tubicu (1.5 ml) sa 300 pl pune krvi

2) Inkubacija na 37°C kroz 5 minuta- liziranje crvenih krvnih stanica.
3) Centrifugiranje uzorka na 8000 rpm (/engl. rounds per minute) kroz 3 minute
4) Odbacivanje supernatanta

Korak 3 i 4 ponovljeni su 4-5 puta odnosno do kompletne lize eritrocita i pojave

procis¢enog, bijelog taloga leukocita
Liziranje bijelih krvnih stanica

1) Na proci$éeni talog leukocita dodano je 300 pl WBCLB (engl. white blood cell
lysis buffer) puferai 40 ul 10% SDS-a (engl. sodium dodecyl sulphate), uzorak je

vorteksiran i inkubiran na 37°C kroz 5 minuta

2) Na kraju inkubacije dodano je 100 pl 6M NaCl, uzorak je vorteksiran kako bi

doslo do precipitacije proteina.
3) Centrifugiranje uzorka na 8000 rpm kroz 5 minuta.
Precipitacija DNA

1) Supernatant je prenesen u novu eppendorf tubicu (1.5 ml) uz dodatak 300 pl of

izopropanola.
2) Precipitacija DNA je izvrS$ena laganom inverzijom eppendorf tubice.

3) Uzorak je centrifugiran na 8000 rpm kroz 10 minuta-DNA ostaje u talogu.
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4) Odbacen je supernatant, a U tubicu je dodan 70% etanol nakon ¢ega je uzorak

lagano promijeSan inverzijom tubice da se uklone ostaci soli.
5) Uzorak je centrifugiran na 8000 rpm kroz 10 minuta-DNA ostaje u talogu.
6) Odbacen je supernatant, a dobivena genomska DNA osusena na zraku.
7) Nakon suSenja DNA u tubicu je dodano je 50 ul TE pufera.

8) Nakon vorteksiranja otopine DNA, izmjerena je koncentracija i ¢isto¢a genomske

DNA koriStenjem spektrofotometra.
KorisStena oprema i reagensi:

RBCLB (500 ml): 0.605 g TrisHCI (10mM) pH 7.6, 0.372 g KCI (10 mM), 1.016 ¢
MgCI2 (10 mM), 0.372g of EDTA (2mM) otopljeno u 500ml RNAza/DNAza ¢istoj vodi

Triton-X (10ml): 0.1 ml 100 % Triton-X dodano u 9.9 ml RNAza/DNAza ¢istoj vodi

WBCLB (100 ml): 0.121 g TrisHCI (10mM) pH 7.6, 0.074 g KCI (10 mM), 1.203 ¢
MgCI2 (10 mM), 0.074 g EDTA (2mM), 0.467 g of NaCl (0.4 M) otopljeno u 100ml
RNAza/DNAza cistoj vodi.

10% SDS: 1g SDS-a otopljeno u 10ml RNAza/DNAza ¢istoj vodi.
6M NaCl: 8.765 g NaCl otopljeno u 25 ml RNAza/DNAza ¢istoj vodi.

TE pufer: 0.030 g TrisHCI (10mM) pH 8.0, 0.009 g EDTA (1mM) otopljeno u 100ml
RNAza/DNAza ¢istoj vodi.

Oprema: centrifuga, pipetori, termomikser za inkubaciju uzoraka, automatske pipete 1-

100 puL, nastavci za automatske pipete 1-100 uL (Eppendorf, Hamburg, Njemacka).
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4.3. GENOTIPIZACIJA SERT/SLC6A4 POLIMORFIZMA

Svi CD pacijenti (n = 192) i zdravi kontrolni ispitanici (n = 157) ukljuceni u studiju
genotipizirani su s obzirom na promotorsku ( 5-HTTLPR i rs25531) i Stin2 polimorfnu
regiju SERT/SLC6A4 gena (slika 4.1) primjenom metode opisane u literaturi (348-350).

intron 2
5'—proMOTORH EGzON1 [ EGZON: [ Eczons HA Eczond ¥

A

Il \5"&!1;‘; 17-18 bp VNTR )

SHTTLPR
| 44 bp insercija li delecija | Y
V Kratki alel s dugi alel | "enhancer"” aktivnost
STin2 10 5Tinl.12 ‘
keatki alel S o :: ‘i.. inl.] STin212 = 8Tin2.10/8
dugialel L genofipovi

trialelni (STin2.12/12- STin2.12/10- §Tin2.12/9- STin2.10/10- STin2.10/9) i
625531 ——> Laorlg  piatemi (11-Uis - &/s; = STin212: s= STin2.10 or STin2.9)model genotipa

genoﬁpovi

bialelni (5-HTTLPR: L/L - L/S - SS), trialelni (5-HTTLPR/rs25531: La/La - Lalla- La/S - Ladle- Lo/S - §/8) i
bialelni klaster {prema transkripcijskoj efikasnosti: /L' >L/S" > 878" L'= La; §'= Lz or S) model genotipa

Slika 4.1 PoloZaj polimorfnih regija SLC6A4 gena i njihove kombinacije genotipa ispitane u ovom
istraZivanju. Na aktivnost SLC644 gena utjece insercijska/delecijska polimorfna regija 5-HTTLPR
smjestena u promotoru gena koja rezultira sa dva alela: dugim L i kratkim S alelnim oblikom. Ovo
promotorsko podrucje takoder se funkcionalno sparuje s SNP polimorfizmom rs25531 (A / G) (SNP) koji
rezultira alelima La i L. Alel La povezan je s visom transkripcijskom aktivnoséu, dok Lg alel pokazuje niZi
unos serotonina i transkripcijsku aktivnost ekvivalentnu kratkom (S) alelu 5-HTTLPR polimorfne regije.
Transkripcijska aktivnost gena SLC6A4 nadalje se modulira pojacivackom (engl. enhancer) aktivnoséu
STin2 polimorfne regije- 17-18 bp dugog VNTR-a (engl. variable number of tandem repeats) pronadenog u
intronu 2 SLC6A4 gena. Alelni oblici Stin2 VNTR polimorfne regije od 10 i 12 ponavljanja detektirane su u
svim etnickim skupinama dok je alel od 9 ponavijanja pronaden samo kod osoba europskog odnosno
africkog porijekla. Prema svemu navedenom promotorska polimorfna regija moze biti predstavljena u
bialelnom , trialelnom i bialelnom klaster modelu genotipa dok se Stin2 VNTR polimorfna regija moze
predstaviti u trialelnom i bialelnom genotipskom modelu. Na slici nisu prikazani rijetki alelni oblici (npr.
XL ili STin2.7) koji se nisu detektirani ovim istraZivanjem. Modificirano prema: Grubelic RK et al.
Association of polymorphic variants in serotonin re-uptake transporter gene with Crohn's disease: a
retrospective case-control study. Croat Med J. 2018;59(5):232-243., (351).

Diskriminacija bialelnin  5-HTTLPR varijanti izvrSena je primjenom modificirane

metode opisane u literaturi (348-350). Pri tome su koristeni slijedece pocetnice
* F (engl. forward): 5'-ATG CCA GCA CCT AACCCC TAATGT-3'

* R (engl. reverse): 5'-GGA CCG CAA GGT GGG CGG GA-3’
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Daljnja podjela promotorske 5-HTTLPR polimorfne regije na funkcionalne varijante (S,
LA, Lg) pomocu rs25531 (A/G) SNP polimorfizma izvrSena je primjenom TagMan qPCR

procedure slijedeci parametre Hu XZ i suradnika (319).

Umnazanje je izvrSeno primjenom 7500 gRT-PCR (engl. quantitative real time

polymerase chain reaction) sistema prema slijede¢im parametrima:
e 50 °C 2 minute,
e 95°C 15 sekundi i
e 62.50 °C 1 minutu i 30 sekundi.

Kontrolni uzorci potvrdeni su sekvenciranjem genotipa (3130xl Genetic Analyzer,

Applied Biosystems).

Diskriminacija STin2 polimorfne regije izvrSena je primjenom metode opisane od strane

Ito K i suradnika (352) koristenjem slijede¢ih pocetnica:
e F (engl. forward): 5-GTCAGTATCACAGGCTGCGAG-3/,
e R (engl. reverse): 5-TGTTCCTAGTCTTACGCCAGTG-3'.
Koristeni su slijede¢i parametri PCR reakcije:
e inicijalna denaturacija 5 minuta na 94 °C
e 35 ciklusa od: 30 sekundi na 94 °C; 20 sekundi na 60 °C; 1 minutu na 72 °C;
e finalna ekstenzija amplikona 5 minuta na 72 °C
Dobiveni PCR amplikoni razdvojeni su elektroforezom u3% agaroznom gelu.

Pri tome su dugi (12 ponavljanja) i kratki (10 ili 9 ponavljanja) Stin2 VNTR aleli
prezentirani kao 300 bp te 267 bp ili 250 bp dugi amplikoni (pruge u agaroznom gelu).
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4.4. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Statisticka obrada podataka izvrSena je koristenjem SPSS 17.0.1 (SPSS Inc., Chicago, IL,
USA) statistickog programa.

Parametrijska/neparametrijska raspodjela varijabli ispitana je primjenom Shapiro-Wilk
testa.

Usporedba grupa izvrSena je primjenom t testa za parametrijske (normalna raspodijela)
odnosno Mann-Whitney testa za neparametrijske podatke te primjenom hi-kvadrat (y2)

testa za kategorijske varijable.

Ispitivanje razdiobe genotipova prema Hardy—\Weinberg ravnotezi izvr§eno je primjenom
tzv. ,,goodness of fit” 2 testa dok je razlika u distribuciji alela ispitana primjenom 2

odnosno Fisherovog egzaktnog testa.

Analiza asocijacije izmedu CD i genotipskih varijanti SLC6A4 gena promotorske ( 5-
HTTLPR i rs25531) i intronske (Stin2 VNTR) polimorfne regije ispitana je analizom
neprilagodenog (engl. crude) i prilagodenog (s obzirom na spol i starost) omjera izgleda
(OR, engl. odds ratio) i pripadajuceg 95% interval pouzdanosti (CI, engl. confidence

interval) koji su odredeni metodom binarne logisti¢ke regresije.

Na isti na¢in je provedena asocijacijska analiza s obzirom na spol pacijenta te klini¢ke
podtipove Crohnove bolesti (primjerice dob pri dijagnozi, lokalizacija oboljenja i

ponasanje bolesti).

S obzirom da L alel ima istu transkripcijsku aktivnost kao i S alel analiza 5-HTTLPR-
rs25531 genotipova provedena je i s obzirom na njihovu bialelnu klaster formu (L'L', L'S'
i S'S L'=LA; S=LG orS; Slika4.1).

Sli¢no tome, da bi se odredilo koji pristup bolje ukazuje na povezanost varijabilnosti
STin2 VNTR-a sa pojavom Crohnove bolesti ovaj polimorfni lokus analiziran je u
trialelnoj (STin2.12/12 - STin2.12/10 - STin2.12/9 - STin210/10 - STin2.10/9) i bialelnoj
(Il - Is - ss; Slika 4.1) genotipskoj formi.
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Sve bialelne genotipske forme (Slika 4.1):
» B5-HTTLPR: L/L - L/S-SS;
» 1525531: La/la - La/lc - LA/S - Le/Le - La/S - S/S;
» 5-HTTLPR-rs25531: L'L", L'S"i S'S" te
» Stin2 VNTR: I/l - I/s - s/s; 1= STin212; s= STin2.10 or STin2.9

analizirane su prema kodominantnom, dominantnom i recesivnom genetickom modelu

uporabom SNPStats programa (https://snpstats.net/) (352).

Konstrukcija haplotipova, analiza neravnoteze vezanja (LD-a engl. linkage
disequilibrium) i asocijacijska analiza haplotipova provedeni su uporabom SHEsisPlus
programa (http://shesisplus.bio-x.cn/SHEsis.html) (353).

Snaga testa (engl. power of analysis; za izracunavanje veli¢ine uzorka i post-hoc snage

studije) ispitana je primjenom G*Power programa (verzija 3.1.9.2 Windows) (354).

Za analizu frekvencija 5-HTTLPR genotipa s y 2 testom [s malom efektivnom veli¢inom
(w = 0,2, df (engl. degrees of freedom) = 2); snaga (1-B) = 0,80 i a = 0,017 (Bonferroni
korigirana P vrijednost)] potrebna ukupna veliCina uzorka je 313, a stvarna veliina

uzorka je 349.

Post-hoc izrac¢unata snaga testa (1-p) iznosila je 0,085 (w = 0,2), 0,997 (w = 0,3; srednje
ucinkovita veli¢ina), 1 1,00 (w = 0,5; velika efektivna veli¢ina) za raspodjelu genotipa i

0,80 za analizu frekvencije alela (w=0,2 - 0,5; df = 1).

Za a priory analizu frekvencija genotipa STin2 VNTR polimorfnog lokusa s y 2 testom [s
malom efektivnom veli¢inom (w = 0,23, df = 4); snaga (1-f) = 0,80 i a = 0,008
(Bonferroni korigirana P vrijednost)] potrebna ukupna veli¢ina uzorka je 329, a
postignuta post-hoc snaga (1-B) analize bila je 0,83 - 1,00 za raspodjelu genotipa i 0,99 -

1,00 (w=0,2 - 0,5; df = 2) za analizu frekvencije alela.

Nadalje, sa snagom testa od 0,80 uspjeli smo otkriti veli¢inu u¢inka od 0,223 za znacajnu

razliku u frekvencijama genotipa STin2 VNTR polimorfnog lokusa.
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Rezultati provedenih statistickih analiza izrazeni su (ukoliko se drugacije ne navede) kao
medijan i IQR (engl. interquartile range), OR + 95% CI te broj (n) i % ispitanika

ukljucenih u analizu.

P<0.05 je odabran kao mjera signifikantnosti, a korekcija za viSestruke usporedbe
izvrSena je uporabom Bonferroni procedure (korigirani nivo signifikantnosti: pc=0.05/N;
N — broj neovisnih testova).

Sve P wvrijednosti prikazane u rezultatima (ukoliko se drugadije ne navede) Su

nekorigirane.
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5. REZULTATI
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5.1. OSNOVNE KLINICKE KARAKTERISTIKE ISPITANIKA

U istrazivanje je ukljuceno 192 bolesnika s Crohnovom bolesti ¢ije su osnovne klini¢ke

karakteristike prikazane u tablici 5.1.

U skupini bolesnika s Crohnovom bolesti bilo je 104 (54.2%) muskaraca, a medijan dobi
prilikom postavljanja dijagnoze iznosio je 25 godina s interkvartilnim rasponom od 19.0 -
31.0 godinu.

