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1.1. Upalne bolesti crijeva

Upalne bolesti crijeva (UBC, engl. inflammatory bowel disease) kroni¢ne su upalne
bolesti gastrointestinalnog sustava nepoznate etiologije. Uklju€uju Crohnovu bolest
(CD) i ulcerozni kolitis (UC), dok u oko 10 % bolesnika nije moguce sa sigurnosc¢u
odrediti o kojem se obliku bolesti radi te tada govorimo o neklasificiranoj upalnoj
bolesti crijeva. Sli¢no kao i kod drugih imunolo$ki posredovanih kroni¢nih bolesti, kao
Sto je primjerice reumatoidni artritis, UBC karakteriziraju periodi remisije i relapsa
bolesti. lako je prevalencija upalnih bolesti crijeva najviSsa u zapadnim zemljama,
porast incidencija biljezi se i u zemljama Azije, Srednjeg istoka, Afrike i Juzne
Amerike. Kako se radi o bolestima sklonim relapsima koje se Cesto javljaju u mladoj
Zivotnoj dobi te mogu dovesti do po Zivot opasnih komplikacija, UBC predstavlja

znacajan javnozdravstveni problem.

1.1.1. Ulcerozni kolitis
Ulcerozni kolitis karakteriziran je upalnim procesom koji uvijek zahvaca rektum
(proktitis), a moze se Siriti kontinuirano proksimalnije, dok u nekim slu€ajevima moze
zahvatiti i cijeli kolon (pankolitis). Upalni proces je ograni¢en na sluznicu, a dublji
slojevi crijevne stijenke su posStedeni. Upalne stranice infiltriraju laminu propriju i
kripte, a karakteristicno je i formiranje kriptalnih apscesa. Vrlaste stanice gube
mucin, a u dugotrajnoj bolesti Zlijezde postaju deformirane. Ukoliko se radi o

dugotrajnoj bolesti, crijevo je skraceno i dolazi do razvoja postupalnih pseudopolipa.

1.1.2. Crohnova bolest
Crohnovu bolest karakterizira transmuralna upala koja moze zahvatiti bilo koji dio
probavnog sustava od usne Supljine do anusa. Prema redoslijedu ucestalosti
lokalizirana je u terminalnom ileumu i desnom kolonu, samo u kolonu, samo u
terminalnom ileumu, ileumu i jejunumu. Za CD karakteristicno je da se radi o
diskontinuiranoj upali, pri ¢emu je upalni proces isprekidan podrucjima zdrave
sluznice, €ime nastaju takozvane ,skip“ lezije karakteristicne za bolest. Kako se radi
o transmuralnoj upali, moZe doci do penetracije kroz stijenku crijeva i stvaranja

apscesa ili fistula izmedu crijeva, mokraénog mjehura, maternice, rodnice ili koze
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perineuma. HistoloSkom analizom prikazuje se zadebljana stijenka crijeva s
kroni¢nim upalnim infiltratom kroz sve slojeve, a za CD karakteristi¢no je i formiranje

granuloma bez kazeozne nekroze.

1.2. Epidemiologija upalnih bolesti crijeva

Podaci iz najnovijih epidemioloskih istrazivanja pokazuju kako je incidencija upalnih
bolesti crijeva u porastu u novoindustrijaliziranim zemljama, dok se u posljednjih
nekoliko godina incidencija stabilizirala u zemljama zapadnog svijeta (1-3). Osim
toga, porast incidencije se biljezi i medu etni¢kim skupinama i nacionalnostima kod
kojih upalne bolesti ranije nisu bile uobicajene (3). Podaci EpiCom skupine pokazuju
kako incidencija CD u Europi iznosi od 0.5 do 10.6 slu¢ajeva na 100 000 osoba
godiSnje, dok za UC ona varira od 0.9 do 24.3 na 100 000 osoba godiSnje (4).

S obzirom na kroniénu prirodu bolesti, ranu pojavnost i relativno nizak mortalitet
udruzen s upalnim bolestima crijeva, prevalencija upalnih bolesti znaCajno raste
sukladno starenju populacije i globalnom porastu incidencije bolesti.

Tako noviji podaci govore kako je 2017. globalno zabiljezeno 6.8 milijjuna sluCajeva
upalnih bolesti crijeva. Dobno standardizirana stopa prevalencije 2017. godine
iznosila je 84.3 sluCajeva na 100 000 stanovnika, dok je dobno standardizirana stopa
smrtnosti iznosila 0.51 na 100 000 stanovnika. Najvisa stopa dobno standardizirane
prevalencije zabiljeZzena je u Sjevernoj Americi (422.0 na 100 000 stanovnika), a
promatramo li nacije, Sjedinjene Americke DrZave imaju najviSu stopu prevalencije
(464.5 na 100 000 stanovnika), nakon cCega slijedi Ujedinjeno Kraljevstvo (449.6
sluCajeva na 100 000 stanovnika). U podrugjima s viSim sociodemografskim
indeksom, zabiljezene su viSe stope dobno standardizirane prevalencije, dok
podruja s nizim sociodemo-grafskim indeksom imaju najnize stope dobno
standardizirane prevalencije (5).

lako se UBC moze javiti u bilo kojoj zivotnoj dobi, vrsak pojavnosti CD je u dobi
izmedu 20 i 30 godina, a UC izmedu 30 i 40 godina. Ranije se govorilo o bimodalno;j
distribuciji upalnih bolesti crijeva, s drugim vr§kom izmedu 60 i 70 godina, osobito u
bolesnika s UC-om, medutim kasnije studije nisu to potvrdile (6-9).

Rezultati ranijih istrazivanja pokazuju kako se UC podjednako javlja i u musSkaraca i
Zena, dok su rezultati istrazivanja za CD manje konzistentni, pa je tako u pojedinim

kohortama ipak viSa incidencija zabiljezena u Zena (10). Rezultati zdruzenih analiza
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populacijskih studija pokazuju kako upravo u pojedinim dobnim skupinama postoji
razlika u incidencii medu spolovima. Zene imaju niZi rizik za razvoj CD-a u
djetinjstvu, do dobi od 10 do14 godina, a taj rizik je viSi u dobnim skupinama od 25
do 29 i u zena starijih od 35. Sto se tige incidencije UC, ona je podjednaka kod
muskarca i Zzena (osim u dobnoj skupini od 5 do 9 godina) sve do 45 godina, nakon

¢ega muskarci imaju visu incidenciju UC u odnosu na Zene (11).

1.3. Etiologija i patogeneza upalnih bolesti crijeva

Etiologija upalnih bolesti crijeva joS uvijek je nepoznata. Patogeneza upalnih bolesti
crijeva ukljuCuje interakciju genetskih faktora, crijevne mikrobiote, okolisnih

¢imbenika i poremecéenog imunoloSkog odgovora (12).

1.3.1. Genetski faktori

Asocijacijske studije koje obuhvacaju Citav genom (engl. genome wide association
studies, GWAS), nove generacije sekvenciranja i druge metode, detektirale su vise
od 240 rizicnih genetskih lokusa, od kojih je oko 30 genetskih lokusa zajednic¢ko CD i
UC (13). Analize gena i genetskih lokusa identificiranih u upalnim bolestima crijeva
upucuju na to da je nekoliko puteva vazno u odrzavanju intestinalne homeostaze,
kao Sto su epitelna barijera, urodena sluzni¢ka obrana, imunoregulacija migracije
stanica, autofagija, steCeni imunitet i metaboliCki putevi udruzeni sa stanichom
homeostazom (13-15).

Najpoznatija genetska mutacija povezana s razvojem CD u bijelaca je mutacija
NOD2 gena (16). NOD2 polimorfizmi dovode do oS$tecenog odgovora na
prepoznavanje bakterijskih peptidoglikana te se smatra da poremecena funkcija
NOD2 proteina dovodi do kroni¢ne stimulacije proizvodnje proupalnih citokina.
Pojedine varijante (Arg702Trp, Gly908Arg, Leu1007fsinsC) udruZene su s poviSenim
rizikom za razvoj ilealne i ileokoloni¢ke bolesti. Ono $to je zanimljivo da su te
mutacije udruzene sa specificnim fenotipom bolesti, kao $to su mlada Zivotna dob pri
pojavi bolesti i fibrostenozirajuci fenotip (16-21).

Genetske analize su pokazale kako u imunoloSkom odgovoru vaznu ulogu ima i
autofagija te su otkrile dva gena povezana s autofagijom — ATG16L1 i IRGM (22).

ZnacCajna povezanost dokazana je i izmedu UBC-a | IL23R gena (22). Drugi



susceptibilni geni koji reguliraju imunoloSke funkcije ukljucuju CARD9, IL1R2, REL,
SMAD3 | PRDM1 (22).

1.3.2. Crijevna mikrobiota
Ljudsko tijelo kolonizirano je triljunima mikroorganizama. Crijevo sadrzi 1000 - 5000
razli¢itih vrsta, a 90 % vrsta Cine bakterije iz koljena Bacteroidates i Firmicutes.
Smatra se kako je za nastanak upalnih bolesti crijeva odgovoran abnormalni
imunoloski odgovor domacina na crijevnu mikrobiotu. Upravo je crijevna mikrobiota
prepoznata kao glavni okolisni okida¢ za UBC (23-25). Mikrobna zajednica koja je
nastanjena u probavnom sustavu sudjeluje u nizu fizioloskih procesa u domacina, pa
tako ima vaznu ulogu u digestivnim i metaboli¢kim funkcijama, regulaciji epitelne
barijere, razvoju i regulaciji imunoloSkog sustava domacina i zastiti od kolonizacije
patogena (26). U bolesnika s upalnim bolestima crijeva, zapaZzena je smanjena
raznolikost i poremecena ravnoteza crijevne mikrobiote (disbioza), odnosno
smanjenje koliCine bakterija s protuupalnim djelovanjem, a poviSenje KkoliCina
bakterija s proupalnim djelovanjem. NajceSCe =zabiljezene promjene ukljucuju
smanjenje broja bakterija iz koljena Firmicutes, a povecan broj Kkoljena
Proteobacteria i Bacteroidates. Osim toga, broj bakterija koje proizvode kratko
lanCane masne Kkiseline (primjerice Faecalibacterium prausnitzii) smanjen je u
bolesnika s upalnim bolestima crijeva. Upravo smanjena kolonizacija F. praunitzii
korelira s rizikom ilealne CD nakon operacije i odrzavanjem klinicke remisije u UC-u.
S druge strane, porast Proteobacteria, prije svega E. coli, utje€Ce na permeabilnost
crijeva, mijenja raznolikost i sastav mikrobiote i inducira upalni odgovor regulacijom
ekspresije upalnih gena (27). Osim toga u upalnim bolestima crijeva povecan je broj
mukolitickih bakterija, koje karakterizira sposobnost degradacije mucina (28, 29).
Naposljetku, poviSen broj sulfat reduciraju¢ih bakterija (primjerice Desulfovibrio)
rezultira produkcijom hidrogen sulfata koji ostecuje crijevnu barijeru i omogucava

aktivaciju mukozne upale (30).

1.3.3. Okolisni ¢imbenici
Novija epidemioloSka istrazivanja ukazuju na to da okoliSni faktori imaju vaznu ulogu
u patogenezi upalnih bolesti crijeva. Incidencija CD je u znaajnom porastu u
razvijenim zemljama u posljednjih 50 godina a porast incidencije odgovara upravo

progresivnoj industrijalizaciji u nerazvijenim zemljama. Unos hrane je vaZzan okolisni
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¢imbenik koji utjeCe na razvoj upalnih bolesti crijeva. Istrazivanja su pokazala kako
prehrana bogata zasicenim masnim kiselinama i procesiranim mesom takoder
povecava rizik za razvoj upalnih bolesti crijeva, dok dijeta s visokim udjelom vlakana
smanijuje rizik za razvoj CD i do 40 % (31, 32). PuSenje je takoder jedan od primjera
Cimbenika koji mogu utjecati na bolest, pa tako puSenje pogorSava CD, dok ima
protektivni uc€inak za UC. PsiholoSki stres, apendektomija i pojedini lijekovi
(antibiotici, NSAR, statini, oralni konctraceptivi), neki su od okolisnih ¢imbenika koji
takoder mogu utjecati na razvoj UBC (33, 34).

Podaci iz novije literature sugeriraju da vitamin D ima i imunoloSku ulogu te moZze biti
povezan s brojnim bolestima uklju€ujuci i UBC. Deficijencija vitamina D Cesto se dija-
gnosticira kod bolesnika s upalnim bolestima crijeva a pojedini autori sugeriraju kako

niske razine vitamina D mogu pridonijeti poviSenom riziku za razvoj bolesti (35, 36).

1.3.4. Poremecaj imunoloskog odgovora
Istrazivanja patogeneze upalnih bolesti crijeva su pokazala kako disfunkcija urodenih
i steCenih imunoloskih puteva doprinosi razvoju abnormalnog crijevnog imunolosSkog

odgovora u bolesnika s upalnim bolestima crijeva.

Urodeni imunoloski sustav

Urodeni imunoloski sustav je prva linijja obrane protiv vanjskih patogena. On
omogucava brzu i nespecificnu zastitu domacina. Urodeni imunoloski sustav u crijevu
ukljuCuje intestinalne epitelne stanice (IES), makrofage, monocite, neutrofile,
eozinofile, bazofile, dendriticke stanice i NK stanice (engl. natural killer). Crijevna
barijera koja se sastoji od IES i prirodenih imunolo$kih stanica odrzava ravnotezu
izmedu luminalnog sadrzaja i sluznice.

Sluznicki sloj i crijevni epitel, koji odvajaju crijevni lumen i mukozni imunolo$ki sustav,
predstavljaju prvu fiziCku i kemijsku barijeru od crijevnih bakterija, patogena i
antigena hrane (37). Defekti sluzni¢ke barijere, moguée uzrokovani okoliSnim
Cimbenicima i/ili infekcijom, rezultiraju pove¢anom permeabilnosti crijeva (38, 39).
Rezultati GWAS studija impliciraju da defekti epitelne barijere mogu predstavljati
primarni mehanizam za razvoj upalnih bolesti crijeva, s obzirom da su detektirani
susceptibilni polimorfizmi u genima koji kodiraju junkcijske proteine kao $to su E-
kadherin, guanin mukleotid vezajuci protein alfa 12 i zonula occludens-1 (40, 41).

Nadalje, defektna ekspresija antimikrobnih peptida i promjene u ekspresiji junkcijskih
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proteina kao Sto su E-kadherin, beta-katenin i klaudini nadena je u crijevnim
biopsijama bolesnika s upalnim bolestima crijeva (42-46).

Intraluminalni  patogeni komuniciraju s imunoloSkim stanicama urodenog
imunoloSkog sustava putem niza receptora kao $to su NOD (nucleotide-binding
oligomerization domain, engl.), TLR (toll like receptor, engl.), CLR (C-type lectin
receptor, engl.) i RLR (retinoic acid-inducible gene 1-like receptor, engl.) (47). Po
vezanju na receptore, makrofazi i dendriticne stanice prepoznaju molekularne uzorke
povezane s patogenima mikroba (PAMP-pathogen-associated molecular patterns,
engl.) te dolazi do aktivacije signalnih puteva, kao Sto je nuklearni faktor- kB (NF-kB,
nuclear factor kappa-light-chain-B, engl.), proizvodnje proupalnih citokina, kemokina i
drugih antimikrobnih peptida (47). Aktivacija makrofaga ovim citokinima dovodi do
eliminacije patogena slobodnim radikalima i proteazama. Makrofazi i dendritiCke
stanice djeluju i kao antigen prezentiraju¢e stanice te tako sluze kao poveznica
izmedu urodenog i ste€enog imunolo$kog sustava.

Nadalje, u funkcioniranju prirodenog imunoloSkog sustava vaznu ulogu ima
autofagija, koja sluzi za zastitu integriteta i odrzavanje homeostaze crijeva (16).
Osnovno obiljezje autofagije je dopremanje sastojaka citoplazme do lizosoma u
specificnim vakuolama s dvostrukom membranom, koje se nazivaju autofagosomima.
Istrazivanja su pokazala da osim dopremanja sastojaka citoplazme poput stani¢nih
organela ili velikih proteina, autofagija sudjeluje u prirodenoj i ste€enoj imunosti
ograni¢avajuci zivot intracelularnih patogena te sudjelujuéi u prezentaciji citosolnih
antigena putem molekula MHC klase Il. Rezultati GWAS studija koji su otkrili SNP
(single nucleotide polymorphisms, engl.) u genima udruzenim s autofagijom,
doprinijeli su prepoznavanju autofagije kao jednog od faktora povezanih s etiologijom
upalnih bolesti crijeva. Ranije su spomenuti lokusi koji su najceSce povezani s
autofagijom.

U upalnim bolestima crijeva, poviSena je lokalna proizvodnja razli€itih nespecifiCnih
upalnih medijatora, kao $to su slobodni radikali, leukotrieni, kemokini i proupalni
citokini.

Primjerice, IL-1 porodica citokina ima kljuénu ulogu u patogenezi upalnih bolesti
crijeva (48). IL-1 je klju¢ni medijator prirodenog imuniteta i upale koja rezultira
oStec¢enjem tkiva. Nadalje, IL-6 aktivira signalni put STAT3 i ima vaznu ulogu u
upalnom odgovoru (49, 50). Osim toga, ima klju¢nu ulogu u patogenezi UC i

karcinogenezi kolorektalnog karcinoma povezanog s UC-om (51). TNF-a kojeg luce

6



brojne imunoloSke i stromalne stanice smatra se odgovornim za poticanje i
odrzavanje kroni¢ne upale, zbog poticanja transkripcije drugih proupalnih citokina,
promicanja adhezijskih molekula na endotelu i aktivacije fagocitne aktivnosti
makrofaga (52). TNF-a potic¢e ekspresiju IL-1B, IL-6 i IL-33 (53). IL-10 je protuupalni
citokin, ali studije su pokazale kako je njegova ekspresija viSa u bolesnika s upalnim
bolestima crijeva nego u zdravih kontrola (54). Takoder je ekspresija IL10 gena viSa
u mukoznim T stanicama u bolesnika s UC-om (55). TGF- je inhibitorni citokin koji je
prepoznat kao klju€ni regulator imunoloSke homeostaze i upalnog odgovora (56).
Smanjena TGF-f3 aktivhost se smatra odgovornom za razvoj nekoliko autoimunih
poremecaja, ukljucivo i upalnih bolesti crijeva. U upalnim bolestima crijeva oste¢eno
je TGF signaliranje zbog povisenih razina SMAD7 (57). Medutim, osim $to TGF-$
djeluje protuupalno, lokalno moze imati i proupalna djelovanja. Pa su tako
istraZivanja pokazala kako TGF-B moze sudjelovati u zastiti tkiva domacina od
luminalnih patogena i olakSati oporavak ostecene mukoze u upalnim bolestima
crijeva (58-60). IL-17 je proupalni citokin koji aktivira STAT3, koji stimulira jak
kronicni upalni imunoloski odgovor, zbog Cega predstavlja klju¢an cCimbenik u
patogenezi upalnih bolesti crijeva (61, 62). Osim toga, dokazano je kako je IL17

MRNK poviSena u upaljenoj sluznici bolesnika s upalnim bolestima crijeva (63).

Stec€eni imunoloski sustav
Za razliku od urodenog imunoloskog sustava, steeni imunitet ovisi o specificnom
prepoznavanju antigena od strane B i T staniénih receptora. Stoga je ovaj tip
imunoloSkog odgovora sporiji od urodenog. Jedan od primarnih koraka u pocCetku
ste€enog imunoloSkog odgovora ukljuuje aktivaciju Th limfocita (Th1, Th2, Th17 i
Th22 stanica) i supresiju aktivnosti T reg stanica (38). DendritiCke stanice migriraju u
periferna limfna tkiva i aktiviraju antigen specificne naivne T limfocite. Kad antigen
prezentirajuce stanice prezentiraju antigene naivnim T stanicama, one diferenciraju u
efektorske stanice. Aktivirane T stanice proliferiraju i postaju memorijske i efektorske
T stanice te ulaze u cirkulaciju i migriraju do inicijalnog mjesta vezanja antigena za
dendriticke stanice (64). Integracija Th stanica u laminu propriju crijeva posredovana
je adhezijskim molekulama, kao Sto su selektini i integrini te njihovim ligandima koji
se nalaze na endotelnim stanicama krvnih i limfnih zila. Nakon eliminacije antigena,

dolazi do apoptoze vecine efektorskih stanica, a mali broj memorijskih T stanica



prezivi. Kod sljedeceg izlaganja antigenu, memorijske T stanice brzo diferenciraju u

efektorske stanice.
CD4+ efektorske T stanice se dijele u nekoliko podskupina Th1, Th2, Th9 i Th17,

koje lue karakteristiCne tipove citokina. Smatra se kako u patogenezi CD vaznu

ulogu ima Th1 odgovor, a UC Th2 odgovor. Osim navedenog, poznato je kako

aktivacija Th17 stanica i neravnoteza izmedu Th17/ regulatornih (tReg) stanica ima

vaznu ulogu u razvoju intestinalne upale (38).

Th1 stanice se aktiviraju prezentacijom antigena mikrobnih vrsta koji induciraju
otpustanje IFNy i IL-12, koji pak aktiviraju transkripcijski faktor STAT1 nakon
Cega dolazi do aktivacije transkripcijskog faktora T 3. Th1 stanice proizvode i
IFNy i TNFa alfa i imaju vaznu ulogu u obrani protiv intracelularnih mikroba
(65).

Th2 aktivacija je ve¢inom potaknuta sekrecijom IL4, koji dovodi do aktivacije
STAT6 i daljnje aktivacije transkripcijskog faktora GATA-3. Th2 stanice
proizvode IL4, IL5 i IL13 te imaju vaznu ulogu u imunoloSkom odgovoru protiv
ekstracelularnih patogena, uklju€ivo parazita (65).

U prisutnosti IL-4 i TGF-B naivhe CD4+ T stanice se mogu diferencirati u Th9
stanice koje luce IL9, IL10 i IL21, koje reguliraju alergijsku upalu, autoimunu
upalu i antitumorski imunitet. Th9/IL9 put ima ulogu u patogenezi upalnih
bolesti crijeva, osobito UC (65-67).

Th17 ima vaznu ulogu u obrani domacina protiv bakterija i gljiva. Th17 stanice
proizvode IL17, IL22 i IL23. Th17 stanice inducira kombinacija IL-6 i TGF-3
pod kontrolom IL23, koji se sastoji od p19 i p40 podjedinice. P40 citokinska
podjedinica je zajedniCka IL12 i IL23. IL23 je vazan za odrzavanje Th17
stanica (65, 68).

T reg su posebna podskupina T stanica, koje suprimiraju efektornu funkciju
drugih T stanica, te imaju vaznu ulogu u homeostazi crijevnog mukoznog
imunoloSkog sustava. lako nije u potpunosti razjasnjeno kako regulatorne T
stanice suprimiraju efektornu funkciju, smatra se da inhibitorni citokini kao sto
su IL10 i TGF-B imaju vaznu ulogu. Za razvoj i funkciju regulatornih T stanica

klju€nu ulogu ima ekspresija transkripcijskog faktora Fox3p (69).



1.4. Klini€ki, endoskopski i laboratorijski indeksi aktivnosti bolesti

Objektivna procjena aktivnosti bolesti u upalnim bolestima crijeva vazna je u lije€enju
tih bolesnika. Medunaordna organizacija za upalne bolesti crijeva - |0IBD
(International Organization for the Study in Inflammatory Bowel Diseases) je u travnju
2021. definirala terapijske ciljeve u lijeCenju odraslih bolesnika s upalnim bolestima
crijeva (The Selecting Therapeutic Targets in Inflammatory Bowel Disease lI-
STRIDE II) (70). Pa su tako smanjenje simptoma i normalizacija serumskih i fekalnih
markera (C-reaktivni protein i fekalni kalprotektin) kratkoro€ni ciljevi lijeCenja upalnih
bolesti crijeva, dok dugotrajni ciljevi lijeCenja uklju€uju klini€¢ku remisiju i endoskopsko
cijeljenje, ali i odsutnost invaliditeta i normalizaciju kvalitete zivota. Transmuralno
cijelienje u CD i histolosko cijeljenje u UC nisu formalno definirani kao ciljevi, ali je
njihova procjena takoder potrebna.

Upravo zbog navedenog, za pracenje bolesnika s upalnim bolestima crijeva, potrebni
su nam standardizirani kliniCki i endoskopski indeksi. U nastavku ¢Ce biti prikazani
klinicki i endoskopski indeksi te klju¢ni laboratorijski parametri koji se koriste u

klinickoj praksi, odnosno koje smo Koristili u ovom istrazivanju.

1.4.1. Klini¢ki indeksi
Ulcerozni kolitis
NajceSce koristeni kliniCki parametri za procjenu aktivnhosti UC su broj stolica i
prisutnost krvi u stolici. Indeksi aktivnosti UC-a vecinom su nastali zbog potrebe da
se u klinickim istrazivanjima $to objektivnije definiraju skupine bolesnika te prati
ucinak terapije. Kako su kliniCke studije ranije koristile razliCite indekse aktivnosti
bolesti, usporedba rezultata kliniCkih istrazivanja je bila vrlo teSka. Stoga, pojavom
sve veceg broja molekula koje se istrazuju u lijec¢enju UC-a, rasla je i potreba za
definiranjem validiranog indeksa. Danas za klini¢ku procjenu aktivnosti UC-a postoji
17 razlicitih indeksa, od kojih 8 ne ukljuCuje varijable poput endoskopije i biokemijskih
markera. NajceSce koriSteni indeksi za procjenu aktivnosti blagog i srednje teskog
UC-a su SCCAI (Simple Clinical Colitis Activity Index-SCCAI) i Partial Mayo Score
(71), dok se za procjenu teSkog kolitisa i dalje koriste Trueloveove i Wittsove kriterije
(72).
e Partial Mayo Score



Mayo Clinic Index predstavlja standard u procjeni aktivnosti bolesti u klini¢kim
ispitivanjima u kojima FDA zahtijeva i endoskopsku procjenu. Mayo Clinic Index su
razvili Schroeder i suradnici 1987., a ukljuCuje Partial Mayo Score —-PMS (broj
stolica, rektalno krvarenje), globalnu procjenu lijeénika - PGA (Physician Global
Assessment, engl.) te endoskopsku aktivnhost - MES (Mayo Endoscopic Score, engl.)
(71). lako je Partial Mayo Score nevalidiran indeks, pokazalo se kako se radi o
dobrom indeksu koji omogucava razlikovanje aktivne bolesti od remisije. Kako PMS,
osim bolesnikovih simptoma uklju€uje i globalnu procjenu lijeCnika, ponekad je teze
primjenjiv u klinickoj praksi. Ukoliko je PMS < 1 govorimo o remisiji bolesti.
e Truelove i Wittsov indeks aktivnosti bolesti

Truelove i Witts su 1955. godine razvili indeks kako bi procijenili u€inak oralnog
kortizona u lije€enju aktivnog UC-a. Autori su definirali objektivne varijable, koje nam
danas omogucuju stratifikaciju bolesnika po tezini bolesti: blagi, umjereno teski i teski
UC. U klini¢koj praksi, Trueloveov i Wittsov indeks je najCeSce koristen indeks za
definiranje teSkog akutnog kolitisa, odnosno potrebe za hospitalizacijom i terapijom
intravenskim glukokortikoidima. Kriteriji za tesSki kolitis su = 6 stolica dnevno, krv u
stolici, te jedan od sljedecih kriterija: tjelesna temperature > 37.8C, puls > 90/min,
hemoglobin < 10.5 g/dl i brzina sedimentacije eritrocita > 30 mm/h. Nedostatak
Trueloveovih i Wittsovih kriterija je Sto se radi o kvalitativnom, a ne kvantitativnom
indeksu koji je potreban za procjenu aktivnosti bolesti prilikom pracenja bolesti i

uspjeha terapije.

Crohnova bolest
Za procjenu aktivnosti CD, osim broja stolica i krvi u stolici kao UC-u, najcesc¢e
koriSten kliniCki parametar je bol u abdomenu.
e The Crohn's Disease Activity Index (CDAI)

NajCesc¢e koristen indeks za procjenu odgovora na terapiju u klinickim istrazivanjima

je The Crohn's disease Activity Index (CDAI) (73). CDAI sadrzi osam varijabli,

uklju€ivo hematokrit, fizikalni pregled (pregled abdomena i tjelesnu tezinu) i

sedmodnevni dnevnik pacijenta. Pacijent biljezi broj mekanih stolica, bolove u

abdomenu i opce stanje. Kako se radi o kompleksnom indeksu, rijetko se primjenjuje

u klinickoj praksi. Remisija je definirana CDAI-om manjim od 150. Kako CDAI

zahtijeva unos podataka od prethodnih 7 dana, podaci se najceSce unose

retrogradno. Osim toga, opce stanje i intenzitet bolova ovise o subjektivnoj procjeni
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bolesnika. lako je CDAI validiran indeks za primjenu u kliniCkim istrazivanjima, ima
odredena ograni¢enja. CDAI slabo korelira s endoskopskom upalom, serumskim
markerima upale i fekalnim biomarkerima (kalprotektin i laktoferin). Osim toga,
istrazivanja su pokazala kako i ve€ina pacijenata sa sindromom iritabilnog crijeva ima
CDAI > 150. CDAI se u klinickim istrazivanjima, koja su imala visok udio placebo
ucinka, pokazao neadekvatnim primarnim ishodom. Osim toga, FDA smijernice
preporucuju da indeksi koji se koriste u istrazivanjima budu temeljeni na odgovorima
pacijenata (74). CDAI nije pouzdan u procjeni aktivnosti perianalne bolesti ili CD s
drugim fistulama, koje mogu znacajno naruSavati kvalitetu Zivota pacijenta. Perianal
Crohn's Disease Activity Index (PDAI) je trenutno zlatni standard u procjeni tezZine
perianalne bolesti (75).
e Harvey-Bradshaw Index (HBI)

Harvey-Bradshaw Index (HBI) je lakSi za koristenje od CDAI-a, osim toga bodovi iz
ovog indeksa koreliraju s bodovima CDAI. HBI ima pet varijabli (1 - opée stanje, 2 -
bolovi u abdomenu, 3 - broj tekucih stolica. 4 - prisutnost abdominalne mase, 5 -
prisutnost komplikacija, ukljucivo lokalne komplikacije bolesti-fistula, apsces ili analna
fisura te ekstraintestinalne manifestacije). Za ispunjavanje indeksa nije potrebno
prikupljanje podataka u proteklih 7 dana, ve¢ se uzimaju podaci od prethodnog dana.
Remisija je definirana HBI indeksom < 4, a rezultat iznad 16 oznalava izrazenu,
teSku aktivnu bolest (76).

1.4.2. Endoskopski indeksi
Ulcerozni kolitis

Kljuéni uvjet za postizanje duge stabilne remisije s upalnim bolestima crijeva je
mukozno cijeljenje koje se definira kao endoskopska remisija, odnosno odsutnost
mukoznih ulceracija. Stoga endoskopija ima krucijalnu ulogu u procjeni aktivnosti
bolesti i u€inkovitosti terapije, osobito u UC-u (77, 78).

NajceSce korisSteni indeks endoskopske aktivnosti bolesti kod UC-a jest Mayo
Endoscopic Score (MES) u kojem < 1 bod oznaCava mukozno cijeljenje (normalna
sluznica ili gubitak vaskularnog crteza bez frijabilnosti sluznice) (79). Za procjenu
upale sluznice evaluira se prisutnost eritema, smanjenje vaskularnog crteza,
frijabilnost sluznice, erozije, spontana krvarenja i ulceracije, a bolest se ovisno o
navedenom Kklasificira u 4 kategorije - remisija, blaga aktivnost, umjerena ili teSka

aktivnost.
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Jedan od nedostataka navedenog indeksa je razlika u procjeni aktivnhosti medu
endoskopiCarima, stoga se pojavila potreba za razvojem validiranog indeksa
endoskopske aktivnosti kod UC-a te je razvijen UCEIS (Ulcerative Colitis Endoscopic
Index of Severity) koji ukljuCuje tri elementa: vaskularni crtez, krvarenje i
erozije/ulkusi, svaki s preciznom definicijom i nekoliko razina tezine (79). UCEIS se
temelji na makroskopskoj procjeni najteZze zahvacenog segmenta debelog crijeva, a

ne uzima u obzir ekstenziju UC-a.