Najcesca lokalizacija bolesti bio je ileokolitis (47.4%), dok oko treéina bolesnika ima

zahvacen samo terminalni ileum (31.3%), a 17.7% ima izoliranu zahvacenost kolona.

Takoder, s obzirom na ponaSanje bolesti, najvec¢i broj bolesnika ima inflamatorni fenotip
(46.4%) Crohnove bolesti nakon ¢ega slijede bolesnici s strikturiraju¢im (33.3%) i
penetrantnim fenotipom (20.3%) bolesti.

Od ukupnog broja bolesnika prisutnost perianalne bolesti zabiljezena je u oko trecine
bolesnika (32.8%) dok su ekstraintestinalne manifestacije bolesti zabiljeZzene u 22.4%

bolesnika.

Pozitivna obiteljska anamneza zabiljeZena je kod svega 8.85% bolesnika dok je vise od

polovice pacijenata podvrgnut operacijskom zahvatu (54.69%).

Klini¢ke karakteristike bolesnika odraz su ¢injenice da su regrutirani U tercijarnom centru
zbog cega je vidljiv znatan broj bolesnika s ekstenzivnom boles¢u kao i visok postotak

operiranih bolesnika.

U kontrolnu skupinu uklju¢eno je 157 zdravih ispitanika bez simptoma ili pozitivne

obiteljske anamneze za upalnu bolest crijeva.

Ispitanici u kontrolnoj skupini izabrani su tako da prema dobi i spolu odgovaraju
ispitanicima s upalnom bolesti crijeva [Spol - CD: 88 (45.8%) Zena i 104 (54.2%)
muskarca; HC: 84 (53.5%) zene, 73 (46.5%) muskarca; Pearson Hi-kvadrat test:
¥2=2.033, P = 0.154); Dob (srednja vrijednost + SD) - CD: 41.34+12.789; HC:
41.68+8.789; Mann-Whitney test, P = 0.091) ].
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Tablica 5.1 Glavne klini¢ke karakteristike pacijenata obuhvacéenih studijom

Varijabla Ukupno Zene Muskarci
n (%) n (%) n (%)
Dob pri dijagnozi:
1. Al <16 21 (10.93) 5(23.8) 16 (76.2)
2. A2 1741 153 (79.69) 76 (49.7) 77 (50.3)
3. A3 >41 18 (9.38) 7 (38.9) 11 (61.1)
Lokalizacija bolesti
1. L1 Ileum 60 (31.3) 29 (48.3) 31 (51.7)
2. L2 Kolon 34 (17.7) 14 (41.2) 20 (58.8)
3. L3 Ileokolon 91 (47.4) 41 (45.1) 50 (54.9)
4. L4 Gornji probavni sustav 29 (15.1) 17 (58.6) 12 (41.4)
5. Bez zahvacdenosti gornjeg probavnog 157 (81.8) 68 (43.3) 89 (56.7)
sustava
Ponasanje bolesti
1. Bl Inflamatorno 89 (46.4) 40 (44.9) 49 (55.1)
2. B2 Strikturirajuce 64 (33.3) 31(48.4) 33 (51.6)
3. B3 Penetrirajuce 39 (20.3) 17(43.6) 22 (56.4)
Perianalna bolest
Da 63 (32.8) 24 (38.1) 39 (61.9)
Ne 129 (67.2) 64(49.6) 65 (50.4)
Ekstraintestinalne manifestacije
Da 43 (22.4) 23 (53.5) 20 (44.7)
Ne 134 (69.8) 57 (42.54) 77 (57.46)
Pozitivna obiteljska anamneza
Da 17 (8.85) 8 (47.1) 9 (52.9)
Ne 175 (91.15) 80 (45.71) 95 (54.29)
Operativni zahvat
Da 105 (54.69) 45 (42.9) 60 (57.1)
Ne 87 (45.31) 43 (49.4) 44 (50.6)

n - broj ispitanika
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5.2. Povezanost 5-HTTLPR, rs25531 i STin2 VNTR polimorfnih regija
SERT/SLC6A4 gena i Crohnove bolesti

Analizom distribucije genotipova 5-HTTLPR, rs25531 i STin2 VNTR polimorfnih regija
SERT/SLC6A4 gena u skupini CD pacijenata, kontrolnoj skupini te cjelokupnom uzorku
svih ispitanika nije utvrdeno statisticki znacajno odstupanje od Hardy-Weinberg

ravnoteze za niti jedan od promatranih polimorfnih lokusa (Tablica 5.2).

Tablica 5.2. Provjera odstupanja od Hardy-Weinbergovog zakona ravnoteze

Polimorfni lokus 12 P P %2 P P 12 P P
CD Pearsonov 32 Fisherov Kontrolni Pearsonov 2 Fisherov Svi Pearsonov 2 Fisherov
test egzatni test ispitanici test egzatni test ispitanici test egzatni
CD CD Kontrolni Kontrolni Svi ispitanici test
ispitanici ispitanici Svi
ispitanici
5-HHTLPR*  0.557 0.756 0.903 0.156 0.924 0.935 0.058 0.971 0.982
rs25531* 1.151 0.949 0.984 2.358 0.797 NP 0.943 0.966 NP
STin2 0.585 0.964 1 7.224 0.124 NP 3.923 0.416 NP
VNTR?

CD - Crohnova bolest; * df= 1;* df=3; NP- nije primjenjivo

Osim toga, frekvencija alela i genotipova svih ispitanih polimorfnih regija SERT/SLC6A4
gena u skladu je sa prethodno objavljenim podacima za Hrvatsku i druge Europske
populacije stanovnistva (304-307, 355-357).

Usporedbom CD i HC grupe ispitanika uocena je statistiCki znacajna razlika uz
distribuciji Stin2 alela koja je ostala signifikantna i nakon primjene Bonferroni korekcije
(Pc =0.05/3 =0.017) (Tablica 5.3).

Isti slucaj opazen je i kod usporedbe Zenske podskupine CD pacijenata (y2= 9.85, df= 2,
P =0.007) i odgovaraju¢e HC podskupine ispitanika (Tablica 5.4).

Osim toga za STin2.12 alel uocena je pozitivna, a za STin 2.9 alel negativna povezanost
sa pojavom Crohnove bolesti u slu¢aju usporedbe sveukupne skupine CD i HC ispitanika
(Tablica 5.3) kao i u slucaju usporedbe odgovarajuc¢ih Zenskih podskupina CD i HC
skupine ispitanika (Tablica 5.4).
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No u ovom slucaju statisti¢ki znacajna razlika nakon Bonferroni korekcije (Pc = 0.05/3 =

0.017) uocena je samo u slucaju Stin2.9 alela (Tablica 5.3 1 5.4).

Tablica 5.3 Distribucija 5-HTTLPR, STin2 VNTR i rs25531 SNP alela u cjelokupnoj CD i HC grupi
ispitanika

CD kontrola  Pearsonov x2 Individualna usporedba

Polimorfizam test

n % n % X2 p X2 p? OR (95% CI) #
5-HTTLPR
L 231 602 208 6624 274 0.098 274 0.098 0.77 (0.56-1.05)
S 153 398 106 33.76 274 0.098  1.30(0.95-1.77)
525531
La 212 5521 185 5892 376 0152 097 0325  0.86(0.64-1.16)
L 19 49 23 732 1.73 0188  0.66 (0.35-1.23)
S 153 39.84 106 33.76 274 0.097  1.30(0.95-1.77)
STin2 VNTR
12 242 63.0 174 5541 12.03 0.002** 415 0.042  1.37(1.01-1.86)
10 141 36.7 130 41.40 1.59 0207  0.82(0.61-1.12)
9 1 03 10 3.19 0.08 (0.01-0.62)

0.002**

CD - Crohnova bolest; 5-HTTLPR - engl. serotonin reuptake transporter (SLC6A4) length polymorphic
region; STin2 VNTR - engl. variable number of tandem repeats (VNTR) - u intron 2 SLC6A4 gena; rs25531
- engl. single nucleotide (SNP) polymorphism; lociran u duljoj varijanti 5-HTTLPR alela; L — Dugi 5-
HTTLPR alel; S — Kratki 5-HTTLPR alel; La — Dugi 5-HTTLPR alel- povezan sa poveéanom
transkripcijskom aktivnoséu SLC6A4 gena; LG — Dugi 5-HTTLPR alel — smanjeni povratni unos
serotonina i slabija transkripcijska aktivnost SLC6A4 gena — ekvivalentno kratkom (S) alelu promotorske
5-HTTLPR polimorfne regije SLC6A4 gena; 12, 10, 9: STin2 VNTR aleli; NP - nije primjenjivo; OR: engl.
odds CI- engl. confidence interval; 7 Neprilagodene P i OR+ 95% CI vrijednosti; **Statisticki znacajne P
vrijednosti (< P¢); Bonferroni korekcija P =0.05/3 =0.017

U slucaju usporedbe muske podskupine CD pacijenata i odgovaraju¢e podskupine
kontrolnih ispitanika nije uocena statisticki znacajna razlika u distribuciji alela Stin2
VNTR polimorfnog lokusa iako je i ovdje za STin2.12 alel uocena je pozitivna, a za
STin2.9 alel negativna no u oba slucaja statisticki nesignifikantna povezanost sa pojavom
Crohnove bolesti (Tablica 5.5).
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Tablica 5.4 Distribucija 5-HTTLPR, STin2 VNTR i rs25531 SNP alela u Zenskoj podskupini CD i HC
ispitanika

CD kontrola  Pearsonov x2 Individualna usporedba

Polimorfizam test

n % n % X2 p X2 pi OR (95% CI)#
5-HTTLPR
L 107 608 114 6786 1.87 0177 187 0171  0.73 (0.47-1.14)
S 69 392 54 3214 1.87 0171  1.36 (0.95-1.77)
525531
La 100 56.82 100 59.53 3.98 0.137 0.26 0.61 0.90 (0.58-1.37)
Le 7 398 14 833 2.85 0.09 0.46 (018-1.16)
S 69 3920 54 3214 1.87 0.17 1.36 (0.87-2.12)
STin2 VNTR
12 111 63.07 86 5119 9.85 0.007** 496  0.026  1.63 (1.06-2.50)
10 65 3693 76 45.24 245 0120  0.71 (0.46-1.09)
9 0 000 6 357 0.013** NP

CD - Crohnova bolest; 5-HTTLPR - engl. serotonin reuptake transporter (SLC6A4) length polymorphic
region; STin2 VNTR - engl. variable number of tandem repeats (VNTR) - u intron 2 SLC6A4 gena; rs25531
- engl. single nucleotide (SNP) polymorphism; lociran u duljoj varijanti 5-HTTLPR alela; L — Dugi 5-
HTTLPR alel; S — Kratki 5-HTTLPR alel; La — Dugi 5-HTTLPR alel- povezan sa poveéanom
transkripcijskom aktivnoséu SLC6A4 gena; LG — Dugi 5-HTTLPR alel — smanjeni povratni unos
serotonina i slabija transkripcijska aktivnost SLC6A4 gena — ekvivalentno kratkom (S) alelu promotorske
5-HTTLPR polimorfne regije SLC6A4 gena; 12, 10, 9: STin2 VNTR aleli; NP - nije primjenjivo; OR: engl.
odds CI- engl. confidence interval; / Neprilagodene P i OR+ 95% CI vrijednosti; **Statisticki znacajne P
vrijednosti (< P¢); Bonferroni korekcija P =0.05/3 =0.017

S obzirom na frekvenciju alela 5-HTTLPR i rs25531 SNP polimorfne regije SLC6A4
gena nije uocCena statisticki znafajna razlika ni prilikom usporedbe cjelokupne CD
skupine i kontrolnih ispitanika (tablica 5.3) kao ni prilikom usporedbe odgovaraju¢ih

podskupina pacijenata i kontrolnih ispitanika podijeljenih po spolu (Tablica 5.4 i 5.5)

No unato¢ tome vidljiva je pozitivna, premda statisticki nesignifikantna, povezanost
kratkog (S) alela 5-HTTLPR i rs25531 polimorfne regije SLC6A4 gena sa pojavnoséu
Crohnove bolesti (Tablica 5.3, 5.4 1 5.5).
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Tablica 5.5 Distribucija 5-HTTLPR, STin2 VNTR i rs25531 SNP alela u muskoj podskupini CD i HC
ispitanika

CD kontrola Pearsonov y2 Individualna usporedba

Polimorfizam test

n % n % ¥2 p ¥2 P/ OR (95% CI) ¥
5-HTTLPR
L 124 59.62 94 6438 082 0.365 0.82 0.365 0.82 (0.53-1.26)
S 84 4038 52 35.62 0.82 0.365 1.22 (0.79-1.90)
rs25531
La 112 5385 85 5822 083 0661 0.66 0.417 0.84 (0.55-1.28)
L 12 577 9 6.16 0.02 0.888 0.93 (0.38-2.27)
S 84 4038 52 35.62 0.82 0.365 1.22 (0.79-1.90)
STin2 VNTR
12 131 6298 88 60.27 3.206 0.201 0.27 0.603 1.12 (0.73-1.73)
10 76 36.54 54 36.99 0.01 0.920 0.98 (0.63-1.52)
9 1 048 4 274 0.164 0.17(0.02-1.55)

CD - Crohnova bolest; 5-HTTLPR - engl. serotonin reuptake transporter (SLC6A4) length polymorphic
region; STin2 VNTR - engl. variable number of tandem repeats (VNTR) - u intron 2 SLC6A4 gena; rs25531
- engl. single nucleotide (SNP) polymorphism; lociran u duljoj varijanti 5-HTTLPR alela; L — Dugi 5-
HTTLPR alel; S — Kratki 5-HTTLPR alel; La — Dugi 5-HTTLPR alel- povezan sa poveéanom
transkripcijskom aktivnoséu SLC6A4 gena; LG — Dugi 5-HTTLPR alel — smanjeni povratni unos
serotonina i slabija transkripcijska aktivnost SLC6A4 gena — ekvivalentno kratkom (S) alelu promotorske
5-HTTLPR polimorfne regije SLC6A4 gena; 12, 10, 9: STin2 VNTR aleli; NP nije primjenjivo; OR: engl.
odds CI- engl. confidence interval; ; Neprilagodene P i OR+ 95% CI vrijednosti; **Statisticki znacajne P
vrijednosti (< P¢); Bonferroni korekcija P =0.05/3 =0.017

Pearsonov x2 test pokazao je statisticki znacajnu razliku u distribuciji genotpova STin2
VNTR polimorfne regije SLC6A4 gena izmedu CD i kontrolne skupine ispitanika (P =
0.002) te izmedu Zenske podskupine CD pacijenata i odgovarajuce podskupine kontrolnih
ispitanika (Tablica 5.6 i 5.7). To je jo§ vise doslo do izrazaja u kad su nosioci rijetkih
STin2 genotipova (STin2 12/9 + STin2 10/9; CD vs. HC: Fisherov egzaktni test Test; P =
0.002) grupirani u jednu zajednic¢ku podskupinu (cijelokupna CD skupina: ¥2 = 15.720, d
f =3, P =0.001; zenska podskupina: ¥2 = 15.326, df = 3, P = 0.002). Osim toga medu CD

pacijentima uocena je znatno CeSca prisutnost STin2 12/12 i STin2 12/10 genotipova te
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znatno manja prisutnost STin2 10/10 genotipa u odnosu na kontrolnu skupinu ispitanika.
Isti fenomen uocen je i prilikom usporedbe Zenskih podskupina CD i kontrolne skupine
ispitanika. Nasuprot tome kod usporedbe muske podskupine CD pacijenata i
odgovaraju¢e kontrolnih ispitanika nisu zabiljezene statisticki znacajne razlike u
distribuciji STin 2 genotipova (Tablica 5.8). No ovdje treba naglasiti ¢injenicu da usprkos
znatno liberalnoj primjeni Bonferronijeve korekcije za visestruke usporedbe (Pc= 0.05/N
= 0.008; N = 6 — broj analiziranih genotipova) nije uocena statisticki znacajna razlika u
distribuciji individualnih STin2 VNTR genotipova SLC6A4 gena izmedu CD i kontrolne
skupine ispitanika.

Logisticka regresija kodominantnog trialelnog STin2 genotipskog modela takoder nije
pokazala statisti¢ki znacajnu razliku u distribuciji individualnih genotipova izmedu CD i
kontrolne skupine ispitanika (Tablica 5.9). No, analiza recesivnog bialelnog STin2
modela kao 1 istovjetna analiza Zenske podskupine ispitanika (CD vs. kontrolna skupina)
pokazala je statistiCki znaCajnu negativnu povezanost bialelnog ss (s = STin2.10 ili
STin2.9) STin2 VNTR genotipa sa pojavno$¢u Crohnove bolesti u usporedbi sa nosiocima
Il'i Is genotipa (Tablica 5.9) koja je ostala statisticki znacajna i nakon unosa kovarijantne
za dob i/ili spol ispitanika (zenska podskupina: Wald = 7.564, df=1, P = 0.006, OR
prilagoden s obzirom na dob = 0.32, 95% CI = 0.14-0.72) (Tablica 5.10).

No unato¢ tome, samo je varijacija kodominantnog STin2 genotipskog modela u kome su
rijetki genotipovi (STin2 12/9 i 10/9) grupirani zajedno pokazala statisticki znacajne
globalne P vrijednosti logisti¢ke regresijske analiza i to samo prilikom analize cjelokupne

(muskarci + zene) CD skupine u odnosu na kontrolne ispitanike (Tablica 5.9 i 5.10).
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Tablica 5.6 Distribucija 5-HTTLPR, STin2 VNTR i rs25531 SNP genotipova u cjelokupnoj CD i HC
grupi ispitanika

CD kontrola Pearsonov y2 test
Polimorfizam
n % n % Va p
5-HTTLPR 3.410 0.188
L/L 67 34.90 70 44.60
L/S 97 50.50 68 43.30
S/S 28 14.60 19 12.10
5-HTTLPR/rs25531 trialelni model 5.674 0.339
La/La 57 29.70 57 36.30
La/Lg 10 5.20 11 7.00
La/S 88 45.80 60 38.20
Le/S 9 4,70 8 5.10
Le/La 0 0.00 2 1.30
S/S 28 14.60 19 12.10
5-HTTLPR/rs25531 bialelni model 1.791 0.402
L'/L' 57 29.70 57 36.30
L'/s' 98 51.00 71 45.20
S'/s' 37 19.30 29 18.50
STin2 VNTR trialelni model 15.857 0.002**
12/12 76 39.60 55 35.00
12/10 89 46.40 57 36.30
12/9 1 0.50 7 4.50
10/10 26 13.50 35 22.30
10/9 0 0.00 3 1.90
STin2 VNTR bialelni model 6.562 0.037
I 76 39.60 55 35.00
I/s 90 46.90 64 40.80
sls 26 13.50 38 24.20

CD - Crohnova bolest; 5-HTTLPR - engl. serotonin reuptake transporter (SLC6A4) length polymorphic
region; STin2 VNTR - engl. variable number of tandem repeats (VNTR) - u intron 2 SLC6A4 gena; rs25531
- engl. single nucleotide (SNP) polymorphism; lociran u duljoj varijanti 5-HTTLPR alela; L — Dugi 5-
HTTLPR alel; S — Kratki 5-HTTLPR alel; La — Dugi 5-HTTLPR alel- povezan sa poveéanom
transkripcijskom aktivnoséu SLC6A4 gena; LG — Dugi 5-HTTLPR alel — smanjeni povratni unos
serotonina i slabija transkripcijska aktivnost SLC6A4 gena — ekvivalentno kratkom (S) alelu promotorske
5-HTTLPR polimorfne regije SLC6A4 gena; 12, 10, 9: STin2 VNTR aleli; **Statisticki znacajne P
vrijednosti (< P¢); Bonferroni korekcija P =0.05/6 - maksimalni broj genotipova =0.008
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Tablica 5.7 Distribucija 5-HTTLPR, STin2 VNTR i rs25531 SNP genotipova u Zenskoj podskupini CD i
HC ispitanika

CD kontrola Pearsonov y2 test
Polimorfizam
n % n % Va p
5-HTTLPR 3.471 0.177
L/L 30 34.10 40 47.60
L/S 47 53.40 34 40.50
S/S 11 12.50 10 11.90
5-HTTLPR/rs25531 trialelni model 6.575 0.254
La/La 25 28.41 32 38.10
La/Llc 5 5.68 6 7.14
La/S 45 51.14 30 35.71
Le/S 2 2.27 4 476
Le/Ls 0 0.00 2 2.38
S/S 11 12.50 10 11.91
5-HTTLPR/rs25531 bialelni model 3.358 0.192
L'/L' 25 28.40 32 38.10
L'/s' 50 56.80 36 42.90
S'/s' 13 14.60 16 19.00
STin2 VNTR trialelni model 15.328 0.002**
12/12 33 37.50 26 31.00
12/10 45 51.10 29 34.50
12/9 0 0.00 5 6.00
10/10 10 11.40 23 27.40
10/9 0 0.00 1 1.20
STin2 VNTR bialelni model 8.038 0.018
I 33 37.50 26 31.00
I/s 45 51.10 34 40.50
sls 10 11.40 24 28.60

CD - Crohnova bolest; 5-HTTLPR - engl. serotonin reuptake transporter (SLC6A4) length polymorphic
region; STin2 VNTR - engl. variable number of tandem repeats (VNTR) - u intron 2 SLC6A4 gena; rs25531
- engl. single nucleotide (SNP) polymorphism; lociran u duljoj varijanti 5-HTTLPR alela; L — Dugi 5-
HTTLPR alel; S — Kratki 5-HTTLPR alel; La — Dugi 5-HTTLPR alel- povezan sa povecanom
transkripcijskom aktivnoséu SLC6A4 gena; LG — Dugi 5-HTTLPR alel — smanjeni povratni unos
serotonina i slabija transkripcijska aktivnost SLC6A4 gena — ekvivalentno kratkom (S) alelu promotorske
5-HTTLPR polimorfne regije SLC6A4 gena; 12, 10, 9: STin2 VNTR aleli; **Statisticki znacajne P
vrijednosti (< P¢); Bonferroni korekcija P =0.05/6 - maksimalni broj genotipova =0.008
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Tablica 5.8 Distribucija 5-HTTLPR, STin2 VNTR i rs25531 SNP genotipova u muskoj podskupini CD i

HC ispitanika
CD kontrola Pearsonov y2 test
Polimorfizam
n % n % Va p
5-HTTLPR 0.837 0.651
L/L 37 35.60 30 41.10
L/S 50 48.10 34 46.60
S/S 17 16.30 9 12.30
5-HTTLPR/rs25531 trialelni model 1.057 0.900
La/La 32 30.77 25 34.25
La/Lc 5 4.80 5 6.85
La/S 43 41.35 30 41.09
Le/S 7 6.73 4 5.48
Le/La 0 0.00 0 0.00
S/S 17 16.35 9 12.33
5-HTTLPR/rs25531 bialelni model 0.760 0.676
L'/L' 32 30.80 25 34.20
L'/s' 48 46.20 35 47.90
S'/s' 24 23.10 13 17.80
STin2 VNTR trialelni model 3.872 0.460
12/12 43 41.30 29 39.70
12/10 44 42.30 28 38.40
12/9 1 1.00 2 2.70
10/10 16 15.40 12 16.40
10/9 0 0.00 2 2.70
STin2 VNTR bialelni model 0.440 0.808
I 43 41.30 29 39.70
I/s 45 43.30 30 41.10
sls 16 15.40 14 19.20

CD - Crohnova bolest; HC - engl. healthy control;

5-HTTLPR - engl. serotonin reuptake transporter
(SLC6A4) length polymorphic region; STin2 VNTR - engl. variable number of tandem repeats (VNTR) - u
intron 2 SLC6A4 gena; rs25531 - engl. single nucleotide (SNP) polymorphism; lociran u duljoj varijanti 5-
HTTLPR alela; L — Dugi 5-HTTLPR alel; S — Kratki 5-HTTLPR alel; La — Dugi 5-HTTLPR alel-
povezan sa poveéanom transKripcijskom aktivnoséu SLC6A4 gena; LG — Dugi 5-HTTLPR alel — smanjeni
povratni unos serotonina i slabija transkripcijska aktivnost SLC6A4 gena — ekvivalentno kratkom (S) alelu
promotorske 5-HTTLPR polimorfne regije SLC6A4 gena; 12, 10, 9: STin2 VNTR aleli; **Statisticki

znacajne P vrijednosti (< Pc); Bonferroni korekcija P =0.05/6 - maksimalni broj genotipova =0.008
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Tablica 5.9 Logisticka regresijska analiza STin2 VNTR polimorfnog lokusa SLC6A4 gena

Polimorfizam Logistitka regresija
n (%) ispitanika

CD kontrola neprilagodeni p* OR (95% CI)# p?
OR (95% Cl)

STin2 VNTR trialelni®

Kodominantni model A 0.038" 0.043"
12/12 76 (39.6) 55 (35.0) referenca 1.0 referenca 1.0
12/10 89 (46.4) 57 (36.3) 1.13(0.7-1.83) 0.618 1.15(0.71-1.86) 0.570
10/10 26 (13.5) 35(22.3) 0.54 (0.29-0.99)  0.048 0.55 (0.30-1.02) 0.056
12/9 1(0.5) 7 (4.5) 0.10(0.01-0.86) 0.036 0.11(0.013-0.89)  0.040
10/9 0(0.0) 3(1.9) NA 0.990 NA 0.100
Kodominantni model Bf
0.008** 0.009
12/12 76 (39.6) 55 (35.0) referenca 1.0 referenca 1.0
12/10 89 (46.4) 57 (36.3) 1.13(0.7-1.83) 0.618 1.15(0.71-1.86) 0.600
10/10 26 (13.5) 35(22.3) 0.54 (0.29-0.99) 0.048 0.55 (0.3-1.02) 0.060
9/drugi 1(0.5) 10 (6.4) 0.07 (0.01-0.58) 0.014** 0.073 (0.01-0.59)  0.014**
STin2 VNTR bialelni
0.041" 0.045"
Kodominantni model
] 76 (39.6) 55 (35.0) 2.02 (1.10-3.71) 0.023 1.98 (1.08-3.64) 0.028
I/s 90 (46.9) 64 (40.8) 2.06 (1.14-3.72)  0.017 2.05(1.13-3.71) 0.018
s/s 26 (13.5) 38 (24.2) referenca 1.0 referenca 1.0
Dominantni model
] 76 (39.6) 55 (35.0) referenca 1.0 referenca 1.0
I/s-sls 116 (60.4) 102 (65.0) 0.82 (0.53-1.27) 0.380 0.84 (0.54-1.30) 0.400
Recesivni model
11-1/s 166 (86.5) 119 (75.8) referenca 1.0 referenca 1.0
s/s 26 (13.5) 38 (24.2) 0.49 (0.28-0.85)  0.011** 0.5 (0.29-0.86) 0.013**

CD - Crohnova bholest; STin2 VNTR - engl. variable number of tandem repeats (VNTR) - u intron 2
SLC6A4 gena;; OR — engl. odds ratio; Cl — engl. confidence interval. | — Dugi (12) STin2 aleli; s —
kratki(10, 9) STin2 aleli; 12, 10, 9: STin2 VNTR aleli. #Bonferroni nekorigirane P vrijednosti. fLogisticka
regresijska analiza prilagodena s obzirom na dob i spol. § Sveukupna distribucija STin2 VNTR genotipovi
u CD i kontrolnoj skupini ispitanika: y2 =15.857, df =4, P=0.003."Globalna P vrijednosti za logisticku
regresijsku analizu. "Rijetke genotipske varijante grupirane u jednu skupinu.** Statisticki znacajne P
vrijednosti (<Pc). Bonferroni korekcija za distribuciju genotipova Pc = 0.008 (0.05/6 — broj genotipova) i
logisticku regresijska analizu Pc = 0.017 (0.05/3 — broj usporedenih modela).
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Tablica 5.10 Logisticka regresijska analiza STin2 VNTR polimorfnog lokusa SLC6A4 gena u
Zenskoj skupini ispitanika

Polimorfizam Logisticka regresija
n (%) ispitanika

CD kontrola neprilagodeni p* OR (95% CI)# p?
OR (95% Cl)

STin2 VNTR trialelni®

Kodominantni model A 0.081" 0.080"
12/12 33 (37.50) 26 (31.00) referenca 1.0 referenca 1.0
12/10 45 (51.10) 29(3450)  1.22(0.61-2.45) 0570 1.22 (0.61-2.45) 0570
10/10 10 (11.40) 23(27.40)  0.34(0.14-0.85) 0.020 0.34 (0.14-0.85)  0.020
12/9 0.0 (0.00) 5.0 (6.00) NA 0.999 NA 0.999
10/9 0.0 (0.00) 1.0 (1.20) NA 1.00 NA 1.00
Kodominantni model B
0.040 0.040
12/12 33 (37.50) 26 (31.00) referenca 1.0 referenca 1.0
12/10 45 (51.10) 29(3450)  1.22(0.61-2.45) 0570 1.22 (0.61-2.45)  0.570
10/10 10 (11.40) 23(2740)  0.34(0.14-0.85) 0.020 0.34 (0.14-0.85)  0.020
9/drugi 0(0.00) 6 (7.10) NA 0.999 NA 0.999
STin2 VNTR bialelni
0.023" 0.023"
Kodominantni model
1]l 33 (37.50) 26(31.00) 3.05(1.24-7.49) 0.015 3.05 (1.24-7.49) 0.015
I/s 45 (51.10) 34(40.50) 3.18(1.34-7.52)  0.009 3.18 (1.34-7.52) 0.009
sls 10 (11.40) 24 (28.60) referenca 1.0 referenca 1.0
Dominantni model
I 33 (37.50) 26(31.00) referenca 1.0 referenca 1.0
I/s-sls 55 (62.50) 58(69.00)  0.75(0.40-1.41) 0.366 0.75(0.40-1.41)  0.367
Recesivni model
I/1-/s 78 (88.60) 60 (71.40) referenca 1.0 referenca 1.0
sls 10 (11.40) 24 (28.60) 0.32(0.14-0.72)  0.006**  0.32(0.14-0.72)  0.006**

CD - Crohnova bholest; STin2 VNTR - engl. variable number of tandem repeats (VNTR) - u intron 2
SLC6A4 gena;; OR — engl. odds ratio; Cl — engl. confidence interval. | — Dugi (12) STin2 aleli; s —
kratki(10, 9) STin2 aleli; 12, 10, 9: STin2 VNTR aleli. #Bonferroni nekorigirane P vrijednosti. fLogisticka
regresijska analiza prilagodena s obzirom na dob i spol. 8§ Sveukupna distribucija STin2 VNTR genotipovi
u CD i kontrolnoj skupini ispitanika: y2 = 15.857, df =4, P=0.003."Globalna P vrijednosti za logisticku
regresijsku analizu. "Rijetke genotipske varijante grupirane u jednu skupinu.** Statisticki znacajne P
vrijednosti (<Pc). Bonferroni korekcija za distribuciju genotipova Pc = 0.008 (0.05/6 — broj genotipova) i
logisticku regresijska analizu Pc = 0.017 (0.05/3 — broj usporedenih modela).