Crohnova bolest
Za razliku od UC-a, u CD kod koje je prisutna transmuralna upala koja moze zahvatiti
cijelo crijevo, Cesto lezije nisu dostupne endoskopom. Medutim, endoskopija je vazna
u procjeni zahvacenosti crijeva i teZine bolesti, te procjeni ucinkovitosti lijeCenja. Za
procjenu aktivnosti upale vecina CD studija koristi CDEIS (Crohn’s Disease
Endoscopic Index of Severity) (80) ili jednostavniji SES-CD (Simple Endoscopic
Score for Crohn’s disease) (81) te Rutgeertsov indeks za evaluaciju ileokolicne
anastomoze nakon resekcije (82). CDEIS se smatra zlatnim standardom za procjenu
endoskopske aktivnosti u CD (raspon od 0 do 44 boda) gdje je prag endoskopske
remisije postavljen kao CDEIS < 6 uz dodatne kriterije poput odgovora na terapiju
(smanjenje CDEIS > 5), kompletnu endoskopsku remisiju (CDEIS < 3) i mukozno
cijelienje (odsutnost ulceracija). Kako se radi o kompleksnom indeksu, razvijena je
jednostavnija verzija- SES-CD. SES-CD ukljuCuje cetiri endoskopske varijable
bodovane od 0 do 3 (veli¢ina ulkusa, ulcerirana povrSina, zahvacena povrsina,
prisutnost suzenja) u 5 segmenata: ileumu i 4 segmenta debelog crijeva. U slucaju
da ukupni zbroj iznosi 0 do 3, govorimo o endoskopskoj remisiji, 4 - 10 o blagoj
bolesti, 11 do 19 srednje teSkoj bolesti i teSkoj bolesti ukoliko je ukupni zbroj po
segmentima 20 ili viSe od 20. lako je jednostavniji od CDEIS i dalje se radi o

kompleksnom indeksu.

1.4.3. Laboratorijski indeksi
Trenutno ne postoji specificni laboratorijski test za dijagnozu upalnih bolesti crijeva,
kao ni test koji bi omoguéavao diferencijaciju CD od UC. Citav je niz laboratorijskih
markera koji se istrazuju u dijagnosticke i diferencijalno dijagnosti¢ke svrhe, procjenu

aktivnosti bolesti i rizika komplikacija, kao i predikciju relapsa i monitoriranje ucinka
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terapije. U nastavku ce biti prikazana dva najCeS¢e koriStena laboratorijska markera
u upalnim bolestima crijeva.
e C reaktivni protein
C-reaktivni protein je jedan od najvaznijih reaktanata akutne faze, a proizvode ga
hepatociti kao odgovor na stimulaciju upalnih citokina (interleukin-1, IL-13 i TNF-a).
CRP ima kratak poluvijek (oko 19 h), a njegove vrijednosti rastu vrlo brzo tijekom
akutne faze upale. Siroko je koristen indikator upale u upalnim bolestima crijeva, a
njegove vrijednosti nize od 10 mg/L ukazuju na remisiju UBC-a (83). Endoskopska
aktivnost bolesti takoder dobro korelira sa serumskim razinama CRP-a. Medutim,
CRP nije specifican za bolest i njegove vrijednosti mogu biti poviSene u ne-UBC
enteritisu, upalnim poremecajima koji nisu vezani za probavni trakt, kod ostecenja
tkiva, dijabetesa, maligniteta i kardiovaskularnih bolesti. Osim toga, osjetljivost CRP-
a je ograniCena u upalnim bolestima crijeva pa tako bolesnici s aktivnom upalnom
bolesti crijeva mogu imati normalne vrijednosti CRP-a (84). Takoder, mogucée su
normalne vrijednosti CRP-a u asimptomatskih bolesnika koji pak imaju blage
mukozne lezije, osobito kod izoliranog zahvacéanja ileuma. Na razine CRP-a mogu
utjecati i genetski faktori, dob, spol i ITM (85).
Razine CRP-a kod odraslih bolesnika s CD-om bolje koreliraju s aktivnosti bolesti
nego kod bolesnika s UC-om. CRP se pokazao korisnim markerom u UC-u za
predikciju ishoda na pocetku bolesti te u teSkom kolitisu (86).
¢ Fekalni kalprotektin
Fekalni kalprotektin je protein u neutrofilnim granulocitima i makrofazima, prvi put
opisan 1980. godine. Radi se o markeru koiji je stabilan i dobro rasporeden u fecesu,
stoga je za njegovo odredivanje dovoljan i mali uzorak stolice. OtpuStaju ga
aktivirane imunoloSke stanice u stanju stani¢nog stresa i oStecenja. SprjeCava
migraciju neutrofila kroz upaljenu crijevnu stijenku do sluznice. Koristan je marker za
predikciju aktivne bolesti sluznice. Sve je viSe istrazivanja uloge fekalnog
kalprotektina u dijagnostici, evaluaciji aktivnosti bolesti te monitoriranju relapsa
upalnih bolesti crijeva. Meta analiza 30 prospektivnih studija je potvrdila njegovu
visoku osijetljivost i specificnost koja iznosi do 95 % ili 91 %, to je viSe od vrijednosti
za CRP, SE, ASCA i pANCA (87). Vrijednosti fekalnog kalprotektina znacajno su vise
u aktivnoj bolesti kolona nego u aktivnoj bolesti ileuma te u lijevostranom i distalnom
kolitisu u odnosu na pankolitis (88, 89). Nadalje, fekalni kalprotektin je marker koji se
pokazao korisnim u pracenju ucinkovitosti terapije (89). Fekalni kalprotektin takoder
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ima vaznu ulogu u razlikovanju upalnih bolesti crijeva od sindroma iritabilnog crijeva
(IBS) u odraslih, s osjetljivos¢u od 93 % i specificnoS¢u od 94 % za cut-off razinu od
50ug/g. (90). Istrazivanje Suareza i suradnika je pokazalo da serumski kalprotektin

ima viSu AUC za aktivnost bolesti od CRP-a, SE, hemoglobina i trombocita (91).

1.5. Uloga biomarkera u upalnim bolestima crijeva

Biomarkeri su mjerljive supstance iz tkiva i tjelesnih tekucina, a mogu ukljucivati od
Cesto koriStenih laboratorijskih indeksa, kao $to je koncentracija hemoglobina, pa sve
do ekspresije genskih profila. U posljednjih nekoliko godina sve je vedi interes
istrazivanja u podrucju upalnih bolesti crijeva za serumske biomarkere. Za razliku od
markera u bioptiranom tkivu, stolici, izdahnutom zraku i tjelesnim tekuéinama,
odredivanje serumskih markera nije invazivno ni skupo, a uzorci su lakSe dostupni.
Idealan biomarker trebao bi biti neinvazivan, osjetljiv, specifican za bolest, lako

odrediv i cost effective (92).

Korisnim biomarkerima su se pokazala seroloSka protutijela, ukljuCivo autoantitijela i
mikrobna protutijela, koja su rezultat pretjeranog autoimunog odgovora, ostecenja
intestinalne barijere i gubitka imunolo$ke tolerancije na bakterijske antigene (93-95).
NajCesc¢e koristena seroloSka protutijela u klini€koj praksi ukljucuju:

e pANCA
Perinuklearna antineutrofilna citoplazmatska protutijela (P ANCA) su protutijela koja
reagiraju s lizosomskim enzimima u citoplazmi neutrofila i monocita. Navedena
protutijela su specificna za UC, a mogu se Koristiti u diferenciranju UC-a od CD-a.
Titar pANCA se mijenja s aktivnosti bolesti kod bolesnika s UC-om, ali njihova
osjetljivost je niska kod bolesnika sa sumnjom na UC. Gotovo 25 % bolesnika s CD-
om Koji imaju lijevostrani kolitis i simptome UC-a, imaju i poviSene vrijednosti pANCA,
Sto ograniCava ulogu pANCA u diferenciranju UC-a od CD-a. Protutijela na
neutrofilnu proteinazu 3, jedno od antineutrofilnih citoplazmatskih protutijela (PR3-
ANCA), mogla bi imati ulogu u distinkciji UC-a od CD-a, s obzirom da su ona
pozitivha u 15 — 40 % bolesnika s UC-om, odnosno 0 — 10 % bolesnika s CD-om (96,
97).
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e Anti-saccharomyces Cerevisiae protutijela (ASCA)
Radi se o protutijelima koja imaju visoku specificnost, a nisku osjetljivost u
identificiranju bolesnika s CD-om. ASCA su marker rizika za rani pocCetak
bolesti, fibrostenoze i penetrirajuéu bolest. Ekspresija ASCA je niska kod
bolesnika s izoliranom bolesti kolona, a ekspresija varira u razli€itim etnicki
populacijama (98). Kombinacija ASCA i pANCA protutijela vrijedan su alat u
diferenciranju UC-a od CD.

Osim seroloSkih biomarkera sve je viSe novijih biomarkera koji uklju€uju genetske i
imunoloSke biomarkere (99). Nadalje, citokini su Cesto istrazivani biomarkeri u
upalnim bolestima crijeva, s obzirom da je poznato da su upravo oni kljuéne
komponente u upalnim putevima vaznima u patogenezi upalnih bolesti crijeva. S
obzirom na poviSenu ekspresiju proupalnih citokina u crijevnoj sluznici kod aktivhog
UBC-a, koju nuzno ne prati i poviSena koncentracija citokina u krvi, rezultati
istraZivanja serumskih koncentracija citokina koji se proizvode u crijevu €esto su
nekonzistentni (100).

Kako u upalnim bolestima crijeva dolazi do Citavog niza metaboli¢kih promjena, Sto
naposlijetku dovodi do anoreksije, malnutricije, promjene sastava tijela, hipertrofije
mezenterijskog bijelog masnog tkiva (mWAT) te posljedi€no tome fluktuacije
proizvodnje adiponektina i grelina (101) upravo bi njihove serumske razine mogle
predstavljati potencijalne biomarkere u upalnim bolestima crijeva.

U nastavku Ce biti prikazani biomarkeri Cije su koncentracije mjerene u ovom

istrazivanju.

1.5.1. Interleukin 6

U posljednjih 30 godina otkrivene su molekularne karakteristike i uloge brojnih
citokina, ukljuCujuci i IL-6. IL-6 je glikoprotein molekulske mase 21-28 kDa, graden od
212 aminokiselina. Gen za IL-6 je lociran na kraéem kraku kromosoma 7 (7p15.3),
sadrzi 6 eksona i 4 introna. Proizvode ga imunoloske stanice, kao $to su makrofagi,
neutrofili i mastociti, ali i neimune stanice i organi (102).

Svoje bioloske ucinke ostvaruje klasi¢nom signalizacijom, vezanjem na membranske
receptore za IL-6 (IL-6R) koji se nalaze u mnogim stanicama (pretezito leukocitima i
hepatocitima), a nakon vezanja liganda IL-6R se povezuje sa signalnim receptorom

proteinom gp130, koji potom dimerizira te dolazi do aktivacije janus kinaza (JAK) i
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posljedi¢ne fosforilacije tirozinskih ostataka u citoplazmatskom dijelu gp130 te dalje
do aktivacije puta Ras/Rad/protein kinaze aktivirane mitogenom (MAPL mitogen-
activated protein kinsase). Aktiviranjem transkripcijskih faktora dolazi do aktivacije
cilianih gena. Osim klasi¢ne signalizacije, sve stanice se mogu stimulirati preko
topljivog IL-6R (sIL-6R) tzv. trans-signalizacijom, jer se gp130 eksprimira ubikvitarno
(103, 104).

IL-6 je pleiotropni upalni citokin koji inducira upalnu signalizaciju i odgovor na
infekciju te regulira metaboliCke i regeneracijske procese u stanici, ali osim
proupalnih, posjeduje i protu-upalne ucinke (105). IL-6 svoje protuupalne i
protektivne ucinke ostvaruje klasichom signalizacijom, a proupalni ucinci su

uglavnom udruzeni sa signaliranjem putem topivog IL6R (106).

IL-6 ima Citav niz uloga:

o PotiCe sazrijevanje megakariocita u trombocite.

¢ Sudjeluje u aktivaciji hematopoetskih mati¢nih stanica.

e PojacCava stvaranje T limfocita.

e Regulira ekspresiju IL-2R.

e PotiCe finalno sazrijevanje limfocita B u stanice koje stvaraju protutijela.

e Stimulira hepatocite koji produciraju proteine akutne faze upale kao $to su C-
reaktivni protein (CRP), serumski amiloid A, fibrinogen, hepcidin, haptoglobin
(107, 108).

o Profibroticki citokin, koji potiCe proliferaciju fibroblasta i diferencijaciju
miofibroblasta (109).

e Poticanje proliferacije keratinocita i produkcija kolagena u dermalnim
fibroblastima (110).

e Stimulacija rasta stanica kao $to su stanice mijeloma/plazmacitoma i
mezangijalne stanice (111-112).

e Stimulira osovinu hipotalamus-hipofiza-nadbubrezna Zlijezda djelujuéi na
kortikotropin - otpustajuéi hormon i na taj naCin pomaze kontroli upalne
reakcije (113).

¢ Ima ulogu u kontroli tjelesne mase, hranjenju i potrosnji energije. Djeluje tako
da centralno, vjerojatno na razini hipotalamusa, utjeCe na smanjenje razine

masnog tkiva povecavajuci potrodnju energije (113).
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¢ |L-6 moZe utjecati na povecanje inzulinske sekrecije (114).

U ranoj fazi infektivhog upalnog zbivanja, monociti i makrofazi proizvode IL-6, odmah
nakon stimulacije toll-like receptora (TLR) molekularnim uzorkom patogena (PAMP).
U neinfektivnoj upali, kao S§to su opekline i trauma, molekularni uzorci povezani s
oste¢enjem (DAMP-damage associated patterns, engl.) iz oSte¢enih stanica
stimuliraju TLR da proizvode IL-6.

IL-6 ima vaznu ulogu u obrani domacina od okolisnih ¢imbenika kao $to su infekcija i
ozljeda, a kada je stresni Cimbenik uklonjen, dolazi do normalizacije razina IL-6.
Medutim, disregulirana trajna produkcija IL-6 ima vaznu ulogu u razvoju brojnih
autoimunih kroni¢nih upalnih bolesti (115). O vaznosti IL-6 u razvoju autoimunih
bolesti govori i €injenica da su se IL-6 inhibitori, uklju€ivo protutijela na alfa lanac IL-6
receptora i IL-6 blokatori pokazali u€inkoviti u lijeCenju upalnih bolesti kao §to su RA i

Castelmanova bolest (116, 117).

U homeostatskim uvjetima, razina IL-6 u cirkulaciji iznosi 1 - 5 pg/MI, dok tijekom

upalnih zbivanja te razine mogu porasti i vise od 1000 puta (118).

1.5.2. Cimbenik tumorske nekroze
Cimbenik tumorske nekroze (TNF) je otkriven 1975., kada su Carswell i suradnici
otkrili da serum miSeva, Stakora i ze€eva, koji su prethodno inficirani Mycobacterium
bovis sojem Bacillus Calmette-Guerin uzrokuje hemoragi¢nu nekrozu tumora u
miSeva. Otkrili su kako je hemoragiCna nekroza in vivo uzrokovana takozvanim TNF-
om Kkoji se otpusta iz stanica domacina, vjerojatho makrofaga, kao odgovor na
uneseni endotoksin (119). 1985. je kloniran humani TNF-a. Proizvode ga uglavnom
aktivirani makrofagi, a u manjoj koli¢ini i T i B limfociti, NK stanice, endotelne i
miSicne stanice, fibroblasti i osteoklast. TNF se nalazi u formi vezanoj za membranu
(protein od 26kDA, 233 aminokiseline) i u topivoj formi (17kDA, 157 aminokiselina),
koja se otpusta nakon proteolitickog djelovanja metaloproteaze TNF-a
konvertiraju¢eg enzima (TNFa converting enzyme- TACE, poznatiji kao ADAM17) na
formu TNF-a integriranog u membranu. Obje forme su aktivne, a djeluju putem dvije
vrste receptora: TNFR1, koji se nalazi na svim tkivima i TNFR2, koji se nalazi
primarno na imunoloskim stanicama, neuronima i endotelnim stanicama. Obje forme
TNF-a djeluju na TNFR1 receptor, dok na TNRF2 receptor djeluje membranski TNF-

a. Glavna razlika izmedu ova dva receptora je postojanje domene smrti (death
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domain, engl.) na TNFR1 receptoru. Svaki od navedenih receptora ukljucen je u
razliCite slozene puteve intracelularnog signaliranja.

TNF-a je pleiotropni citokin koji je ukljuCen u Citav niz homeostatskih, ali i patoloskih
mehanizama (120).

Nakon Sto se TNF-a otpusti iz makrofaga, aktivira imunolosSke stanice i djeluje kao
medijator proizvodnje proupalnih citokina tijekom imunoloskog odgovora, stoga ga
smatramo uglavnom proupalnim citokinom (121). Dok TNF-a u akutnoj upali &titi od
bakterijskih endotoksina, virusa i parazita, osigurava nutrijente za imunoloske stanice
i potiCe odgovor domacina, u kroni¢noj upali TNF-a aktivira puteve koji su odgovorni
za Citav niz patoloskih stanja.

TNF-a stimulira fagocitozu i proizvodnju IL-1 i prostaglandina E2. TNF-a i IL-1
zajedno moduliraju proupalne signale tako $to koordiniraju vaskularnim i stani¢nim
promjenama u imunoloSskom sustavu, koje dovode do brzog odgovora domacina na
bakterijsku infekciju. U jetri stimulira proizvodnju C-reaktivhog proteina i drugih
medijatora. TNF-a takoder sudjeluje u remodeliranju kostiju tako Sto regulira razine
prekursora osteoklasta i aktivira osteoklase. TNF-a sudjeluje u poticanju
dislipidemije i inzulinske rezistencije koje su obje prepoznate kao rizi¢ni faktori za
aterosklerozu. Naime, TNF-a djeluje na metabolizam ugljikohidrata, lipogenezu,
adipogenezu i termogenezu i stimulaciju lipolize te utjeCe na endokrine funkcije
adipoznog tkiva. Time doprinoti metaboli¢koj disregulaciji, utjeCu¢i na funkciju
adipoznog tkiva i njegovoj sposobnosti da skladisti prekomjerne koliine energije
(122).

Svojim djelovanjem u hipotalamusu, sudjeluje u stimuliranju lu€enja kortikotropin
opustaju¢eg hormorna (CRH), supresiji apetita i indukciji vruéice.

S obzirom da je rekombinantni TNF pokazivao potencijalno antitumorsku aktivnost,
testiran je u nekoliko studija faze | i Il kao potencijalni lijek u lijec¢enju karcinoma.
Medutim, primijenjen samostalno se pokazao toksi¢nim, a njegova terapijska
u€inkovitost nije dokazana (123, 124).

Poznato je da je naruSena ravnoteZza u stvaranju TNF-a vazna u patogenezi
odredenih kroni¢nih upalnih stanja, stoga se TNF-a pokazao kao vazna meta u
lije€enju kroni¢nih bolesti kao $to su reumatoidni artritis (125), CD (126), ankilozantni
spondilitis (127) i psorijaza (128).

TNF-a obi¢no nije moguce detektirati kod zdravih osoba, dok se njegove poviSene

vrijednosti nalaze u serumu i tkivu u upalnim i infektivnim stanjima (129, 130), a
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njegove serumske razine koreliraju s tezinom infekcije (131, 132). Prvi dokazi
povezanosti izmedu TNF-a i UBC-a dolaze iz publikacija koje navode da su razine

TNF-a poviSene u serumu, stolici i bioptiCkim uzorcima (133-136).

1.5.3. Grelin
Grelin je izoliran 1999. u sadrzaju Zeluca Stakora a predstavlja endogeni ligand za
receptor sekretagoga hormona rasta (GHS-R). Gen za humani grelin je lokaliziran na
kromosomu 3p25-26. Radi se o peptidu koji sadrzi 28 aminokiselina, koji postoji u
dvije razliCite forme: acetilirani (ili n-oktanoilirani) kod kojeg je treca aminokiselina,
obi¢no serin, acetilirana, pomocu enzima grelin-O-acetiltransferaze, sto je kljucno za
aktivnost grelina; te druga forma grelina, dezacilirani grelin (137). U krvi, dezacilirani
grelin cirkulira u koli¢inama vec¢im od koliina aciliranog grelina, koji u cirkulaciji Cini
manje od 10 % ukupnog grelina (138). Acilirani grelin ima veci afinitet za vezanje za
grelinski receptor od deaciliranog grelina, stoga se dugo deacilirani grelin smatrao
inaktivnom formom grelina.
lako je sve viSe istrazivanja o fizioloSkim ulogama grelina, jo$ uvijek se malo zna od
njegovom metabolizmu i odstranjivanju iz organizma (139).
U ljudi, normalne koncentracije grelina u uzorcima plazme su 10 - 20 fmol/ml za n-
oktanoil grelin i 100 - 150 fmol/ml za ukupni grelin, uklju€ivo acilirani i dezacilirani
grelin (137, 140, 141).
Vecinu grelina izluCuju X/A stanice u oksintickim Zlijezdama fundusa Zeluca, a grelin
imunoreaktivne stanice se takoder nalaze u duodenumu, jejunumu, ileumu i kolonu.
U crijevu, koncentracija grelina postupno pada od duodenuma do kolona (142). U
manjim koli¢inama grelin se lu€i i hipotalamusu, hipofizi, plu¢ima, kori nadbubrezne
Zlijezde, bubrezima, kosi, testisima, posteljici i pankreasu.
Najpoznatiji faktor koji regulira sekreciju grelina je hranjenje (140), pa tako
plazmatske koncentracije rastu u gladovanju, a smanjuju se nakon unosa hrane.
Drugi faktori koji reguliraju njegovu sekreciju su jo$ uvijek nepoznati. Moguci
regulator je razina glukoze u krvi. Naime oralna ili intravenska primjena glukoze
utjeCe na smanjenje koncentracije grelina (143). Samo unosom vode koja dovodi do
mehanicke distenzije Zzeluca ne utjeCe na otpustanje grelina (144, 145). Plazmatska
koncentracija grelina raste no¢u. Osim toga njegova koncentracije je niska u pretilih i

visoka u mr8avih ljudi (146).
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Kako su receptori sekretagoga hormona rasta (GHS-R) rasprostranjeni u citavom

nizu tkiva, vjerojatno i grelin ima Citav niz funkcija osim utjecaja na otpustanje

hormona rasta i unos hrane.

FizioloSke funkcije grelina su:

Njegova primarna funkcija je djelovanje na otpustanje hormona rasta (146-
148). Nekoliko je modela kako grelin stimulira sekreciju hormona rasta. Prvi
govori kako grelin djeluje primarno na stanice hipofize, dok drugi sugerira kako
djeluje na hipotalamus. Nakon intravenske injekcije grelina, hormon rasta
vrSak koncentracije doseze za otprilike 5 - 15 minuta, a ukoliko se n.vagus
prekine, indukcija otpustanja hormona rasta nakon injekcije grelina dramati¢no
pada, Sto moze govoriti u prilog tome da je v. vagus potreban za maksimalni
stimulatorni ucinak grelina (149, 150). Osim toga, za stimulaciju lu€enja
hormona rasta, vazan je i sinergisticki uCinak GHRH (growth hormone
releasing hormone, engl.) i grelina (151).

Grelin je jedini signal gladi iz perifernih tkiva. Intravenska i subkutana injekcija
grelina, jednako kao i periferno injiciran grelin, pove¢ava unos hrane (152).
Grelin hipotalamiCu regiju aktivira indirektnim putevima, s obzirom da je
prelazak perifernog grelina kroz krvno mozdanu barijeru nizak. S obzirom da
su receptori za grelin pronadeni na aferentnim neuronima vagusa u $takora,
smatra se da grelin signale prenosi do mozga putem n.vagusa (149, 153).
Dakle, grelin se luci primarno u Zelucu kao odgovor na glad i gladovanije,
cirkulira u krvi i djeluje kao periferni signal, koji obavjeStava srediSnji Ziv€ani
sustav putem n. vagusa da stimulira hranjenje.

Intravenska primjena grelina dovodi do povecanja sekrecije zelu€ane kiseline i
stimulacije Zelu¢anog motiliteta (155). Osim $to grelin ima ulogu u stimuliranju
ZeluCanog motiliteta, grelin stimulira i motilitet tankog i debelog crijeva i
skracuje tranzitno vrijeme kroz kolon (156-158).

Studije su pokazale kako grelin ima brojne kardioprotektivnhe ucinke: dovodi do
smanjenja srednjeg arterijskog krvnog tlaka, povecava kontraktilitet miokarda,
Stiti endotelne stanice i poboljSava metabolizam stanica miokarda, poboljSava
koronarni protok, sréanu frekvenciju, dilataciju perifernin krvnih Zzila i

konstrikciju koronarnih arterija (159-163).
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Ima ulogu u regulaciji homeostaze glukoze djelovanjem na sekreciju inzulina
ovisno o razinama glukoze u krvi (164-166).

Grelin ima vaznu ulogu u osteoklastogenezi — inhibira lokalno progenitorne
stanice osteoklasta, ali sistemski stimulira osteoklastogenezu. Nasuprot
grelinu, leptin ima suprotan ucinak na metabolizam kostiju (167-169).

Grelin sudjeluje u regulaciji skladistenja lipida u bijelom masnom tkivu. Poti¢e
adipogenezu, povecava aktivhost enzima koji sudjeluju u skladistenju masti,
povecava sadrzaj triglicerida i smanijuje lipolizu (170-172).

Prepoznata je i uloga grelina u imunoloSkom odgovoru i procesu (173, 174).
Periferene mononuklearne stanice, monociti, neutrofili i B i T limfociti
eksprimiraju GRLN-R, a T limfociti, B limfociti i neutrofili eksprimiraju grelin i
njegove receptora. Di Giovangiulio i suradnici su dokazali protektivni ucinak
grelina u eksperimentalnom modelu kolitisa, utjecajem na T stanicni odgovor
(175). Grelin je potentan protuupalni medijator koji utje€e na sniZzenje sekrecije
proupalnih citokina (IL-6, TNFa, IL 1 B) i produkciju kemokina u endotelnim
stanicama i aktiviranim monocitima inhibicijom aktivacije NF- kB. PoviSene
razine grelina mogu biti posljedica oSteCenja tkiva jer crijevna upala i
oStecenje stimuliraju endogenu proizvodnju grelina (176).

Stimulira oslobadanje prolaktina iz laktotropnih stanica (177, 178).

Grelin je takoder pronaden u hipotalamusu, i to u arkuathom nukleusu
hipotalamusa, regiji koja je uklju¢ena u regulaciju apetita (146). Oreksigeni
ucinci grelina posredovani su preko NPY/AgRP neurona. S druge strane,
kako bi se suprimiralo otpustanje anoreksigenih peptida, grelin inhibitorno
djeluje na propiomelanokortin (POMC) neurone. Arkutane jezgre su takoder
cilano mjesto djelovanja leptina koji kompetitivno s grelinom djeluje na

regulaciju hranjenja (154).

1.5.4. Leptin

Leptin (grcki leptés — mrSav) je peptidni hormon od 16 kDa koji sadrzi 167

aminokiselina, kloniran je 1994. (179). Gen za leptin lociran je na kromosomu 7.

Proizvode ga uglavnom adipociti, a u manjim koli¢inama i mlijeCne Zlijezde, jajnici,

skeletni misiéi, Zzeludac, hipofiza i limfoidno tkivo (180). Koli¢ina leptina koja se Iudi,
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proporcionalna je masi masnog tkiva, stoga njegove razine predstavljaju vazan
marker energetskih zaliha (181). Znacajno je to da sekrecija leptina ima cirkadijalni
ritam, odnosno da su vrSne koncentracije leptina u plazmi no¢u priblizno 30 do 100
% vece od onih mjerenih ujutro ili rano popodne. Dakle, pri uzimanju uzoraka krvi za
odredivanje koncentracije leptina, potrebno je uzeti u obzir osim unosa hrane (niske
razine u gladovanju, visoke kod unosa hrane) i cirkadijalni ritam (182). Sekrecija
leptina ima i naznacen seksualni dimorfizam, pa su tako koncentracije leptina u Zena
s bilo kojom razinom adipoziteta vise (183).

Nekoliko faktora sudjeluje u regulaciji sekrecije leptina iz adipocita, pa tako njegovu
sekreciju povecavaju primarno prekomjerni unos hrane i prekomjerne Kkoliine
masnog tkiva ali i prehrana s visokim udjelom masti, glukokortikoidi, inzulin, estrogen,
upalni citokini (TNF-a i IL-6; akutni ucinak) te izlaganje hladnoci, a smanjuju primarno
manji unos hrane i smanjene zalihe masnog tkiva, ali i poveCana aktivnost
simpatiCkog Ziv€anog sustava, hormoni StitnjaCe, androgeni te upalni citokini
(uklju€ivo TNF-a; kroni¢ni ucinak) (184).

Leptin je prevelik da bi pasivno proSao krvno mozdanu barijeru pa se umjesto toga
transportira reguliranim transportnim sustavom.

Leptin djeluje tako da se veze na membranske receptore koji su eksprimirani u
mnogim tkivima, dominantno u mozgu. Identificirano je 6 izoformi leptinskih receptora
(LeptR1-f), koje se razlikuju po intracelularnoj domeni (185). Vezanjem leptina na
receptore aktivira se nekoliko puteva, uklju¢ivo JAK-STAT3 koji je vazan za
regulaciju energetske homeostaze (186), te PI3K put koji je vazan za reguliranje

unosa hrane i homeostaze glukoze.

Uloge leptina:

e Leptin ima klju€nu ulogu u regulaciji unosa hrane. Leptin je signal sitosti, a pad
koncentracije leptina u serumu dovodi do neurohumoralnih promjena i
promjena u ponasanju, koje nastoje oCuvati energetske rezerve za normalno
funkcioniranje vitalnih funkcija, odnosno vitalnih organa — mozga, srca i jetre.
Tijekom perioda gladovanja i nakon redukcije mase masnog tkiva, smanjenje
razina leptina dovodi do redukcije ukupne energetske potroSnje (187).
Najvaznija regija koja je odgovorna za ucCinke leptina na unos hrane je
arkuatna jezgra hipotalamusa (ARH), gdje leptin djeluje na dvije populacije

neurona, neurone koji koeksprimiraju proopiomelanokortni prohormon
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(POMC) i kokain i amfetamin regulirani transkript (CART). ARH POMC/CART
neuroni se aktiviraju pod utjecajem leptina te inhibiraju unos hrane. Leptin ima
djelovanje i na NPY/AgRP/GABA neurone.

Osim §to modulacijom unosa hrane utje€e na energetsku ravnotezu, leptin ima
ucinke i na energetsku potrosnju tako sto dovodi do promjena u autonomnom
Zivéanom sustavu ali i utjecajem na neuroendokrine mehanizme. Dakle, leptin
signaliranjem u regijama hipotalamusa modulira  autonomnim Ziv€anim
sustavom i endokrinim osima, Sto dovodi do promjena u energetskoj potrosnji i
termogenezi.

Struktura leptina sli¢na je strukturi citokina, pa ne ¢udi da leptin ima vaznu
ulogu u imunoloskom sustavu. Njegove razine rastu tijekom infekcije, upale i
izlaganja lipopolisaharidima (188). Istrazivanja na animalnim modelima
pokazuju kako sistemska upala uzrokovana lipopolisaharidima dovodi do
poviSenja cirkuliraju¢eg leptina (189, 190), a prije nego $to koncentracija
leptina dosegne vrsnu razinu, dolazi do porasta razine TNF-a, koji i sam po
sebi ima mogucénost poviSenja cirkulirajucih razina leptina (190). Dokazano je
kako su leptinski receptori eksprimirani na B i T limfocitima, $to govori u prilog
tome da leptin regulira B i T stani¢ni odgovor (191). Njegova uloga u
moduliranju  imunoloSkog odgovora je posredovana i regulacijom
hematopoeze i limfopoeze (192). Receptori leptina nalaze se i u neutrofilima,
monocitima i limfocitima. Svojim djelovanjem leptin ima proupalni ucinak,
aktivirajuci proupalne stanice, potiCuci T-pomocni¢ki odgovor i posredovajuci
proizvodnju drugih proupalnih citokina kao sto su TNF-a, IL-2 i IL-6 (193).
Leptin utjeCe na centralne termoregulatorne mehanime (194).

Do sada objavljeni rezultati istraZivanja ukazuju da leptin ima brojne ucinke na
kardiovaskularni sustav. Djelovanjem na autonomni Ziv€ani sustav sudjeluje u
regulaciji krvnog tlaka (195). Takoder, leptin moguce djeluje i kao medijator
ateroskleroze, promoviranjem regrutacije monocita u intimu arterija te
indukcijom proupalnih citokina (196, 197).

Leptin sudjeluje u regulaciji homeostaze glukoze, neovisno o unosu hrane,
potrosnji energije i tielesnoj tezini (198).

Leptin svojim djelovanjem na autonomni Zziv€ani sustav sudjeluje u

moduliranju pocCetka puberteta i reprodukciji (199).
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Rezistencija na leptin (oSteceno signaliranje) prisutna je u pretilosti, Sto dovodi do
hiperleptinemije. Buduci da se leptin ponaSa kao proupalni adipokin, hiperleptinemija
moze doprinijeti kronichom upalnom stanju u pretilosti. S druge strane, kroni¢na
upala mozZe narusiti djelovanje leptina, dovodeci do rezistencije na leptin, tako Sto
utjeCe na signaliranje leptinskih receptora. Rezistencija na leptin u hipotalamusu
dovodi do ostecenja kontrole tjelesne tezine $to moze dovesti do pretilosti (200).
Koncentracije leptina u plazmi sluze kao signal hipotalamusu $to dovodi do
anoreksije i povecCane energetske potrosnje kad su zalihe masti prevelike. Tijekom
upale, leptin moze hipotalamusu lazno signalirati kako postoji povecana masa

masnog tkiva i time potaknuti neadekvatan fizioloSki odgovor.