S obzirom na frekvenciju genotipova 5-HTTLPR i rs25531 SNP polimorfne regije
SLC6A4 gena nije uoCena statisticki znacajna razlika ni prilikom usporedbe cjelokupne
(muskarci + zene) CD skupine i kontrolnih ispitanika (tablica 5.6) kao ni prilikom
usporedbe odgovarajuc¢ih podskupina pacijenata i kontrolnih ispitanika podijeljenih po
spolu (Tablica 5.7 i 5.8). No unato¢ tome vidljiva je veéa, premda statisticki
nesignifikantna, ucestalost heterozigotnih LS, LaS i L'S' te homozigotnih SS i S'S' (osim
za bialelni 5-HTTLPR/rs25531 geneticki model kod Zenske podskupine bolesnika)
genotipskih formi 5-HTTLPR i rs25531 polimorfne regije SLC6A4 gena u skupini
pacijenata sa Crohnovom bolesti (Tablica 5.6, 5.7 1 5.8).
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Sli¢ni rezultata dobiveni su i prilikom logisticke regresijske analize kodominantnog,
dominantnog i recesivnog genotipskog modela 5-HTTLPR i rs25531 SNP polimorfne
regije SLC6A4 gena koja je pokazala i pozitivnu, premda takoder statisticki
nesignifikantnu, povezanost heterozigotnih LS, LAS i L'S' te homozigotnih SS i S'S'
genotipskih formi sa pojavnoscu bolesti (Tablica 5.11).

Tablica 5.11 Logisticka regresijska analiza 5-HTTLPR i rs25531 SNP polimorfnog lokusa
SLC6A4 gena

Polimorfizam n (%) ispitanika Logisticka regresija
CD controls neprilagodeni pt OR (95% CI) ¥ pf
OR (95% CI)
5-HTTLPR bialelni oblik® 0.180" 0.200"
Kodominantni model
L/L 67 (34.9) 70 (44.6) referencal.0 referenca 1.0
L/S 97 (50.5) 68 (43.3) 1.50 (0.94-2.35) 0.090 1.48 (0.94-2.35) 0.090
SIS 28 (14.6) 19 (12.1) 1.54 (0.79-3.02) 0210  1.52(0.77-2.98) 0.230
Dominantni model
L/L 67 (34.9) 70 (44.6) referenca 1.0 referenca 1.0
L/S-S/S 125 (65.1) 87 (55.4) 1.50 (0.97-2.31) 0.070 1.49 (0.97-2.30) 0.070
Recesivni model
L/L-L/S 164 (85.4) 138 (87.9) referenca 1.0 referenca 1.0
SIS 28 (14.6) 19 (12.1) 1.24 (0.66-2.32) 0.500 1.22 (0.65-2.29) 0.530
5-HTTLPR/rs25531 trialelni oblik® 0.670" 0.670"
Kodominantni model
La/La 57 (29.7) 57 (36.3) referenca 1.0 referenca 1.0
La/le 10(5.2) 11(7.0) 0.91 (0.36-2.31) 0.840 0.91 (0.36-2.31) 0.840
La/S 88 (45.8) 60 (38.2) 1.47 (0.90-2.40) 0.130 1.47 (0.90-2.41) 0.130
La/S 9(4.7) 8(5.1) 1.13(0.41-3.12) 0.820 1.07 (0.38-2.98) 0.900
Le/Le 0(0.0) 2(1.3) NA 0.990 NA 0.100
SIS 28 (14.6) 19 (12.1) 1.47 (0.74-2.93) 0.270 1.46 (0.73-2.90) 0.290
5-HTTLPR/rs25531 bialelni oblik 0.410" 0.410"
Kodominantni model
L/ 57 (29.7) 57 (36.3) referenca 1.0 referenca 1.0
LY/s' 98 (51.0 71(45.2) 1.38 (0.86-2.23) 0.190 1.39 (0.86-2.24) 0.180
S'/s' 37 (19.3) 29 (18.5) 1.28 (0.69-2.35) 0.430 1.25(0.68-2.31) 0.470
Dominantni model
L/ 57 (29.7) 57 (36.3) referenca 1.0 referenca 1.0
LY/S- S'/s" 135 (70.3) 100 (63.7) 1.35(0.86-2.12) 0.190 1.346 (0.86-2.11) 0.200
Recesivni model
L'/L-LY/S 155 (80.7) 128 (81.5) referenca 1.0 referenca 1.0
S'/S' 37 (19.3) 29 (18.5) 1.05 (0.61-1.81) 0.850 1.032 (0.60-1.77) 0.910

CD - Crohnova bolest;, 5-HTTLPR - engl. serotonin reuptake transporter (SLC6A4) length polymorphic
region; 1s25531- engl. single nucleotide (SNP) polymorphism- naden u dugom alelu 5-HTTLPR
polimorfnog lokusa; L: La; S”: Lg ili S (klaster bialelni 5-HTTLPR/rs25531 model baziran na
transkripcijskoj aktivnosti SLC6A4 gena: L'/L"™> L'/S’> S’/ S’) OR- engl odds ratio; CI- engl. confidence
interval. tBonferroni nekorigirane P vrijednosti; Bonferroni korekcija za distribuciju genotipova
Pc=0.0083 (0.05/6 - broj genotipova) i za logisticku regresijsku analizu Pc=0.0166 (0.05/3 - broj
usporedenih  genetickih modela).tLogisticka regresijska analiza prilagodena s obzirom na dob i
spol.SSveukupna distribucija 5-HTTLPR genotipova u CD i kontrolnoj skupini ispitanika: y2 =3.471,
df=2, P=0.177; UGlobalna P vrijednost za logisticku regresijsku analizu. ISveukupna distribucija
trialelnih  5-HTTLPR/rs25531 genotipova u CD i kontrolnoj skupini ispitanika: y2=>5.674, df=5,
P=0.339.
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5.3. Analiza povezanost 5-HTTLPR, rs25531 i STin2 VNTR polimorfnih regija
SERT/SLC6A4 gena s fenotipskim karakteristikama Crohnove bolesti

Distribucije alela i genotipova 5-HTTLPR, rs25531 i STin2 VNTR polimorfnih regija
SERT/SLC6A4 gena s obzirom na fenotipske podskupine pacijenata s Crohnovom
boles¢u (Becka klasifikacija) prikazane su u tablici 5.12, 5.13, 5.14, 5.15 i 5.16.

Tablica 5.12 Distribucija alela i genotipova STin2 VNTR polimorfnog lokusa - tralelni model — prema
fenotipskim karakteristikama Crohnove bolesti

STin2 VNTR trialelni model Distribucija genotipova n (%) Distribucija alela n (%)

10/9 12/9 10/10 12/10 12/12 9 10 12 10/9
Dob pri dijagnozi
<16 =21 0(0.0) 0(0.0) 2(9.5) 12 (57.1) 7(333) 0(0.0) 16 (38.1) 26 (61.9) 0(0.0)
17-41 (n=153) 0(0.0) 1(0.7) 21(137) 69 (45.1) 62 (40.5) 1(0.3) 111 (36.3) 194 (63.4) 0(0.0)
>41 (n=18) 0(0.0) 0(0.0) 3(16.7) 8 (44.9) 7(38.9) 0(0.0) 14 (38.9) 22 (61.1) 0(0.0)

Lokalizacija bolesti

Ileum (L1) (n=60) 0(0.0) 1(L7) 10 (16.7) 23(383) 26 (433) 1(10) 43 (36.0) 76 (63.0) 0(0.0)
Kolon (L2) (n=34)  0(0.0) 0(0.0) 6 (17.6) 16 (47.1) 12(353) 0(0.0) 28 (41.18) 40 (58.82) 0(00)
Ileokolon (L3) 0(0.0) 0(0.0) 10 (11.0) 47 (516) 34 (37.4) 0(0.0) 67 (36.8) 115 (63.2) 0(0.0)
Ej(_s?(ll_)cl) (n=29) 0(0.0) 0(0.0) 3(103) 11(379) 15 (51.7) 0(0.0) 17 (293) 41(70.7) 0(0.0)
bez UGI (n=157) 0(0.0) 1(06) 23 (146) 76 (48.4) 57 (36.3) 1(03) 122 (38.85) 191 (60.82) 0(0.0)
Ponasanje bolesti

Inflamatorni (B1) 0(0.0) 1(1) 13 (14.6) 42 (47.2) 33(37.1) 1(06) 68 (38.2) 109 (61.2) 0(00)
.(S:);iiirirajuéi (B2  0(0.0) 0(0.0) 9(14.0) 31 (48.4) 24 (375) 0(0.0) 49 (38.3) 79 (61.7) 0(00)
?egggrzanmi (B3) 0(0.0) 0(0.0) 4(103) 16 (41.0) 19 (48.7) 0(0.0) 24 (308) 54 (69.2) 0(0.0)
n=

Perianalna bolest

Da (n=63) 0(0.0) 0(0.0) 10 (15.9) 27 (42.9) 26 (41.3) 0(0.0) 47 (373) 79 (62.7) 0(0.0)
Ne (n=129) 0(0.0) 1(0.8) 16 (12.4) 62 (48.1) 50 (38.8) 1(0.4) 94 (36.4) 163 (63.2) 0(0.0)
Ekstraintestinalne

manifestacije

Da (n=43) 0(0.0) 0(0.0) 7(16.3) 18 (41.9) 18 (41.9) 0(0.0) 32(37.2) 54 (62.8) 0(0.0)

Ne (1=149) 0(0.0) 1(0.7) 19 (12.8) 71(477) 58 (38.9) 1(0.3) 109 (36.6) 188 (63.1) 0(0.0)

Pozitivna obiteljska

anamneza
Da (n=17) 0(0.0) 0(0.0) 1(5.9) 7(41.2) 9 (52.9) 0(0.0) 9 (26.5) 25 (735) 0(0.0)
Ne (1=175) 0(0.0) 1(0.6) 25 (14.3) 82 (46.9) 67 (38.3) 1(0.3) 132 (37.7) 217 (62.0) 0(0.0)

Operativni zahvat
Da (n=105) 0(0.0) 0(0.0) 12 (11.4) 48 (45.7) 45 (42.9) 0(0.0) 72 (34.3) 138 (65.7) 0(0.0)

Ne (=87) 0(0.0) 1(1.1) 14 (16.1) 41 (47.1) 31(35.6) 1(0.6) 69 (39.6) 104 (59.8) 0(0.0)
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Tablica 5.13 Distribucija alela i genotipova STin2 VNTR polimorfnog lokusa - bialelni model — prema
fenotipskim karakteristikama Crohnove bolesti

STin2 VNTR bialelni model

Dab pri dijagnozi

<16 (n=21)

17-41 (n=153)

>41 (n=18)

Lokalizacija bolesti
Ileum (L1) (n=60)

Kolon (L2) (n=34)
lleokolon (L3) (n=91)
UGI (L4) (n=29)

bez UGI (n=157)
PonaSanje bolesti
Inflamatorni (B1) (n=89)
Strukturirajuci (B2) (n=64)
Penetrantni (B3) (n=39)
Perianalna bolest

Da (n=63)

Ne (n=129)

Ekstraintestinalne
manifestacije

Da (n=43)
Ne (n=149)

Pozitivna obiteljska anamneza

Da (n=17)

Ne (n=175)
Operativni zahvat
Da (n=105)

Ne (n=87)

Distribucija genotipova n (%)

I

7(333)
62 (40.5)

7(38.9)

26 (43.3)
12 (35.3)
34 (37.4)
15 (51.7)

57(36.31)

33(37.1)
24 (37.5)

19 (48.7)

26 (41.3)

50 (38.8)

18 (41.9)

58 (38.9)

9 (52.9)

67 (38.3)

45 (42.9)

31 (35.6)

I/s

12 (57.1)
70 (45.8)

8 (44.4)

24 (40.0)
16 (47.1)
47 (51.6)
11 (37.9)

77(49.0)

43 (48.3)
31 (48.4)

16 (41.0)

27 (42.9)

63 (48.8)

18 (41.9)

72 (48.3)

7 (41.2)

83 (47.4)

48 (45.7)

42 (48.3)

s/s

2(9.5)
21 (13.7)

3(16.7)

10 (16.7)
6 (17.6)
10 (11.0)
3(103)

23 (14.6)

13 (14.6)
9 (14.1)

4(10.3)

10 (15.9)

16 (12.4)

7 (16.3)

19 (12.8)

1(5.9)

25 (14.3)

12)11.4)

14 (16.1)

L

26 (61.9)
194 (63.4)

22 (61.11)

76 (63.33)
40 (58.82)
115 (63.19)
41 (70.69)

191 (60.83)

109 (61.24)
79 (61.72)

54 (69.23)

79 (62.70)

163 (63.18)

54 (62.79)

188 (63.09)

25 (73.53)

217 (62.0)

138 (65.71)

104 (59.77)

Distribucija alela n (%)

S

16 (38.1)
112 (36.6)

14 (38.89)

44 (36.67)
28 (4.18)
67 (36.81)
17 (29.31)

123 (39.17)

69 (38.76)
49 (38.28)

24 (30.77)

47 (37.30)

95 (36.82)

32 (37.21)

110 (36.91)

9 (26.47)

133 (38.8)

72 (34.29)

70 (40.23)

115



Tablica 5.14 Distribucija alela i genotipova HTTLRP polimorfnog lokusa - bialelni model — prema
fenotipskim karakteristikama Crohnove bolesti

5-HTTLPR Distribucija genotipova n (%) Distribucija alela n (%)

L/L L/S SIS L S
Dob pri dijagnozi

<16 m=21) 8 (38.1) 8 (38.1) 5(23.8) 24 (57.14) 18 (42.86)
17-41 (n=153) 51 (33.3) 83 (54.2) 19 (12.4) 185 (60.5) 121 (39.5)
>41 (n=18) 8 (44.4) 6 (33.3) 4(22.2) 22 (61.1) 14 (38.9)

Lokalizacija bolesti

lleum (LL) (n=60) 23(38.3) 29 (48.3) 8(13.3) 75 (62.5) 45 (37.5)
Kolon (L2) (n=34) 9 (26.5) 17 (50.0) 8 (23.5) 35 (51.47) 33 (48.53)
lleokolon (L3) (n=91) 32(35.2) 47 (51.6) 12 (13.2) 111 (61.0) 71 (39.0)
UGI (L4) (n=29) 9 (31.0) 14 (48.3) 6 (20.7) 32 (55.2) 26 (44.8)
bez UGI (n=157) 56 (35.7) 79 (50.3) 22 (14.0) 191 (60.8) 123 (39.2)

PonaSanje bolesti

Inflamatorni (B1) (n=89) 31 (34.8) 41 (46.1) 17 (19.1) 103 (57.9) 75 (42.1)
Strukturirajuci (B2) (n=64) 23 (35.9) 33 (51.6) 8 (12.5) 79 (61.7) 49 (38.3)
Penetrantni (B3) (1=39) 13 (33.3) 23 (59.0) 3(7.7) 49 (62.8) 29 (37.2)

Perianalna bolest

Da (n=63) 20 (31.7) 37 (58.7) 6 (9.5) 77 (61.1) 49 (38.9)
Ne (n=129) 47 (36.4) 60 (46.5) 22 (17.1) 154 (59.7) 104 (40.3)

Ekstraintestinalne manifestacije

Da (n=43) 14 (32.6) 22 (51.2) 7 (16.3) 50 (58.1) 36 (41.9)
Ne (n=149) 53 (35.6) 75 (50.3) 21(14.1) 181 (60.7) 117 (39.3)

Pozitivna obiteljska anamneza

Da (n=17) 4 (23.5) 9 (52.9) 4 (23.5) 17 (50.0) 17 (50.0)
Ne (n=175) 63 (36.0) 88 (50.3) 24 (13.7) 214 (61.1) 136 (38.9)

Operativni zahvat

Da (n=105) 38 (36.2) 53 (50.5) 14 (13.3) 129 (61.4) 81 (38.6)
Ne (n=87) 29 (33.3) 44 (50.6) 14 (16.1) 102 (58.6) 72 (41.4)
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Tablica 5.15 Distribucija alela i genotipova 5-HTTLPR/rs25531 polimorfnog lokusa - bialelni model —

prema fenotipskim karakteristikama Crohnove bolesti

5-HTTLPR/rs25531 bialelni
model

Dob pri dijagnozi
<16 (n=21)

17-41 (n=153)

>41 (n=18)
Lokalizacija bolesti
lleum (L1) (n=60)
Kolon (L2) (n=34)
lleokolon (L3) (n=91)
UGI (L4) (n=29)

bez UGI (n=157)

Ponasanje bolesti
Inflamatorni (B1) (n=89)
Strukturirajuci (B2) (n=64)
Penetrantni (B3) (n=39)

Perianalna bolest
Da (n=63)
Ne (n=129)

Ekstraintestinalne
manifestacije

Da (n=43)
Ne (n=149)

Pozitivna obiteljska anamneza
Da (n=17)

Ne (n=175)

Operativni zahvat

Da (n=105)

Ne (n=87)

Distribucija genotipova n (%)

L

7(33.3)
42 (27.5)

8 (44.4)

18 (30.0)
8 (23.5)
28 (30.8)
8 (27.6)

47 (29.9)

28 (31.5)
18 (28.1)

11(28.2)

19(30.2)

38 (29.5)

14 (32.6)

43 (28.9)

4 (23.5)

53 (30.3)

31 (29.5)

26 (29.9)

L/s

9 (42.9)
84 (54.9)

5(27.8)

33(55.0)
17 (50.0)
44 (48.4)
15 (51.7)

79 (50.3)

39 (43.8)
37 (57.8)

22 (56.4)

34 (54.0)

64 (49.6)

20 (46.5)

78 (52.3)

9 (52.9)

89 (50.9)

55 (52.4)

43 (49.4)

SI's’

5(23.8)
27 (17.6)

5(27.8)

9 (15.0)
9(26.5)
19 (20.9)
6 (20.7)

31 (19.7)

22 (24.7)
9 (14.1)

6 (15.4)

10 (15.9)

27 (20.9)

9 (20.9)

28 (18.8)

4 (23.5)

33 (18.9)

19 (18.1)

18 (20.7)

Distribucija alela n (%)

23 (54.76)
168 (54.9)

21 (58.33)

69 (57.5)
33 (48.53)
100 (54.95)
31 (53.45)

173 (55.1)

95 (53.37)
73 (57.0)

44 (56.41)

72 (57.14)

140 (54.26)

48 (55.81)

164 (55.03)

17 (50.0)

195 (55.71)

117 (55.71)

95 (54.6)

19 (45.24)
138 (45.1)

15 (41.67)

51 (42.5)
35 (51.47)
82 (45.05)
27 (46.55)

141 (44.9)

83 (46.63)
55 (43.0)

34 (43.59)

54 (42.86)

118 (45.74)

38 (44.19)

134 (44.97)

17 (50.0)

155 (44.29)

93 (44.29)

79 (45.4)
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Tablica 5.16 Distribucija alela i genotipova 5-HTTLPR/rs25531 polimorfnog lokusa - trialelni model —
prema fenotipskim karakteristikama Crohnove bolesti

5-HTTLPR/ rs25531 Genotype distribution n (%) Allele frequencies n (%)
trialelni model

La/La La/Le LA/S La/S La/Lc SIS LA Le S
Dob pri dijagnozi
<16 (n=21) 7(33.3) 1(4.8) 8(38.1) 0(0.0) 0(0.0) 5(23.8) 23 (54.76) 1(2.38) 18 (42.86)
17-41 (n=153) 42 (27.5) 9(5.9) 75 (49.0) 8(5.2) 0(0.0) 19 (12.4) 168 (54.9) 17 (5.56) 121 (39.54)
>41 (n=18) 8 (44.4) 0(0.0) 5(27.8) 1(5.6) 0(0.0) 4(22.2) 21 (58.33) 1(2.77) 14 (38.9)
Lokalizacija bolesti
lleum (L1) (n=60) 18 (30.0) 5(8.3) 28 (46.7) 1(1.7) 0(0.0) 8(13.3) 69 (57.5) 6(5.0) 45 (37.5)
Kolon (L2) (n=34) 8(23.5) 1(2.9) 16 (47.1) 1(2.9) 0(0.0) 8(23.5) 33(48.53) 2(2.94) 33(48.53)
lleokolon (L3) (n=91) 28 (30.8) 4(4.4) 40 (44.0) 70.7) 0(0.0) 12(13.2)  100(54.95) 11 (6.04) 71 (39.01)
UGI (L4) (n=29) 8 (27.6) 1(3.4) 14 (48.3) 0(0.0) 0(0.0) 6 (20.7) 31 (53.45) 1(1.72) 26 (44.83)
bez UGI (n=157) 47 (29.9) 9 (5.7) 70 (44.6) 9(5.7) 0(0.0) 22 (14.0) 173 (55.1) 18 (5.73) 123 (39.17)
PonaSanje bolesti
Inflamatorni (B1) 28 (31.5) 3(34) 36 (40.4) 5(5.6) 0(0.0) 17 (19.1) 95 (53.37) 8(4.5) 75 (42.13)
(n=89)
Strukturirajudi (B2) 18 (28.1) 5(7.8) 32 (50.0) 1(1.6) 0(0.0) 8(12.5) 73(57.03) 6 (4.69) 49 (38.28)
(n=64)
Penetrantni (B3) 11 (28.2) 2(5.1) 20 (51.3) 3(7.7) 0(0.0) 3(7.7) 44 (56.41) 5(6.41) 29 (37.18)
(n=39)
Perianalna bolest
Da (n=63) 19 (30.2) 1(1.6) 33(52.4) 4(6.3) 0(0.0) 6(9.5) 72 (57.14) 5(3.97) 49 (38.89)
Ne (n=129) 38(29.5) 9(7.0) 55 (42.6) 5(3.9) 0(0.0) 22(17.1) 140 (54.26) 14 (5.43) 104 (40.31)
Ekstraintestinalne
manifestacije
Da (n=43) 14 (32.6) 0(0.0) 20 (46.5) 2(4.7) 0(0.0) 7(16.3) 48 (55.81) 2(2.33) 36 (41.86)
Ne (n=149) 43 (28.9) 10 (6.7) 68 (45.6) 7(4.7) 0(0.0) 21(14.1) 164 (55.03) 17 (5.71) 117 (39.26)
Pozitivna obiteljska
anamneza
Da (n=17) 4(23.5) 0(0.0) 9(52.9) 0(0.0) 0(0.0) 4 (23.5) 17 (50.0) 0(0.0) 17 (50.0)
Ne (n=175) 53 (30.3) 10 (5.7) 79 (45.1) 9(5.1) 0(0.0) 24 (13.7) 195 (55.71) 19 (5.43) 136 (38.86)
Operativni zahvat
Da (n=105) 31(29.5) 7(6.7) 48 (45.7) 5(4.8) 0 (0.0) 14 (13.3) 117 (55.72) 12 (5.71) 81 (38.57)
Ne (n=87) 26 (29.9) 3(3.4) 40 (46.0) 4 (4.6) 0 (0.0) 14 (16.1) 95 (54.6) 7(4.02) 72 (41.38)
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Upotrebom Pearsonovog x2 test statisticki znacajna razlika izmedu subfenotipa CD-a
klasificiranih prema Montrealskoj klasifikaciji (dob u pocetku bolesti, lokalizacija bolesti,
ponasanje bolesti itd.) utvrdena je samo za 5-HTTLPR polimorfizam i klasterni bialelni

model HTTLPR/rs25531 genotipa s obzirom na dob pri dijagnozi bolesti.

Pri tome su sve varijante 5-HTTLPR genotipa (LL, LS i LL) pokazale sli¢ne ucestalosti
kod mladih (A1) i starijih (A3) CD bolesnika dok su nositelji heterozigotnog (LS)
genotipa bili pozitivno povezani sa A2 dobnom skupinom (Pearsonov P = 0,040663,
Fisher-ov P = 0,0488, Phi = +0,015, OR 2.1173, 95% CI: 1,0229-4,3826).

Nasuprot tome Klasterni bialelni genotip L'S' (intermedijarna ekspresijska aktivnost)
aktivnost pokazao je statisticki znacajnu povezanost sa A2 i A3 dobnom skupinom, pri
c¢emu je u A2 skupini uocCena njegova pozitivna (Pearsonov P = 0,034, Fisherov P =
0,049, OR 2,1739, 95% CI 1,0501 - 4,5005), a u A3 skupini (Pearsonov P = 0,038,
Fisherov P = 0,049, OR 0,335, 95% CI 0,1145 - 0,9801) negativna povezanost sa

pojavnoscu Crohnove bolesti.

No, niti jedna od genotipskih formi 5-HTTLPR polimorfnog lokusa nije se pokazala
statisticki signifikantnom nakon primjene Bonferronijeve korekcije za viSestruke

usporedbe (Pc= 0.05/N; N- broj analiziranih genotipova).

Prevalencija STin2 ss genotipa bila je statisticki znac¢ajno niZza u skupini bolesnika s
Crohnovom bolesti na ileokolonu u odnosu na kontrole (¥?=6,45; df=1; p=0,011 ¢=-
0,16; OR = 0,32; 95% CIl= 0.18-0.82). Pri tome je univarijantna logisticka regresija
pokazala da nosioci Il i Is genotipa imaju dva puta vece izgleda za Crohnovu bolest na
ileokolonu u odnosu na one sa ss genotipom [Il: OR=2,35; 95% C1=1,04-5.32, p= 0.041,
Is: OR=2,79; 95% CI=1,26-6.16, p= 0.011] pri ¢emu je samo Is genotip pokazao
statisti¢ki znaéajnu razliku (p=0.011) nakon primijene znatno liberalne Bonferronijeve
korekcije za visestruke usporedbe (Pc= 0.05/N; N— broj analiziranih genotipova; N=3).
To je potvrdeno 1 multivarijantnom logistickom regresijom prilagodenom za dob i spol
[1I: OR=2,29; 95% CI=1,01-5.20, p= 0.048; Is: OR=2,75; 95% CIl=1,24-6.09, p= 0.013]
+ druga dva ( 5-HTTLPR/rs25531) polimorfna lokusa [ll: OR=2,22; 95% CI=0.97-5.07,
p=0.059; Is: OR=2,76; 95% Cl=1,24-6.12, p= 0.013].
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Prevalencija STin2 ss genotipa bila je statisticki znacajno niza i u skupini CD bolesnika
bez perianalne bolesti u odnosu na kontrolnu skupinu (y2= 6.44; df=1; p=0,011; ¢=-0,15;
OR =0.44; 95% CIl= 0.23-0.84). | ovdje je univarijantna logisti¢ka regresija pokazala da
nosioci 1l i Is genotipa imaju dva puta vece izgleda za Crohnovu bolest na ileokolonu u
odnosu na one sa ss genotipom [lI: OR=2,16; 95% CI=1,07-4.34, p= 0.031; Is: OR=2,34;
95% CI1=1,19-4.61, p= 0.014] pri ¢emu je i u ovom sluc¢aju samo Is genotip pokazao
statisticki znacajnu razliku (p=0.014) nakon primijene znatno liberalne Bonferronijeve
korekcije za viSestruke usporedbe (Pc= 0.05/N; N— broj analiziranih genotipova; N=3).
To je potvrdeno 1 multivarijantnom logistickom regresijom prilagodenom za dob 1 spol
[ll: OR=2,11; 95% CI=1,05-4.26, p= 0.037; Is: OR=2,32; 95% CI1=1,17-4.57, p= 0.0157]
+ druga dva ( 5-HTTLPR/rs25531) polimorfna lokusa [ll: OR=2,03; 95% CI=0.99-4.17,
p=0.059; Is: OR=2,31; 95% CI=1,17-4.58, p= 0.0159].