1.6. Lije€enje upalnih bolesti crijeva

LijeCenje bolesnika s CD-om i UC-om ovisi 0 nekoliko ¢imbenika: lokalizaciji bolesti,
aktivnosti i tezini bolesti, ponasanju bolesti u slu¢aju CD, pridruzenim bolestima, te o
odgovoru na raniju terapiju. Danas je u literaturi prihvaceno kako je optimalni
terapijski cilj za postizanje kvalitete Zivota i prevenciju progresije bolesti upravo
postizanje takozvane duboke remisije bolesti, koja obuhvaca kliniCku i bioemijsku
remisiju te mukozno cijeljenje (70, 201).

Lijekove u lijeCenju upalnih bolesti crijeva mozemo podijeliti u dvije skupine:
konvencionalne lijekove (gdje spadaju protuupalni i imunosupresivni lijekovi) i
bioloske lijekove. U ovom poglavlju ¢e bit prikazane medikamentozne terapijske

opcije za lijeCenje upalnih bolesti crijeva trenutno dostupne u Republici Hrvatskoj.

1.6.1. Konvencionalna terapija
1.6.1.1. Aminosalicilati
5-aminosalicilati (5-ASA) imaju viSestruke protuupalne ucinke, ukljucivo inhibiciju
ciklooksigenaze, lipoksigenaze, B stanica i nekoliko klju¢nih citokina, a osim toga
blokiraju privlaCenje neutrofila i mastocita. Nadalje, 5-aminosalicilati aktiviraju
selektivni peroksisom proliferator aktivirani ligand gama (PPA- y), nuklearni receptor
koji kontrolira proliferaciju i apoptozu (202). 5-ASA se koriste u lije€enju UC-a, gdje
su se pokazali uCinkovitima u indukciji i odrzavanju remisija (203). lako u klini¢koj

praksi lijeCenje bolesnika s CD-om aminosalicilatima nije u potpunosti napusteno,
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smjernice European Crohn Colitis Organisation (ECCO) preporucaju da se 5-
aminosalicilati ne koriste u indukciji kao ni u odrzavanju remisije u bolesnika s CD-om
(204).
1.6.1.2. Glukokortikoidi
Vezanjem za intracitoplazmatske glukokokortikoidne receptore koji se nalaze u vecini
stanica, glukokortikoidi aktiviraju glukokortikoid odgovorne elemente (glucocorticoid
responsive elements, engl.) te rezultiraju Sirokim spektrom ucinaka na imunoloski
sustav, ukljucivo inhibiciju nakupljanja i proliferacije limfocita, monocita i makrofaga,
migraciju neutrofila na mjesta upale i smanjenje proizvodnje topivih upalnih
medijatora, uklju€ivo citokine, leukotriene i prostaglandine (205). Primarni
mehanizam djelovanja glukokortikoida je upravo supresija proupalnih citokina, kao
S§to su TNF-a i IL-1B. Osim toga glukokortikoidi imaju vaznu ulogu u regulaciji
diferencijacije T pomocnickih stanica i produkciji interferona. U lijeCenju upalnih
bolesti crijeva koriste se lokalno aktivni steroidi (kao Sto je budesonid) i sistemski
glukokortikoidi. Sistemski glukokortikodi koriste se u indukciji remisije u srednje
teSkom i teSkom UC-u. Lokalni glukokortikoidni pripravci u obliku klizmi ucinkoviti su
u lije€enju aktivnog distalnog UC-a (203). LijeCenje budesonidom indicirano je za
indukciju klinicke remisije u bolesnika s aktivnom blagom i srednje teSkom CD
ograni¢enom na ileum i/ili ascedentni kolon. U bolesnika s aktivhom, srednje teSkom
do teSkom CD sistemski steroidi se koriste za indukciju klinickog odgovora i remisije
(204).
1.6.1.3. Azatioprin/6 merkaptopurin

6-merkaptopurin i njegov prolijek azatioprin su analozi purina koji se konvertiraju u 6-
tiogvanin nukleotid (6-TG), a aktivni metaboliti interferiraju sa sintezom nukleinskih
kiselina te imaju antiproliferatine u€inke na aktivirane limfocite te induciraju apoptozu
(206, 207). U UC-u tiopurini su indicirani za odrZzavanje remisije u steroid-ovisnom
obliku UC-a, odrzavanju remisije s ranim ili Cestim relapsima koji zahtijeva steroidnu
terapiju, odrzavanju remisije nakon indukcije remisije ciklosporinom, takrolimusom ili
intravenskim sterodima te u terapiji akutnog ili kronicnog refraktornog pouchitisa
(upale zdjeli€nog rezervoara — pouch, engl.) (203). Tiopurini se koriste kao terapija
indukcije remisije u srednje tesSkoj do teSkoj luminalnoj CD, za odrzavanje remisije u
bolesnika sa steroid ovisnom CD, za cijeljenje kompleksnih perianalnih fistula, u
postoperativnoj prevenciji relapsa, u kombinaciji s anti-TNF lijekovima u svrhu
smanjenja imunogenicnosti (204).
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1.6.1.4. Metotreksat
Metotreksat je analog folata i reverzibilni kompetitivni inhibitor dihidrofolat reduktaze
(DHFR). Interferira sa sintezom DNA te ima brojne protuupalne ucinke, ukljucivo
smanjenje proizvodnje proupalnih citokina i apopotoze limfocita (208). Metotreksat se
moze Koristiti za indukciju remisije kao terapijska opcija kod steroid ovisnih bolesnika
sa srednje teSkom do teSkom CD kod kojih nisu moguce druge terapijske opcije
(uklju€ivo i kirurgiju). Za odrzavanje remisije u bolesnika sa steroid ovisnom CD,
metotreksat moze biti jedna od terapijskih opcija, i to primijenjen parenteralno (204).
Medutim, s obzirom da danas imamo dostupan Citav niz drugih terapijskih opcija,
njegova upotreba je uglavnom ograniCena na davanje metotreksata u kombinaciji s
anti-TNF lijekovima u svrhu smanjenja njihove imunogeniénosti.

1.6.1.5. Ciklosporin
Cikosporin je lipofilni peptid s brojnim protuupalnim ucincima, uklju€ivo inhibiciju i
aktivaciju T pomocnickih stanica (209). Ciklosporin se pokazao ucinkovitim u lijeCenju
teSkog ulceroznog kolitisa, medutim kod nas se iznimno rijetko koristi u toj indikaciji
(203).

1.6.2. BiolosSka terapija
1.6.2.1. Anti-TNF lijekovi

Anti-TNF lijekovi ukljuCuju infliksimab, adalimumab i golimumab. Infliksimab je
kimericko anti-TNF monoklonalno protutijelo, koje se u kombinaciji s azatioprinom
pokazalo uc€inkovitim u odrzavanju remisije i CD i UC-a (210).
Adalimumab je rekombinatno humano IgG+ monoklonalno protutijelo koje ima visoku
specifiCnost i afinitet za humani TNF-a.
Golimumab je humano IgG+ monoklonalno protutijelo, a za razliku od infliksimaba i
adalimumaba koji su indicirani i u UC-u i CD, golimumab je indiciran samo u
ulceroznom kolitisu.
U UC-u TNF inhibitori su indicirani u steroid refraktornom teSkom kolitisu, steroid
ovisnom aktivhom kolitisu, steroid refraktornoj bolesti i u imunomodulator refaktornoj
bolesti (203). TNF inhibitori indicirani su u steroid refraktornoj i ovisnoj CD,
imunomodulator refraktornoj, u teSkoj aktivnoj bolesti s negativnim prognosti¢kim

faktorima te u fistulizirajucoj bolesti (204).
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1.6.2.2. Vedolizumab
Vedolizumab je selektivno IgG1 monoklonalno protutijelo usmjereno na integrin.
Naime UBC karakteriziran je perzistentnim nakupljanjem velikog broja leukocita iz
krvi u crijevnu sluznicu. Do nakupljanja limfocita u kroni¢noj upali dolazi nakon
interakcije povrsinskin molekula, zvanih integrini (04B37) na T stanicama i tkivno
specificnih adhezijskih molekula zvani ligandi (MAdCAM-1) koji se nalaze na
endotelnim venulama (211-213). Vedolizumab se koristi u indukciji i odrzavanju
remisije bolesnika s UC i CD bolesti (203, 204).

1.6.2.3. Ustekinumab
Interleukini IL-12 p35-p40 i IL-23 p19-p40 su proupalni heterodimerni citokini koji
dijele zajedniCku p40 podjedinicu i induciraju T pomoénicke stanice Th1 i Th17
diferencijaciju, te tako dovode do T stani¢kog imunoloSskog odgovora. Navedene
citokine eksprimiraju dendriticke stranice i makrofagi. Ustekinumab je humano 1gG1
monoklonalno protutijelo protiv IL-12 i IL-23 zajedniCke p40 podjedinice, koje utjeCe
na smanjenje aktivacije T stanica. Ustekinumab se koristi u indukciji i odrzavanju
remisije bolesnika s UC-om i CD-om (204, 214).

1.6.2.4. Tofacitinib
Janus kinaze (JAK1, JAK2, JAK3 i TYK2) su intracelularni signalni medijatori koji
stupaju u interakciju s aktivatorima transkripcije (STAT - signal transducers and
activators of transcription, engl.). JAK-STAT signalni put regulira transkripciju
nekoliko gena i vazan je za imunoloske i hematopoetske stanice koje su ukljuéene u
rast, prezivljavanje, razvoj i diferencijaciju razliitih stanica. Upravo blokadom
navedenog puta ne dolazi do transmisije ekstracelularnih kemijskih signala u
intracelularnu jezgru, Cime dolazi do smanjenja upale crijeva. Tofacitinib je mala
molekula koja inhibira JAK1 i JAK3 te ucinke brojnih proupalnih citokina, uklju€ivo IL-
2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-12, IL-15, IL-21 i IFNy. Lijek se pokazao ucinkovitim u

indukciji i odrzavanju remisije u srednje teSkom i teSkom UC-u (215).

1.7. Nutritivni status bolesnika s upalnim bolestima crijeva

Malnutricija je vazna komplikacija upalnih bolesti crijeva, a zna€ajno je veci problem
kod CD-a, koja zbog mogucnosti zahvacanja bilo kojeg dijela probavnog sustava

¢eSce ima izravan ucinak na malapsorpciju. Prevencija malnutricije moze iznositi od
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23 % u izvanbolni¢kih bolesnika, pa ¢ak do 85 % u bolesnika hospitaliziranih zbog
egzacerbacije bolesti (216). Postojeci podaci govore kako malnutricija zahvaca velik
broj bolesnika s upalnim bolestima crijeva, procjenjuje se 65 — 75 % bolesnika s CD-
om i 18 — 62 % bolesnika s UC-om (217-220). Uzroci naruSenog nutritivnog statusa
su brojni, a uklju€uju suboptimalni energetski unos, malapsorpciju, gubitak nutrijenata
kroz crijeva, povecanu bazalnu energetsku potrosnju i lijekove koji mogu utjecati na
absorpciju mikronutrijenata i njihovo iskoriStavanje.

Medutim, opisana je i povezanost upalnih bolesti crijeva i pretilosti, a podaci govore
kako ona moze biti prisutna u ¢ak do 32,7 % UBC bolesnika, i to 30,3 % bolesnika s
Crohnovom bolesti i 35,2 % bolesnika s UC-om (221, 222).

Sarkopenija je u€estala u UBC populaciji, a definira se kao sindrom karakteriziran
progresivnim i generaliziranim gubitkom skeletne miSi¢ne mase i snage. Faktori koji
dovode do sarkopenije su malnutricija, imobilizacija, smanjena sinteza proteina i
povecana proteoliza (223).

Kod bolesnika s upalnim bolestima crijeva Ceste su i deficijencije mikronutrijenata,
prije svega zZeljeza, kalcija, selena, cinka i magnezija. Deficijencije vitamina ukljucuju
posebice B12, folnu kiselinu i vitamine topive u mastima: A, D i K (224).

Procjena nutritivnog statusa u bolesnika s upalnim bolestima crijeva je nuzna ne bi li
se detektirala malnutricija i/ili sarkopenija i shodno tome zapocelo adekvatno
zbrinjavanje. Za procjenu nutritivnog statusa koristimo nekoliko kvantitativnih i
kvalitativnin metoda s obzirom da ne postoji jedinstveni laboratorijski marker ni
instrument.

Jedan od prvin koraka u rjeSavanju problema pothranjenosti je pravodobno
prepoznavanje bolesnika koji su pothranjeni ili su u riziku od pothranjenosti.
Sukladno preporuci ESPEN-a, za procjenu nutritivnog rizika koristi se validirani alat
NRS 2002 (225).

U procjeni sastava tijela potrebno je uzeti u obzir tjelesnu tezinu, visinu, indeks
tielesne mase (ITM) i opseg pojedinih dijelova tijela (opseg nadlaktice, opseg struka).
ITM maniji od 18.5 kg/m? se smatra malnutricijom dok osobe koje imaju ITM veci od
25 kg/m? imaju prekomjernu tjelesnu tezinu, a one s ITM ve¢im od 30 kg/m?
smatramo pretilima.

Konvencionalni indeksi, kao sto je ITM, su se pokazali suboptimalnima u procjeni

nutritivnog statusa. Metode koje ham omogucéavaju procjenu mase masti i postotka
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tielesne masti te ne-masne mase (lean mass, fat free mass, engl.) i indeksa
nemasne mase, puno su bolji pokazatelji nutritivnog statusa.

Zlatni standard za procjenu miSiéne mase su DXA, CT i MRI, a kako se radi o
metodama koje nisu Siroko dostupne u klini¢koj praksi, BIA se pokazala kao dobra
alternativa denzitometriji.

Bioelektricna impedancijska analiza je indirektna tehnika mjerenja sastava tijela,
temeljena na 2 principa: rezistenciji i reaktanciji. Rezistencija je sposobnost bioloSke
strukture da se suprotstavi prolazu elektrichnog signala i ona je obrnuto
proporcionalna sadrzaju vode. Tako su nemasna tkiva dobri konduktori, dok su
masno tkivo i kosti loSi konduktori. Reaktancija se suprotstavlja elektricnoj sili i mjeri
se na razini stanichne membrane, pa tako masno tkivo ima nisku reaktanciju, dok
nemasno ima visoku. Kombiniranom analizom ova dva parametra mozemo izraCunati
fazni kut. U zdravih osoba normalne vrijednosti su izmedu 6 i 8 stupnjeva, a u
kataboli¢kim stanjima, primjerice u sarkopeniji, vrijednosti su nize od 6 (226).
Metodom bioelektricne impedancije mozemo izmijeriti distribuciju masnog tkiva i
miSiéne mase unutar tijela. MiSicna snaga moze se mjeriti jednostavnom tehnikom

pomodéu dinamometra.
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2 HIPOTEZA

Kod bolesnika s upalnim bolestima crijeva serumske koncentracije grelina, leptina i
proupalnih citokina ovisne su o aktivnosti bolesti, nutritivnim statusom i razlicitim

modalitetima terapije.
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3 CILJEVI ISTRAZIVANJA

Primarni cilj ovog istrazivanja je odrediti serumske koncentracije grelina, leptina i
proupalnih citokina (TNF-a, IL-6) kod bolesnika s upalnim bolestima crijeva te istraziti
povezanost serumskih razina grelina, leptina i proupalnih citokina s aktivnosti bolesti i

nutritivnim statusom.

SPECIFICNI CILJEVI:

e |straziti postoji li razlika u serumskim razinama grelina, leptina i
proupalnih citokina kod bolesnika koji primaju razliCite modalitete
terapije.

e |straziti postoji li razlika u serumskim razinama grelina, leptina i
proupalnih citokina kod skupine bolesnika s Crohnovom bolesti u
odnosu na skupinu bolesnika s ulceroznim kolitisom.

e Istraziti potencijalnu ulogu grelina, leptina i proupalnih citokina kao

biomarkera za procjenu aktivnosti bolesti upalnih bolesti crijeva.
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4 ISPITANICI | METODE

4.1. Ispitanici

Istrazivanje je provedeno u Zavodu za gastroenterologiju, Centru za KkliniCku
prehranu i Klinickom zavodu za laboratorijsku dijagnostiku KBC-a Zagreb.
Istrazivanje je provedeno u skladu s etickim nacelima i Deklaracijom iz Helsinkija iz
2000. godine. lIstrazivanje je odobrilo EtiCko povjerenstvo Klinickog bolni¢kog centra
Zagreb i EtiCko povjerenstvo Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu. Svi
ispitanici su upoznati s protokolom i svrhom istrazivanja, a prije ukljucivanja potpisali
su obavijesteni pristanak za sudjelovanje u istrazivanju. Ovo presje€no istrazivanje
provedeno je na ukupno 153 odrasla bolesnika oboljelih od upalnih bolesti crijeva te
na 29 odrasla ispitanika u kontrolnoj skupini, koja je ukljuCivala zdrave dobrovoljce
bez simptoma ili pozitivhe obiteljske anamneze na upalnu bolest crijeva. Razdoblje
istraZivanja iznosilo je 4 godine (od sije€nja 2017. do prosinca 2020. godine).

Dijagnoza CD-a i UC-a temeljena je na opc¢e prihvaéenim klinickim, radioloSkim,
endoskopskim i histoloskim kriterijima. U istrazivanje su uklju€eni bolesnici s
novootkrivenom upalnom bolesti crijeva koji jo$ nisu poceli uzimati terapiju za upalnu
bolest crijeva ili bolesnici koji se vec lijeCe, ali pod uvjetom da u posljednja tri
mjeseca kod bolesnika nije promijenjena vrsta terapije za upalnu bolest crijeva.
Novootkriveni bolesnici su uklju€eni u trenutku postavljanja dijagnoze, a inicijalna
terapija za dijagnosticiranu bolest nije odgadana zbog sudjelovanja u istrazivanju.
IskljuCujuci kriteriji su dob < 18 ili > 75 godina, trudnoca, indeks tjelesne mase > 30
kg/m2, hiperlipidemija (ukupni kolesterol > 8.0 mmol/L, trigliceridi > 2.5 mmol/L),
koronarna bolest, kroni¢na opstruktivna plu¢na bolest, kronicna bubrezna
insuficijencija, maligne bolesti ili druge autoimune bolesti. Kontrolnu skupinu su Cinili
zdravi dobrovoljci razli€itih dobnih skupina, kojima je izvadena krv za koncentraciju
grelina, leptina, TNF-a i IL-6, laboratorijski parametri te su u€injena antropometrijska
mjerenja i BIA. Zdravi dobrovoljci nisu bili podvrgnuti kolonoskopiji kao ni bilo kojoj

invazivnoj pretrazi.
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4.2. Metode

Ispitanicima su zabiljeZeni detaljni anamnesticki podaci, ucinjen kliniCki pregled i
antropometrijska mjerenja (tjelesna visina, tjelesna masa, indeks tjelesne mase,
dinamometrija Sake, kozni nabor tricepsa, opseg struka) te BIA. Istovremeno je
uCinjen i nutritivni probir metodom NRS2002. Ispitanicima je krv jednokratno
izvadena iz kubitalne vene nataste (10 ml), u jutarnjim satima (od 7:00 do 09:00 h) te
uzet urin za mikroskopski pregled sedimenta. Uzorkovanje krvi, antropometrijska
mjerenja i BIA kod bolesnika koji su tog dana imali predvidenu aplikaciju bioloSke
terapije, ucinjeni su prije same aplikacije terapije. Bolesnici su dobili posudice za
prikupljanje stolice koju su naknadno donijeli u Zavod.

Laboratorijske pretrage ucinjene istog dana vadenja krvi su: sedimentacija eritrocita,
hemoglobin, hematokrit, srednji volumen eritrocita (MCV), eritrociti, leukociti
(postotak neutrofila i limfocita) i trombociti, protrombinsko vrijeme, aktivirano
parcijalno tromboplastinsko vrijeme, d-dimeri, fibrinogen, glukoza u krvi (GUK),
lipidogram (ukupni kolesterol, kolesterol vezan uz lipoprotein niske gustoée (eng.
low-density lipoprotein cholesterol, LDL), kolesterol vezan uz lipoprotein visoke
gustoce (eng. high-density lipoprotein cholesterol, HDL) i trigliceridi), elektroliti (natrij,
kalcij ukupni i ionizirani, fosfat, magnezij), Zeljezo (Unsaturated Iron Binding
Capacity, nezasiceni kapacitet vezanja zeljeza - UIBC i Total Iron Binding Capacity -
ukupni kapacitet vezanja Zeljeza - TIBC), feritin, parametri bubrezne funkcije (ureja,
kreatinin), jetreni enzimi (bilirubin, alkalna fosfataza (AP), alanin aminotransferaza
(ALT), aspartat aminotransferaza (AST), gama-glutamiltransferaza (GGT)), ukupni
proteini i albumin te vitamini (vitamin B12, folna kiselina, 25hidroksi vitamin D3). |z
stolice je analiziran fekalni kalprotektin. Dio seruma svih ispitanika pohranjen je u
Klinickom zavodu za laboratorijsku medicinu na -70 °C. Nakon $to su prikupljeni
uzorci svih ispitanika, iz pohranjenih seruma analizirane su razine grelina, leptina, IL-
6, TNF-a.

Analizom zabiljeZzenih anamnesti¢kih podataka i uvidom u medicinsku dokumentaciju
utvrdena je trenutna terapija koju bolesnici primaju za lije€enje upalnih bolesti crijeva
(aminosalicilati, glukokortikoidi, imunosupresivi, bioloSka terapija) te eventualni
suplementi (preparati zeljeza, vitamin B12, folna kiselina, kolekalciferol).

Temeljem Montrealske klasifikacije, ispitanici s CD-om stratificirani su i prema dobi

pri dijagnozi, lokalizaciji i ponaSanju bolesti. Na temelju lokalizacije bolesti
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stratificirani su u jednu od Cetiri skupine: L1 - bolest zahvaca terminalni ileum, L2 -
bolest zahvaca kolon, L3 - bolest zahvaéa i terminalni ileum i kolon te L4 - izolirana
zahvacenost gornjeg probavnog trakta. Na temelju ponasanja bolesti stratificirani su
u jednu od 3 skupine: B1 - bolest inflamatornog fenotipa, B2 - bolest strukturiraju¢eg
fenotipa, B3 - penetrantni fenotip bolesti, pri ¢emu je u sve tri skupine moguca
prisutnost perianalne bolesti. Ispitanici s UC-om podijeljeni su po dobi pri dijagnozi i
lokalizaciji bolesti. Na temelju lokalizacije bolesti stratificirani su u 3 skupine: L1 -
ograni¢ena na rektum, L2 - bolest ograni€ena na lijevi kolon (upalne promjene se ne
nalaze prokismalno od lijenalne fleksure kolona), L3 - ukoliko je bolest proksimalno
od lijenalne fleksure. Takoder su utvrdeni i komorbiditeti te eventualni kirurski zahvati
vezani za upalnu bolest crijeva. Temeljem prikupljenih klini¢kih i anamnestickih
podataka, vrijednosti hematokrita, ispitanicima je odredena aktivhost bolesti u
trenutku provodenja istrazivanja upotrebom Harvey Bradshaw indeksa i CDAI za
ispitanike s CD-om, odnosno Trulove Wittsovih kriterija i PMS za bolesnike s UC-om.
Iz medicinske dokumentacije bolesnika kod kojih je endoskopski pregled ucinjen tri
mjeseca prije ili nakon ukljucivanja u istrazivanje, utvrdena je endoskopska aktivnost
bolesti upotrebom SES-CD u bolesnika s CD-om, odnosno MES u bolesnika s UC-

om.

4.2.1. Standardne laboratorijske pretrage
Sve laboratorijske pretrage izvrSene su u Klinickom zavodu za laboratorijsku
dijagnostiku Klinickog bolnickog centra Zagreb. Kompletna krvna slika sa svim
pripadajuéim parametrima (broj eritrocita, leukocita i trombocita, koncentracija
hemoglobina te postotak neutrofila i limfocita) odredena je koriste¢i lasersku
tehnologiju rasipanja svjetlosti (uredaj Sysmex XE 5000). Svi biokemijski parametri u
nastavku analizirani su iz seruma na uredaju Cobas ¢ 501, Roche. Elektroliti: kalij i
natrij indirektnom potenciometrijom, zatim ukupni kalcij fotometrijom s NMBAPTA i
anorganski fosfat UV fotometrijom s amonij-molibdatom. Fotometrijskom metodom s
ferozinom odredeni su serumsko Zeljezo i UIBC, feritin metodom
imunotuborbidimetrije, ukupni protein fotometrijskom metodom s biuret reagensom
bez slijepe probe, a albumin fotometrijskom metodom bromkrezol zelenilom (BCG).
Aktivnosti enzima odredene su preporuCenim IFCC metodama na 37 °C: ALT (UV
fotometrija s TRIS puferom, L-alaninom, a- 40 ketoglutaratom i piridoksal fosfatom),

AST (UV fotometrija s TRIS puferom L-aspartatom aketoglutaratom i piridoksal
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fosfatom), ALP (,kontinuirana” fotometrija s p-nitrofenilfosfatom) te GGT
(-kontinuirana“ fotometrija s L-gama-glutamil-karboksi-p-nitroanilid uz glicilglicin).
Koncentracije analita takoder su odredene preporucenim metodama: glukoza UV
fotometrijom s heksokinazom, ukupni bilirubin (fotometrija s 3,5 diklorfenil-diazonium-
tetrafluoroboratom), ureja fotometrijom s ureazom i glutamat dehidrogenazom,
kreatinin fotometrijom s kreatininazom, urati (fotometrija s urikazom uz askorbat-
oksidazu), trigliceridi fotometrijom s glicerolfosfatoksidazom (GPO-PAP) i ukupni
kolesterol fotometrijom s kolesterol-oksidazom (CHOD-PAP), HDL/LDL homogenom
enzimskom kolorimetrijskom metodom. Na istom uredaju ili Cobas 6000cee, Roche
imunoturbidimetrijskim metodama odredene su koncentracije CRP. Modificiranom
Claussovom metodom s multifibrenom odredena je koncentracija fibrinogena u
citratnoj plazmi na uredaju Siemens BCSxp. Na istom uredaju, optickom
koagulometrijom odredeni su PV i APTV. D dimeri odredeni su imunokemijskom
metodom (Enzyme Linked Fluorescent Assay - ELFA princip) na uredaju Biomerieux
Mini Vidas. Vitamin B12, folna kiselina i 25-OH-vitaminD3 odredeni su
imunokemijskom metodom (electrochemiluminescence immunoassay - ECLIA
princip) na Roche Cobas E601 uredaju. Fekalni kalprotektin odreden je na
RocheCobas C501 uredaju metodom imunoturbidimetrije koriste¢i Buhlmann fCAL

reagens.

4.2.2. Imnunoenzimske metode (ELISA)
Za odredivanje serumskih koncentracija IL-6, TNF-a, grelina i leptina prikupljeni su
uzorci venske krvi od bolesnika ukljuCenih u istrazivanje. Uzorci su prikupljeni u
koli€¢ini od 4 ml u epruvetama sa smolom nakon €ega su centrifugirani 10 min na
3000 okretaja/min. Dobiveni serum odijeljen je u plasti¢ne epruvete i pohranjen na -
20°C. Koncentracije grelina, leptina i citokina IL-6 i TNF-a u uzorcima seruma
odredivane su pomocu komercijalnih enzimskih imunotestova (ELISA, od eng.
enzyme-linked immunosorbent assay). ELISA testovi za odredivanje IL-6, TNF-a i
leptin su radeni prema uputama proizvodaca R&D Systems Inc. (Bio-Techne Ltd.,
Minneapolis, MN, SAD), a za grelin prema uputama proizvodaca Novus Biologicals
(Bio-Techne Ltd., Abingdon, Velika Britanija). Za odredivanje leptina uzorci seruma su
pocetno razrijedeni u omjeru 1:100 dok su uzorci seruma za IL-6, TNF-a i grelin

odredivani bez razrjedivanja.
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Za odredivanje IL-6, TNF-a, leptina i grelina u bunari¢ée mikrotitarskih plo€ica
obloZenih s odgovaraju¢im specificnim antitijelom usmjerenim na traZeni analit
dodani su standardi, kontrole i uzorci ispitivanih seruma i inkubirani na sobnoj
temperaturi (za TNF-a inkubacija se odvijala na mijesalici na 500 rpm (Biosan, Riga,
Latvija)). Nakon ispiranja u bunarice plo€ica je dodano peroksidazom (HRP)
obiljiezeno monoklonsko anti-humano antitijelo specificno za IL-6, TNF-a ili leptin,
ovisno o analizi. Za odredivanje grelina, inkubacija s biotinom obiljezenim
monoklonskim anti-humanim antitijelom na grelin prethodila je inkubaciji s avidin-
HRP konjugatom. Nakon inkubacije i ispiranja dodana je otopina supstrata TMB
(tetrametil benzdidin) i inkubirana tijekom 15 do 30 minuta nakon Cega je reakcija
zaustavljena dodatkom stop otopine.

Apsorbanca dobivene razvijene boje je o€itana na 450 nm s referenthom valnom
duljinom od 630 nm na c¢itaCu mikrotitarskih ploCica Sunrise (Tecan Trading AG,
Mannedorf, Svicarska). Rezultati mjerenja su izradunati prema dobivenoj standardnoj
krivulji (programska podrska Magellan, Tecan Trading AG, Mannedorf, Svicarska),

pomnozeni s odgovarajuéim faktorom razrijedenja i izrazeni u pg/ml.

4.2.3. Metode procjene nutritivnog statusa

Za probir nutritivnog rizika koridten je alat NRS 2002. Pozitivan odgovor na bilo koje
od pitanja inicijalnog probira (ITM <20,5 kg/m?, gubitak teZine u posljednja 3 mjeseca,
smanjeni unos hrane posljednjeg tjedna i tezina bolesti) upucuje ispitivaca na zavrsni
probir u kojem se procjenjuje odstupanje u nutritivnom status i tezina bolesti.
Osobama Zivotne dobi > 70 godina dodaje se jo$ jedan bod. Ukupan broj = 3 znadi
ustanovljen nutritivni rizik i potrebu nutritivhe potpore.

Tjelesna visina je mjerena portabilnim stadiometrom (Seca 220, Njemacka).

Sastav tijela odredivan je pomoc¢u TANITA vage (model TANITA body composition
analyser, BC-420MA), koja se temelji na bioelektri¢noj analizi impedancije. Bolesnici
su mjereni nakon Sto su ispraznili mokrac¢ni mjehur, nataste, u laganoj odjeci u
stajacem polozZaju, bez obuce. Za analizu su uneseni podaci o ispitanikovoj dobi,
spolu i tjelesnoj visini te priblizna tezina odje¢e na ispitaniku. Za svako mjerenje
unesen je i podatak o fizickoj spremnosti ispitanika (odabir izmedu standardnog i
atletskog tipa). Mjerenjem TANITA vagom dobiveni su sljede¢i podaci: tjelesna
tezina (TT, kg), udio masnog tkiva (fat, %), masa masnog tkiva (FM-fat mass, kg),

masa nemasnog tkiva (FFM - fat-free mass, %), miSicna masa (MM - muscle mass,
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kg), masa vode u organizmu (TBW - fotal body water, kg), udio vode u organizmu
(TBW - total body water, %), masa kosti (BM - bone mass, kg), bazalni metabolizam
(BMR - basal metabolic rate, kJ i kcal), metaboli¢ka dob, udio visceralne masti (VFR -
visceral fat rate), ITM te bioelektricna impedancija. Postotak masti se odnosi na udio
masti u cijeloj tjelesnoj tezini. FFM predstavlja zbroj mase miSi¢a, kosti, tkiva i vode.
TBW ukljuuje ukupnu koli€inu tekucine u ispitanikovom tijelu. BMR nam otkriva
kolike su minimalne energetske potrebe u mirovanju za tjelesne funkcije. Skeletna
miSicna masa (SMM - skeletal muscle mass, kg) dobivena je racunski iz formule
SMM = [(TV#R%0.401)+(spolx3.825)+(dobx-0.071)] + 5.102; pri ¢emu je TV tjelesna
visina izrazena u centimetrima, a R je bioelektricna impedancija u omima, muski spol
je 1, a zenski spol 0, dob je izrazena u godinama.

Opseg struka i opseg nadlaktice (MUAC - middle upper arm circumference, engl.)
mjereni su centimetarskom trakom. Opseg nadlaktice mjeren je na lijevoj nadlaktici,
na njenom najSirem dijelu. Opseg struka mjerio se na polovici udaljenosti izmedu
pupka i rebrenih lukova. Kozni nabor nadlaktice mjeren je kaliperom kao uzduzni
nabor na straznjoj strani nadlaktice (iznad m. triceps brachii) na polovici udaljenosti
izmedu akromiona i oleokranona. UcCinjena su tri uzastopna mjerenja, a za analizu je
uzeta srediSnja od izmjerenih vrijednosti.