Osim u ta dva slucaja prevalencija STin2 ss genotipa bila je statisticki zna¢ajno niza i u
skupini CD bolesnika bez ekstraintestinalnih manifestacija bolesti u odnosu na kontrolnu
skupinu (y2= 6.61; df=1; p=0,010; ¢=-0,15; OR = 0.46; 95% CI= 0.25-0.84). | u ovdje je
univarijantna logisticka regresija pokazala da nosioci Il 1 ls genotipa imaju dva puta vece
izgleda za Crohnovu bolest na ileokolonu u odnosu na one sa ss genotipom [ll: OR=2,11,
95% CI=1,09-4.09, p= 0.027; Is: OR=2,25; 95% CI=1,18-4.29, p= 0.014] pri ¢emu je i u
ovom slu¢aju samo Is genotip pokazao statisticki znacajnu razliku (p=0.014) nakon
znatno liberalne primijene Bonferronijeve korekcije za visestruke usporedbe (Pc= 0.05/N;
N- broj analiziranih genotipova; N=3). To je potvrdeno i multivarijantnom logistickom
regresijom prilagodenom za dob i spol [1l: OR=2,03; 95% Cl=1,04-3.96, p= 0.037; Is:
OR=2,22; 95% CI=1,16-4.25, p= 0.0157] + druga dva ( 5-HTTLPR/rs25531) polimorfna
lokusa [Il: OR=1.97; 95% CI=1.00-3.85, p= 0.049; Is: OR=2,21; 95% CI=1,15-4.23, p=
0.017]. No u zadnjem slucaju je statisti¢ka vrijednost bialelne ss genotipske forme Stin2
VNTR lokusa nije bila manja od P (P.=0.05/N- broj analiziranih genotipova= 0.0166;
N=3).

Ovdje treba napomenuti da u slucaju znatno striktnije primjene Bonferroni korekcije
(Pc=0.05/N- broj analiziranih genotipova= 0.008; N=6) niti jedna od gore navedenih P

vrijednosti ne bi bila statisticki signifikantna.
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U slucaju medusobne usporedbe razli¢itih podskupina Crohnove bolesti (primjerice
ileokolon vs. ileum, luminalni vs. strikturirajuéi, perianalni vs. bez perianalne bolesti itd)
upotreba Pearsonovog %2 test kao ni univarijantna i multivarijantna logisticka regresija
nisu pokazale statisticki znacajne razlike u distribuciji genotipova i alela promatranih

polimorfnih lokusa ( 5-HTTLPR, rs25531 SNP i Stin2 VNTR) SLC6A4 gena.
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5.4. Analiza haplotipova 5-HTTLPR, rs25531 i STin2 VNTR polimorfnih regija
SERT/SLC6A4 gena

Konstrukcija haplotipova, analiza neravnoteze vezanja (LD-a engl. linkage
disequilibrium) i asocijacijska analiza haplotipova provedeni su uporabom SHEsisPlus
programa (http://shesisplus.bio-x.cn/SHEsis.html) (353).

Kao sto se moglo i o¢ekivati 5-HTTLPR i rs25531 polimorfna regija pokazale su jaku
neravnotezu vezanja (LD) dok su vrijednosti LD-a izmedu ta dva lokusa i Stin2 VNTR-a

relativno slabije (Slika 5.1).

Nakon Bonferroni korekcije statisti¢ki znacajna razlika (P = 0,004; OR = 1.62, 95% CI =
1.16 - 2.26) u distribuciji haplotipova unutar skupine CD pacijenata u odnosu na
kontrolnu skupinu ispitanika zabiljezena je samo u slucaju S-S-STin2.12 haplotipa
(Tablica 5.1).

Veca, premda statisticki nesignifikantna (P = 0.694; OR = 1.23, 95% CI = 0.43 - 3.50),
ucestalost unutar skupine CD pacijenata u odnosu na kontrolne ispitanike zabiljeZena je i
u sluéaju L-LG-STin2.10 haplotipa (Tablica 5.1).
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Slika 5.1 LD, D" i R? vrijednosti 5-HTTLPR, rs25531 i STin2 polimorfnih regija SLC6A4 gena

rs25531

= 5-HTTLPR
rs25531
5Tin2
STin2

= 5-HTTLPR

N

w
N
w

1 0.43 0.81 , 0.08

0.52 ‘ 0.1

R2- kvadrat korelacijske vrijednosti izmedu dvije indikatorske varijable — jedne koja predstavlja
prisutnost ili odsutnost odredenog alela u prvom lokusu i druge koja predstavija prisutnost ili odsutnost
odredenog alela u drugom lokusu. Vrijednosti r? variraju od r’= 0- dva lokusa su u potpunoj ravnotezi do
r? =1 - dva lokusa su u neravnotezi; D' —vrijednost varira od -1 do 1 za bilo koji skup frekvencija alela za
par polimorfnih bialelnih markera

Tablica 5.17. Uéestalost SLC6A4 haplotipova u CD i kontrolnoj skupini ispitanika

SLC6A4 haplotipovi n. (%) ispitanika 12 P? OR (95% CI)f
5-HTTLPR  rs25531 STin2 VNTR cb kontrola

L La STin210  110(286)  97(30.8) 0.417 0.518 0.89 (0.65-1.24)
S - STin212  131(34.1)  76(24.2) 8.133 0.004  1.62(1.16-2.26)
L La STin212  102(26.5)  88(28.0) 0.186 0.665 0.93(0.66-1.30)
L Lo STin210 9 (2.3) 6 (1.9) 0.153 0.694 1.23(0.43-3.50)
S - STin210 22 (5.7) 27 (8.5) 2.179 0.139 0.65 (0.36-1.16)
L Lo STin212  9(2.3) 10 (3.1) 0.461 0.496 0.73(0.29-1.82)
L Lo STin2 9 1(0.2) 7(2.2) 5.910 0.015 0.11 (0.01-0.94)
S - STin2 9 0(0.0) 3(0.9) 3.684 0.054 NP

CD - Crohnova bolest; 5-HTTLPR — engl. serotonin reuptake transporter (SERT/SLC6A4) length
polymorphic region; STin2 VNTR — engl. variable number of tandem repeats (VNTR) — u intronu 2 SLC6A4
gena; rs25531 — SNP polimorfizam — unutar dugog (L) alela 5-HTTLPR polimorfnog lokusa; Lg — dugi 5-
HTTLPR alel sa slabijim ponovnim unosom serotonina i smanjenom transkripcijskom aktivanoséu u odnosu
na kratki (S) alel; Sveukupni rezultat— Pearsonov y2 = 18.29, P=0.011; OR — engl. odds ratio; CI —engl.
confidence interval. * Bonferroni neprilagodene P vrijednosti i intervali pouzdanosti; Bonferroni korekcija
za analizu haplotipova: Pc = 0.006 (0.05/8 — broj usporedbi haplotipova).”Statisticki znacajne P vrijednosti
(<Pc).
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6. RASPRAVA
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Upalna bolest crijeva kao $to su Crohnova bolest i ulcerozni kolitis predstavljaju glavni,
relapsirajuc¢i gastrointestinalni poremecaj, s kombiniranom incidencijom od 2-20 na

100.000 pojedinaca u razvijenim zemljama svijeta (358-361).

Na sklonost ka razvoju upalnih bolesti crijeva mogu utjecati razni ¢imbenici, ukljuc¢ujuci
nasljednu predispoziciju, promjene u mobilnosti/peristaltici gastrointestinalnog sustava,
odgovor na stresni podrazaj, visceralnu preosjetljivost te nenormalan imunoloski odgovor

i njegovu reakcija na disbiozu crijevnog mikrobioma (358-361).

Neuroimunoloske interakcije takoder su znacajne jer razli¢iti pro- i protuupalni citokini
koji pri tome nastaju mogu utjecati na aktivnost neurona i oslobadanje neurotransmitera
koji potom na razli¢ite nacine djeluju na aktivnost imunoefektorskih stanica prisutnih

uzduz stijenke gastrointestinalnog sustava.

Medu njima je najdetaljnije istrazena uloga 5-hidroksitriptamina (5-HT) odnosno
serotonina, 95% kojeg proizvode i izlu¢uju enterokromafine stanice sluznice crijeva (195-
218).

Promjene u biosintezi, koli¢ini, oslobadanju ili klirensu serotonina vazne su za
transdukciju senzornog signala u pokretljivosti stijenke gastrointestinalnog sustava i za

razvoj visceralne preosjetljivosti (179, 184, 193, 211).

Serotonin je takoder kemotakti¢ka molekula i moze pospjesiti aktivaciju limfocita i

izlu¢ivanje protuupalnih citokina (179, 184, 193, 211).

Stoga se, nakon oslobadanja i vezanja na ciljane receptore, magnitude, trajanja i prostorna
raspodjela signala koji dosezu serotoninske homo- i hetero receptorske komplekse
smjeStene na plazma membrani ciljanih stanica [primjerice intrinziéni i ekstrinzi¢ni

neuroni crijevne stijenke, enterociti i vréaste (engl. Goblet cells) stanice u sluznici crijeva
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te dendritiCne stanice u lamini propriji] mora brzo prekinuti. To se odvija djelovanjem
SERT transportera (212, 217, 225, 296).

Zbog toga promjene u ekspresiji i/ili aktivnosti SERT proteina mijenjaju ekspresiju i/ili
funkciju veéine, ako ne i svih, serotoninskih receptora, kao i sintezu, dostupnost, klirens i

metabolizam serotonina (212, 217, 225, 296).

Izmijenjena funkcija i redukcija ekspresije SERT proteina kao i nenormalna koncentracija
serotonina (lokalno u epitelnom sloju crijeva te u cirkulaciji) dokumentirana je u
razli¢itim klini¢kim entitetima upalnih bolesti crijeva ¢ovjeka, ukljucujuci tu Crohnovu
bolest, ulcerozni kolitis i mikroskopski kolitis te divertikulitis i celijakiju (202, 226, 241,
273, 282-296, 362).

Izmijenjena serotoninska signalizacija i ekspresija SLC6A4 gena takoder je
dokumentirana i u velikom broju animalnih modela upalnih bolesti crijeva (227, 228,
236, 237, 247) .

Cini se da razli¢iti proupalni medijatori i ¢imbenici rasta koji se oslobadaju tijekom
upalne bolesti crijeva mogu inhibirati transkripciju SLC6A4 gena te samim time dovesti

do smanjene ekspresije i poremecaja u funkciji SERT proteina (274, 331- 333).

Druga moguénost je da pojedinci s upalnim bolestima crijeva imaju genetsku
predispoziciju koja je sama po sebi odgovorna za promijenjenu ekspresiju SLC6A4 gena,
¢ime se modulira 5-HT signalizacija te na taj nacin doprinosi proupalnom stanju u

zahvacenoj crijevnoj sluznici.

Do sada je unutar SLC6A4 gena opisan veliki broj genetskih varijacija ukljucujuéi tu
brojne rijetke te znatno ¢e$¢e SNP varijacije (npr. Rs25531, rs25532 i P339L), VNTR
polimorfizme u 2 i 7 intronu gena te indel mutacije/varijacije prisutne u promotorskoj 5 —
HTTLPR regiji gena kao i manje uobi¢ajene polimorfne varijante (1425V, 1425L i G56A)

u kodiraju¢im podrucjima gena (296).
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Kratki S alel polimorfne 5-HTTLPR promotorske regije SLC6A4 gena kao i Lg varijanta
5-HTTLPR/rs25531 SNP polimorfizma te STin2.9 ili STin2.10 aleli polimorfne VNTR
regije u drugom intronu SLC6A4 gena mogu dovesti do 50-80 % smanjene ekspresije
SERT proteina. Nasuprot tome aleli sa veCom ekspresijskom aktivnos¢u mogu dovesti i
do 5 puta vece ekspresije SLC6A4 gena (296, 309, 319, 363-368).

Nadalje, kombinacija tih ucestalih polimorfizme i manje zastupljenih varijanti SLC6A4
gena, poput primjerice P339L, mogu rezultirati peterostrukom do dvadeseterostrukom
razlikom u ekspresijskoj i funkcionalnoj aktivnosti SERT proteina (296).

No unato¢ spoznaji da upalne bolesti crijeva imaju snaznu genetsku komponentu,

polimorfne varijante SERT gena do sada nisu povezane sa patogenezom CD-a.

Zbog toga je u ovoj studiji istrazena povezanost 5-HTTLPR, rs25531 SNP i Stin2 VNTR
polimorfnih regija SLC6A4 gena s pojavnos$¢u Crohnove bolesti unutar tzv. Case-control

studije hrvatske populacije CD pacijenata.

Frekvencija genotipova i alelnih formi promotorske ( 5-HTTLPR i rs25531) i intronske
STin2 VNTR polimorfne regije SLC6A4 gena u zdravoj kontrolnoj skupini obuhvacéenoj
ovom studijom u potpunom je skladu sa do sada objavljenim podacima za hrvatsku i
druge Europske populacije (304-307, 348, 355-357, 369-370).

Rezultati ove studije pokazali su znacajnu razliku u distribuciji genotipova i alela STin2
VNTR polimorfnog lokusa SLC6A4 gena te statisticki znacajnu negativnu povezanost
bialelne ss (STin2. 10/10 i STin2. 10/9 nasuprot STin2. 12/12 + STin2. 12/10 + STin2.
12/9) genotipske forme polimorfne STin2 VNTR regije unutar cjelokupne (muskarci +
zene) CD grupe kao i unutar Zenske podskupine CD pacijenata u odnosu na odgovarajuce

skupine zdravih, kontrolnih ispitanika.

Ucestalost 9, 10, i 12 STIN2 VNTR alela u kontrolnoj skupini ispitanika obuhvaéenih
ovom studijom (3.19%, 41.40%, i 55.41%,) poklapala se sa rasponom tih alela u
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kontrolnim skupinama iz drugih Europskih populacija (1%—-3%, 32%-42%, 56%—66%)
(307).