Za procjenu miSiéne snage koriSten je dinamometar. Test je izveden u sjedeCem
poloZaju, s nadlakticom paralelnom s trupom i kutom izmedu nadlaktice i podlaktice
od 90°. Testirana je prvo nedominantna ruka, zatim dominantna ruka, a potom su
mjerenja ponovljena na svakoj ruci joS dva puta, s pauzom od oko 10 sekundi. Za
analizu je uzeta srediSnja od izmjerenih vrijednosti za pojedinu ruku.

Sva mjerenja vrsio je educirani ¢lan Centra za kliniCku prehranu.

4.3. Statisticka obrada podataka

Normalnost kontinuiranih varijabli ispitana je Kolmogorov-Smirnovljevim testom.
Kontinuirane varijable opisane su aritmeticCkom sredinom, standardnom devijacijom,
medijanom te interkvartilnim rasponom.

Distribucija kategorijskih varijabli prikazana je frekvencijskim tablicama koje
sadrzavaju raspodjelu ucestalosti po skupinama i udio za svaku pojedinu skupinu

(postotak).
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Jednakosti varijance 2 ili viSe kontinuiranih varijabli provedena je Leveneovim
testom.

Za utvrdivanje razlika u parametrijskim varijablama izmedu 2 nezavisna uzorka
upotrebljavan je Studentov t-test, dok se za neparametrijske varijable (odstupanje
raspodjele od normalne) koristio Mann-Whitneyev U-test. Za utvrdivanje razlika u
kontinuiranim varijablama izmedu 3 ili viSe nezavisnih uzoraka koristena je ANOVA
za parametrijsku, te Kruskal-Wallis ili Kolmogorov-Smirnov test za neparametrijsku
raS¢lambu (ovisno o homogenosti varijance).

Za utvrdivanje razlika u kategorijskim varijablama medu proporcijama izmedu dva
nezavisna uzorka upotrebljavan je se Fisherov egzaktni test, a izmedu viSe od 2
nezavisna uzorka Pearsonov x2.

Za utvrdivanje povezanosti izmedu numeriCkih varijabli koristen je Pearsonov
koeficijent korelacije za parametrijske varijable, te Spearmanov koeficijent korelacije
za neparametrijske varijable.

Za utvrdivanje veze aktivnosti bolesti te grelina, leptina te upalnih citokinina koristena
je logisticka regresija.

StatistiCka zna€ajnost je prihvacena uz p < 0,05. Za statistiCku analizu bio je koriSten

statistiCki program SAS.
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5 REZULTATI

5.1. Klini¢ko-laboratorijski pokazatelji ispitanika

U istrazivanje je uklju¢eno ukupno 153 odraslih bolesnika (64 zena i 89 muskarca) s
upalnom bolesti crijeva, 98 bolesnika s CD-om i 55 bolesnika s UC-om. U kontrolnu
skupinu ukljuceno je 29 odraslih ispitanika. U tablici 1 su prikazana osnovna
demografska i kliniCka obiljezja skupine bolesnika s upalnim bolestima crijeva.
Srednja dob ispitanika bila je 36,86 godina (s rasponom izmedu 17 i 70 godina) u
skupini UBC bolesnika te 40,34 godina (s rasponom izmedu 29 i 56 godina) u skupini
zdravih dobrovoljaca. Ispitanici s CD-om imali su prosje¢nu dob od 36,58 godina, a
prosjecna dob ispitanika s UC-om je 37,34 godine.

Prosje¢no trajanje bolesti u bolesnika s CD-om je 11,33 Sto je znaCajno viSe u
usporedbi s trajanjem bolesti od 7,73 godine u ispitanika s UC-om (p = 0,01).

Prema lokalizaciji bolesti CD: 17,71 % je imalo zahvacen terminalni ileum (L1), 12,50
% kolon (L2), 64,58 % ileokolon a 5,21 % gornji probavni trakt (L4). Prema
ponasanju bolesti 37,50 % je imalo luminalni tip (B1), 41,67 % stenozirajuci fenotip
(B2), 19,79 % penetrirajuéi fenotip (B3). Prema lokalizaciji UC-a: 4 % bolesnika je
imalo proktitis (E1), 30 % ljevostrani kolitis (E2) a 66 % pankolitis (E3).

Ukupno 64,29 % ispitanika s CD-om u trenutku mjerenja primalo je biolosSku terapiju,
35,71 % imunomodulatore, a 2,04 % glukokortikoide. Veci dio bolesnika s UC-om
lijeCen je glukokortikoidima (16,36 %) u odnosu na bolesnike s CD-om (p = 0.002).
Ukupno 50,91 % bolesnika s UC-om u trenutku mjerenja primalo je bioloSku terapiju,
29,09 % imunomodulatore. 60 % bolesnika s UC-om u terapiji je imalo
aminosalicilate, Sto je statistiCki znacajno vise nego kod bolesnika s CD-om (33,67
%, p = 0,002).
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Tablica 1. Osnovni demografski i kliniCki podaci ispitanika

Crohnova Ulcerozni Kontrolna
Parametar bolest kolitis skupina p
n =98 n =55 n=29
Dob (godine); srednja vrijednost
Median (IQR) 36,58 37,34 40,34 0,30
36 (17) 36 (24) 40 (13)
Spol: Z 41 (41,84 %) 23 (41,82 %) 25 (86,21 %) <0,0001"
M 57 (58,16 %) 32 (58,18 %) 4 (13,79 %
Trajanje bolesti; srednja
vrijednost 11,33 7,73 0,01
Medijan (IQR) 9,5 (12) 6 (8)
Aktivni pusaci 18 (18,37 %) 5 (9,09 %) 5 (17,24 %) 0,29
UBC operacija 48 (48,98 %) 6 (10,91 %) <0,0001"
Terapija
Bez terapije 12 (12,24 %) 7 (12,73 %) 1,0
Aminosalicilati 33 (33,67 %) 33 (60,00 %) 0,002
Glukokortikoidi 2 (2,04 %) 9 (16,36 %) 0,002
Imunomodulator 35 (35,71 %) 16 (29,09 %) 0,48
Bioloska terapija 63 (64,29 %) 28 (50,91 %) 0,12
Infliksimab 35 (35,71 %) 18 (32,73 %) 0,73
Adalimumab 23 (23,47 %) 1(1,85 %) 0,0003
Golimumab 0 (0,00 %) 7 (12,96 %) 0,0005"
Vedolizumab 2 (2,04 %) 2 (3,70 %) 0,62
Ustekinumab 3 (3,06 %) 0 (0,00 %) 0,55
Dob pri dijagnozi (Montreal)
A1 (< 16 godina) 22 (22,92 %) 11 (22,00 %) 0,03

A2 (17 i 40 godina)
A3 (> 40 godina)

Lokalizacija bolesti CB
(Montreal)
L1 (ileum)
L2 (kolon)
L3 (ileokolon)
L4 (gornji probavni trakt)

Ponasanje bolesti CB (Montreal)
B1 (luminalni)
B2 (stenozirajuci)
B3 (penetrirajuci)
P perianalna bolest

Lokalizacija bolesti UC
(Montreal)
E1 (proktitis)
E2 (ljevostrani kolitis)
E3 (pankolitis)

Tezina bolesti UC (Montreal)
S1 (blaga)
S2 (srednje teska)
S3 (teSka)

71 (73,96 %)
3(3,13 %)

31 (62,00 %)
8 (16,00 %)

17
12
62

5

17,71 %)
12,50 %)
64,58 %)
5,21 %)

A~~~ —~

37,50 %)
41,67 %)

36 (

40 (

19 (19,79 %)
1(

2 (4,00 %)
15 (30,00 %)
33 (66,00 %)

19 (38,78 %)
24 (48,98 %)
6 (12,24 %)

*p < 0.05
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U tablici 2 bolesnici su stratificirani prema klinickoj i endoskopskoj aktivnosti bolesti te
su navedene prosjecCne vrijednosti najvaznijih laboratorijskih parametara.

Prema klinickim bodovnim sustavima 15,47 % (HBI), odnosno 16,5 % (CDAI)
bolesnika s CD-om je imalo aktivnhu bolest. Klini¢ki aktivhu bolest prema Partial Mayo
scoreu je imalo 55,1 % bolesnika, odnosno prema TW kriterijima 77, 54 % bolesnika
s UC-om.

Nalaze uCinjene endoskopske pretrage unutar 3 mjeseca od prikupljanja seruma za
istrazivanje imalo je 73 (47,71 %) bolesnika. Endoskopska aktivhost bolesti
zabiljezena je na temelju pisanih endoskopskih nalaza gastroenterologa KBC-a
Zagreb koji su ucinili endoskopsku pretragu. Koridteni su validirani endoskopski
indeksi, SES-CD za CD i MES za UC. Endoskopski aktivhu bolest (prema SES-CD)
medu bolesnicima koji su imali dostupne nalaze endoskopskih pretraga, imalo je 48
% ispitanika s CD-om, dok je 80,56 % bolesnika s UC-om imalo endoskopsku

aktivnost (prema MES-u).
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Tablica 2. Klini¢ka, biokemijska i endoskopska aktivnost bolesti

Crohnova bolest

Ulcerozni kolitis

Parametar p
n =98 n =55
Klinicki
HBI
Remisija 82 (79,61 %)
Blaga bolest 8 (8,25 %)
Umjerena bolest 7 (7,22 %)
TeSka bolest 0 (0,00 %)
CDAI
Remisija 81 (83,51 %)
Blaga bolest 9 (9,28 %)
Umjerena bolest 6 (6,19 %)
TesSka bolest 1(1,03 %)
Truelove i Witts kriteriji
Remisija 11 (22,45 %)
Blagi kolitis 16 (32,65 %)
Umjereni kolitis 17 (34,69 %)
Teski kolitis 5 (10,20 %)
Partial Mayo Score
Remisija 22 (44,90 %)
Blagi kolitis 13 (26,53 %)
Umjereni kolitis 11 (22,45 %)
Teski kolitis 3 (6,12 %)
Biokemijski
Hemoglobin (mmol/l) param 137,20 132,83 0,16
HGB 140 (24) 131,5 (26)
CRP non-param 6,11 15,03 0,047
CRP 1,8 (3,8) 3,5 (8,7)
SE (mm/h) non-param 17,97 21,57 0,37
SE 11 (16) 19 (28)
Leukociti (x10%/1) param 7,22 7,52 0,46
Leukociti 6,9 (2,8) 6,9 (3,9)
Trombociti (x10%/1) param 302,32 307,84 0,72
TRC 294 (127) 293 (129)
Fekalni kalprotektin (ug/g) non-param 227,05 574,36 0,002
KALPROTEKTIN 117 (306) 288 (875)
Endoskopski
Kategorije SES-CD (25) MES (36)
0 (remisija) 13 (52 %) 7 (19,44 %)
1 (blaga bolest) 5 (20 %) 14 (38,89 %)
2 (srednje teSka bolest) 5 (20 %) 6 (16,67 %)
3 (teSka bolest) 2 (8 %) 9 (25,00 %)

HBI - Harwey Bradshaw index, CDAI - Crohns’s disease activity index, HGB - hemoglobin, CRP - C-

reaktivni protein, SE - sedimentacija eritrocita, SES-CD - Simple Endoscopic Score for Crohn’s
disease, MES - Mayo Endoscopic Score; *p < 0.05
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Prosje€ne vrijednosti laboratorijskih nalaza bile su unutar referentnih vrijednosti osim
vrijednosti sedimentacije, C-reaktivnog proteina i fekalnog kalprotektina koje su
povisene, u CD-u i UC-u, 25-hidroksi vitamina D koji je sniZzen i u CD-u i UC-u te
vrijednosti D-dimera koje su povisene u UC-u (Tablica 3).

Tablica 3: Laboratorijski nalazi ispitanika

Crohnova bolest Ulcerozni kolitis Kontrolna skupina
Parametar | Srednja Medijan KS Srednja Medijan KS p Srednja Medijan KS p
vrijedno (IQR) test vrijednost  (IQR) test vrijedno  (IQR) test
st+ SD *SD st+ SD
SE 17,97 + 11 (16) <0,01 21,57+ 19(28) <0,01 0,36 9,74+ 7 (11) 0,14 0,08
mm/h 18,12 19,95 7,39
CRP 6,11+ 1,8(3,8) <0,01 15,03+ 3,5(8,7) <0,01 0,046 4,73z 0,8(3,1) <0,0 0,003
mg/L 13,32 32,03 : 16,79 1 )
Eritrociti | 4,80 = 4,89 >0,15 4,60+0,55 4,64 >0,15 0,03° 4,70+ 4,69 >0,1 0,08
x10"?/L 0,58 (0,8) (0,72) 0,44 (0,75) 5
Hgb 135,81+ 140,00 0,02 130,44 + 131,00 <0,01 0,5 137,25+ 135,00 >0,1 0,31
g/L 22,28 (24,0) 25,96 (26,00) 15,70 (19,00) 5
MCV 86,32+ 86,25 >0,15 86,88 £ 87,00 0,02 0,33 86,63+ 85,55 >0,1 0,43
6,03 (7,7) 6,54 (7,0) 4,68 (5,05) 5
Leukociti | 7,22 £ 69(28) 009 752+264 69(39) >015 046 6,97 6,5(2,6) 0,04 0,79
x10°/L 2,31 1,77
Trc 302,32+ 294,0 0,14 307,84 t 293,0 >0,15 0,72 260,09+ 2745 0,12 0,06
x10°/L 94,82 (127,0) 88,32 (129,0) 72,29 (55,0)
Fibrinoge | 3,63 + 36(1,2) <0,01 364+134 3,65 >0,15 0,95 3,07t 2,7(0,8) <0,0 0,01
n 1,13 (1,7) 0,71 1
g/L
D-dimeri | 0,35 0,24 <0,01 0,75+1,26 0,34 <0,01 0,002 0,35+% 0,27 <0,0 0,007
mg/L 0,40 (0,18) (0,51) ’ 0,39 (0,14) 1 ’
Glukoza | 4,70+ 4,6(0,7) <0,01 4,94+1,02 4,7(1,0) 0,01 0,22 465+ 4,65 0,06 0,44
mmol/L 0,66 0,39 (0,4)
Bilirubin | 10,15+ 9,0(6,0) <0,01 9,38+529 8,0(50) <0,01 0,63 10,63+ 10,0 <0,0 0,69
pmol/L 6,88 8,07 (6,0) 1
ALP 83,10+ 69,00 <0,01 7742+ 70,00 <0,01 0,58 58,86+ 59,50 >0,1 0,009
uU/L 68,47 (30,00) 40,25 (24,00) 16,32 (23,00) 5 ’
AST 28,18+ 23,0 <0,01 23,13z 21,0 <0,01 0,028 21,75+ 20,5 0,02 0,01
U/L 16,42 (11,0) 11,11 (10,0) 6,71 (6,0)
ALT 3205+ 215 <0,01 2147% 19,0 0,02 0,13 21,82% 19,5 <0,0 0,22
U/L 37,84 (18,0) 9,68 (13,0) 14,81 (10,5) 1
GGT 35,56 + 19,0 <0,01 39,91+ 18,0 <0,01 0,83 1568+ 13,5 <0,0 0,03
U/L 54,83 (20,0) 70,94 (32,0) 8,67 (5,5) 1
Ureja 4,68 + 44(16) <0,01 4,77+180 4,7(26) >015 0,40 4,75% 47(1,9 >01 0,60
mmol/L 1,86 1,22 5
Kreatinin | 76,03 + 72,0 <0,01 75,65% 73,0 0,10 0,37 70,86+ 68,5 0,02 0,45
umol/L 49,66 (21,0) 16,10 (23,0) 12,52 (12,0)
Kolesterol | 4,07 + 3,8(1,2) <0,01 434+113 4735 >0,15 0,16 5,04+ 4,9 >0,1 <0,00
mmol/L 1,00 (1,6) 0,90 (1,15) 5 01
Tg 1,33 ¢ 1,13 <0,01 1,06+0,59 0,98 <0,01 0,03 0,97+ 0,78 <0,0 0,01
mmol/L 0,76 (0,95) (0,56) 0,54 (0,70) 1
HDL 1,44 + 1,42 0,06 1,45+0,45 1,43 0,13 0,89 157+ 1,63 >0,1 0,34
mmol/L 0,41 (0,5) (0,55) 0,32 (0,49) 5
LDL 2,00 + 1,8 0,02 242+091 23 >0,15 0,01" 3,03+ 2,82 0,06 <0,00
mmol/L 0,88 (1,01) (1,35) 0,84 (0,77) 01
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Crohnova bolest Ulcerozni kolitis Kontrolna skupina
Parametar Srednja Medijan KS Srednja Medijan KS - Srednja Medijan KS o
vrijedno  (IQR) test vrijednost  (IQR) test vrijedno  (IQR) test
st + SD *SD st * SD
Kalij 4,29 + 4,3(0,4) 0,13 4,26+033 4,2(0,5 =015 0,61 4,38 + 4,3 >0,1 0,35
mmol/L 0,37 0,33 (0,35) 5
Natrij 140,57+ 141,0 <0,01 140,48 + 140,0 0,02 0,74 140,46+ 140,0 >0,1 0,90
mmol/L 2,69 (3,0) 2,31 (3,0) 2,87 (4,5) 5
Fosfati 1,07 £ 1,06 0,12 1,11+0,20 1,09 >0,15 0,19 1,07 % 1,05 >0,1 0,39
mmol/L 0,21 (0,22) (0,23) 0,19 (0,2) 5
Magnezij | 0,82 + 0,83 <0,01 0,83+0,07 0,83 >0,15 0,65 0,86+ 0,86 >0,1 0,06
mmol/L 0,08 (0,08) (0,09) 0,05 (0,09) 5
Zeljezo 13,64 12,0 <0,01 12,53+ 10,0 0,03 0,21 15,63 £ 15,0 >0,1 0,11
umol/L 7,45 (10,0) 8,36 (10,0) 7,62 (10,0) 5
uiBC 48,84+ 475 <0,01 41,61 39,0 0,07 0,01° 3919+ 37,0 0,14 0,000
umol/L 13,78 (17,0) 14,56 (21,0) 12,49 (17,0) 8
TIBC 62,36 + 61,0 0,03 55,47 + 55,0 >0,15 0,003 5593 55,0 0,07 0,002
umol/L 11,37 (14,0) 11,98 (18,0) ’ 8,33 (11,0) )
Feritin 78,74 £ 37,25 <0,01 83,60 % 33,2 <0,01 0,66 78,07 41,3 <0,0 0,72
Mg/L 96,20 (99,70) 131,23 (70,9) 95,67 (71,9) 1
Albumin | 4423+ 449 <0,01 42,92+ 43,6 >0,15 0,15 46,97 % 46,25 >0,1 0,01
g/L 5,89 (5,0) 5,66 (8,1) 3,43 (4,0) 5
Proteini 72,85 + 73,0 0,12 71,67 72,0 >0,15 0,33 71,44+ 71,0 >0,1 0,28
g/L 5,11 (7,0) 5,94 (9,5) 4,31 (5,0) 5
vitaminD | 44,45 + 38,00 <0,01 51,09 £ 50,00 >0,15 0,006 72,81z 72,00 >0,1 <0,00
nmol/L 23,78 (28,00) 16,13 (21,00) ’ 30,84 (50,00) 5 01
Vitamin 260,67 + 229,0 <0,01 313,40 278,0 0,01 0,01° 34430+ 3380 >0,1 0,001
B12 167,78 (163,0) 145,67 (132,0) 147,03 (180) 5 )
nmol/L
Folna 25,72 + 18,7 <0,01 26,59 + 25,5 0,02 0,79 18,36+ 15,6 <0,0 0,08
kiselina 15,29 (32,5) 13,97 (29,0) 10,37 (10,9) 1
nmol/L

Hgb — hemoglobin, Tre — trombociti, CRP - C-reaktivni protein, SE - sedimentacija eritrocita, MCV- prosje¢ni volumen eritrocita, AST
-aspartat-aminotranferaza, ALT - alanin-aminotransferaza, GGT - gama-glutamiltrasnferaza, Tg — trigliceridi, HDL -lipoproteini
visoke gustocée, LDL - lipoproteini niske gustoée, UIBC - nezasi¢eni kapacitet vezanja zeljeza, TIBC - ukupni kapacitet vezanja
zeljeza; *p< 0,05

Tablica 4 prikazuje pokazatelje nutritivnog statusa ispitanika. Ispitanici s CD-om i UC-
om imaju znacajno nize vrijednosti miSicne mase (p = 0,04) i postotka miSicne mase
od kontrolne skupine (p = 0,01). Osim toga, ukupni postotak tjelesne vode niZi je kod
ispitanika s upalnim bolestima crijeva u odnosu na kontrolnu skupinu (p = 0,003).
Izmedu skupina bolesnika s CD-om i UC-om, nisu uo€ene znacajnije razlike u ostalim

parametrima nutritivnog statusa.
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Tablica 4. Pokazatelji nutritivnog statusa ispitanika

Crohnova bolest Ulcerozni kolitis Kontrolna skupina
Parametar Srednja  Medijan KS Srednja Medijan KS 8 Srednja  Medijan KS s
vrijedno  (IQR) test vrijedno  (IQR) test vrijedno  (IQR) test
st+ SD st+ SD st+ SD
Tjelesna 71,71 £ 68,75 0,06 75,08 £ 76,0 >0,15 0,08 73,84 67,4 <0,0 0,21
tezina (kg) | 17,21 (22,7) 14,43 (23,3) 18,44 (20,5) 1
Tjelesna 173,31+  173,0 >0,15 175,85 176,0 >0,15 0,13 172,0 + 170,0 <0,0 0,04
visina (cm) | 9,38 (12,0) 9,54 (14,0) 13,04 (9,0) 1
ITM (kg/m?) | 23,72 23,04 >0,15 24,28 + 23,86 0,08 0,41 24,80 + 22,82 <0,0 0,42
4,61 (6,36) 4,55 (6,79) 4,24 (6,96) 1
Opseg 81,84 £ 78,5 0,01 83,33 ¢ 82,0 0,07 0,45 77,54 £ 76,0 0,09 0,27
struka (cm) | 14,80 (20,0) 13,10 (19,5) 9,70 (17,0)
Misicna
shaga
Dominantna | 31,44 + 28,87 0,04 34,48 + 31,5 0,12 0,11 30,82 + 28,50 <0,0 0,22
ruka 11,38 (18,38) 9,90 (17,28) 9,97 (6,3) 1
Nedominantn | 59 8> + 27,73 <0,01 3299+ 3075 009 0,12 2935+ 27,45 0,27
aruka 10,62 (16,46) 10,55 (19,50) 9,20 (7,50) <0,0
1
Kozni 20,82 19,92 <0,01 18,94 + 19,27 >0,15 0,53 21,01 18,51 <0,0 0,82
nabor 11,42 (10,37) 7,65 (10,66) 9,76 (11,27) 1
nadlaktice
MUAC (cm) | 29,66 + 28,5 <0,01 28,98 + 29,0 >0,15 0,40 28,83 28,0 <0,0 0,67
9,74 (6,0) 3,43 (5,0) 3,45 (3,5) 1
FM (kg) 16,36 + 14,7 <0,01 19,60+ 16,4 <0,01 0,22 22,06 + 18,2 0,01 0,04
9,71 (11,0) 13,11 (17,2) 11,37 (10,9)
FM (%) 2272 21,7 >0,15 24,09 24,3 >0,15 0,47 29,75 + 29,0 >0,1 0,01
8,83 (12,9) 10,58 (13,3) 10,17 (12,4) 5
FFM (kg) 53,86 £ 52,4 <0,01 56,02 + 52,1 0,04 0,27 50,49 £ 46,8 <0,0 0,37
12,58 (21,6) 12,18 (23,5) 10,87 (4,8) 1
SMM (kg) 27,76 £ 28,17 <0,01 29,21% 28,88 >0,15 0,31 25,40 £ 23,62 <0,0 0,15
6,74 (11,38) 7,09 (11,66) 5,14 (2,82) 1
MM (kg) 50,99 + 49,7 <0,01 53,21+ 49,5 0,04 0,23 47,94 + 44 4 <0,0 10,35
12,13 (20,6) 11,61 (22,4) 10,35 (4,6) 1
TBW (kg) | 37,57 + 36,75 <0,01 38,88+ 38,7 0,04 0,30 3512+ 32,8 <0,0 0,39
8,91 (13,85) 8,19 (15,8) 6,76 (4,4) 1
TBW (%) 53,74 £ 53,85 0,11 52,63 £ 52,4 >0,15 0,37 47,62 49,0 >0,1 0,00
5,92 (6,8) 6,56 (7,8) 7,68 (11,0) 5 03
BMR (kJ) 6667,3+ 6372,5 <0,01 69485+ 6661,0 0,10 0,20 6336,6 + 5828,0 <0,0 0,27
1501 (2281,0) 1385 (2456,0) 1315 (836,0) 1
BMR (kCal) | 1593,99 1523 <0,01 1660,63 1592 0,10 0,20 1518,04 1393 <0,0 0,27
+ 358,96  (545) +330,88  (587) +321,70  (200) 1
VFR 56+ 45(5,0) <001 6,0z 5,0(8,0) 0,01 0,72 5,08+ 4,0(5,00 0,07 0,88
4,77 5,19 2,87
BIA 532,33+ 519,2 0,13 517,28 £ 520,5 >0,15 0,40 520,46+ 526,9 >0,1 0,62
86,98 (112,0) 89,29 (125,1) 52,49 (80,6) 5

MUAC - opseg nadlaktice, FM - masa masnog tkiva (fat mass, engl.), FMI - indeks mase masnog tkiva (fat mass index, engl.),
FFM - masa nemasnog tkiva (fat-free mass, engl.), SMM - skeletna miSi¢na masa (skeletal muscle mass, engl.), MM - miSi¢na
masa (muscle mass, engl.), TBW - udio vode u organizmu (total body water, engl.), BMR - bazalni metabolizam (basal metabolic
rate), VFR - udio visceralne masti (visceral fat rate), BIA — bioelektri¢cna impedanca; *p < 0.05
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5.2. Koncentracije ispitivanih biomarkera u serumu

U 73,47 % uzoraka bolesnika s CD-om vrijednosti grelina su bile nedetektabilne, dok
je 67,27 % s UC-om imalo nedetektabilne vrijednosti. Vrijednosti leptina su bile
nedektabilne u 2,04 % bolesnika s CD-om, odnosno 3,64 % bolesnika s UC-om.
Vrijednosti IL-6 su bile nedetektabilne u 16,33 % bolesnika s CD-om i 14,55 %
bolesnika s UC-om. Vrijednosti TNF-a su bile nedetektabilne u 28,57 % bolesnika s
CD-om, dok je 20 % bolesnika s UC-om imalo nedetektabilne vrijednosti. Unutar
svake pojedine skupine nema statisticki znacCajne razlike u postotku nedetektabilnih
vrijednosti. U Tablici 5 prikazane su navedeni brojevi uzoraka izvan granica

detektabilnosti, prema pojedinima skupinama.

Tablica 5. Broj uzoraka izvan granica detektabilnosti

Kontrolna
Crohnova bolest Ulcerozni kolitis p
skupina
GRELIN
Nedetektabilni 72 (73,47 %) 37 (67,27 %) 19 (65,52 %) 0,60
LEPTIN
Nedetektabilni 2 (2,04 %) 2 (3,64 %) 0 (0,00 %) 0,64
IL-6
Nedetektabilni 16 (16,33 %) 8 (14,55 %) 4 (13,79 %) 0,96
TNF-a
Nedetektabilni 28 (28,57 %) 11 (20,00 %) 10 (34,48 %) 0,31

IL-6- interleukin-6, TNF- a - Cimbenik tumorske nekroze alfa (Tumor necrosis factor a, engl.)

Koncentracije ispitivanih biomarkera prikazane su u Tablici 6 te graficki na Grafu 1.
ProsjeCne vrijednosti biomarkera u CD-u iznosile su: grelin 26,26 pg/ml, leptin
12566,53 pg/ml, IL-6 5,76 pg/ml, a TNF-a 52,59 pg/ml. Prosje¢ne vrijednosti u
biomarkera u UC-u iznosile su: grelin 45.5 pg/ml, leptin 17669,50 pg/ml, IL-6 5,59
pg/ml i TNF-a 58,69 pg/ml. Nije bilo znacajnije razlike u koncentracijama ispitivanih
biomarkera izmedu CD-a i UC-a. ProsjeCne vrijednosti leptina su znacajno vise u
kontrolnoj skupini (29490,76, p = 0,01), a vrijednosti TNF-a niZze u kontrolnoj skupini
(19,70 pg/ml, p = 0,02).
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Tablica 6. Koncentracije biomarkera grelina, leptina, IL-6 i TNF-a u serumu

Crohnova bolest Ulcerozni kolitis Kontrolna skupina
P t
arametar Srednja Medijan KS Srednja Medijan KS s Srednja Medijan KS S
vrijednost  (IQR) test vrijednost (IQR) test vrijednost (IQR) test
*SD *SD *SD
GRELIN 26,26 + 13,61 <0,0 4555+ 19,45 <0,0 0,71 13,78+ 14,82 >0,1 0,62
(pg/ml) 41,37 (10,57) 1 72,42 (34,61) 1 3,90 (6,19) 5
LEPTIN 12566,53 + 8526,75 <0,0 17669,50 927520 <0,0 0,39 29490,76 17628,1 <0,0 0,01
(pg/ml) 12774,37 (13335) 1 t (15475) 1 * 0 1
24400,48 33284,57  (27456)
IL-6 5,76 £8,63 3,54 <0,0 5,59+ 3,42 <0,0 0,74 558+ 2,52 <0,0 0,49
(pg/ml) (4,29) 1 5,55 (4,69) 1 7,27 (2,77) 1
TNF-a 52,59 + 46,26 <0,0 58,69+ 43,42 <0,0 0,61 19,70+ 12,95 <0,0 0,03
(pg/ml) 42,16 (75,02) 1 57,31 (66,91) 1 21,87 (7,88) 1

IL-6- interleukin-6, TNF- a - Cimbenik tumorske nekroze alfa (Tumor necrosis factor a, engl.)
*
p<0.05

Graf 1. Koncentracije biomarkera grelina, leptina, IL-6 i TNF-a u serumu
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TNF- a - Cimbenik tumorske nekroze alfa (Tumor necrosis factor a, engl.),
IL-6- interleukin-6

Ucinjena je i dodatna statistiCka analiza korelacija razina TNF-a sa koncentracijama
grelina i leptina. Rezultati su pokazali da ne postoji TNF-a vrijednost sa serumskim

razinama grelina niti leptina (Tablica 7).

Tablica 7. Korelacija izmedu TNF-a i koncentracija grelina i leptina

GRELIN LEPTIN
TNF o
R1| 0,12 -0,06
Pl 0,53 0,54
nio29 101

TNF- a - Cimbenik tumorske nekroze alfa (Tumor necrosis factor a, engl.)
Buduéi se radi o neparametrijskim varijablama racunat je Spearmanov koeficijent korelacije (samo na
opservacijama s detektabilnim serumskim vrijednostima).
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5.3. Povezanost koncentracije ispitivanih biomarkera s laboratorijskim

markerima aktivnosti bolesti

Tablica 8 prikazuje povezanost ispitivanih biomarkera sa serumskim laboratorijskim
markerima upalne aktivnosti bolesti (CRP, SE, leukociti, trombociti i kalprotektin).

Postoji statisticki znaCajna pozitivha korelacija vrijednosti IL-6 sa svim ispitivanim
laboratorijskim pokazateljima upalne aktivnosti: s razinom CRP-a (r = 0,56, p <
0,0001), SE (0,51, p < 0,0001), leukocitima (r = 0,34, p < 0,0001), trombocitima (r =
0,29, p = 0,003), te fekalnim kalprotektinom (r = 0,48, p < 0,0001) (Graf 2). Dokazana
je statistiCki zna€ajna negativna korelacija razina grelina ssa razinama CRP-a (r = -
0,47, p = 0,003), trombocita (r = -0,32, p = 0,047) te fekalnog kalprotektina (r = -0,38,
p = 0,03). Takoder je dokazana negativna korelacija vrijednosti TNF-a sa razinama
CRP-a (-0,27, p = 0,01). Za leptin nije dokazana znacajna korelacija s razinama

CRP-a, SE, leukocita, trombocita i fekalnog kalprotektina.
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Tablica 8. Povezanost koncentracija ispitivanih biomarkera s pojedinima
laboratorijskim markerima aktivnosti bolesti
CRP SE LEUKOCITI TROMBOCITI KALPRO
GRELIN
R -0,47 -0,25 -0,20 -0,32 -0,38
p 0,003 0,16 0,23 0,047 0,03’
n 38 33 38 38 32
LEPTIN
R -0,08 0,04 -0,03 0,05 -0,11
P 0,37 0,69 0,73 0,57 0,21
n 144 127 144 148 128
IL-6
R 0,56 0,51 0,34 0,29 0,48
p <0,0001 <0,0001" <0,0001 0,003 <0,0001"
n 124 109 124 124 105
TNF-a
R -0,27 0,13 -0,08 -0,001 -0,08
p 0,01* 0,19 0,40 0,99 0,45
n 109 98 109 109 91

CRP - C-reaktivni protein, SE - sedimentacija eritrocita, KALPRO- fekalni kalprotektin
Buduéi se radi o neparametrijskim varijablama raunat je Spearmanov koeficijent korelacije (samo na

opservacijama s detektabilnim serumskim vrijednostima); *p < 0.05

Graf 2. Korelacija IL-6 s razinama CRP-a, SE, leukocita, trombocita i fekalnog

kalprotektina
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Dodatnom analizom povezanosti laboratorijskih markera upale i vrijednosti IL-6 u
CD-u i UC-u dokazana je pozitivna korelacija IL-6 sa svim ispitivanim markerima

upale u obje bolesti, osim korelacije IL-6 s trombocitima u UC-u (Tablica 9).

Tablica 9. Korelacija laboratorijskih markera upale i vrijednosti IL-6 u Crohnovoj
bolesti i ulceroznom kolitisu

CRP SE LEUKOCITI TRC KALPRO
IL-6
Crohnova R -0,57 0,47 0,27 0,33 0,48
bolest Pl <0,0001* <0,0001* 0,02° 0,003’ <0,0001"
n 79 75 79 79 32
IL-6
Ulcerozni R 0,55 0,63 0,47 0,28 0,45
kolitis Pl <o0,0001* < 0,0001* 0,001 0,06 0,003
n 45 34 45 45 43

CRP - C-reaktivni protein, SE - sedimenacija etritrocita, TRC - trombociti, KALPRO - fekalni
kalprotektin

Buduci se radi o neparametrijskim varijablama racunat je Spearmanov koeficijent korelacije (samo na
opservacijama s detektabilnim serumskim vrijednostima), *p < 0.05

5.4. Povezanost koncentracije ispitivanih biomarkera s klinickim

indeksima aktivnosti bolesti

Kako je udio nedetektabilnih vrijednosti ispitivanih biomarkera bio visok, u€injena je i
statisticCka analiza povezanosti broja nedetektabilnih uzoraka s pojedinim
kategorijama klinicke aktivnosti bolesti (Tablica 10). U&injenom analizom, nije nadena
statistiCki znacCajna razlika u udjelu nedetektabilnih serumskih razina grelina, leptina i

protuupalnih citokina medu razli€itim kategorijama klinicke aktivnosti bolesti.
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Tablica 10. Nedetektabilne vrijednosti ispitivanih biomarkera prema razliCitim kategorijama

klinicke aktivnosti bolesti

GRELIN LEPTIN
Nedetektabilno ostalo P Nedetektabilno ostalo P
HBI
Remisija 60 (82,2 %) 25 (83,33 %) 2 (100,0 %) 83 (82,18 %)
Blaga bolest 7 (9,59 %) 2 (6,67 %) 10 0 (0,00 %) 9 (8,91 %) 10
Umijerena bolest 6 (8,22 %) 3 (10,00 %) ’ 0 (0,00 %) 9 (8,91 %) ’
Crohnova Teska bolest 0 (0,00 %) 0 (0,00 %) 0 (0,00 %) 0 (0,00 %)
bolest CDAI
Remisija 59 (80,82 %) 26 (86,67 %) 1 (50,00 %) 84 (83,17 %)
Blaga bolest 8 (10,96 %) 1 (3,33 %) 063 1 (50,00 %) 8 (7,92 %) 0.32
Umjerena bolest 5 (6,85 %) 3 (10,00 %) ’ 0 (0,00 %) 8 (7,92 %) ’
Teska bolest 1 (1,37 %) 0 (0,00 %) 0 (0,00 %) 1 (0,99 %)
TW
Remisija 8 (22,22 %) 3 (21,43 %) 0 (0,00 %) 11 (22,92 %)
Blagi kolitis 12 (33,33 %) 5 (35,71 %) 10 2 (100,00 %) 15 (31,25 %) 0.46
Umijereni kolitis 12 (33,33 %) 5 (35,71 %) ’ 0 (0,00 %) 17 (35,42 %) ’
Ulcerozni Teski kolitis 4 (11,11 %) 1(7,14 %) 0 (0,00 %) 510,42 %)
kolitis PMS
Remisija 15 (41,67 %) 7 (50,00 %) 2 (100 %) 20 (41,67 %)
Blagi kolitis 11 (30,56 %) 3(21,43 %) 0.96 14 (29,17 %) 055
Umijereni kolitis 8 (22,22 %) 3(21,43 %) ’ 11 (22,92 %) ’
Teski kolitis 2 (5,56 %) 1(7,14 %) 3 (6,25 %)
IL-6 TNF-a
Nedetektabilno ostalo p Nedetektabilno ostalo P
HBI
Remisija 16 (94,12 %) 69 (80,23 %) 27 (90,00 %) 58 (79,45 %)
Blaga bolest 1 (5,88 %) 8 (9,30 %) 0.58 2 (6,67 %) 7 (9,59 %) 0.41
Umjerena bolest 0 (0,00 %) 9 (10,47 %) ’ 1 (3,33 %) 8 (10,96 %) ’
Crohnova TesSka bolest 0 (0,00 %) 0 (0,00 %) 0 (0,00 %) 0 (0,00 %)
bolest CDAI
Remisija 15 (88,24 %) 70 (81,40 %) 28 (93,33 %) 57 (78,08 %)
Blaga bolest 2 (11,76 %) 7 (8,14 %) 058 0 (0,00 %) 9 (12,33 %) 015
Umjerena bolest 0 (0,00 %) 8 (9,30 %) ’ 2 (6,67 %) 6 (8,22 %) ’
TeSka bolest 0 (0,00 %) 1(1,16 %) 0 (0,00 %) 1(1,37 %)
T™W
Remisija 3 (42,86 %) 8 (18,60 %) 3 (33,33 %) 8 (19,51 %)
Blagi kolitis 2 (28,57 %) 15 (34,88 %) 0.56 3 (33,33 %) 14 (34,15 %) 0.74
Umijereni kolitis 2 (28,57 %) 15 (34,88 %) ’ 3 (33,33 %) 14 (34,15 %) ’
Ulcerozni Teski kolitis 0 (0,00 %) 5(11,63 %) 0 (0,00 %) 5 (12,20 %)
kolitis PMS
Remisija 6 (85,61 %) 16 (37,21 %) 5 (55,56 %) 17 (41,46 %)
Blagi kolitis 1 (14,29 %) 13 (30,23 %) 015 2 (22,22 %) 12 (29,27 %) 0.94
Umijereni kolitis 11 (25,58 %) ’ 2 (22,22 %) 9 (21,95 %) ’
Teski kolitis 3 (6,98 %) 3 (7,32 %)

HBI - Harvey-Bradshaw indeks, CDAI - The Crohn's Disease Activity Index, TW- Truelove i Witts kriteriji, PMS - Partial Mayo
Score , TNF- a - Cimbenik tumorske nekroze alfa (Tumor necrosis factor a, engl.), IL-6- interleukin-6

U Tablici 11 je prikaz povezanosti koncentracija ispitivanih biomarkera s kliniCkim
indeksima aktivnosti bolesti. Postoji statistiCki znaCajna razlika u vrijednosti IL-6

ovisno o klinickoj aktivnosti bolesti. U CD-u, vrijednosti IL-6 su viSe u skupini

53



ispitanika s aktivnom bolesti mjereno klinickim indeksima HBI (p = 0,02) i CDAI (p =

0,03). U UC-u zabiljeZzene su vise vrijednosti IL-6 u ispitanika s aktivnom bolesti

mjereno TW kriterijima (p = 0,02) i PMS (p = 0,008). Koncentracije IL-6 u pojedinim

kategorijama tezina bolesti, prema kliniCkim indeksima koriStenim u istrazivanju

prikazane su grafiCki na Grafu 3. Kod ostalih ispitivanih biomarkera nije dokazana

povezanost njihovih razina s klinickom aktivnosti bolesti.

Tablica 11. Povezanost koncentracija ispitivanih biomarkera s klinickim indeksima aktivnosti

bolesti
GRELIN (p) LEPTIN (p) IL-6 (p) TNF-a (p)
HBI (p) 0,15 0,17 0,02’ 0,88
Remisija 28,16 + 42,01 14002,45 + 15710,23 5.65+9,14 50,78 + 40,21
Blaga bolest 9,79+ 1,37 7844,97 + 9628,74 5,06 + 4,65 58,18 + 44,76
Umjerena bolest 12,65+ 2,85 10198,27 + 12154,47 9,40 7,23 50,93 + 55,35
Crohnova Teska bolest - - - _
bolest CDAI (p) 0,22 0,70 0,03 0,29
Remisija 27,37 + 41,17 13484,25 + 15441,96 5,57 £9,08 48,92 + 39,99
Blaga bolest - 12368,00 + 14310,12 4,54 £1,70 51,53 + 41,45
Umijerena bolest 12,66 = 2,85 11008,48 + 12736,89 10,93 £ 8,13 60,34 £ 47,14
TesSka bolest - - - -
TW (p) 0,72 0,68 0,02 0,68
Remisija 09,96 + 161,13 16133,79 + 11630,35 2,34+ 0,60 69,29 + 78,21
Blaga bolest 45,86 + 45,82 15778,31 £ 14304,73 4,99 + 3,84 49,44 + 38,83
Umjerena bolest 28,85 + 28,56 20530,14 + 34351,87 7,10 £ 6,88 57,89 + 56,05
Ulcerozni Teska bolest - 11794,48 + 13421,35 4,03+1,70 108,03 + 96,34
kolitis PMS (p) 0,41 0,82 0,008 0,40
Remisija 79,49 + 111,71 13526,38 + 11303,79 3,28 * 3,26 64,79 + 59,97
Blaga bolest 28,85 + 26,68 15295,51 + 13272,83 5,66 +2,70 50,15 + 37,26
Umijerena bolest 31,36 + 39,70 25521,35 £ 42322,70 7,59 +7,89 52,52 £ 66,28

TeSka bolest

18159,90 + 14416,07

HBI - Harvey-Bradshaw indeks, CDAI - The Crohn's Disease Activity Index, TW - Truelove i Witts kriteriji, PMS - Partial Mayo

Score

Vrijednosti biomarkera izrazene u pg/mi

p-vrijednosti testa za detektabilne vrijednosti (za svaku kategoriju je dana srednja vrijednost + standardna devijacija); *p <

0.05
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Graf 3. Vrijednosti IL-6 u pojedinim kategorijama ovisno o kliniCkoj aktivnosti bolest
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HBI - Harvey-Bradshaw indeks, CDAI - The Crohn's Disease Activity Index, TW- Truelove i Witts kriteriji, TNF- a - Cimbenik
tumorske nekroze alfa (Tumor necrosis factor a, engl.), IL-6- interleukin-6

5.5. Povezanost koncentracije ispitivanih biomarkera s endoskopskom

aktivnosti bolesti

Tablica 12 prikazuje povezanost koncentracija ispitivanin biomarkera s
endoskopskim pokazateljima upalne aktivnosti. Promatrajuci razliCite kategorije
endoskopske aktivnosti, nije uoCena razlika u koncentracijama ni jednog od

ispitivanih biomarkera.
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Tablica 12. Koncentracije biomarkera prema pojedinim kategorijama endoskopske aktivnosti

bolesti
GRELIN (p) LEPTIN (p) IL-6 (p) TNF-a (p)
SES-CD (p) 0,24 0,27 0,56 0,37
Remisija 16,37 £+ 7,32 16180,65 + 12240,49 5,16 £ 5,16 51,96 + 33,49
Blaga bolest - 12961,10 £ 14401,86 7,36 + 4,54 42,56 + 49,03
Umjerena bolest 10,34 + 0,33 6589,84 + 11324,57 7,30 £ 4,75 8,90 + 1,36
TeSka bolest - - - 36,45 + 38,07
MES (p) 0,14 0,41 0,87 0,86
Remisija 160,04 + 192,04 7295,44 £ 5161,79 14,22 + 28,24 59,89 + 73,16
Blaga bolest 61,18 + 42,83 17109,17 £ 13102,44 6,78 + 8,27 57,01 £ 37,73
Umjerena bolest 9,85+ 1,28 10865,23 £ 10412,13 3,13+ 0,97 51,42 + 35,67
Teska bolest - 13292,21 + 14214,90 6,19 £ 6,85 57,53 + 83,59

SES-CD - Simple Endoscopic Score for Crohn’s disease, MES - Mayo Endoscopic score
Vrijednosti biomarkera izrazene u pg/ml

5.6. Povezanost koncentracije ispitivanih biomarkera s nutritivnim

statusom

U Tablici 13 prikazana je povezanost koncentracije ispitivanih biomarkera sa

skeletnom miSiénom masom, masom masnog tkiva, stopom visceralnog masnog

tkiva i indeksom tjelesne mase.

Postoji statisticki znaCajna negativna korelacija

leptina sa skeletnom misicnom masom (r = 0,40, p < 0,0001), odnosno pozitivha

korelacija s masom masnog tkiva (r = 0,71, p < 0,0001) i stopom visceralnog masnog
tkiva (r = 0,26, p = 0,007) te indeksom tjelesne mase (r = 0,33, p < 0,0001) kod svih
ispitanika (Graf 4). Korelacija drugih ispitivanih biomarkera s parametrima nutritivhog

statusa nije dokazana.
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Tablica 13. Povezanost koncentracije ispitivanih biomarkera s nutritivnim statusom

bolesnika s upalnim bolestima crijeva

SMM FM (%) VFR IT™M
GRELIN
R -0,33 0,12 0,08 -0,04
P 0,08 0,51 0,68 0,80
n 29 29 29 38
LEPTIN
R -0,40 0,71 0,26 0,34
p <0,0001 <0,0001 0,007 < 0,0001
n 108 107 108 144
IL-6
R 0,01 -0,05 0,17 -0,04
P 0,93 0,66 0,11 0,64
n 94 93 94 124
TNF-a
R 0,09 -0,01 -0,05 0,04
P 0,43 0,95 0,68 0,71
n 80 79 80 109

SMM - skeletna miSiéna masa (skeletal muscle mass, engl.), FM - masa masnog tkiva (fat mass,
engl.), VFR - stopa visceralnog masnog tkiva (visceral fat rate, engl.), ITM — indeks tjelesne mase;

Bududi se radi o neparametrijskim varijablama racunat je Spearmanov koeficijent korelacije (samo na
opservacijama s detektabilnim serumskim vrijednostima); *p < 0.05

Graf 4. Korelacija leptina s nutritivnim statusom
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SMM - skeletna miSi¢na masa (skeletal muscle mass, engl.), FM - masa masnog tkiva (fat mass, engl.), VFR -
stopa visceralnog masnog tkiva (visceral fat rate, engl.), ITM — indeks tjelesne mase;
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U Tablici 14 prikazana je povezanost koncentracija leptina s parametrima nutritivhog
statusa u pojedinim skupinama ispitanika. Pa tako koncentracije leptina negativno
koreliraju sa skeletnom miSiénom masom u bolesnika s CD-om (r = -0,43, p =
0,0001) i UC-om (r = -0,36, p = 0,04) ali ne i kod ispitanika u kontrolnoj skupini.
Pozitivha korelacija izmedu razina leptina i stope visceralnog masnog tkiva uocena je
u kontrolnoj skupini (r = 0,71, p <0,007) i u CD-u (r = 0,25, p = 0,03), ali ne i u UC-u.
Pozitivha korelacije leptina i postotka mase masnog tkiva te ITM, uoCena je u sve tri

skupine ispitanika.

Tablica 14. Povezanost koncentracija leptina s parametrima nutritivnog statusa u

pojedinim skupinama ispitanika

SMM FM (%) VFR IT™
LEPTIN
Kontrolna R -0,32 0,85 0,71 0,70
skupina p 0,13 < 0,0001 0,007 < 0,0001
n 24 24 24 27
LEPTIN
Crohnova R -0,43 0,60 0,25 0,34
bolest P 0,0001 <0,0001 0,03 0,0009
n 75 74 75 92
LEPTIN
Ulcerozni R -0,36 0,46 0,26 0,33
kolitis p 0,04 0,0064 0,14 0,02
n 33 33 33 52

SMM - skeletna misicna masa (skeletal muscle mass, engl.), FM - masa masnog tkiva (fat mass,
engl.), VFR - stopa visceralnog masnog tkiva (visceral fat rate, engl.), ITM — indeks tielesne mase;
Buduci se radi o neparametrijskim varijablama racunat je Spearmanov koeficijent korelacije (samo na
opservacijama s detektabilnim serumskim vrijednostima); *p <0.05

5.7. Koncentracije serumskih razina grelina, lepina i proupalnih

citokina kod bolesnika koji primaju razli¢ite modalitete terapije

U vecini sluCajeva nema statistiCki znaCajne razlike u udjelu nedetektabilnih
serumskih razina grelina, leptina i protuupalnih citokina medu bolesnicima koji
primaju razli€ite modalitete terapije (Tablica 15). Razlika je prisutna u udjelu
nedetektabilnih serumskih razina TNF-a medu:

1) ispitanicima koji primaju bioloSku terapiju, te onih koji ne primaju — kod onih

koji ne primaju terapiju veci je udio nedetektabilnih (p = 0,003)
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2) ispitanicima koji primaju infliksimab, te onih koji ne primaju — kod onih koji ne

primaju infliksimab veci je udio nedetektabilnih (p < 0,0001)

3) ispitanicima koji primaju adalimumab, te onih koji ne primaju — kod onih koji ne

primaju adalimumab maniji je udio nedetektabilnih (p = 0,0015)

Tablica 15. Nedetektabilne vrijednosti biomarkera kategorizirane prema
medikamentoznoj terapiji koju bolesnici primaju
GRELIN LEPTIN
Nedetektabilno ostalo p Nedetektabilno ostalo p
MEDIKAMENTOZNA
TERAPIJA
NE | 16 (14,68%) 3(6,82%) 0,28 0 (0,00%) 19(12,75%) 1,0
DA | 91(8532%) 41 (93,18%) 4(100,00%)  130(87,25%)
AMINOSALICILATI
NE | 61(5596%) 26(59,09%) 0,86 2(50,00%) 85 (57,05 %) 1,0
DA | 48 (44,04%) 18 (40,91 2(50,00 %) 64 (42,95 %)
OA))
GLUKOKORTIKOIDI
NE | 102(93,58%) 40(90,91%) 0,73  4(100,00%)  138(92,62%) 1,0
DA| 7(642%) 4 (9,09%) 0 (0,00%) 11(7,38%)
IMUNOMODULATO
R| 75(68,81%) 27 (61,36 045 3(75,00 %) 99 (66,44 %) 1,0
NE | 34 (31,19%) %) 1(25,00 %) 50 (33,56 %)
DA 17 (38,64
%)
BIOLOSKA
TERAPIJA | 46 (42,20%) 16 (36,36%) 0,59 3(75,00%) 59 (39,60%) 0,30
NE | 63(57,80%) 28 (63,64%) 1(25,00%) 90 (60,40%)
DA
INFLIKSIMAB
NE | 75(68,81%) 25(56,82%) 0,19 3(75,00%) 97 (65,10%) 1,0
DA | 34(31,19%) 19 (43,18%) 1(25,00%) 52 (34,90%)
ADALIMUMAB
NE | 94 (87,04%) 34 (77,27%) 0,15  4(100,00%) 124 1,0
DA | 14(12,96%) 10 (22,73%) 0 (0,00%) (83,78%)
24 (16,22%)
GOLIMUMAB
NE | 103(95,37%) 42(9545%) 1,0 4 (100,00%) 141 1,0
DA| 5(4,63%) 2 (4,55%) 0 (0,00%) (95,27%)
7 (4,73%)
VEDOLIZUMAB
NE | 104 (96,30%) 44(100,00% 0,32 4 (100,00%) 144 1,0
DA| 4(3,70%) ) 0 (0,00%) (97,30%)
0 (0,00%) 4 (2,63%)
USTEKINUMAB
NE | 105(97,22%) 44(100,00% 0,56 4 (100,00%) 145 1,0
DA| 3(2078%) ) 0 (0,00%) (97,97%)
0 (0,00%) 3 (2,03%)

*p <0.05
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IL-6 TNF-a
Nedetektabilno ostalo p Nedetektabilno ostalo p
MEDIKAMENTOZNA
TERAPIJA
NE 1(4,17%) 18 (13,95%) 0,31 7 (17,95%) 12(10,53%) 0,26
DA | 23(9583%) 111(86,05%) 32(82,05%)  102(89,47%)
AMINOSALICILATI
NE | 14(58,33%) 73(56,59%) 1,0 21(53,85%) 66 (57,89%) 0,71
DA | 10(41,67%) 56 (43,41%) 18 (46,15%) 48 (42,11%)
GLUKOKORTIKOIDI
NE | 23(95,83%) 119(92,25%) 1,0 35(89,74%)  107(93,86%) 0,47
DA| 1(417%) 10 (7,75%) 4 (10,26%) 7 (6,14%)
IMUNOMODULATOR
NE | 18(75,00%) 84(6512%) 048  31(79,49%) 71(62,28%) 0,05
DA| 6(2500%) 45 (34,88 %) 8 (20,51 %) 43 (37,72 %)
BIOLOSKA
TERAPIJA | 6(25,00%) 56 (43,41%) 0,11 24 (61,54%)  38(33,33%) 0,003
NE | 18(75,00%) 73 (56,59%) 15 (38,46%) 76 (66,67%)
DA
INFLIKSIMAB
NE | 14(58,33%) 86 (66,67%) 0,49 38 (97,44%)  62(54,39%) <0,000
DA | 10(41,67%)  43(33,33%) 1 (2,56%) 52 (45,61%) 1
ADALIMUMAB
NE | 18(78,26%) 110(85,27%) 0,37  26(66,67%)  102(90,27%) 0,0015
DA| 5(21,74%) 19 (14,73%) 13 (33,33%) 11(9,73%) )
GOLIMUMAB
NE | 21(91,30%) 124(96,12%) 0,29  39(100,00%) 106 (93,81%) 0,19
DA | 2(8,70%) 5 (3,88%) 0 (0,00%) 7 (6,19%)
VEDOLIZUMAB
NE | 23(100,00%) 125(96,90%) 1,0  39(100,00%) 109 (96,46%) 0,57
DA| 0(0,00%) 4 (3,10%) 0 (0,00%) 4 (3,54%)
USTEKINUMAB
NE | 23(100,00%) 126(97,67%) 1,0  39(100,00%) 110 (97,35%) 0,57
DA| 0(0,00%) 3 (2,33%) 0 (0,00%) 3 (2,65%)
*p < 0.05
U Tablici 16 prikazane su vrijednosti pojedinih biomarkera, prema razli€itim

farmakoterapijama koje su bolesnici primali u trenutku istrazivanja. NaSim
istrazivanjem smo dokazali da postoji statistiCcki znaCajna razlika u vrijednosti IL-6
ovisno o terapiji. Vrijednosti IL-6 su nize kod pacijenata koji primaju medikamenzotnu
terapiju (5,31 = 7,63) u odnosu na pacijente koji ne primaju medikamentoznu terapiju
(8,11 £ 7,42) (p = 0,04). Nadalje, vrijednosti IL-6 su statistiCki znaCajno nize medu
pacijentima koji primaju biolosku terapiju (5,11 £ 8,70) u odnosu na pacijente koji ne
primaju biolosku terapiju (6,49 £ 5,89) (p = 0,02). Vrijednosti TNF-a zna¢ajno su nize
medu ispitanicima koji primaju bioloSku terapiju (55,55 + 51,20) u odnosu na
36,56) (p < 0,0001).
Vrijednostima TNF-a medu ispitanicima koji primaju infliksimab znafajno su vise

(73,89 + 36,90) u odnosu na ispitanike koji ne primaju infliksimab (38,88 + 51,37) (<

ispitanike koji ne primaju bioloSku terapiju (29,83 *
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0,0001). Pacijenti koji primaju adalimumab (12,25 + 7,27) imaju statistiCki znacajno
nize vrijednosti TNF-a u odnosu na one koji ne primaju adalimumab (59,60 + 48,94)
(p < 0,0001). Dodatno, vrijednosti TNF-a medu pacijentima koji primaju golimumab
statistiCki su znacajno viSe (133,68 £ 66,28) u odnosu na pacijente koji ne primaju
golimumab (49,30 + 42,39) (p = 0,001). Za ostale biomarkere nije uoCena statisticki

znacajna razlika u koncentracijama u pojedinim terapijskim skupinama.

Tablica 16. Vrijednosti biomarkera u ispitanika kategorizirano prema
medikamentoznoj terapiji koju primaju
GRELIN (p) LEPTIN (p) IL-6 (p) TNF-a (p)
MEDIKAMENTOZNA
TERAPIJA (p) | 0,12 0,05 0,04 0,22
NE | 10,30 £ 1,19 8847,02 + 9950,11 8,11 7,42 45,12 + 53,84
DA | 36,44 + 58,45 15254,73 + 18755,69 5,31+ 7,63 56,04 + 47,93
AMINOSALICILATI(p) | 0,26 0,53 0,10 0,62
NE | 27,21 + 42,09 14944,70 + 19966,21 5,75+ 5,25 52,78 + 44,06
DA | 45,38 + 73,73 13701,13 + 15005,06 5,63 + 9,96 57,89 + 54,13
GUKOKORTIKOIDI(p) | 0,35 0,28 0,23 0,60
NE | 35,78 + 59,19 14016,41 + 18153,53 5,65+ 7,84 55,29 + 48,74
DA | 22,36 + 24,39 19159,37 + 15198,92 6,26 + 4,21 48,90 + 45,64
IMUNOMODULATOR(p) | 0,78 0,22 0,22 0,07
NE | 36,84 + 61,42 13641,07 + 18915,19 6,25 + 8,86 53,15 + 55,98
DA | 30,61 % 49,79 15945,68 + 15925,35 4,64 + 4,38 57,90 + 32,58
BIOLOSKA TERAPIJA(p) | 0,12 0,07 0,02 <0,0001
NE | 23,14 + 27,01 12135,88 + 1552528 6,49 + 5,89 29,83 + 36,56
DA | 40,94 + 67,82 15898,73 + 19318,01 5,11 £8,70 66,82 + 48,96
INFLIKSIMAB(p) | 0,98 0,54 0,07 <0,0001
NE | 37,35 + 62,84 14516,17 + 19395,22 6,62 + 9,03 38,88 + 51,37
DA | 30,29 + 48,09 14208,31 + 15045,62 3,83 2,54 73,89 £ 36,90
ADALIMUMAB(p) | 0,48 0,28 0,17 0,0001
NE | 29,78 + 40,68 14179,43 + 18406,94 5,98 + 8,10 59,60 + 48,94
DA | 49,20 + 92,96 15430,03 + 16115,08 4,13 + 3,96 12,25 + 7,27
GOLIMUMAB(p) | 0,17 0,20 0,94 0,001
NE | 33,22 + 56,81 13401,24 + 15203,23 5,75+7,77 49,30 + 42,39
DA | - 36742,27 + 47950,10 4,32 2,61 133,68 + 66,28
VEZOLIDUMAB(p) | - 1 0,27 0,07
NE | 34,38 + 56,49 14405,51 + 18130,89 5,17 + 4,80 56,42 + 48,77
DA | - 13514,15 + 15218,55 21,28 + 33,76 12,00 + 2,96
USTEKINUMAB(p) | - 0,16 0,58 0,75
NE | 34,38 + 56,49 14595,40 + 18137,80 5,64 £ 7,63 54,93 + 48,92
DA | - 4355,57 + 3630,88 8,16 + 8,71 49,24 + 43,02

p-vrijednosti testa za detektabilne vrijednosti; * p < 0.05
Vrijednosti biomarkera izrazene u pg/mi
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6 RASPRAVA

IL-6 je glavni induktor proizvodnje C-reaktivnog proteina te su rezultati ranijih
istrazivanja pokazali kako njegova razina pozitivno korelira s razinama CRP-a u
bolesnika s UBC-om (227-229). Citav niz drugih istraZivanja je pokazao kako
serumske razine IL-6 koreliraju s pojedinim parametrima aktivnosti bolesti u
bolesnika s upalnim bolestima crijeva (230-233).

NaSe istrazivanje je obuhvatilo laboratorijske, klinicke i endoskopske markere upalne
aktivnosti i u CD-u i UC-u te njihovu povezanost s IL-6.

Nasim istrazivanjem potvrdili smo da bolesnici s ve¢om laboratorijskom i kliniCkom
aktivnosti CD-a imaju viSe razine IL-6, medutim povezanost razina IL-6 s
endoskopskom aktivnosti CD-a nismo dokazali, Sto objasnjavamo malom veli€inom
uzorka bolesnika koji su imali rezultate endoskopske pretrage. U nasem istrazivanju
dokazali da vrijednosti IL-6 u UC-u pozitivno koreliraju s vrijednostima CRP-a,
sedimentacije, leukocita i fekalnog kalprotektina ali i kliniCkom aktivno$¢u bolesti.
Dodatno, povezanost vrijednosti IL-6 s endoskopskom aktivnosti UC-a nismo

dokazali, $to je ponovno uvjetovano veli¢inom uzorka.

Prospektivho opservacijsko istrazivanje Mavropoula i suradnika pokazalo je kako su
u usporedbi sa serumskim razinama CRP-a i fekalnog kalprotektina, samo razine IL-
6 neovisno udruzene s kliniCkom remisijom u bolesnika s CD-om, dok su u istom
istraZzivanju razine IL-6 i fekalnog kalprotektina bile udruZzene s endoskopskom
remisijom (234). Grupa hrvatskih autora je dokazala pozitivhu korelaciju SE,
leukocita | CRP-a kod bolesnika s ulceroznim kolitisom, te pozitivhu korelaciju razina
IL-6 s kliniCkim indeksima UBC (235). U njihovom istrazivanju dokazano je da su
vrijednosti IL-6 viSe u skupini bolesnika s CD-om i UC-om u odnosu na kontrolnu
skupinu, $to naSim istrazivanjem nije potvrdeno, kao ni nekim od prijasnjih

istrazivanja (236).

Za razliku od CD, u istrazivanju Mavropoula i suradnika kao ni u istrazivanju Mahida i
suradnika, u UC-u nije dokazana povezanost razina IL-6 s klinickom i endoskopskom
remisijom (234, 236). Suprotno rezultatima navedenih istrazivanja, Mitsuyama i

suradnici pokazali u kako su serumske razine IL-6 poviSene kod bolesnika s
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endoskopski aktivnim UC-om te da navedene vrijednosti koreliraju s ekstenzijom
bolesti (237).

Ranije spomenuto prospektivno opservacijsko istrazivanje je pokazalo kako su
serumske razine IL-6 znacajno viSe u kohorti bolesnika s CD-om u usporedbi s

kohortom bolesnika s UC-om, Sto nije potvrdeno u naSem istraZivanju.

Caviglia i suradnici su pokazali kako razine IL-6, osim s vrijednostima CRP-a i
fekalnog kalprotektina u bolesnika s UBC-om, koreliraju i s godinama duljine trajanja
bolesti (236).

U istom istrazivanju dokazano je kako razina IL-6 znacCajno reagira tijekom lijeCenja
bioloskim lijekovima te da pad razina IL-6 u 10. tjednu terapije, u odnosu na pocetne
razine, predstavlja neovisni prediktor klinickog odgovora nakon 12 mjeseci bioloske
terapije. Stoga se postavlja pitanje moze li IL-6 biti koristan biomarker u predikciji
odgovora na bioloSku terapiju (236).

Kada smo nase bolesnike podijelili prema farmakoterapiji koju primaju, uocili smo da
su vrijednosti IL-6 su nize kod pacijenata koji primaju bilo kakvu medikamenzotnu
terapiju (u odnosu na pacijente koji ne primaju medikamentoznu terapiju te da su
vrijednosti IL-6 su statistiCki znaCajno nize medu pacijentima koji primaju biolosSku

terapiju u odnosu na pacijente koji ne primaju bioloSku terapiju.

U naSem istrazivanju, od svih ispitivanih biomarkera, IL-6 se pokazao najboljim
markerom za procjenu laboratorijske i klinicke aktivnost UBC, $to ne iznenaduje, s
obzirom da postoji sve viSe dokaza da upravo IL-6 ima klju¢nu ulogu u

nekontroliranom upalnom procesu crijeva, $to je glavna karakteristika UBC (238).