Interesantno je da smo u ovoj studiji detektirali samo jedan alel (0.3%) sa 9 VNTR
ponavljanja unutar skupine CD pacijenata dok su frekvencije STn2 alelasa 12 i 10 VNTR
ponavljanja u rasponu onih za zdrave kontrolne ispitanike unutar Europske populacije

stanovniStva.

Postoje indicije da STin2 VNTR polimorfna regija moze djelovati kao transkripcijski
regulator SLC6A4 gena na alelu ovisan nacin tako da dugi STin2.12 alel koji ima jaca tzv.
,enhancer-like* svojstva u odnosu na krac¢i STin2.10 alel sa manjim brojem ponavljanja
(307, 367, 371, 372).

Sasvim iznenadujuce, u nasoj je studiji STin2.12 alel pokazao tendenciju prema vecoj
ucestalosti u sveukupnoj skupini CD bolesnika u odnosu na kontrolnu skupinu ispitanika

kao 1 u odgovaraju¢im podskupinama pacijenata podijeljenim po spolu.

lako se veca ucestalost transkripcijski ucinkovitijeg STin2.12 alela uocena medu
pacijentima obuhvacenima ovom studijom ne slaze sa smanjenom ekspresijom i niZom
imunoreaktivno$¢u SERT proteina dokumentiranom u velikom broju studija o upalnim
bolestima crijeva kod ljudi, uklju¢ujuéi tu i Crohnovu bolest, negativna povezanost kratke
(ss; s= STin2.10 ili STin2.9) bialelne genotipske forme STin2 VNTR polimorfne regije sa
pojavnos¢u CD-a u ovoj studiji potvrden je univarijanthom i multivarijantnom
logistickom regresijskom analizom recesivnog bialelnog modela nasljedivanja (Il + Is vs

ss).

Pretpostavlja se da pojedinani polimorfizmi imaju slab utjecaj u usporedbi s
kombiniranim uc¢inkom 5-HTTLPR i STin2 VNTR polimorfnih regija na ekspresiju
SLC6A4 gena (307, 371).
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Shodno tome, prije donoSenja zakljucka o njihovoj funkcionalnoj i fenotipskoj asocijaciji
sa pojedinim klinickim stanjima potrebno je identificirati kombinaciju njihovih alela

formi odnosno ucestalost odgovarajucih haplotipova.

Pri tome je LD izmedu ova dva polimorfna lokusa SLC6A4 gena u rasponu od umjerenog
(Europa) do vrlo jakog (nativni Amerikanci) detektiran u vecini do sada analiziranih
populacija (372).

Neke studije ukazuju na djelomi¢nu povezanost STin 2. 12 alela sa kratkim (S) alelom
5-HTTLPR polimorfne regije pri cemu haplotipovi s tom kombinacijom alela imaju jaca
,,enhancer-like* svojstva u odnosu na haplotip sa L+ STin2.10 i S+STin2.10 haplotipom
(373-375).

U ovoj studiji je takoder potvrdena veca ucestalost S-STin2.12 ( 5-HTTLPR / rs25531: S -
STin2: STin2.12) haplotipa koji je pozitivno i statisticki signifikantno povezan sa CD
skupinom bolesnika dok je L-STin2.9 ( 5-HTTLPR / rs25531: Lg - STin2: STin2.12)
haplotip (nakon Bonferroni korekcije), premda statisticki nesignifikantno, negativno

povezan sa pojavnos¢u CD-a.

S obzirom na povezanost STin2 VNTR polimorfne regije SLC6A4 gena s fenotipskim
karakteristikama Crohnove bolesti, prevalencija STin2 ss genotipa u odnosu na kontrolnu
skupinu ispitanika bila je statisticki znacajno niza i u skupini CD bolesnika bez
perianalne bolesti kao i u skupini CD bolesnika bez ekstraintestinalnih manifestacija sto
je potvrdeno 1 multivarijantnom logistickom regresijom prilagodenom za dob i spol +
druga dva polimorfna lokusa (HTTLPR/rs25531). No u zadnjem slucaju je statisticka
vrijednost bialelne ss genotipske forme Stin2 VNTR lokusa nije bila manja od Pc
(Pc=0.05/N- broj analiziranih genotipova= 0.0166; N=3).

No, ovdje treba napomenuti da u slu€aju znatno striktnije primjene Bonferroni korekcije
(Pc=0.05/N- broj analiziranih genotipova= 0.008; N=6) niti jedna od gore navedenih P

vrijednosti ne bi bila statisticki signifikantna.
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Osim toga u niti jednom slu¢aju medusobne usporedbe razli¢itih podskupina Crohnove
bolesti (primjerice ileokolon vs. ileum, luminalni vs. strikturirajuci, perianalni vs. bez
perianalne bolesti itd.) upotreba Pearsonovog %2 test kao ni univarijantna i
multivarijantna logisticka regresija nisu pokazale statisticki znacajne razlike u distribuciji

genotipova i alela Stin2 VNTR polimorfnog lokusa SLC6A4 gena.

Koliko nam je poznato, ovo je prva studija koja analizira potencijalnu povezanost STin2

VNTR polimorfizma i upalnih bolesti crijeva.

Nasuprot tome, do sada je objavljeno desetak studija u kojima je analizirana povezanost
STN2 VNTR polimorfne regije SLC6A4 gena i sindroma iritabilnog crijeva (IBS; engl.
Irritable bowel syndrome) (376-385).

lako se IBD 1 IBS klasi¢no gledaju kao dihotomna stanja, ova dva klinic¢ka entiteta dijele

slicne promjene u serotonergickim-signalnim mehanizmima (273, 335, 386-393).

Nadalje, budu¢i da IBS u nekim skupinama bolesnika moze predstavljati upalno stanje
niskog stupnja te zbog razvoja simptoma IBS-a kod bolesnika s IBD-om u remisiji kao i
zbog opazenog klinickog preklapanja izmedu IBD-a i IBS-a, neki autori tvrde da oni u
stvari mogu predstavljati klinicku manifestacije patofizioloskog spektra jedne te iste
bolesti (394).

Osim toga, IBD pacijenti ¢esto pokazuju crijevne simptome koji nalikuju IBS-u, poput

trbusne nelagode / boli, proljeva i obiljezja poremecene defekacije (395-397).

Tako na primjer, zabiljeZena prevalencija simptoma nalik IBS-u kod CD pacijenata u
varira od 42% do 57% ( 396, 397).

Nekoliko populacijskih studija pokazalo je i da pacijenti inicijalno s IBS imaju povecani
rizik (5-10 puta) ka promjeni dijagnoze i naknadnom svrstavanju u skupinu IBD
bolesnika u usporedbi s onima bez povijesti IBS-a. Prema nekim pokazateljima taj

ucinak moze biti veci za Crohnovu bolest (398-400).
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No unato¢ svemu tome, do danas je u samo dvije studije istaknuta povezanost izmedu
STin2 VNTR polimorfizma i pojavnosti IBS-a.

Tako su Wang i suradnici objavili vecu ucestalost STin2.12/10 genotipa u skupini IBS
bolesnika u odnosu na kontrolne ispitanike, dok su bolesnici s prevladavaju¢om
konstipacijskom formom IBS-a (IBS-C) pokazali povecanu ucestalost STin2 VNTR 12/12
I 5-HTTLPR LL genotipa (1212-LL) u odnosu na kontrolne ispitanike i bolesnike s kojih
prevladava IBS sa dijarejom (IBS-D) te kombinirani oblik I1BS-a s proljevom i
opstipacijom (IBS-M) (381). Sli¢ne rezultate Chen i suradnici objavili su kod pacijenata
sa postinfekcijskim 1BS-om (382).

No za razliku od njih, ostale studije nisu pokazale postojanje statisticki znacajne
povezanosti izmedu polimorfnih varijanti STin2 VNTR regije SLC6A4 gena i pojavnosti
IBS-a (338, 376- 380, 383-385).

S obzirom na povezanost promotorskih polimorfnih regija i CD-a, do sada je objavljen
samo jedan rad u kom je izvrSena analiza povezanost 5-HTTLPR polimorfne regije s

pojavnoscu Crohnove bolesti (282).

Pored toga do sada su objavljena samo dva rada u kojima su analizirana oba polimorfna
podrucja promotorske regije SLC6A4 gena ( 5-HTTLPR i rs25531) u skupini pacijenata
sa ulceroznim kolitisom i/ili mikroskopskim kolitisom te, osim rezultata ove studije, niti
jedan rad u kom se je izvrsila analiza povezanosti rs25531 SNP-a i pojavnosti Crohnove
bolesti (279, 280, 362).

Kao $to je ve¢ spomenuto, promotorska 5-HTTLPR polimorfna regija SLC6A4 gena
manifestira se u bialelnom obliku, ali zbog otkrivene funkcionalne povezanosti s rs25531
(A / G) SNP polimorfizmom koji se nalazi u pozadini njegovog dugog (L) alela Cesto se

analizira u trialelnom obliku (312, 313).

Zbog njihove blizine u promotorskoj regiji SLC6A4 gena, 5-HTTLPR i rs25531
polimorfne regije su funkcionalno izrazito povezane, ali imaju suprotstavljene ucinke na

ekspresiju SERT proteina.

131



Pri tome je S alel 5-HTTLPR-a polimorfne regije povezan je s nizom transkripcijskom
aktivno$¢u od L alela $to dovodi do smanjene ekspresije SERT proteina na stani¢noj

membrani te posljedi¢no povecane razine serotonina (309-311).

Nasuprot tome, manje ucestali rs25531 Lg alel u kombinaciji sa L alelom 5-HTTLPR
polimorfne regije SLC6A4 gena, dovodi do smanjene transkripcije u usporedbi sa La 5-
HTTLPR/rs25531 alelnom formom (311, 314- 316).

Budu¢i da HTTLPR/rs25531 Lg alel pokreée ekspresiju SLC6A4 gena gotovo
ekvivalentno kratkom S alelu promotorske 5-HTTLPR polimorfne regije, takve alelne
razlike mogu biti klinicki vazne. Stoga smo u ovoj studiji izvrSili analizu u odnosu na
pojedinacni bialelni 5-HTTLPR i trialelni HTTLPR/rs25531 model genotipa te s obzirom
na visoku (L 'L' = La / La), intermedijarnu (L'S' = La/S + La/Lg) odnosno nisku (S'S' =
LG/LG + SS + Lg/S) transkripcijska u¢inkovitost klasteriranog ( 5-HTTLPR / rs25531 )
bialelnog genotipskog modela (319).

Etnicke razlike pripadnosti u frekvenciji alela ova dva funkcionalno povezana polimorfna
lokusa SLC6A4 gena detektirane su u razli¢itim populacijama stanovniStva diljem svijeta,
pa je tako kod bijelaca u odnosu na neke azijske populacije zabiljezena priblizno 40%-tna
razlika za kratki S alel 5-HTTLPR-a dok je za Lg alel uocena frekvencija od 7-15% kod
bijelaca i 24% kod Afroamerikanaca (305, 315, 319, 401).

Unato¢ prisutnosti znaéajnih interpopulacijskih razlika, dugi L alel 5-HTTLPR
polimorfnog lokusa najzastupljeniji je kod Afrikanaca te bijelaca zapadnoeuropskog

porijekla dok je kratki S alel najzastupljeniji u istonoj Aziji.

Medu bijelcima je ucestalost najées¢eg dugog alela L oko 0,60%, a ucestalost alela S oko
0,40% (309). Kod osoba Africkog porijekla zabiljezena je i forma dugog XL alela (402).

U ovom istrazivanju kod niti jednog ispitanika nije detektiran XL alelna forma 5-
HTTLPR polimorfne regije, a kao sto je prethodno napomenuto, frekvencija genotipova i
alelnih formi promotorske ( 5-HTTLPR i rs25531) regije SLC6A4 gena u zdravoj
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kontrolnoj skupini obuhvacenoj ovom studijom u potpunom je skladu sa do sada
objavljenim podacima za hrvatsku i druge populacije Europskog stanovnistva (304-307,
348, 355-357, 369-370).

U ovoj studiji nije potvrdena povezanost 5-HTTLPR i rs25531 polimorfne regije
SLC6A4 gena s pojavom CD-a, ali je opazena tendenciju prema vec¢im frekvencijama
heterorozigotnh 5-HTTLPR i rs25531 genotipskih formi (L/S, , La/S 1 L'/S'= La/S +

La/Lg) u CD skupini u odnosu na kontrolnu skupinu ispitanika.

Ovaj ucinak molekularne heteroze (veca asocijacija heterozigotnih nositelja sa
kvantitativnim ili dihotomnim karakteristikama u odnosu na nositelje homozigotnog
genotipa) takoder je opisan u nekim drugim studijama 5-HTTLPR (383, 403-405).

Upotrebom Pearsonovog 2 testa statisticki znacajna razlika izmedu subfenotipa CD-a
klasificiranih prema Montrealskoj klasifikaciji (dob u pocetku bolesti, lokalizacija bolesti,
ponasanje bolesti itd.) utvrdena je samo za 5-HTTLPR polimorfizam i klasterni bialelni

model HTTLPR/rs25531 genotipa s obzirom na dob pri dijagnozi bolesti.

Pri tome su nositelji heterozigotnog (LS) genotipa bili pozitivno povezani sa A2 (17-41
godina) dobnom skupinom dok je klasterni bialelni genotip L'S" (L'/S'= La/S + La/Lg;
intermedijarna ekspresijska aktivnost) pokazao statisti¢ki znacajnu povezanost sa A2 i A3
(>41 godina) dobnom skupinom CD bolesnika s tim da je u A2 skupini uoc¢ena njegova
pozitivna, a u A3 skupini pacijenata negativha povezanost sa pojavno$¢u Crohnove

bolesti.

No niti jedna od tih genotipskih formi 5-HTTLPR polimorfnog lokusa nije se pokazala
statisticki  signifikantnom nakon primjene Bonferronijeve korekcije za viSestruke

usporedbe (Pc= 0.05/N; N- broj analiziranih genotipova).

Isto niti jedna od provedenih analiza nije rezultirala statisti¢ki znaajnom povezano$cu
alela i genotipskin formi 5-HTTLPR, i rs25531SNP-a izmedu pojedinih klinickih

fenotipova Crohnove bolesti klasificiranima s obzirom na Montrealski konsenzus o
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upalnim bolestima crijeva (ileokolon vs. ileum, luminalni vs. strikturirajuc¢i, perianalni vs.

bez perianalne bolesti itd.).

Sikander i suradnici su u svom nedavno objavljenom radu ukazali na potencijalnu
povezanost genotipskih varijanti  5-HTTLPR polimorfne regije SLC6A4 gena sa
ulceroznim kolitisom i mikroskopskim kolitisom pri ¢emu je kod pacijenata sa
mikroskopskim kolitisom te pacijenata sa ulceroznim kolitisom u remisiji detektirana
znacajno nizu ucestalost nositelja SS genotipa u odnosu na grupirane nosioce LL i LS
genotipa (LL+SS) sto je bilo popra¢eno znac¢ajno visom (SS>LS>LL) razinom serumskog
serotonina (279, 280).