TNF-a je pleotropni citokin koji je ukljuCen u brojne patoloSke procese, ukljuCivo i u
patofiziologiju upalnih bolesti crijeva. Serumske koncentracije TNF-a ¢&esto su ispod
granice detekcije konvencionalnim metodama poput ELISA testova, osobito u zdravih
ispitanika. Istrazivanje Komatsua i suradnika pokazalo je kako su koncentracije TNFa
u serumu, odredivane visoko osjetljivim imuno PCR-om otprilike 390 puta vise u
bolesnika s UBC-om nego u zdravih donora (239). U naSem istraZivanju nije
dokazano da je razlika u koncentracijama toliko viSsa medu kontrolnom skupinom i

bolesnicima s UBC-om, medutim statisticki znaCajno viSe koncentracije jesu
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dokazane. U naSem istrazivanju dokazali smo negativnu korelaciju izmedu TNF-a i
razina CRP-a, dakle bolesnici s nizim vrijednostima TNF-a imaju viSe vrijednosti
CRP-a. Medutim, s obzirom da je koeficijent korelacije r = -0,27, vjerojatno se ne radi
o stvarno znacajnoj korelaciji. Komatsu i suradnici su dokazali da bolesnici s aktivnhim
UC-om imaju poviSene vrijednosti TNF-a u odnosu na serumske razine u bolesnika s
inaktivnim UC-om, medutim navedena razlika nije detektirana i ELISA testovima.
Dodatno, detektirane su vise koncentracije TNF-a u neaktivhim fazama bolesti u
odnosu na zdrave ispitanike (239). Rezultati pojedinih istraZivanja u pedijatrijskoj
populaciji takoder ukazuju da djeca u fazama relapsa ulceroznog kolitisa i Crohn
kolitisa, imaju porast TNF-a (133). Nasi rezultati kao i rezultati gore spomenutog
istrazivanja sugeriraju da bi TNF-a mogao biti koristan marker u dijagnostici upalnih
bolesti crijeva, medutim za odredivanje TNF-a vjerojatno je potrebna osjetljivija

metoda.

Medu 73 bolesnika koji su primali bioloSku terapiju, a imali su detektabilne vrijednosti
TNF- a, zabiliezene su znac€ajno nize vrijednosti TNF-a u odnosu na one koji ne
primaju bioloSku Ono Sto na prvi pogled iznenaduje je da su bolesnici koji primaju
infliksimab imali viSe vrijednosti TNF-a, medutim kad promotrimo koliki je postotak
bolesnika medu tim bolesnicima imao nedetektabilne vrijednosti, uo€avamo da je on
iznosi 41,67 %. Ukoliko su medu tim bolesnicima vrijednosti TNF-a toliko niske da su
ispod granica detektabilnosti, navedeno bi znacCajno moglo utjecati na konacni
rezultat. Ispitanici koji primaju adalimumab imali su statistiCki znacajno nize
vrijednosti TNF-a u odnosu na one koji ne primaju adalimumab, a medu tim
bolesnicima maniji je udio bolesnika koji su imali nedetektabilne vrijednosti u odnosu
na ispitanike koji su primali infliksimab. Dodatno, vrijednosti TNF-a medu pacijentima
koji primaju golimumab pokazale su se statistiCki znaCajno viSe u odnosu na
pacijente koji ne primaju golimumab, medutim treba istaknuti da je to uzorak od

svega 7 ispitanika, stoga vjerojatno navedeni rezultat nije relevantan.

S obzirom da je TNF-a proupalni citokini s anoreksigenim i kataboliCkim
karakteristikama (240), ocCekivali smo da ¢e imati utjecaj i na nutritivni status.
Medutim u nasem istrazivanju nije dokazana povezanost razina TNF-a s bilo kojim

parametrom nutritivnog statusa.
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Grelin je hormon koji sudjeluje u povecanju apetita i tjelesne tezZine te ima
protuupalne ucinke. U brojnim upalnim stanjima, ukljucivo i aktivnu UBC, uoceno je
da su njegove razine poviSene, a smatra se da bi grelin u UBC-u mogao imati i ulogu

u regulaciji imunoloSkog odgovora (241).

U naSem istrazivanju nije uo€ena razlika u koncentracijama grelina izmedu bolesnika
s upalnim bolestima crijeva i kontrolne skupine, kao ni izmedu bolesnika s CD-om i
UC-om. Kada smo promatrali povezanost cirkulirajuéih koncentracija grelina s
laboratorijskim markerima aktivnosti bolesti, dokazali smo da bolesnici s poviSenim
vrijednostima grelina imaju niZze vrijednosti CRP-a, trombocita i fekalnog

kalprotektina.

Suprotno nasim rezultatima, istrazivanje Ghomraouia i suradnika pokazalo je kako su
razine grelina statisticki zna€ajno viSe u bolesnika s aktivnom upalnom bolesti crijeva
u odnosu na neaktivne bolesnike, a razlika je dokazana i medu skupinama bolesnika
s UBC-om i kontrolne skupine (viSe vrijednosti u bolesnika s UBC-om). O&ekivano,
viSe vrijednosti u zdravih kontrola uo€ene su nataste, u odnosu na ispitanike koji nisu
bili nataste (242). Perrachi i suradnici dokazali su da su razine grelina kod bolesnika
s UC-om i CD-om viSse nego u kontrolnoj skupini. Osim toga, u navedenom
istrazivanju dokazana je pozitivha korelacija izmedu serumskih razina grelina i
aktivnosti bolesti, TNF-a i CRP-a (240). | druga istraZivanja su pokazala da
cirkulirajuce razine grelina u bolesnika s UCB-om dobro koreliraju s TNF-a, C
reaktivnim proteinom, SE i fibrinogenom (243-245). NaSom subanalizom nismo
dokazali povezanost grelina s TNF-a.

U dosadas$njim istrazivanjima uglavhom su usporedivane vrijednosti serumskih
koncentracija grelina s laboratorijskim parametrima ili klinickim pokazateljima
aktivnosti bolesti, dok do sada nije analizirana povezanost serumskih koncentracija
grelina s endoskopskom aktivnoScu bolesti. U nasem istraZivanju nije dokazana
povezanost koncentracija grelina s endoskopskom aktivnosti bolesti, a razlog za to je
vjerojatno mala veli¢ina uzorka bolesnika koji su imali rezultate endoskopskih
pretraga.

Ranija istrazivanja su pokazala kako postoji negativha korelacija izmedu razina
grelina i nutritivnog stastusa (242, 246-247). Pa su tako Ates i suradnici dokazali

kako razine grelina u bolesnika s CD-om i UC-om negativnho koreliraju s tjelesnom
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tezinom, ITM, FM, FFM, a korelacija je jaCa u bolesnika s aktivnom upalnom bolesti u
odnosu na bolesnika u remisiji (245). U naSem istraZivanju vrijednosti grelina nisu

korelirale ni s parametrima nutritivnog statusa.

Razlog nepoklapanja nasih rezultata s literaturnim podacima vjerojatno se nalazi u
tome Sto je u vecini naSih uzoraka serumska koncentracija grelina nedetektabilna. U
nasem istrazivanju odredivali smo acilirani grelin, koji je nestabilan, te je potreban
poseban oprez kod uzimanja uzorka, stoga je moguce da je i U samom procesu
uzorkovanja doslo do greSke.

Za mijerenje koncentracije grelina u razli¢itim studijama upotrebljavane su dvije
metode: RIA (radioimmunoassay, engl.) ili ELISA. Usporedba te dvije metode za
acilirani grelin, pokazala je da su vrijednosti mjerene tim dvjema metodama
ekvivalentne, stoga smo misljenja da odabir metoda ipak nije ¢imbenik koji je utjecao
na rezultate istrazivanja (248).

Pojedine studije su pokazale kako postoje i znaCajne razlike u koncentracijama
grelina i leptina izmedu muskaraca i Zena, dok druge studije ukazuju da navedena
razlika medu spolovima ne postoji (249, 250). Nasa kontrolna skupina pretezito je
ukljucivala Zene i u svakom slu¢aju smatramo da je to jedno od ogranienja nase

studije, no vjerojatno u slu€aju grelina ipak nije znacajno utjecalo na rezultate.

Sto se ti¢e utjecaja medikamentozne terapije koju bolesnici primaju, istraZivanja su
pokazala da infuzija infliksimaba dovodi do porasta grelina za 25 % u bolesnika s
CD-om (251). Porast koncentracije grelina nakon aplikacije anti TNF lijeka uocen je i
u bolesnika s reumatoidnim artritisom (252). U naSem istrazivanju koncentracije
biomarkera su mjerene prije same aplikacije parenteralnih lijekova, stoga navedeni
porast nismo uocili. PretraZzivanjem literature nismo nasli istraZivanje u kojem bi bila
dokazana bilo kakva povezanost izmedu koncentracija grelina i drugih

farmakoterapija za UBC.

Leptin je hormon koji ima Citav niz uloga, a tijekom upale moZe davati lazan signal
hipotalamusu o prekomjernoj masi masnog tkiva, te time potaknuti neadekvatan
fizioloSki odgovor i inducirati anoreksiju. Stoga bi mogao biti zanimljiv biomarker u

upalnim bolestima, ukljucivo i UBC-u.
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Nasim istrazivanjem smo potvrdili da ispitanici s UBC-om imaju nize vrijednosti
leptina u odnosu na ispitanike u kontrolnoj skupini.

Dodatno, dokazana je znaCajna pozitivha korelacija izmedu razina leptina i ITM-a.
Medutim, kako medu kontrolnom skupinom i ispitanicima s upalnim bolestima crijeva
nije bilo znacajne razlike u ITM-u, razlog za nize vrijednosti leptina u ispitanika s
upalnim bolestima crijeva mozemo traziti i u upalnom zbivanju koje moguce utjeCe na
razine hormona sitosti. Jedan od ¢imbenika koji je mogao utjecati na rezultate je to
§to je u kontrolnoj skupini bilo znacajno viSe Zzena, a sekrecija leptina ima i naznacen
seksualni dimorfizam pa su tako koncentracije leptina u Zena s bilo kojom razinom
adipoziteta vise (183). Osim toga, ispitanici u kontrolnoj skupini imali su zna¢ajno
viSe vrijednosti mase masnog tkiva, sto je jedan od Cimbenika koji je mogao utjecati

na vise razine leptina u kontrolnoj skupini.

Rezultati naSeg istrazivanja nisu dokazali da bi razine leptina mogle biti povezane s

aktivnoScu bolesti, kako laboratorijskom, tako ni endoskopskom ni klinicCkom.

Biesiada i suradnici otkrili su da su serumske razine leptina u bolesnika s
egzacerbacijom UC-a viSe od razina kod bolesnika u remisiji te da koreliraju pozitivho
sa serumskim razinama proupalnih citokina IL-18 and TNF-a - ali ne i sa teZzinom
upalnih lezija (253). | drugi autori su pokazali kako su razine leptina poviSene u
akutnom stadiju UC-a i to neovisno o ITM-u (254). Ukoliko pogledamo rezultate
istrazivanja koja su usporedivala razine leptina u bolesnika s UBC-om u odnosu na
zdravu kontrolnu skupinu, rezultati su razliiti. Primjerice, Kahraman i suradnici su
pokazali kako su razine leptina vise u bolesnika s UC-om i CD-om (255). S druge
strane, Karmiris i suradnici su uoCili da su serumske razine leptina sniZzene u
bolesnika s upalnim bolestima crijeva (176). Nije uo€ena razlika izmedu bolesnika s
CD-om i UC-om ili izmedu bolesnika s aktivnhom i inaktivnom bolesti. Navedeno se
podudara s rezultatima nasSeg istrazivanja. U drugim istrazivanjima nisu uocene
razlike izmedu razina leptina u bolesnika s upalnim bolestima crijeva i kontrolne
skupine (256-258).

Male kohorte, razliCite kontrolne skupine i razliCite terapije u ispitanika su vjerojatno

uzrok inkonkluzivnih rezultata dosadas$nijih istrazivanja.
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UtjecCe li terapija za UBC na serumske vrijednosti lepina, istrazivala je Trejo-Vazquez,
koja je dokazala da su u UC razine leptina nize u bolesnika koji su primali
aminosalicilate, bilo u monoterapiji ili u kombinaciji s azatioprinom, dok kod bolesnika
s CD-om nije uoCena nikakva razlika u razinama leptina, kada se bolesnici
stratificiraju prema terapijama koje primaju (259). Postoje istrazivanja koja su
pokazala da bolesnici s CD-om koji su lije€eni infliksimabom, imaju viSe vrijednosti
leptina Sto bi govorilo u prilog tome da TNF-a zaista ima ulogu u regulaciji otpustanja
leptina iz adipocita (260). Waluga i suradnici su dokazali kako tromjese€na terapija
glukokortikoidima sa ili bez azatioprina, dovodi do porasta koncentracije leptina u
plazmi u bolesnika s CD-om (261).

Kada smo stratificirali bolesnike prema terapija koje primaju, nismo dokazali
znacajnije razlike u razinama leptina. Razlog tome mozemo traziti u veli€ini uzroka,

ali i duljini primanja medikamentozne terapije kod ispitanika.

U naSem istrazivanju pokazali smo da leptin negativnho korelira sa skeletnom
miSiécnom masom kod bolesnika s UBC-om, a dokazana je pozitivha korelacija leptina
s masom masnog tkiva, stopom visceralnog masnog tkiva te indeksom tjelesne
mase. Kad smo stratificirali bolesnike prema skupinama, uoc€ili smo kako u kontrolnoj
skupini nije uo¢ena negativna korelacija sa skelethom misiénom masom. Od ranije je
poznato da je koliCina leptina, koja se lu€i, proporcionalna masi masnog tkiva te da

razine leptina predstavljaju vazan marker energetskih zaliha (181).

Aurangzeb i suradnici dokazali su da koncentracije leptina pozitivnho koreliraju s BMI
u pedijatrijskoj populaciji bolesnika s UBC-om, a na sli¢na istrazivanja na odrasloj

populaciji bolesnika s UBC-om pretrazivanjem literature nismo naisli.

Pronalazak markera koji bi nam bio koristan u dijagnostici, subklasificiranju,
monitoriranju aktivnosti bolesti i predvidanju komplikacija i odgovora na terapiju,
predstavlja izazov u zbrinjavanju bolesnika s upalnim bolestima crijeva. Kako
pojedinacni biomarkeri nemaju dovoljnu specifi€¢nosti ni osjetljivost, kombiniranje
razliCitih biomarkera bi moglo biti uinkovito u evaluaciji tijeka bolesti. Ovim
istrazivanjem nismo dokazali da bi grelin i/ili leptin mogli biti potencijalni biomarkeri u
prac¢enju aktivnosti bolesti, medutim rezultati su pokazali kako bi upravo IL-6 mogao

biti dobar surogat marker klini¢kim i biokemijskim indeksima koji se koriste u upalnim
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bolestima crijeva. Nepostojanje pretpostavljenih korelacija odnosno negativna
korelacija razina grelina i upalnih parametara, moguée je uzrokovana i
heterogenoscu ispitivane skupine ali i u metodoloskim greSkama.

U naSe istrazivanje je ukljuCeno 153 bolesnika, Sto predstavlja do sada najveci
uzorak bolesnika s upalnim bolestima crijeva kod kojih je usporedivana koncentracija
dva hormona, grelina i leptina te dva proupalna citokina (IL-6 i TNF-a) s
laboratorijskim, endoskopskim i kliniCkim pokazateljima upale, Sto danas predstavlja
zlatni standard u pracenju bolesnika s upalnim bolestima crijeva. Potencijalnu ulogu
ispitivanih biomarkera u klinickoj praksi potrebno je evaluirati dodatnim istrazivanjima

na vec¢em broju ispitanika.
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ZAKLJUCAK

Vrijednosti leptina, polipeptida koji se ve¢inom proizvodi u masnom tkivu, a
vaznu funkciju ima u inhibiciji apetita i moduliranju upalnih i imunolo$kih
reakcija, nize su u bolesnika s upalnim bolestima crijeva u odnosu na
kontrolnu skupinu. Medutim, korelacija izmedu koncentracije leptina i razina
laboratorijskin parametara upale, klinicke aktivnosti bolesti, u ovom
istraZivanju nije dokazana. Ispitanici s viSom koncentracijom leptina imaju viSu
masu masnog tkiva i stopu visceralnog masnog tkiva te indeks tjelesne mase,
dok ispitanici s nizom koncentracijom leptina imaju viSu skeletnu miSicnu
masu.

Vrijednosti TNF- a, vaznog regulatora upalnog odgovora, koji je ukljuéen u
patogenezu upalnih bolesti crijeva, nize su u kontrolnoj skupini u odnosu na
skupinu ispitanika s upalnim bolestima crijeva. Korelaciju razina TNF- a s
ispitivanim laboratorijskim pokazateljima upale, kao ni s markerima kliniCke
aktivnosti, nismo dokazali.

U naSem istraZivanju nije dokazana statistiCki znaCajna razlika koncentracija
grelina, peptida koji takoder ima ulogu u moduliranju imunoloskih odgovora i
upalnih procesa, medu kontrolnom skupinom i ispitanicima s upalnim
bolestima crijeva. Medutim, rezultati naSeg istrazivanja su pokazali kako
ispitanici s viSim vrijednostima grelina imaju nize vrijednosti CRP-a, trombocita
te fekalnog kalprotektina.

Koncentracije proupalnog citokina IL-6, Kkoji ima vaznu wulogu u
nekontroliranom upalnom procesu crijeva, pozitivho koreliraju s vrijednostima
laboratorijskih parametara upale. U Crohnovoj bolesti, vrijednosti IL-6 su vise
u skupini ispitanika s aktivnom bolesti mjereno klini¢kim indeksima HBI i CDAI.
U ulceroznom kolitisu su takoder zabiljezene viSe vrijednosti IL-6 u ispitanika s
aktivnom bolesti mjereno TW kriterijima i PMS. U naSem istrazivanju nije
dokazana znacajna razlika u koncentracijama grelina i IL-6 izmedu ispitanika s

upalnim bolestima crijeva i kontrolne skupine.
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8 SAZETAK

Upalne bolesti crijeva (UBC) kroniCne su bolesti Ciji se porast incidencija prati u
posljednjih nekoliko godina. Stoga ne Cudi da je velik broj istrazivanja u UBC-u
usmjeren ka otkrivanju biomarkera koji bi bio koristan u pracenju aktivnosti bolesti.
Kako u upalnim bolestima crijeva dolazi do citavog niza metabolickih promjena,
moguce su fluktuacije proizvodnje grelina i leptina, te bi upravo njihove serumske
razine mogle predstavljati potencijalne biomarkere u UBC-u. Osim toga, citokini su
Cesto istraZivani biomarkeri u UBC-u, s obzirom da su upravo oni klju¢ne
komponente u upalnim putevima vaznima u patogenezi UBC-a. Cilj naSeg
istrazivanja bio je odrediti serumske koncentracije grelina, leptina, TNF-a i IL-6 u
UBC-u te istraziti povezanost njihovih razina s aktivnosti bolesti i nutritivnim
statusom. Rezultati istrazivanja su pokazali da bolesnici s UBC-om imaju nize
vrijednosti leptina, a viSe vrijednosti TNF-a u odnosu na kontrolnu skupinu. Dokazana
je pozitivna korelacija IL-6 s laboratorijskim pokazateljima upalne aktivnosti, te s
kliniCkom aktivnosti UBC-a. Osim toga, dokazali smo pozitivnu korelaciju leptina s
masom masnog tkiva, stopom visceralnog masnog tkiva te indeksom tjelesne mase
te njegovu negativnu korelaciju sa skelethom misiécnom masom u UBC-u. Razine
grelina u vecini naSih uzoraka bile su nedetektabilne, Sto smo objasnili greSkom u
metodologiji. U naSem istrazivanju IL-6 se pokazao kao potencijalni biomarker u
pracenju aktivnosti bolesti, a leptin kao dobar pokazatelj nutritivnog statusa.
Medutim, potencijalnu ulogu ispitivanih biomarkera u upalnim bolestima crijeva

potrebno je reevaluirati na veCem i homogenijem uzorku ispitanika.

Klju€ne rijeCi: upalne bolesti crijeva, grelin, leptin, faktor tumorske nekroze-a (TNF-a),
interleukin-6 (IL-6)
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9 SUMMARY

Cross sectional study of serum ghrelin, leptin and proinflammatory cytokines levels in

inflammatory bowel disease

Ana Barigi¢ (2022)

Inflammatory bowel disease (IBD) is a chronic disease with an increasing incidence
in the past few years. Much research in the IBD field has focused on finding reliable
serum biomarkers for assessing disease activity. IBD is associated with several
metabolic changes that may lead to fluctuation of ghrelin and leptin production.
Therefore, serum ghrelin and leptin levels may represent potential biomarkers in IBD.
Furthermore, cytokines are commonly researched biomarkers in IBD, due to the fact
they have been identified as the key players in intestinal inflammation. Our research
has aimed to investigate serum ghrelin, leptin, TNF-a, and IL-6 concentrations in IBD
and the association between their levels and activity of the disease and nutritional
status. Our results suggest that patients with IBD have lower levels of leptin, and
higher levels of TNF-a in comparison with the control group. It has been shown that
IL-6 positively correlates with laboratory and clinical markers of disease activity. In
addition, leptin levels have been found to exhibit a positive correlate with levels of fat
mass, visceral fat mass, and body mass index. A negative correlation between leptin
levels and skeletal muscle mass in IBD patients has been proven. Systematic
measurement errors are a probable cause of undetectable levels of ghrelin in our
research. Finally, IL-6 has been shown as a potential biomarker of disease activity.
However, additional studies with larger homogenous cohorts may be needed to

validate the value of tested biomarkers as non-invasive biomarkers of IBD activity.

Keywords: inflammatory bowel disease, Ghrelin, Leptin, Tumor necrosis factor a
(TNF-a), Interleukin-6 (IL-6)
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	1 UVOD
	1.1. Upalne bolesti crijeva
	Upalne bolesti crijeva (UBC, engl. inflammatory bowel disease) kronične su upalne bolesti gastrointestinalnog sustava nepoznate etiologije. Uključuju Crohnovu bolest (CD) i ulcerozni kolitis (UC), dok u oko 10 % bolesnika nije moguće sa sigurnošću odrediti o kojem se obliku bolesti radi te tada govorimo o neklasificiranoj upalnoj bolesti crijeva. Slično kao i kod drugih imunološki posredovanih kroničnih bolesti, kao što je primjerice reumatoidni artritis, UBC karakteriziraju periodi remisije i relapsa bolesti. Iako je prevalencija upalnih bolesti crijeva najviša u zapadnim zemljama, porast incidencija bilježi se i u zemljama Azije, Srednjeg istoka, Afrike i Južne Amerike. Kako se radi o bolestima sklonim relapsima koje se često javljaju u mlađoj životnoj dobi te mogu dovesti do po život opasnih komplikacija, UBC predstavlja značajan javnozdravstveni problem.

	1.1.1. Ulcerozni kolitis
	Ulcerozni kolitis karakteriziran je upalnim procesom koji uvijek zahvaća rektum (proktitis), a može se širiti kontinuirano proksimalnije, dok u nekim slučajevima može zahvatiti i cijeli kolon (pankolitis). Upalni proces je ograničen na sluznicu, a dublji slojevi crijevne stijenke su pošteđeni. Upalne stranice infiltriraju laminu propriju i kripte, a karakteristično je i formiranje kriptalnih apscesa. Vrčaste stanice gube mucin, a u dugotrajnoj bolesti žlijezde postaju deformirane. Ukoliko se radi o dugotrajnoj bolesti, crijevo je skraćeno i dolazi do razvoja postupalnih pseudopolipa.

	1.1.2. Crohnova bolest
	Crohnovu bolest karakterizira transmuralna upala koja može zahvatiti bilo koji dio probavnog sustava od usne šupljine do anusa. Prema redoslijedu učestalosti lokalizirana je u terminalnom ileumu i desnom kolonu, samo u kolonu, samo u terminalnom ileumu, ileumu i jejunumu. Za CD karakteristično je da se radi o diskontinuiranoj upali, pri čemu je upalni proces isprekidan područjima zdrave sluznice, čime nastaju takozvane „skip“ lezije karakteristične za bolest. Kako se radi o transmuralnoj upali, može doći do penetracije kroz stijenku crijeva i stvaranja apscesa ili fistula između crijeva, mokraćnog mjehura, maternice, rodnice ili kože perineuma. Histološkom analizom prikazuje se zadebljana stijenka crijeva s kroničnim upalnim infiltratom kroz sve slojeve, a za CD karakteristično je i formiranje granuloma bez kazeozne nekroze.

	1.2. Epidemiologija upalnih bolesti crijeva
	Podaci iz najnovijih epidemioloških istraživanja pokazuju kako je incidencija upalnih bolesti crijeva u porastu u novoindustrijaliziranim zemljama, dok se u posljednjih nekoliko godina incidencija stabilizirala u zemljama zapadnog svijeta (1-3). Osim toga, porast incidencije se bilježi i među etničkim skupinama i nacionalnostima kod kojih upalne bolesti ranije nisu bile uobičajene (3). Podaci EpiCom skupine pokazuju kako incidencija CD u Europi iznosi od 0.5 do 10.6 slučajeva na 100 000 osoba godišnje, dok za UC ona varira od 0.9 do 24.3 na 100 000 osoba godišnje (4).
	S obzirom na kroničnu prirodu bolesti, ranu pojavnost i relativno nizak mortalitet udružen s upalnim bolestima crijeva, prevalencija upalnih bolesti značajno raste sukladno starenju populacije i globalnom porastu incidencije bolesti.
	Tako noviji podaci govore kako je 2017. globalno zabilježeno 6.8 milijuna slučajeva upalnih bolesti crijeva. Dobno standardizirana stopa prevalencije 2017. godine iznosila je 84.3 slučajeva na 100 000 stanovnika, dok je dobno standardizirana stopa smrtnosti iznosila 0.51 na 100 000 stanovnika. Najviša stopa dobno standardizirane prevalencije zabilježena je u Sjevernoj Americi (422.0 na 100 000 stanovnika), a promatramo li nacije, Sjedinjene Američke Države imaju najvišu stopu prevalencije (464.5 na 100 000 stanovnika), nakon čega slijedi Ujedinjeno Kraljevstvo (449.6 slučajeva na 100 000 stanovnika). U područjima s višim sociodemografskim indeksom, zabilježene su više stope dobno standardizirane prevalencije, dok područja s nižim sociodemo-grafskim indeksom imaju najniže stope dobno standardizirane prevalencije (5).
	Iako se UBC može javiti u bilo kojoj životnoj dobi, vršak pojavnosti CD je u dobi između 20 i 30 godina, a UC između 30 i 40 godina. Ranije se govorilo o bimodalnoj distribuciji upalnih bolesti crijeva, s drugim vrškom između 60 i 70 godina, osobito u bolesnika s UC-om, međutim kasnije studije nisu to potvrdile (6-9).
	Rezultati ranijih istraživanja pokazuju kako se UC podjednako javlja i u muškaraca i žena, dok su rezultati istraživanja za CD manje konzistentni, pa je tako u pojedinim kohortama ipak viša incidencija zabilježena u žena (10). Rezultati združenih analiza populacijskih studija pokazuju kako upravo u pojedinim dobnim skupinama postoji razlika u incidenciji među spolovima. Žene imaju niži rizik za razvoj CD-a u djetinjstvu, do dobi od 10 do14 godina, a taj rizik je viši u dobnim skupinama od 25 do 29 i u žena starijih od 35. Što se tiče incidencije UC, ona je podjednaka kod muškarca i žena (osim u dobnoj skupini od 5 do 9 godina) sve do 45 godina, nakon čega muškarci imaju višu incidenciju UC u odnosu na žene (11).

	1.3. Etiologija i patogeneza upalnih bolesti crijeva
	Etiologija upalnih bolesti crijeva još uvijek je nepoznata. Patogeneza upalnih bolesti crijeva uključuje interakciju genetskih faktora, crijevne mikrobiote, okolišnih čimbenika i poremećenog imunološkog odgovora (12).

	1.3.1. Genetski faktori
	Asocijacijske studije koje obuhvaćaju čitav genom (engl. genome wide association studies, GWAS), nove generacije sekvenciranja i druge metode, detektirale su više od 240 rizičnih genetskih lokusa, od kojih je oko 30 genetskih lokusa zajedničko CD i UC (13). Analize gena i genetskih lokusa identificiranih u upalnim bolestima crijeva upućuju na to da je nekoliko puteva važno u održavanju intestinalne homeostaze, kao što su epitelna barijera, urođena sluznička obrana, imunoregulacija migracije stanica, autofagija, stečeni imunitet i metabolički putevi udruženi sa staničnom homeostazom (13-15).
	Najpoznatija genetska mutacija povezana s razvojem CD u bijelaca je mutacija NOD2 gena (16). NOD2 polimorfizmi dovode do oštećenog odgovora na prepoznavanje bakterijskih peptidoglikana te se smatra da poremećena funkcija NOD2 proteina dovodi do kronične stimulacije proizvodnje proupalnih citokina. Pojedine varijante (Arg702Trp, Gly908Arg, Leu1007fsinsC) udružene su s povišenim rizikom za razvoj ilealne i ileokoloničke bolesti. Ono što je zanimljivo da su te mutacije udružene sa specifičnim fenotipom bolesti, kao što su mlađa životna dob pri pojavi bolesti i fibrostenozirajući fenotip (16-21).
	Genetske analize su pokazale kako u imunološkom odgovoru važnu ulogu ima i autofagija te su otkrile dva gena povezana s autofagijom – ATG16L1 i IRGM (22). Značajna povezanost dokazana je i između UBC-a I IL23R gena (22). Drugi susceptibilni geni koji reguliraju imunološke funkcije uključuju CARD9, IL1R2, REL, SMAD3 I PRDM1 (22).
	1.3.2. Crijevna mikrobiota
	Ljudsko tijelo kolonizirano je trilijunima mikroorganizama. Crijevo sadrži 1000 - 5000 različitih vrsta, a 90 % vrsta čine bakterije iz koljena Bacteroidates i Firmicutes. Smatra se kako je za nastanak upalnih bolesti crijeva odgovoran abnormalni imunološki odgovor domaćina na crijevnu mikrobiotu. Upravo je crijevna mikrobiota prepoznata kao glavni okolišni okidač za UBC (23-25). Mikrobna zajednica koja je nastanjena u probavnom sustavu sudjeluje u nizu fizioloških procesa u domaćina, pa tako ima važnu ulogu u digestivnim i metaboličkim funkcijama, regulaciji epitelne barijere, razvoju i regulaciji imunološkog sustava domaćina i zaštiti od kolonizacije patogena (26). U bolesnika s upalnim bolestima crijeva, zapažena je smanjena raznolikost i poremećena ravnoteža crijevne mikrobiote (disbioza), odnosno smanjenje količine bakterija s protuupalnim djelovanjem, a povišenje količina bakterija s proupalnim djelovanjem. Najčešće zabilježene promjene uključuju smanjenje broja bakterija iz koljena Firmicutes, a povećan broj koljena Proteobacteria i Bacteroidates. Osim toga, broj bakterija koje proizvode kratko lančane masne kiseline (primjerice Faecalibacterium prausnitzii) smanjen je u bolesnika s upalnim bolestima crijeva. Upravo smanjena kolonizacija F. praunitzii korelira s rizikom ilealne CD nakon operacije i održavanjem kliničke remisije u UC-u. S druge strane, porast Proteobacteria, prije svega E. coli, utječe na permeabilnost crijeva, mijenja raznolikost i sastav mikrobiote i inducira upalni odgovor regulacijom ekspresije upalnih gena (27). Osim toga u upalnim bolestima crijeva povećan je broj mukolitičkih bakterija, koje karakterizira sposobnost degradacije mucina (28, 29). Naposljetku, povišen broj sulfat reducirajućih bakterija (primjerice Desulfovibrio) rezultira produkcijom hidrogen sulfata koji oštećuje crijevnu barijeru i omogućava aktivaciju mukozne upale (30).

	1.3.3. Okolišni čimbenici
	Novija epidemiološka istraživanja ukazuju na to da okolišni faktori imaju važnu ulogu u patogenezi upalnih bolesti crijeva. Incidencija CD je u značajnom porastu u razvijenim zemljama u posljednjih 50 godina a porast incidencije odgovara upravo progresivnoj industrijalizaciji u nerazvijenim zemljama. Unos hrane je važan okolišni čimbenik koji utječe na razvoj upalnih bolesti crijeva. Istraživanja su pokazala kako prehrana bogata zasićenim masnim kiselinama i procesiranim mesom također povećava rizik za razvoj upalnih bolesti crijeva, dok dijeta s visokim udjelom vlakana smanjuje rizik za razvoj CD i do 40 % (31, 32). Pušenje je također jedan od primjera čimbenika koji mogu utjecati na bolest, pa tako pušenje pogoršava CD, dok ima protektivni učinak za UC. Psihološki stres, apendektomija i pojedini lijekovi (antibiotici, NSAR, statini, oralni konctraceptivi), neki su od okolišnih čimbenika koji također mogu utjecati na razvoj UBC (33, 34).
	Podaci iz novije literature sugeriraju da vitamin D ima i imunološku ulogu te može biti povezan s brojnim bolestima uključujući i UBC. Deficijencija vitamina D često se dija-gnosticira kod bolesnika s upalnim bolestima crijeva a pojedini autori sugeriraju kako niske razine vitamina D mogu pridonijeti povišenom riziku za razvoj bolesti (35, 36).

	1.3.4. Poremećaj imunološkog odgovora
	Istraživanja patogeneze upalnih bolesti crijeva su pokazala kako disfunkcija urođenih i stečenih imunoloških puteva doprinosi razvoju abnormalnog crijevnog imunološkog odgovora u bolesnika s upalnim bolestima crijeva.

	Urođeni imunološki sustav
	Urođeni imunološki sustav je prva linija obrane protiv vanjskih patogena. On omogućava brzu i nespecifičnu zaštitu domaćina. Urođeni imunološki sustav u crijevu uključuje intestinalne epitelne stanice (IES), makrofage, monocite, neutrofile, eozinofile, bazofile, dendritičke stanice i NK stanice (engl. natural killer). Crijevna barijera koja se sastoji od IES i prirođenih imunoloških stanica održava ravnotežu između luminalnog sadržaja i sluznice.
	Sluznički sloj i crijevni epitel, koji odvajaju crijevni lumen i mukozni imunološki sustav, predstavljaju prvu fizičku i kemijsku barijeru od crijevnih bakterija, patogena i antigena hrane (37). Defekti sluzničke barijere, moguće uzrokovani okolišnim čimbenicima i/ili infekcijom, rezultiraju povećanom permeabilnosti crijeva (38, 39). Rezultati GWAS studija impliciraju da defekti epitelne barijere mogu predstavljati primarni mehanizam za razvoj upalnih bolesti crijeva, s obzirom da su detektirani susceptibilni polimorfizmi u genima koji kodiraju junkcijske proteine kao što su E-kadherin, guanin mukleotid vezajući protein alfa 12 i zonula occludens-1 (40, 41). Nadalje, defektna ekspresija antimikrobnih peptida i promjene u ekspresiji junkcijskih proteina kao što su E-kadherin, beta-katenin i klaudini nađena je u crijevnim biopsijama bolesnika s upalnim bolestima crijeva (42-46).
	Intraluminalni patogeni komuniciraju s imunološkim stanicama urođenog imunološkog sustava putem niza receptora kao što su NOD (nucleotide-binding oligomerization domain, engl.), TLR (toll like receptor, engl.), CLR (C-type lectin receptor, engl.) i RLR (retinoic acid-inducible gene 1-like receptor, engl.) (47). Po vezanju na receptore, makrofazi i dendritične stanice prepoznaju molekularne uzorke povezane s patogenima mikroba (PAMP-pathogen-associated molecular patterns, engl.) te dolazi do aktivacije signalnih puteva, kao što je nuklearni faktor- κB (NF-κB, nuclear factor kappa-light-chain-B, engl.), proizvodnje proupalnih citokina, kemokina i drugih antimikrobnih peptida (47). Aktivacija makrofaga ovim citokinima dovodi do eliminacije patogena slobodnim radikalima i proteazama. Makrofazi i dendritičke stanice djeluju i kao antigen prezentirajuće stanice te tako služe kao poveznica između urođenog i stečenog imunološkog sustava.
	Nadalje, u funkcioniranju prirođenog imunološkog sustava važnu ulogu ima autofagija, koja služi za zaštitu integriteta i održavanje homeostaze crijeva (16). Osnovno obilježje autofagije je dopremanje sastojaka citoplazme do lizosoma u specifičnim vakuolama s dvostrukom membranom, koje se nazivaju autofagosomima. Istraživanja su pokazala da osim dopremanja sastojaka citoplazme poput staničnih organela ili velikih proteina, autofagija sudjeluje u prirođenoj i stečenoj imunosti ograničavajući život intracelularnih patogena te sudjelujući u prezentaciji citosolnih antigena putem molekula MHC klase II. Rezultati GWAS studija koji su otkrili SNP (single nucleotide polymorphisms, engl.) u genima udruženim s autofagijom, doprinijeli su prepoznavanju autofagije kao jednog od faktora povezanih s etiologijom upalnih bolesti crijeva. Ranije su spomenuti lokusi koji su najčešće povezani s autofagijom.
	U upalnim bolestima crijeva, povišena je lokalna proizvodnja različitih nespecifičnih upalnih medijatora, kao što su slobodni radikali, leukotrieni, kemokini i proupalni citokini.
	Primjerice, IL-1 porodica citokina ima ključnu ulogu u patogenezi upalnih bolesti crijeva (48). IL-1 je ključni medijator prirođenog imuniteta i upale koja rezultira oštećenjem tkiva. Nadalje, IL-6 aktivira signalni put STAT3 i ima važnu ulogu u upalnom odgovoru (49, 50). Osim toga, ima ključnu ulogu u patogenezi UC i karcinogenezi kolorektalnog karcinoma povezanog s UC-om (51). TNF-α kojeg luče brojne imunološke i stromalne stanice smatra se odgovornim za poticanje i održavanje kronične upale, zbog poticanja transkripcije drugih proupalnih citokina, promicanja adhezijskih molekula na endotelu i aktivacije fagocitne aktivnosti makrofaga (52). TNF-α potiče ekspresiju IL-1B, IL-6 i IL-33 (53). IL-10 je protuupalni citokin, ali studije su pokazale kako je njegova ekspresija viša u bolesnika s upalnim bolestima crijeva nego u zdravih kontrola (54). Također je ekspresija IL10 gena viša u mukoznim T stanicama u bolesnika s UC-om (55). TGF-β je inhibitorni citokin koji je prepoznat kao ključni regulator imunološke homeostaze i upalnog odgovora (56). Smanjena TGF-β aktivnost se smatra odgovornom za razvoj nekoliko autoimunih poremećaja, uključivo i upalnih bolesti crijeva. U upalnim bolestima crijeva oštećeno je TGF signaliranje zbog povišenih razina SMAD7 (57). Međutim, osim što TGF-β djeluje protuupalno, lokalno može imati i proupalna djelovanja. Pa su tako istraživanja pokazala kako TGF-β može sudjelovati u zaštiti tkiva domaćina od luminalnih patogena i olakšati oporavak oštećene mukoze u upalnim bolestima crijeva (58-60). IL-17 je proupalni citokin koji aktivira STAT3, koji stimulira jak kronični upalni imunološki odgovor, zbog čega predstavlja ključan čimbenik u patogenezi upalnih bolesti crijeva (61, 62). Osim toga, dokazano je kako je IL17 mRNK povišena u upaljenoj sluznici bolesnika s upalnim bolestima crijeva (63).

	Stečeni imunološki sustav
	Za razliku od urođenog imunološkog sustava, stečeni imunitet ovisi o specifičnom prepoznavanju antigena od strane B i T staničnih receptora. Stoga je ovaj tip imunološkog odgovora sporiji od urođenog. Jedan od primarnih koraka u početku stečenog imunološkog odgovora uključuje aktivaciju Th limfocita (Th1, Th2, Th17 i Th22 stanica) i supresiju aktivnosti T reg stanica (38). Dendritičke stanice migriraju u periferna limfna tkiva i aktiviraju antigen specifične naivne T limfocite. Kad antigen prezentirajuće stanice prezentiraju antigene naivnim T stanicama, one diferenciraju u efektorske stanice. Aktivirane T stanice proliferiraju i postaju memorijske i efektorske T stanice te ulaze u cirkulaciju i migriraju do inicijalnog mjesta vezanja antigena za dendritičke stanice (64). Integracija Th stanica u laminu propriju crijeva posredovana je adhezijskim molekulama, kao što su selektini i integrini te njihovim ligandima koji se nalaze na endotelnim stanicama krvnih i limfnih žila. Nakon eliminacije antigena, dolazi do apoptoze većine efektorskih stanica, a mali broj memorijskih T stanica preživi. Kod sljedećeg izlaganja antigenu, memorijske T stanice brzo diferenciraju u efektorske stanice.
	CD4+ efektorske T stanice se dijele u nekoliko podskupina Th1, Th2, Th9 i Th17, koje luče karakteristične tipove citokina. Smatra se kako u patogenezi CD važnu ulogu ima Th1 odgovor, a UC Th2 odgovor. Osim navedenog, poznato je kako aktivacija Th17 stanica i neravnoteža između Th17/ regulatornih (tReg) stanica ima važnu ulogu u razvoju intestinalne upale (38).

	Th1 stanice se aktiviraju prezentacijom antigena mikrobnih vrsta koji induciraju otpuštanje IFNγ i IL-12, koji pak aktiviraju transkripcijski faktor STAT1 nakon čega dolazi do aktivacije transkripcijskog faktora T β. Th1 stanice proizvode i IFNγ i TNFα alfa i imaju važnu ulogu u obrani protiv intracelularnih mikroba (65).
	Th2 aktivacija je većinom potaknuta sekrecijom IL4, koji dovodi do aktivacije STAT6 i daljnje aktivacije transkripcijskog faktora GATA-3. Th2 stanice proizvode IL4, IL5 i IL13 te imaju važnu ulogu u imunološkom odgovoru protiv ekstracelularnih patogena, uključivo parazita (65).
	U prisutnosti IL-4 i TGF-β naivne CD4+ T stanice se mogu diferencirati u Th9 stanice koje luče IL9, IL10 i IL21, koje reguliraju alergijsku upalu, autoimunu upalu i antitumorski imunitet. Th9/IL9 put ima ulogu u patogenezi upalnih bolesti crijeva, osobito UC (65-67).
	Th17 ima važnu ulogu u obrani domaćina protiv bakterija i gljiva. Th17 stanice proizvode IL17, IL22 i IL23. Th17 stanice inducira kombinacija IL-6 i TGF-β pod kontrolom IL23, koji se sastoji od p19 i p40 podjedinice. P40 citokinska podjedinica je zajednička IL12 i IL23. IL23 je važan za održavanje Th17 stanica (65, 68).
	T reg su posebna podskupina T stanica, koje suprimiraju efektornu funkciju drugih T stanica, te imaju važnu ulogu u homeostazi crijevnog mukoznog imunološkog sustava. Iako nije u potpunosti razjašnjeno kako regulatorne T stanice suprimiraju efektornu funkciju, smatra se da inhibitorni citokini kao što su IL10 i TGF-β imaju važnu ulogu. Za razvoj i funkciju regulatornih T stanica ključnu ulogu ima ekspresija transkripcijskog faktora Fox3p (69).
	1.4. Klinički, endoskopski i laboratorijski indeksi aktivnosti bolesti
	Objektivna procjena aktivnosti bolesti u upalnim bolestima crijeva važna je u liječenju tih bolesnika. Međunaordna organizacija za upalne bolesti crijeva - IOIBD (International Organization for the Study in Inflammatory Bowel Diseases) je u travnju 2021. definirala terapijske ciljeve u liječenju odraslih bolesnika s upalnim bolestima crijeva (The Selecting Therapeutic Targets in Inflammatory Bowel Disease II- STRIDE II) (70). Pa su tako smanjenje simptoma i normalizacija serumskih i fekalnih markera (C-reaktivni protein i fekalni kalprotektin) kratkoročni ciljevi liječenja upalnih bolesti crijeva, dok dugotrajni ciljevi liječenja uključuju kliničku remisiju i endoskopsko cijeljenje, ali i odsutnost invaliditeta i normalizaciju kvalitete života. Transmuralno cijeljenje u CD i histološko cijeljenje u UC nisu formalno definirani kao ciljevi, ali je njihova procjena također potrebna.
	Upravo zbog navedenog, za praćenje bolesnika s upalnim bolestima crijeva, potrebni su nam standardizirani klinički i endoskopski indeksi. U nastavku će biti prikazani klinički i endoskopski indeksi te ključni laboratorijski parametri koji se koriste u kliničkoj praksi, odnosno koje smo koristili u ovom istraživanju.

	1.4.1. Klinički indeksi
	Ulcerozni kolitis
	Najčešće korišteni klinički parametri za procjenu aktivnosti UC su broj stolica i prisutnost krvi u stolici. Indeksi aktivnosti UC-a većinom su nastali zbog potrebe da se u kliničkim istraživanjima što objektivnije definiraju skupine bolesnika te prati učinak terapije. Kako su kliničke studije ranije koristile različite indekse aktivnosti bolesti, usporedba rezultata kliničkih istraživanja je bila vrlo teška. Stoga, pojavom sve većeg broja molekula koje se istražuju u liječenju UC-a, rasla je i potreba za definiranjem validiranog indeksa. Danas za kliničku procjenu aktivnosti UC-a postoji 17 različitih indeksa, od kojih 8 ne uključuje varijable poput endoskopije i biokemijskih markera. Najčešće korišteni indeksi za procjenu aktivnosti blagog i srednje teškog UC-a su SCCAI (Simple Clinical Colitis Activity Index-SCCAI) i Partial Mayo Score (71), dok se za procjenu teškog kolitisa i dalje koriste Trueloveove i Wittsove kriterije (72).
	Partial Mayo Score
	Mayo Clinic Index predstavlja standard u procjeni aktivnosti bolesti u kliničkim ispitivanjima u kojima FDA zahtijeva i endoskopsku procjenu. Mayo Clinic Index su razvili Schroeder i suradnici 1987., a uključuje Partial Mayo Score –PMS (broj stolica, rektalno krvarenje), globalnu procjenu liječnika - PGA (Physician Global Assessment, engl.) te endoskopsku aktivnost - MES (Mayo Endoscopic Score, engl.) (71). Iako je Partial Mayo Score nevalidiran indeks, pokazalo se kako se radi o dobrom indeksu koji omogućava razlikovanje aktivne bolesti od remisije. Kako PMS, osim bolesnikovih simptoma uključuje i globalnu procjenu liječnika, ponekad je teže primjenjiv u kliničkoj praksi. Ukoliko je PMS ≤ 1 govorimo o remisiji bolesti.

	Truelove i Wittsov indeks aktivnosti bolesti
	Truelove i Witts su 1955. godine razvili indeks kako bi procijenili učinak oralnog kortizona u liječenju aktivnog UC-a. Autori su definirali objektivne varijable, koje nam danas omogućuju stratifikaciju bolesnika po težini bolesti: blagi, umjereno teški i teški UC. U kliničkoj praksi, Trueloveov i Wittsov indeks je najčešće korišten indeks za definiranje teškog akutnog kolitisa, odnosno potrebe za hospitalizacijom i terapijom intravenskim glukokortikoidima. Kriteriji za teški kolitis su ≥ 6 stolica dnevno, krv u stolici, te jedan od sljedećih kriterija: tjelesna temperature > 37.8C, puls > 90/min, hemoglobin < 10.5 g/dl i brzina sedimentacije eritrocita > 30 mm/h. Nedostatak Trueloveovih i Wittsovih kriterija je što se radi o kvalitativnom, a ne kvantitativnom indeksu koji je potreban za procjenu aktivnosti bolesti prilikom praćenja bolesti i uspjeha terapije.
	Crohnova bolest
	Za procjenu aktivnosti CD, osim broja stolica i krvi u stolici kao UC-u, najčešće korišten klinički parametar je bol u abdomenu.

	The Crohn's Disease Activity Index (CDAI)
	Najčešće korišten indeks za procjenu odgovora na terapiju u kliničkim istraživanjima je The Crohn's disease Activity Index (CDAI) (73). CDAI sadrži osam varijabli, uključivo hematokrit, fizikalni pregled (pregled abdomena i tjelesnu težinu) i sedmodnevni dnevnik pacijenta. Pacijent bilježi broj mekanih stolica, bolove u abdomenu i opće stanje. Kako se radi o kompleksnom indeksu, rijetko se primjenjuje u kliničkoj praksi. Remisija je definirana CDAI-om manjim od 150.  Kako CDAI zahtijeva unos podataka od prethodnih 7 dana, podaci se najčešće unose retrogradno. Osim toga, opće stanje i intenzitet bolova ovise o subjektivnoj procjeni bolesnika. Iako je CDAI validiran indeks za primjenu u kliničkim istraživanjima, ima određena ograničenja. CDAI slabo korelira s endoskopskom upalom, serumskim markerima upale i fekalnim biomarkerima (kalprotektin i laktoferin). Osim toga, istraživanja su pokazala kako i većina pacijenata sa sindromom iritabilnog crijeva ima CDAI > 150. CDAI se u kliničkim istraživanjima, koja su imala visok udio placebo učinka, pokazao neadekvatnim primarnim ishodom. Osim toga, FDA smjernice preporučuju da indeksi koji se koriste u istraživanjima budu temeljeni na odgovorima pacijenata (74). CDAI nije pouzdan u procjeni aktivnosti perianalne bolesti ili CD s drugim fistulama, koje mogu značajno narušavati kvalitetu života pacijenta. Perianal Crohn's Disease Activity Index (PDAI) je trenutno zlatni standard u procjeni težine perianalne bolesti (75).

	Harvey-Bradshaw Index (HBI)
	Harvey-Bradshaw Index (HBI) je lakši za korištenje od CDAI-a, osim toga bodovi iz ovog indeksa koreliraju s bodovima CDAI. HBI ima pet varijabli (1 - opće stanje, 2 - bolovi u abdomenu, 3 - broj tekućih stolica. 4 - prisutnost abdominalne mase, 5 - prisutnost komplikacija, uključivo lokalne komplikacije bolesti-fistula, apsces ili analna fisura te ekstraintestinalne manifestacije). Za ispunjavanje indeksa nije potrebno prikupljanje podataka u proteklih 7 dana, već se uzimaju podaci od prethodnog dana. Remisija je definirana HBI indeksom ≤ 4, a rezultat iznad 16 označava izraženu, tešku aktivnu bolest (76).

	1.4.2. Endoskopski indeksi
	Ulcerozni kolitis
	Ključni uvjet za postizanje duge stabilne remisije s upalnim bolestima crijeva je mukozno cijeljenje koje se definira kao endoskopska remisija, odnosno odsutnost mukoznih ulceracija. Stoga endoskopija ima krucijalnu ulogu u procjeni aktivnosti bolesti i učinkovitosti terapije, osobito u UC-u (77, 78).
	Najčešće korišteni indeks endoskopske aktivnosti bolesti kod UC-a jest Mayo Endoscopic Score (MES) u kojem < 1 bod označava mukozno cijeljenje (normalna sluznica ili gubitak vaskularnog crteža bez frijabilnosti sluznice) (79). Za procjenu upale sluznice evaluira se prisutnost eritema, smanjenje vaskularnog crteža, frijabilnost sluznice, erozije, spontana krvarenja i ulceracije, a bolest se ovisno o navedenom klasificira u 4 kategorije - remisija, blaga aktivnost, umjerena ili teška aktivnost.
	Jedan od nedostataka navedenog indeksa je razlika u procjeni aktivnosti među endoskopičarima, stoga se pojavila potreba za razvojem validiranog indeksa endoskopske aktivnosti kod UC-a te je razvijen UCEIS (Ulcerative Colitis Endoscopic Index of Severity) koji uključuje tri elementa: vaskularni crtež, krvarenje i erozije/ulkusi, svaki s preciznom definicijom i nekoliko razina težine (79). UCEIS se temelji na makroskopskoj procjeni najteže zahvaćenog segmenta debelog crijeva, a ne uzima u obzir ekstenziju UC-a.

	Crohnova bolest
	Za razliku od UC-a, u CD kod koje je prisutna transmuralna upala koja može zahvatiti cijelo crijevo, često lezije nisu dostupne endoskopom. Međutim, endoskopija je važna u procjeni zahvaćenosti crijeva i težine bolesti, te procjeni učinkovitosti liječenja. Za procjenu aktivnosti upale većina CD studija koristi CDEIS (Crohn’s Disease Endoscopic Index of Severity) (80) ili jednostavniji SES-CD (Simple Endoscopic Score for Crohn’s disease) (81) te Rutgeertsov indeks za evaluaciju ileokolične anastomoze nakon resekcije (82). CDEIS se smatra zlatnim standardom za procjenu endoskopske aktivnosti u CD (raspon od 0 do 44 boda) gdje je prag endoskopske remisije postavljen kao CDEIS < 6 uz dodatne kriterije poput odgovora na terapiju (smanjenje CDEIS > 5), kompletnu endoskopsku remisiju (CDEIS < 3) i mukozno cijeljenje (odsutnost ulceracija). Kako se radi o kompleksnom indeksu, razvijena je jednostavnija verzija- SES-CD. SES-CD uključuje četiri endoskopske varijable bodovane od 0 do 3 (veličina ulkusa, ulcerirana površina, zahvaćena površina, prisutnost suženja) u 5 segmenata: ileumu i 4 segmenta debelog crijeva. U slučaju da ukupni zbroj iznosi 0 do 3, govorimo o endoskopskoj remisiji, 4 - 10 o blagoj bolesti, 11 do 19 srednje teškoj bolesti i teškoj bolesti ukoliko je ukupni zbroj po segmentima 20 ili više od 20. Iako je jednostavniji od CDEIS i dalje se radi o kompleksnom indeksu.

	1.4.3. Laboratorijski indeksi
	Trenutno ne postoji specifični laboratorijski test za dijagnozu upalnih bolesti crijeva, kao ni test koji bi omogućavao diferencijaciju CD od UC. Čitav je niz laboratorijskih markera koji se istražuju u dijagnostičke i diferencijalno dijagnostičke svrhe, procjenu aktivnosti bolesti i rizika komplikacija, kao i predikciju relapsa i monitoriranje učinka terapije. U nastavku će biti prikazana dva najčešće korištena laboratorijska markera u upalnim bolestima crijeva.

	C reaktivni protein
	C-reaktivni protein je jedan od najvažnijih reaktanata akutne faze, a proizvode ga hepatociti kao odgovor na stimulaciju upalnih citokina (interleukin-1, IL-1β i TNF-α). CRP ima kratak poluvijek (oko 19 h), a njegove vrijednosti rastu vrlo brzo tijekom akutne faze upale. Široko je korišten indikator upale u upalnim bolestima crijeva, a njegove vrijednosti niže od 10 mg/L ukazuju na remisiju UBC-a (83). Endoskopska aktivnost bolesti također dobro korelira sa serumskim razinama CRP-a. Međutim, CRP nije specifičan za bolest i njegove vrijednosti mogu biti povišene u ne-UBC enteritisu, upalnim poremećajima koji nisu vezani za probavni trakt, kod oštećenja tkiva, dijabetesa, maligniteta i kardiovaskularnih bolesti. Osim toga, osjetljivost CRP-a je ograničena u upalnim bolestima crijeva pa tako bolesnici s aktivnom upalnom bolesti crijeva mogu imati normalne vrijednosti CRP-a (84). Također, moguće su normalne vrijednosti CRP-a u asimptomatskih bolesnika koji pak imaju blage mukozne lezije, osobito kod izoliranog zahvaćanja ileuma. Na razine CRP-a mogu utjecati i genetski faktori, dob, spol i ITM (85).
	Razine CRP-a kod odraslih bolesnika s CD-om bolje koreliraju s aktivnosti bolesti nego kod bolesnika s UC-om. CRP se pokazao korisnim markerom u UC-u za predikciju ishoda na početku bolesti te u teškom kolitisu (86).

	Fekalni kalprotektin
	Fekalni kalprotektin je protein u neutrofilnim granulocitima i makrofazima, prvi put opisan 1980. godine. Radi se o markeru koji je stabilan i dobro raspoređen u fecesu, stoga je za njegovo određivanje dovoljan i mali uzorak stolice. Otpuštaju ga aktivirane imunološke stanice u stanju staničnog stresa i oštećenja. Sprječava migraciju neutrofila kroz upaljenu crijevnu stijenku do sluznice. Koristan je marker za predikciju aktivne bolesti sluznice. Sve je više istraživanja uloge fekalnog kalprotektina u dijagnostici, evaluaciji aktivnosti bolesti te monitoriranju relapsa upalnih bolesti crijeva. Meta analiza 30 prospektivnih studija je potvrdila njegovu visoku osjetljivost i specifičnost koja iznosi do 95 % ili 91 %, što je više od vrijednosti za CRP, SE, ASCA i pANCA (87). Vrijednosti fekalnog kalprotektina značajno su više u aktivnoj bolesti kolona nego u aktivnoj bolesti ileuma te u lijevostranom i distalnom kolitisu u odnosu na pankolitis (88, 89). Nadalje, fekalni kalprotektin je marker koji se pokazao korisnim u praćenju učinkovitosti terapije (89). Fekalni kalprotektin također ima važnu ulogu u razlikovanju upalnih bolesti crijeva od sindroma iritabilnog crijeva (IBS) u odraslih, s osjetljivošću od 93 % i specifičnošću od 94 % za cut-off razinu od 50μg/g. (90). Istraživanje Suareza i suradnika je pokazalo da serumski kalprotektin ima višu AUC za aktivnost bolesti od CRP-a, SE, hemoglobina i trombocita (91).
	1.5. Uloga biomarkera u upalnim bolestima crijeva
	Biomarkeri su mjerljive supstance iz tkiva i tjelesnih tekućina, a mogu uključivati od često korištenih laboratorijskih indeksa, kao što je koncentracija hemoglobina, pa sve do ekspresije genskih profila. U posljednjih nekoliko godina sve je veći interes istraživanja u području upalnih bolesti crijeva za serumske biomarkere. Za razliku od markera u bioptiranom tkivu, stolici, izdahnutom zraku i tjelesnim tekućinama, određivanje serumskih markera nije invazivno ni skupo, a uzorci su lakše dostupni. Idealan biomarker trebao bi biti neinvazivan, osjetljiv, specifičan za bolest, lako odrediv i cost effective (92).
	Korisnim biomarkerima su se pokazala serološka protutijela, uključivo autoantitijela i mikrobna protutijela, koja su rezultat pretjeranog autoimunog odgovora, oštećenja intestinalne barijere i gubitka imunološke tolerancije na bakterijske antigene (93-95).
	Najčešće korištena serološka protutijela u kliničkoj praksi uključuju:

	pANCA
	Perinuklearna antineutrofilna citoplazmatska protutijela (pANCA) su protutijela koja reagiraju s lizosomskim enzimima u citoplazmi neutrofila i monocita. Navedena protutijela su specifična za UC, a mogu se koristiti u diferenciranju UC-a od CD-a. Titar pANCA se mijenja s aktivnosti bolesti kod bolesnika s UC-om, ali njihova osjetljivost je niska kod bolesnika sa sumnjom na UC. Gotovo 25 % bolesnika s CD-om koji imaju lijevostrani kolitis i simptome UC-a, imaju i povišene vrijednosti pANCA, što ograničava ulogu pANCA u diferenciranju UC-a od CD-a. Protutijela na neutrofilnu proteinazu 3, jedno od antineutrofilnih citoplazmatskih protutijela (PR3-ANCA), mogla bi imati ulogu u distinkciji UC-a od CD-a, s obzirom da su ona pozitivna u 15 – 40 % bolesnika s UC-om, odnosno 0 – 10 % bolesnika s CD-om (96, 97).

	Anti-saccharomyces Cerevisiae protutijela (ASCA)
	Radi se o protutijelima koja imaju visoku specifičnost, a nisku osjetljivost u identificiranju bolesnika s CD-om. ASCA su marker rizika za rani početak bolesti, fibrostenoze i penetrirajuću bolest. Ekspresija ASCA je niska kod bolesnika s izoliranom bolesti kolona, a ekspresija varira u različitim etnički populacijama (98). Kombinacija ASCA i pANCA protutijela vrijedan su alat u diferenciranju UC-a od CD.
	Osim seroloških biomarkera sve je više novijih biomarkera koji uključuju genetske i imunološke biomarkere (99). Nadalje, citokini su često istraživani biomarkeri u upalnim bolestima crijeva, s obzirom da je poznato da su upravo oni ključne komponente u upalnim putevima važnima u patogenezi upalnih bolesti crijeva. S obzirom na povišenu ekspresiju proupalnih citokina u crijevnoj sluznici kod aktivnog UBC-a, koju nužno ne prati i povišena koncentracija citokina u krvi, rezultati istraživanja serumskih koncentracija citokina koji se proizvode u crijevu često su nekonzistentni (100).
	Kako u upalnim bolestima crijeva dolazi do čitavog niza metaboličkih promjena, što naposlijetku dovodi do anoreksije, malnutricije, promjene sastava tijela, hipertrofije mezenterijskog bijelog masnog tkiva (mWAT) te posljedično tome fluktuacije proizvodnje adiponektina i grelina (101) upravo bi njihove serumske razine mogle predstavljati potencijalne biomarkere u upalnim bolestima crijeva.
	U nastavku će biti prikazani biomarkeri čije su koncentracije mjerene u ovom istraživanju.

	1.5.1. Interleukin 6
	U posljednjih 30 godina otkrivene su molekularne karakteristike i uloge brojnih citokina, uključujući i IL-6. IL-6 je glikoprotein molekulske mase 21-28 kDa, građen od 212 aminokiselina. Gen za IL-6 je lociran na kraćem kraku kromosoma 7 (7p15.3), sadrži 6 eksona i 4 introna. Proizvode ga imunološke stanice, kao što su makrofagi, neutrofili i mastociti, ali i neimune stanice i organi (102).
	Svoje biološke učinke ostvaruje klasičnom signalizacijom, vezanjem na membranske receptore za IL-6 (IL-6R) koji se nalaze u mnogim stanicama (pretežito leukocitima i hepatocitima), a nakon vezanja liganda IL-6R se povezuje sa signalnim receptorom proteinom gp130, koji potom dimerizira te dolazi do aktivacije janus kinaza (JAK) i posljedične fosforilacije tirozinskih ostataka u citoplazmatskom dijelu gp130 te dalje do aktivacije puta Ras/Rad/protein kinaze aktivirane mitogenom (MAPL mitogen-activated protein kinsase). Aktiviranjem transkripcijskih faktora dolazi do aktivacije ciljanih gena. Osim klasične signalizacije, sve stanice se mogu stimulirati preko topljivog IL-6R (sIL-6R) tzv. trans-signalizacijom, jer se gp130 eksprimira ubikvitarno (103, 104).
	IL-6 je pleiotropni upalni citokin koji inducira upalnu signalizaciju i odgovor na infekciju te regulira metaboličke i regeneracijske procese u stanici, ali osim proupalnih, posjeduje i protu-upalne učinke (105). IL-6 svoje protuupalne i protektivne učinke ostvaruje klasičnom signalizacijom, a proupalni učinci su uglavnom udruženi sa signaliranjem putem topivog IL6R (106).
	IL-6 ima čitav niz uloga:

	Potiče sazrijevanje megakariocita u trombocite.
	Sudjeluje u aktivaciji hematopoetskih matičnih stanica.
	Pojačava stvaranje T limfocita.
	Regulira ekspresiju IL-2R.
	Potiče finalno sazrijevanje limfocita B u stanice koje stvaraju protutijela.
	Stimulira hepatocite koji produciraju proteine akutne faze upale kao što su C-reaktivni protein (CRP), serumski amiloid A, fibrinogen, hepcidin, haptoglobin (107, 108).
	Profibrotički citokin, koji potiče proliferaciju fibroblasta i diferencijaciju miofibroblasta (109).
	Poticanje proliferacije keratinocita i produkcija kolagena u dermalnim fibroblastima (110).
	Stimulacija rasta stanica kao što su stanice mijeloma/plazmacitoma i mezangijalne stanice (111-112).
	Stimulira osovinu hipotalamus-hipofiza-nadbubrežna žlijezda djelujući na kortikotropin - otpuštajući hormon i na taj način pomaže kontroli upalne reakcije (113).
	Ima ulogu u kontroli tjelesne mase, hranjenju i potrošnji energije. Djeluje tako da centralno, vjerojatno na razini hipotalamusa, utječe na smanjenje razine masnog tkiva povećavajući potrošnju energije (113).
	IL-6 može utjecati na povećanje inzulinske sekrecije (114).
	U ranoj fazi infektivnog upalnog zbivanja, monociti i makrofazi proizvode IL-6, odmah nakon stimulacije toll-like receptora (TLR) molekularnim uzorkom patogena (PAMP). U neinfektivnoj upali, kao što su opekline i trauma, molekularni uzorci povezani s oštećenjem (DAMP-damage associated patterns, engl.) iz oštećenih stanica stimuliraju TLR da proizvode IL-6.
	IL-6 ima važnu ulogu u obrani domaćina od okolišnih čimbenika kao što su infekcija i ozljeda, a kada je stresni čimbenik uklonjen, dolazi do normalizacije razina IL-6. Međutim, disregulirana trajna produkcija IL-6 ima važnu ulogu u razvoju brojnih autoimunih kroničnih upalnih bolesti (115). O važnosti IL-6 u razvoju autoimunih bolesti govori i činjenica da su se IL-6 inhibitori, uključivo protutijela na alfa lanac IL-6 receptora i IL-6 blokatori pokazali učinkoviti u liječenju upalnih bolesti kao što su RA i Castelmanova bolest (116, 117).
	U homeostatskim uvjetima, razina IL-6 u cirkulaciji iznosi 1 - 5 pg/Ml, dok tijekom upalnih zbivanja te razine mogu porasti i više od 1000 puta (118).
	1.5.2. Čimbenik tumorske nekroze
	Čimbenik tumorske nekroze (TNF) je otkriven 1975., kada su Carswell i suradnici otkrili da serum miševa, štakora i zečeva, koji su prethodno inficirani Mycobacterium bovis sojem Bacillus Calmette-Guerin uzrokuje hemoragičnu nekrozu tumora u miševa. Otkrili su kako je hemoragična nekroza in vivo uzrokovana takozvanim TNF-om koji se otpušta iz stanica domaćina, vjerojatno makrofaga, kao odgovor na uneseni endotoksin (119). 1985. je kloniran humani TNF-α. Proizvode ga uglavnom aktivirani makrofagi, a u manjoj količini i T i B limfociti, NK stanice, endotelne i mišićne stanice, fibroblasti i osteoklast. TNF se nalazi u formi vezanoj za membranu (protein od 26kDA, 233 aminokiseline) i u topivoj formi (17kDA, 157 aminokiselina), koja se otpušta nakon proteolitičkog djelovanja metaloproteaze TNF-α konvertirajućeg enzima (TNFα converting enzyme- TACE, poznatiji kao ADAM17) na formu TNF-α integriranog u membranu. Obje forme su aktivne, a djeluju putem dvije vrste receptora: TNFR1, koji se nalazi na svim tkivima i TNFR2, koji se nalazi primarno na imunološkim stanicama, neuronima i endotelnim stanicama. Obje forme TNF-α djeluju na TNFR1 receptor, dok na TNRF2 receptor djeluje membranski TNF- α. Glavna razlika između ova dva receptora je postojanje domene smrti (death domain, engl.) na TNFR1 receptoru. Svaki od navedenih receptora uključen je u različite složene puteve intracelularnog signaliranja.
	TNF-α je pleiotropni citokin koji je uključen u čitav niz homeostatskih, ali i patoloških mehanizama (120).
	Nakon što se TNF-α otpusti iz makrofaga, aktivira imunološke stanice i djeluje kao medijator proizvodnje proupalnih citokina tijekom imunološkog odgovora, stoga ga smatramo uglavnom proupalnim citokinom (121). Dok TNF-α u akutnoj upali štiti od bakterijskih endotoksina, virusa i parazita, osigurava nutrijente za imunološke stanice i potiče odgovor domaćina, u kroničnoj upali TNF-α aktivira puteve koji su odgovorni za čitav niz patoloških stanja.
	TNF-α stimulira fagocitozu i proizvodnju IL-1 i prostaglandina E2. TNF-α i IL-1 zajedno moduliraju proupalne signale tako što koordiniraju vaskularnim i staničnim promjenama u imunološkom sustavu, koje dovode do brzog odgovora domaćina na bakterijsku infekciju. U jetri stimulira proizvodnju C-reaktivnog proteina i drugih medijatora. TNF-α također sudjeluje u remodeliranju kostiju tako što regulira razine prekursora osteoklasta i aktivira osteoklase. TNF-α sudjeluje u poticanju dislipidemije i inzulinske rezistencije koje su obje prepoznate kao rizični faktori za aterosklerozu. Naime, TNF-α djeluje na metabolizam ugljikohidrata, lipogenezu, adipogenezu i termogenezu i stimulaciju lipolize te utječe na endokrine funkcije adipoznog tkiva. Time doprinoti metaboličkoj disregulaciji, utječući na funkciju adipoznog tkiva i njegovoj sposobnosti da skladišti prekomjerne količine energije (122).
	Svojim djelovanjem u hipotalamusu, sudjeluje u stimuliranju lučenja kortikotropin opuštajućeg hormorna (CRH), supresiji apetita i indukciji vrućice.
	S obzirom da je rekombinantni TNF pokazivao potencijalno antitumorsku aktivnost, testiran je u nekoliko studija faze I i II kao potencijalni lijek u liječenju karcinoma. Međutim, primijenjen samostalno se pokazao toksičnim, a njegova terapijska učinkovitost nije dokazana (123, 124).
	Poznato je da je narušena ravnoteža u stvaranju TNF-α važna u patogenezi određenih kroničnih upalnih stanja, stoga se TNF-α pokazao kao važna meta u liječenju kroničnih bolesti kao što su reumatoidni artritis (125), CD (126), ankilozantni spondilitis (127) i psorijaza (128).
	TNF-α obično nije moguće detektirati kod zdravih osoba, dok se njegove povišene vrijednosti nalaze u serumu i tkivu u upalnim i infektivnim stanjima (129, 130), a njegove serumske razine koreliraju s težinom infekcije (131, 132). Prvi dokazi povezanosti između TNF-α i UBC-a dolaze iz publikacija koje navode da su razine TNF-α povišene u serumu, stolici i bioptičkim uzorcima (133-136).