To je prvenstveno doSlo do izrazaja kod SS i LS nositelja u skupini pacijenata sa
mikroskopskim kolitisom u odnosu na kontrolnu skupinu ispitanika (279, 280). Isti
fenomen vece ekspresije serumskog serotonina uocen je i kod SS nositelja u skupini CD
pacijenti u remisiji u odnosu na kontrolnu skupinu ispitanika sa istim genotipom (279,
280).

Nasuprot tome u njihovoj studiji, sli¢no rezultatima nase studije na CD pacijentima, nije
opaZena statisti¢ki znacajnu razliku u distribuciji alela i genotipova 5-HTTLPR lokusa
izmedu UC pacijenata sa aktivnom boleS¢u 1 zdravih kontrolnih ispitanika ili izmedu
zenske podskupine UC pacijenata i zenskih kontrolnih ispitanika (279, 280). Sli¢no tome,
Shiotani 1 suradnici takoder nisu detektirali statisticki znacajnu povezanost 5-HTTLPR

varijanti i ulceroznog kolitisa (362).

Za razliku od Sikandera i suradnika u ovoj studiji uocena je veca, premda statisticki
nesignifikantna, distribucija SS genotipa u cjelokupnoj (muskarci+zene) i zenskoj

podskupini CD pacijenata u odnosu na kontrolne ispitanike.

Sliéno rezultatima ove studije Shajib i suradnici su analizom 40 CD pacijenata i
jednakog broja zdravih kontrolnih ispitanika takoder detektirali vecu ucestalost nositelja
S-genotipa (LS+SS nasuprot LL) kod CD pacijenata u odnosu na kontrolne ispitanike s

tom razlikom da je u njihovoj studiji ta razlika bila statisticki znacajna (282).
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Primijecene razlike u distribuciji SS genotipova mogu biti rezultat heterogene pozadine
CD-a i drugih oblika IBD-a i / ili etnickih ili regionalnih razlika izmedu ispitivanih
skupina.

One su takoder su u skladu s ranije spomenutom hipotezom da 5-HTTLPR moze
predstavljati samo jedan od polimorfnih lokusa odgovornih za pojavu razli¢itih formi
upalnih bolesti crijeva.

U radu Shajiba i suradnika takoder je potvrdena i statisticki znacajno veca koncentracija
serotonina u krvnoj plazmi te PPP (engl. platelate pure plasma) plazmi CD pacijenata u
odnosu na kontrolne ispitanike (282).

Statisticki znacajno veca koncentracija serotonina detektirana je i u PPP plazmi CD
pacijenata sa S-genotipom (LS+SS) u odnosu na kontrolne ispitanike sa LL i S-genotipom
(282).

Nazalost u ovom radu nije izvrSena analiza serumskog serotonina te stoga nije bilo
moguce procijeniti ucinak pojedinih genotipskih varijanti SLC6A4 gena na

funkcionalnost SERT proteina.

Minderhoud i suradnici su 2007 detektirali znaCajne regionalne razlike u mRNA
ekspresiji SLC6A4 gena uz statisticki znacajniju ekspresiju SERT proteina u sluznici
ileuma u odnosu na kolon CD pacijenata u remisiji bolesti (275). Woytal i suradnici
takoder su izvijestili o porastu razine mRNA SLC6A4 gena u ileumu bolesnika s CD i
UC, dok su njegove razine mRNA u debelom crijevu bile ispod granice detekcije (285).

Sli¢no tome, Tada i suradnici su takoder detektirali statisticki znacajno manju ekspresiju
SERT proteina u upaljenoj sluznici UC pacijenata u odnosu na sluznicu u zacjeljivanju te
smanjenje SERT ekspresije u zacjeljujucoj sluznici kolona u kojoj je jo§ vidljiva
prisutnost niskog stuplja upalne reakcije (blago povecana ekspresija proupalnih gena)

(241).

Statisticki znacajna redukcija SLC6A4 mRNA te smanjena imunoreaktivnost na SERT

protein u epitelnim stanicama UC, IBS-C i IBS-D pacijenata u odnosu na kontrolu
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zabiljezena je i u radu Coates-a i suradnika s tom razlikom da je u odnosu na smanjeni
broj enterokromafinih stanica u tezem stupnju UC-a njihov broj ostao nepromijenjen kod
IBS-C i IBS-D pacijenata (273). Nasuprot tome Faure i suradnici detektirali su smanjenu

ekspresiju SERT proteina u upaljenoj sluznici kolona pedijatrijskih IBS pacijenata (406).

O znacajnim razlikama u ekspresiji SERT proteina izmedu razlic¢itih regija
gastrointestinalnog trakta (duodenum, ileum, uzlazni kolon, transverzum i silazni kolon) s
prevladavaju¢om ekspresijom u ileumu i odsutno$¢u njegove ekspresije u debelom
crijevu takoder su izvijestili Meier i suradnici (294). No kod niti jednog od njihovih
ispitanika nije dijagnosticiran UC ili drugi oblici upalnih bolesti crijeva kao ni vidljivi
simptomi drugih crijevnih oboljenja (294).

Gill i suradnici su takoder izvijestili o diferencijacijskoj ekspresiji SERT proteina duz
uzduzne osi (ileum >> dvanaesnik >> jejunum) ljudskog crijeva (328). Ekspresija mMRNA
i imunoloSka neaktivnost na SERT protein u njihovoj su studiji uglavnom otkriveni u
epitelnim stanicama duodenuma i ileuma uz najveéu razinu u ileumu, relativno vrlo
niskom razinom u jejunumu i gotovo odsutnom (vrlo slaba imunoloska reakcija u

proksimalnom dijelu kolona) u debelom crijevu (328).

S obzirom na moguc¢u povezanost 5-HTTLPR polimorfizma sa IBS-om do sada

objavljeni rezultati su poprili¢no kontradiktorni cak i unutar istih populacija.

Najnovija meta analiza provedenih studija u cjelokupnom uzorku nije detektirala
statisti¢ki znacajnu povezanost izmedu 5-HTTLPR i IBS-a dok je pri analizi klini¢kih
podskupina IBS-a i te pojedinih etni¢kih grupa LL genotip indiciran kao rizi¢ni ¢cimbenik
za pojavnost IBS-C-a (336, 407, 408).

Sto se ti¢e 525531 SNP polimorfizma, do sada su objavljene samo dvije studije koje su
ispitivale njegovu povezanost s IBS-om, a samo jedna je izvijestilo o pozitivnoj
povezanosti s pojavom bolesti s tri puta ve¢im omjerom vjerojatnosti (OR) za pojavu
alela Lc alela u bolesnika s IBS-om u usporedbi s kontrolnom skupinom ispitanika (376,
377).
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U ovoj studiji nije pronadena statisticki znacajna razlika u distribuciji alela i genotipova
izmedu CD pacijenata i kontrolne skupine ispitanika kao ni povezanost alela i genotipskih

formi rs25531 SNP-a sa klini¢kim fenotipovima Crohnove bolesti.

Zaklju¢no, ovom studijom utvrdene su statisticki znacajne razlike u distribuciji alela i
genotipova STin2 VNTR regije SLC6A4 gena izmedu CD bolesnika i zdravih kontrolnih

ispitanika.

Osim toga utvrdena je negativna povezanost bialelne ss genotipske varijante STin2
VNTR polimorfne regije SLC6A4 gena te pozitivha povezanost S12 haplotipa s

pojavnos¢u Crohnove bolesti.

Prikazani rezultati ukazuju na potencijalno vazan doprinos STin2 VNTR polimorfne regije

SLC6A4 gena u patogenezi Crohnove bolesti.
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7. ZAKLJUCAK
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Ovim istrazivanjem potvrdili smo ulogu STin2 VNTR polimorfne regije SLC6A4
gena u patogenezi Crohnove bolesti

Utvrdena je statisticki znacajna razlika u distribuciji alela i genotipova STin2
VNTR polimorfne regije SLC6A4 gena izmedu CD i HC skupine ispitanika te
izmedu zenske podskupine pacijenata u odnosu na odgovarajucu kontrolnu skupinu

ispitanika.

Utvrdena je statisti¢ki zna¢ajna negativna povezanost bialelne ss (s = STin2 10 ili

STin2 9) genotipske forme STin2 VNTR lokusa sa pojavnos¢u CD-a.

Utvrdena je statistiCki znaCajno veCa zastupljenost S-STin2.12  (5-
HTTLPR/rs25531: S-STin2: STin2.12) haplotipa u CD skupini ispitanika.

Nije utvrdena statistiCki znacajna povezanost alelnih i genotipskih formi 5-
HTTLPR i rs25531 SNP polimorfne regije SLC6A4 gena sa CD-om kao ni razlika u
njihovoj distribuciji izmedu razli¢itih fenotipskih formi Crohnove bolesti

klasificiranih prema Montrealskom konsenzusu.

Zaklju¢no, prikazani rezultati ukazuju na potencijalno vazan doprinos STin2 VNTR

polimorfne regije SLC6A4 gena u patogenezi Crohnove bolesti.
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U ovoj retrospektivnoj case-control studiji izvrSena je analiza povezanosti alelnih i
genotipskih formi promotorske (5-HTTLPR i rs25531) i Stin2 VNTR polimorfne regije
SLC6A4 gena sa pojavnos¢u Crohnove bolesti (CD). Istrazivanjem je obuhvaéeno 192
CD pacijenata i 157 zdravih kontrolnih (HC) ispitanika (po dobi i spolu ujednacenih sa
skupinom pacijenata). Genotipizacija ispitanika izvrSena je lan¢anom reakcijom
polimeraze a korelacija polimorfnih varijanti SLC6A4 gena sa klinickim i fenotipskim
karakteristikama ispitanika analizirana je primjenom y2 odnosno Fisherovog egzaktnog
testa, univarijantnom i multivarijantnom logistickom regresijom te analizom haplotipova.
Rezultati su potvrdili podjednaku spolnu (CD: 88 (45.8%) zene, 104 (54.2%) muskarci;
HC: 84 (53.5%) Zene, 73 (46.5%) muskarci; y2 = 2.03, df =1, P = 0.154) i starosnu (CD:
41.34+12.789; HC: 41.68+8.789; P = 0.091) distribuciju unutar CD i HC skupine
ispitanika. StatistiCki znacajna razlika u distribuciji alela 1 genotipova izmedu CD 1 HC te
izmedu zenske podskupine pacijenata u odnosu na odgovaraju¢u kontrolnu skupinu
ispitanika utvrdena je za STin2 VNTR polimorfnu regiju SLC6A4 gena [distribucija
genotipova (CD y2 = 12.03; df = 2, P = 0.002; Zene: 32 = 9.85, df = 2; P = 0.007 );
distribucija alela (CD: y2 = 12.03; df =2, P = 0.002; Zene: y2 = 9.85, df = 2; P = 0.007)].
Utvrdena je statisticki zna¢ajna negativna povezanost bialelne ss (s = STin2 10 ili STin2
9) genotipske forme STin2 VNTR lokusa [CD: P = 0.013, OR (prilagodeno po dobi i
spolu) = 0.5, 95% CI1=0.29-0.86; zene: P = 0.006, OR (prilagodeno po dobi )= 0.32, 95%
CI=0.14-0.72] sa pojavnos¢u CD-a te statisticki znacajno vecéa zastupljenost S-STin2.12
(5-HTTLPR/rs25531: S-STin2: STin2.12) haplotipa u CD skupini ispitanika (P = 0.004,
OR=1.62, 95 % CI=1.16-2.26). Nije utvrdena statisticki znac¢ajna povezanost alelnih i
genotipskih formi 5-HTTLPR i rs25531 SNP polimorfne regije SLC6A4 gena sa CD-om
kao ni razlika u njihovoj distribuciji izmedu razlicitih fenotipskih formi Crohnove bolesti
klasificiranih prema Montrealskom konsenzusu. Zaklju¢no, prikazani rezultati ukazuju na
potencijalno vazan doprinos STin2 VNTR polimorfne regije SLC6A4 gena u patogenezi

Crohnove bolesti.

Kljuéne rijedi: transporter za povratni unos serotonina, 5-HT, SERT, SLC6A4, 5-
HTTLPR, rs25531, STin2 VNTR, Crohnova bolest.
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In this retrospective case-control study we analyzed the potential association of the
promoter (5-HTTLPR and rs25531) and intronic Stin2 VNTR polymorphic regions of the
SLC6A4 gene with the incidence of Crohn's disease (CD). The study included 192 CD
patients and 157 healthy control subjects (age and gender matched with patients group).
Genotyping was performed by polymerase chain reaction and correlation of polymorphic
SLC6A4 gene variants with CD and its clinical subtypes was analyzed by chi-square and
Fisher's exact test, binary logistic regression and haplotype analysis. The results
confirmed similar gender (CD: 88 (45.8%) female, 104 (54.2%) male; HC: 84 (53.5%)
female, 73 (46.5%) male; 2 = 2.03, df =1, P = 0.154) and age (CD: 41.34+12.789; HC:
41.68+8.789; P = 0.091) distribution among CD and HC groups involved in the study.
Significant difference was observed in STin2 genotype (CD: ¥2=15.86, df =4, P = 0,003;
females: 2 = 15.33, df = 4, P = 0.004) and allele (CD: 42 = 12.03; df =2, P =0.002;
females: ¥2 = 9.85, df = 2; P = 0.007) distribution between CD and HC and between
corresponding female subgroups, with significant negative association (CD: P = 0.013,
OR adjusted by age and gender = 0.5, 95% CI1=0.29-0.86; females: P = 0.006, OR
adjusted by age = 0.32, 95% CI=0.14-0.72) of biallelic ss (STin2.9 and Stin2.10) STin2
genotype with CD, and significantly higher S-STin2.12 ( 5-HTTLPR/rs25531: S-STin2:
STin2.12) haplotype distribution (P = 0.004, OR=1.62, 95 % C1=1.16-2.26) in CD. There
was no significant association between 5-HTTLPR and rs25531 genotype or allele
frequencies and CD or between any SLC6A4 polymorphic loci among different clinical
subtypes of Crohns disease classified according to Montreal consensus. In conclusion,

STin2 VNTR polymorphism of SLC6A4 gene may contribute to the pathogenesis of CD.

Key words: serotonin re-uptake transporter, 5-HTT, SERT, SLC6A4, 5-HTTLPR,
rs25531, STin2 VNTR, Crohn’s disease
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