	1.5.3. Grelin
	Grelin je izoliran 1999. u sadržaju želuca štakora a predstavlja endogeni ligand za receptor sekretagoga hormona rasta (GHS-R). Gen za humani grelin je lokaliziran na kromosomu 3p25-26. Radi se o peptidu koji sadrži 28 aminokiselina, koji postoji u dvije različite forme: acetilirani (ili n-oktanoilirani) kod kojeg je treća aminokiselina, obično serin, acetilirana, pomoću enzima grelin-O-acetiltransferaze, što je ključno za aktivnost grelina; te druga forma grelina, dezacilirani grelin (137). U krvi, dezacilirani grelin cirkulira u količinama većim od količina aciliranog grelina, koji u cirkulaciji čini manje od 10 % ukupnog grelina (138). Acilirani grelin ima veći afinitet za vezanje za grelinski receptor od deaciliranog grelina, stoga se dugo deacilirani grelin smatrao inaktivnom formom grelina.
	Iako je sve više istraživanja o fiziološkim ulogama grelina, još uvijek se malo zna od njegovom metabolizmu i odstranjivanju iz organizma (139).
	U ljudi, normalne koncentracije grelina u uzorcima plazme su 10 - 20 fmol/ml za n-oktanoil grelin i 100 - 150 fmol/ml za ukupni grelin, uključivo acilirani i dezacilirani grelin (137, 140, 141).
	Većinu grelina izlučuju X/A stanice u oksintičkim žlijezdama fundusa želuca, a grelin imunoreaktivne stanice se također nalaze u duodenumu, jejunumu, ileumu i kolonu. U crijevu, koncentracija grelina postupno pada od duodenuma do kolona (142). U manjim količinama grelin se luči i hipotalamusu, hipofizi, plućima, kori nadbubrežne žlijezde, bubrezima, kosi, testisima, posteljici i pankreasu.
	Najpoznatiji faktor koji regulira sekreciju grelina je hranjenje (140), pa tako plazmatske koncentracije rastu u gladovanju, a smanjuju se nakon unosa hrane. Drugi faktori koji reguliraju njegovu sekreciju su još uvijek nepoznati. Mogući regulator je razina glukoze u krvi. Naime oralna ili intravenska primjena glukoze utječe na smanjenje koncentracije grelina (143). Samo unosom vode koja dovodi do mehaničke distenzije želuca ne utječe na otpuštanje grelina (144, 145). Plazmatska koncentracija grelina raste noću. Osim toga njegova koncentracije je niska u pretilih i visoka u mršavih ljudi (146).
	Kako su receptori sekretagoga hormona rasta (GHS-R) rasprostranjeni u čitavom nizu tkiva, vjerojatno i grelin ima čitav niz funkcija osim utjecaja na otpuštanje hormona rasta i unos hrane.
	Fiziološke funkcije grelina su:

	Njegova primarna funkcija je djelovanje na otpuštanje hormona rasta (146-148). Nekoliko je modela kako grelin stimulira sekreciju hormona rasta. Prvi govori kako grelin djeluje primarno na stanice hipofize, dok drugi sugerira kako djeluje na hipotalamus. Nakon intravenske injekcije grelina, hormon rasta vršak koncentracije doseže za otprilike 5 - 15 minuta, a ukoliko se n.vagus prekine, indukcija otpuštanja hormona rasta nakon injekcije grelina dramatično pada, što može govoriti u prilog tome da je v. vagus potreban za maksimalni stimulatorni učinak grelina (149, 150). Osim toga, za stimulaciju lučenja hormona rasta, važan je i sinergistički učinak GHRH (growth hormone releasing hormone, engl.) i grelina (151).
	Grelin je jedini signal gladi iz perifernih tkiva. Intravenska i subkutana injekcija grelina, jednako kao i periferno injiciran grelin, povećava unos hrane (152). Grelin hipotalamiču regiju aktivira indirektnim putevima, s obzirom da je prelazak perifernog grelina kroz krvno moždanu barijeru nizak. S obzirom da su receptori za grelin pronađeni na aferentnim neuronima vagusa u štakora, smatra se da grelin signale prenosi do mozga putem n.vagusa (149, 153). Dakle, grelin se luči primarno u želucu kao odgovor na glad i gladovanje, cirkulira u krvi i djeluje kao periferni signal, koji obavještava središnji živčani sustav putem n. vagusa da stimulira hranjenje.
	Intravenska primjena grelina dovodi do povećanja sekrecije želučane kiseline i stimulacije želučanog motiliteta (155). Osim što grelin ima ulogu u stimuliranju želučanog motiliteta, grelin stimulira i motilitet tankog i debelog crijeva i skraćuje tranzitno vrijeme kroz kolon (156-158).
	Studije su pokazale kako grelin ima brojne kardioprotektivne učinke: dovodi do smanjenja srednjeg arterijskog krvnog tlaka, povećava kontraktilitet miokarda, štiti endotelne stanice i poboljšava metabolizam stanica miokarda, poboljšava koronarni protok, srčanu frekvenciju, dilataciju perifernih krvnih žila i konstrikciju koronarnih arterija (159-163).
	Ima ulogu u regulaciji homeostaze glukoze djelovanjem na sekreciju inzulina ovisno o razinama glukoze u krvi (164-166).
	Grelin ima važnu ulogu u osteoklastogenezi – inhibira lokalno progenitorne stanice osteoklasta, ali sistemski stimulira osteoklastogenezu. Nasuprot grelinu, leptin ima suprotan učinak na metabolizam kostiju (167-169).
	Grelin sudjeluje u regulaciji skladištenja lipida u bijelom masnom tkivu. Potiče adipogenezu, povećava aktivnost enzima koji sudjeluju u skladištenju masti, povećava sadržaj triglicerida i smanjuje lipolizu (170-172).
	Prepoznata je i uloga grelina u imunološkom odgovoru i procesu (173, 174). Periferene mononuklearne stanice, monociti, neutrofili i B i T limfociti eksprimiraju GRLN-R, a T limfociti, B limfociti i neutrofili eksprimiraju grelin i njegove receptora. Di Giovangiulio i suradnici su dokazali protektivni učinak grelina u eksperimentalnom modelu kolitisa, utjecajem na T stanični odgovor (175). Grelin je potentan protuupalni medijator koji utječe na sniženje sekrecije proupalnih citokina (IL-6, TNFα, IL 1 β) i produkciju kemokina u endotelnim stanicama i aktiviranim monocitima inhibicijom aktivacije NF- κB. Povišene razine grelina mogu biti posljedica oštećenja tkiva jer crijevna upala i oštećenje stimuliraju endogenu proizvodnju grelina (176).
	Stimulira oslobađanje prolaktina iz laktotropnih stanica (177, 178).
	Grelin je također pronađen u hipotalamusu, i to u arkuatnom nukleusu hipotalamusa, regiji koja je uključena u regulaciju apetita (146). Oreksigeni učinci grelina posredovani su preko NPY/AgRP neurona. S druge strane, kako bi se suprimiralo otpuštanje anoreksigenih peptida, grelin inhibitorno djeluje na propiomelanokortin (POMC) neurone. Arkutane jezgre su također ciljano mjesto djelovanja leptina koji kompetitivno s grelinom djeluje na regulaciju hranjenja (154).
	1.5.4. Leptin
	Leptin (grčki leptós – mršav) je peptidni hormon od 16 kDa koji sadrži 167 aminokiselina, kloniran je 1994. (179). Gen za leptin lociran je na kromosomu 7. Proizvode ga uglavnom adipociti, a u manjim količinama i mliječne žlijezde, jajnici, skeletni mišići, želudac, hipofiza i limfoidno tkivo (180). Količina leptina koja se luči, proporcionalna je masi masnog tkiva, stoga njegove razine predstavljaju važan marker energetskih zaliha (181). Značajno je to da sekrecija leptina ima cirkadijalni ritam, odnosno da su vršne koncentracije leptina u plazmi noću približno 30 do 100 % veće od onih mjerenih ujutro ili rano popodne. Dakle, pri uzimanju uzoraka krvi za određivanje koncentracije leptina, potrebno je uzeti u obzir osim unosa hrane (niske razine u gladovanju, visoke kod unosa hrane) i cirkadijalni ritam (182). Sekrecija leptina ima i naznačen seksualni dimorfizam, pa su tako koncentracije leptina u žena s bilo kojom razinom adipoziteta više (183).
	Nekoliko faktora sudjeluje u regulaciji sekrecije leptina iz adipocita, pa tako njegovu sekreciju povećavaju primarno prekomjerni unos hrane i prekomjerne količine masnog tkiva ali i prehrana s visokim udjelom masti, glukokortikoidi, inzulin, estrogen, upalni citokini (TNF-α i IL-6; akutni učinak) te izlaganje hladnoći, a smanjuju primarno manji unos hrane i smanjene zalihe masnog tkiva, ali i povećana aktivnost simpatičkog živčanog sustava, hormoni štitnjače, androgeni te upalni citokini (uključivo TNF-α; kronični učinak) (184).
	Leptin je prevelik da bi pasivno prošao krvno moždanu barijeru pa se umjesto toga transportira reguliranim transportnim sustavom.
	Leptin djeluje tako da se veže na membranske receptore koji su eksprimirani u mnogim tkivima, dominantno u mozgu. Identificirano je 6 izoformi leptinskih receptora (LeptR1-f), koje se razlikuju po intracelularnoj domeni (185). Vezanjem leptina na receptore aktivira se nekoliko puteva, uključivo JAK-STAT3 koji je važan za regulaciju energetske homeostaze (186), te PI3K put koji je važan za reguliranje unosa hrane i homeostaze glukoze.
	Uloge leptina:

	Leptin ima ključnu ulogu u regulaciji unosa hrane. Leptin je signal sitosti, a pad koncentracije leptina u serumu dovodi do neurohumoralnih promjena i promjena u ponašanju, koje nastoje očuvati energetske rezerve za normalno funkcioniranje vitalnih funkcija, odnosno vitalnih organa – mozga, srca i jetre. Tijekom perioda gladovanja i nakon redukcije mase masnog tkiva, smanjenje razina leptina dovodi do redukcije ukupne energetske potrošnje (187). Najvažnija regija koja je odgovorna za učinke leptina na unos hrane je arkuatna jezgra hipotalamusa (ARH), gdje leptin djeluje na dvije populacije neurona, neurone koji koeksprimiraju proopiomelanokortni prohormon (POMC) i kokain i amfetamin regulirani transkript (CART). ARH POMC/CART neuroni se aktiviraju pod utjecajem leptina te inhibiraju unos hrane. Leptin ima djelovanje i na NPY/AgRP/GABA neurone.
	Osim što modulacijom unosa hrane utječe na energetsku ravnotežu, leptin ima učinke i na energetsku potrošnju tako što dovodi do promjena u autonomnom živčanom sustavu ali i utjecajem na neuroendokrine mehanizme. Dakle, leptin signaliranjem u regijama hipotalamusa modulira autonomnim živčanim sustavom i endokrinim osima, što dovodi do promjena u energetskoj potrošnji i termogenezi.
	Struktura leptina slična je strukturi citokina, pa ne čudi da leptin ima važnu ulogu u imunološkom sustavu. Njegove razine rastu tijekom infekcije, upale i izlaganja lipopolisaharidima (188). Istraživanja na animalnim modelima pokazuju kako sistemska upala uzrokovana lipopolisaharidima dovodi do povišenja cirkulirajućeg leptina (189, 190), a prije nego što koncentracija leptina dosegne vršnu razinu, dolazi do porasta razine TNF-α, koji i sam po sebi ima mogućnost povišenja cirkulirajućih razina leptina (190). Dokazano je kako su leptinski receptori eksprimirani na B i T limfocitima, što govori u prilog tome da leptin regulira B i T stanični odgovor (191). Njegova uloga u moduliranju imunološkog odgovora je posredovana i regulacijom hematopoeze i limfopoeze (192). Receptori leptina nalaze se i u neutrofilima, monocitima i limfocitima. Svojim djelovanjem leptin ima proupalni učinak, aktivirajući proupalne stanice, potičući T-pomoćnički odgovor i posredovajući proizvodnju drugih proupalnih citokina kao što su TNF-α, IL-2 i IL-6 (193).
	Leptin utječe na centralne termoregulatorne mehanime (194).
	Do sada objavljeni rezultati istraživanja ukazuju da leptin ima brojne učinke na kardiovaskularni sustav. Djelovanjem na autonomni živčani sustav sudjeluje u regulaciji krvnog tlaka (195). Također, leptin moguće djeluje i kao medijator ateroskleroze, promoviranjem regrutacije monocita u intimu arterija te indukcijom proupalnih citokina (196, 197).
	Leptin sudjeluje u regulaciji homeostaze glukoze, neovisno o unosu hrane, potrošnji energije i tjelesnoj težini (198).
	Leptin svojim djelovanjem na autonomni živčani sustav sudjeluje u moduliranju početka puberteta i reprodukciji (199).
	Rezistencija na leptin (oštećeno signaliranje) prisutna je u pretilosti, što dovodi do hiperleptinemije. Budući da se leptin ponaša kao proupalni adipokin, hiperleptinemija može doprinijeti kroničnom upalnom stanju u pretilosti. S druge strane, kronična upala može narušiti djelovanje leptina, dovodeći do rezistencije na leptin, tako što utječe na signaliranje leptinskih receptora. Rezistencija na leptin u hipotalamusu dovodi do oštećenja kontrole tjelesne težine što može dovesti do pretilosti (200). Koncentracije leptina u plazmi služe kao signal hipotalamusu što dovodi do anoreksije i povećane energetske potrošnje kad su zalihe masti prevelike. Tijekom upale, leptin može hipotalamusu lažno signalirati kako postoji povećana masa masnog tkiva i time potaknuti neadekvatan fiziološki odgovor.
	1.6. Liječenje upalnih bolesti crijeva
	Liječenje bolesnika s CD-om i UC-om ovisi o nekoliko čimbenika: lokalizaciji bolesti, aktivnosti i težini bolesti, ponašanju bolesti u slučaju CD, pridruženim bolestima, te o odgovoru na raniju terapiju. Danas je u literaturi prihvaćeno kako je optimalni terapijski cilj za postizanje kvalitete života i prevenciju progresije bolesti upravo postizanje takozvane duboke remisije bolesti, koja obuhvaća kliničku i bioemijsku remisiju te mukozno cijeljenje (70, 201).
	Lijekove u liječenju upalnih bolesti crijeva možemo podijeliti u dvije skupine: konvencionalne lijekove (gdje spadaju protuupalni i imunosupresivni lijekovi) i biološke lijekove. U ovom poglavlju će bit prikazane medikamentozne terapijske opcije za liječenje upalnih bolesti crijeva trenutno dostupne u Republici Hrvatskoj.

	1.6.1. Konvencionalna terapija
	1.6.1.1. Aminosalicilati
	5-aminosalicilati (5-ASA) imaju višestruke protuupalne učinke, uključivo inhibiciju ciklooksigenaze, lipoksigenaze, B stanica i nekoliko ključnih citokina, a osim toga blokiraju privlačenje neutrofila i mastocita. Nadalje, 5-aminosalicilati aktiviraju selektivni peroksisom proliferator aktivirani ligand gama (PPA- γ), nuklearni receptor koji kontrolira proliferaciju i apoptozu (202). 5-ASA se koriste u liječenju UC-a, gdje su se pokazali učinkovitima u indukciji i održavanju remisija (203). Iako u kliničkoj praksi liječenje bolesnika s CD-om aminosalicilatima nije u potpunosti napušteno, smjernice European Crohn Colitis Organisation (ECCO) preporučaju da se 5-aminosalicilati ne koriste u indukciji kao ni u održavanju remisije u bolesnika s CD-om (204).

	1.6.1.2. Glukokortikoidi
	Vezanjem za intracitoplazmatske glukokokortikoidne receptore koji se nalaze u većini stanica, glukokortikoidi aktiviraju glukokortikoid odgovorne elemente (glucocorticoid responsive elements, engl.) te rezultiraju širokim spektrom učinaka na imunološki sustav, uključivo inhibiciju nakupljanja i proliferacije limfocita, monocita i makrofaga, migraciju neutrofila na mjesta upale i smanjenje proizvodnje topivih upalnih medijatora, uključivo citokine, leukotriene i prostaglandine (205). Primarni mehanizam djelovanja glukokortikoida je upravo supresija proupalnih citokina, kao što su TNF-α i IL-1β. Osim toga glukokortikoidi imaju važnu ulogu u regulaciji diferencijacije T pomoćničkih stanica i produkciji interferona. U liječenju upalnih bolesti crijeva koriste se lokalno aktivni steroidi (kao što je budesonid) i sistemski glukokortikoidi. Sistemski glukokortikodi koriste se u indukciji remisije u srednje teškom i teškom UC-u. Lokalni glukokortikoidni pripravci u obliku klizmi učinkoviti su u liječenju aktivnog distalnog UC-a (203). Liječenje budesonidom indicirano je za indukciju kliničke remisije u bolesnika s aktivnom blagom i srednje teškom CD ograničenom na ileum i/ili ascedentni kolon. U bolesnika s aktivnom, srednje teškom do teškom CD sistemski steroidi se koriste za indukciju kliničkog odgovora i remisije (204).

	1.6.1.3. Azatioprin/6 merkaptopurin
	6-merkaptopurin i njegov prolijek azatioprin su analozi purina koji se konvertiraju u 6-tiogvanin nukleotid (6-TG), a aktivni metaboliti interferiraju sa sintezom nukleinskih kiselina te imaju antiproliferatine učinke na aktivirane limfocite te induciraju apoptozu (206, 207). U UC-u tiopurini su indicirani za održavanje remisije u steroid-ovisnom obliku UC-a, održavanju remisije s ranim ili čestim relapsima koji zahtijeva steroidnu terapiju, održavanju remisije nakon indukcije remisije ciklosporinom, takrolimusom ili intravenskim sterodima te u terapiji akutnog ili kroničnog refraktornog pouchitisa (upale zdjeličnog rezervoara – pouch, engl.) (203). Tiopurini se koriste kao terapija indukcije remisije u srednje teškoj do teškoj luminalnoj CD, za održavanje remisije u bolesnika sa steroid ovisnom CD, za cijeljenje kompleksnih perianalnih fistula, u postoperativnoj prevenciji relapsa, u kombinaciji s anti-TNF lijekovima u svrhu smanjenja imunogeničnosti (204).

	1.6.1.4. Metotreksat
	Metotreksat je analog folata i reverzibilni kompetitivni inhibitor dihidrofolat reduktaze (DHFR). Interferira sa sintezom DNA te ima brojne protuupalne učinke, uključivo smanjenje proizvodnje proupalnih citokina i apopotoze limfocita (208). Metotreksat se može koristiti za indukciju remisije kao terapijska opcija kod steroid ovisnih bolesnika sa srednje teškom do teškom CD kod kojih nisu moguće druge terapijske opcije (uključivo i kirurgiju). Za održavanje remisije u bolesnika sa steroid ovisnom CD, metotreksat može biti jedna od terapijskih opcija, i to primijenjen parenteralno (204). Međutim, s obzirom da danas imamo dostupan čitav niz drugih terapijskih opcija, njegova upotreba je uglavnom ograničena na davanje metotreksata u kombinaciji s anti-TNF lijekovima u svrhu smanjenja njihove imunogeničnosti.

	1.6.1.5. Ciklosporin
	Cikosporin je lipofilni peptid s brojnim protuupalnim učincima, uključivo inhibiciju i aktivaciju T pomoćničkih stanica (209). Ciklosporin se pokazao učinkovitim u liječenju teškog ulceroznog kolitisa, međutim kod nas se iznimno rijetko koristi u toj indikaciji (203).

	1.6.2. Biološka terapija
	1.6.2.1. Anti-TNF lijekovi
	Anti-TNF lijekovi uključuju infliksimab, adalimumab i golimumab. Infliksimab je kimeričko anti-TNF monoklonalno protutijelo, koje se u kombinaciji s azatioprinom pokazalo učinkovitim u održavanju remisije i CD i UC-a (210).
	Adalimumab je rekombinatno humano IgG1 monoklonalno protutijelo koje ima visoku specifičnost i afinitet za humani TNF-α.
	Golimumab je humano IgG1 monoklonalno protutijelo, a za razliku od infliksimaba i adalimumaba koji su indicirani i u UC-u i CD, golimumab je indiciran samo u ulceroznom kolitisu.
	U UC-u TNF inhibitori su indicirani u steroid refraktornom teškom kolitisu, steroid ovisnom aktivnom kolitisu, steroid refraktornoj bolesti i u imunomodulator refaktornoj bolesti (203). TNF inhibitori indicirani su u steroid refraktornoj i ovisnoj CD, imunomodulator refraktornoj, u teškoj aktivnoj bolesti s negativnim prognostičkim faktorima te u fistulizirajućoj bolesti (204).

	1.6.2.2. Vedolizumab
	Vedolizumab je selektivno IgG1 monoklonalno protutijelo usmjereno na integrin. Naime UBC karakteriziran je perzistentnim nakupljanjem velikog broja leukocita iz krvi u crijevnu sluznicu. Do nakupljanja limfocita u kroničnoj upali dolazi nakon interakcije površinskih molekula, zvanih integrini (α4β7) na T stanicama i tkivno specifičnih adhezijskih molekula zvani ligandi (MAdCAM-1) koji se nalaze na endotelnim venulama (211-213). Vedolizumab se koristi u indukciji i održavanju remisije bolesnika s UC i CD bolesti (203, 204).

	1.6.2.3. Ustekinumab
	Interleukini IL-12 p35-p40 i IL-23 p19-p40 su proupalni heterodimerni citokini koji dijele zajedničku p40 podjedinicu i induciraju T pomoćničke stanice Th1 i Th17 diferencijaciju, te tako dovode do T staničkog imunološkog odgovora. Navedene citokine eksprimiraju dendritičke stranice i makrofagi. Ustekinumab je humano IgG1 monoklonalno protutijelo protiv IL-12 i IL-23 zajedničke p40 podjedinice, koje utječe na smanjenje aktivacije T stanica. Ustekinumab se koristi u indukciji i održavanju remisije bolesnika s UC-om i CD-om (204, 214).

	1.6.2.4. Tofacitinib
	Janus kinaze (JAK1, JAK2, JAK3 i TYK2) su intracelularni signalni medijatori koji stupaju u interakciju s aktivatorima transkripcije (STAT - signal transducers and activators of transcription, engl.). JAK-STAT signalni put regulira transkripciju nekoliko gena i važan je za imunološke i hematopoetske stanice koje su uključene u rast, preživljavanje, razvoj i diferencijaciju različitih stanica. Upravo blokadom navedenog puta ne dolazi do transmisije ekstracelularnih kemijskih signala u intracelularnu jezgru, čime dolazi do smanjenja upale crijeva. Tofacitinib je mala molekula koja inhibira JAK1 i JAK3 te učinke brojnih proupalnih citokina, uključivo IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-12, IL-15, IL-21 i IFNγ. Lijek se pokazao učinkovitim u indukciji i održavanju remisije u srednje teškom i teškom UC-u (215).

	1.7. Nutritivni status bolesnika s upalnim bolestima crijeva
	Malnutricija je važna komplikacija upalnih bolesti crijeva, a značajno je veći problem kod CD-a, koja zbog mogućnosti zahvaćanja bilo kojeg dijela probavnog sustava češće ima izravan učinak na malapsorpciju. Prevencija malnutricije može iznositi od 23 % u izvanbolničkih bolesnika, pa čak do 85 % u bolesnika hospitaliziranih zbog egzacerbacije bolesti (216). Postojeći podaci govore kako malnutricija zahvaća velik broj bolesnika s upalnim bolestima crijeva, procjenjuje se 65 – 75 % bolesnika s CD-om i 18 – 62 % bolesnika s UC-om (217-220). Uzroci narušenog nutritivnog statusa su brojni, a uključuju suboptimalni energetski unos, malapsorpciju, gubitak nutrijenata kroz crijeva, povećanu bazalnu energetsku potrošnju i lijekove koji mogu utjecati na absorpciju mikronutrijenata i njihovo iskorištavanje.
	Međutim, opisana je i povezanost upalnih bolesti crijeva i pretilosti, a podaci govore kako ona može biti prisutna u čak do 32,7 % UBC bolesnika, i to 30,3 % bolesnika s Crohnovom bolesti i 35,2 % bolesnika s UC-om (221, 222).
	Sarkopenija je učestala u UBC populaciji, a definira se kao sindrom karakteriziran progresivnim i generaliziranim gubitkom skeletne mišićne mase i snage. Faktori koji dovode do sarkopenije su malnutricija, imobilizacija, smanjena sinteza proteina i povećana proteoliza (223).
	Kod bolesnika s upalnim bolestima crijeva česte su i deficijencije mikronutrijenata, prije svega željeza, kalcija, selena, cinka i magnezija. Deficijencije vitamina uključuju posebice B12, folnu kiselinu i vitamine topive u mastima: A, D i K (224).
	Procjena nutritivnog statusa u bolesnika s upalnim bolestima crijeva je nužna ne bi li se detektirala malnutricija i/ili sarkopenija i shodno tome započelo adekvatno zbrinjavanje. Za procjenu nutritivnog statusa koristimo nekoliko kvantitativnih i kvalitativnih metoda s obzirom da ne postoji jedinstveni laboratorijski marker ni instrument.
	Jedan od prvih koraka u rješavanju problema pothranjenosti je pravodobno prepoznavanje bolesnika koji su pothranjeni ili su u riziku od pothranjenosti. Sukladno preporuci ESPEN-a, za procjenu nutritivnog rizika koristi se validirani alat NRS 2002 (225).
	U procjeni sastava tijela potrebno je uzeti u obzir tjelesnu težinu, visinu, indeks tjelesne mase (ITM) i opseg pojedinih dijelova tijela (opseg nadlaktice, opseg struka). ITM manji od 18.5 kg/m2 se smatra malnutricijom dok osobe koje imaju ITM veći od 25 kg/m2 imaju prekomjernu tjelesnu težinu, a one s ITM većim od 30 kg/m2 smatramo pretilima.
	Konvencionalni indeksi, kao što je ITM, su se pokazali suboptimalnima u procjeni nutritivnog statusa. Metode koje nam omogućavaju procjenu mase masti i postotka tjelesne masti te ne-masne mase (lean mass, fat free mass, engl.) i indeksa nemasne mase, puno su bolji pokazatelji nutritivnog statusa.
	Zlatni standard za procjenu mišićne mase su DXA, CT i MRI, a kako se radi o metodama koje nisu široko dostupne u kliničkoj praksi, BIA se pokazala kao dobra alternativa denzitometriji.
	Bioelektrična impedancijska analiza je indirektna tehnika mjerenja sastava tijela, temeljena na 2 principa: rezistenciji i reaktanciji. Rezistencija je sposobnost biološke strukture da se suprotstavi prolazu električnog signala i ona je obrnuto proporcionalna sadržaju vode. Tako su nemasna tkiva dobri konduktori, dok su masno tkivo i kosti loši konduktori. Reaktancija se suprotstavlja električnoj sili i mjeri se na razini stanične membrane, pa tako masno tkivo ima nisku reaktanciju, dok nemasno ima visoku. Kombiniranom analizom ova dva parametra možemo izračunati fazni kut. U zdravih osoba normalne vrijednosti su između 6 i 8 stupnjeva, a u kataboličkim stanjima, primjerice u sarkopeniji, vrijednosti su niže od 6 (226). Metodom bioelektrične impedancije možemo izmjeriti distribuciju masnog tkiva i mišićne mase unutar tijela. Mišićna snaga može se mjeriti jednostavnom tehnikom pomoću dinamometra.

	2 HIPOTEZA
	Kod bolesnika s upalnim bolestima crijeva serumske koncentracije grelina, leptina i proupalnih citokina ovisne su o aktivnosti bolesti, nutritivnim statusom i različitim modalitetima terapije.

	3 CILJEVI ISTRAŽIVANJA
	Primarni cilj ovog istraživanja je odrediti serumske koncentracije grelina, leptina i proupalnih citokina (TNF-α, IL-6) kod bolesnika s upalnim bolestima crijeva te istražiti povezanost serumskih razina grelina, leptina i proupalnih citokina s aktivnosti bolesti i nutritivnim statusom.

	SPECIFIČNI CILJEVI:
	Istražiti postoji li razlika u serumskim razinama grelina, leptina i proupalnih citokina kod bolesnika koji primaju različite modalitete terapije.
	Istražiti postoji li razlika u serumskim razinama grelina, leptina i proupalnih citokina kod skupine bolesnika s Crohnovom bolesti u odnosu na skupinu bolesnika s ulceroznim kolitisom.
	Istražiti potencijalnu ulogu grelina, leptina i proupalnih citokina kao biomarkera za procjenu aktivnosti bolesti upalnih bolesti crijeva.
	4 ISPITANICI I METODE
	4.1. Ispitanici
	Istraživanje je provedeno u Zavodu za gastroenterologiju, Centru za kliničku prehranu i Kliničkom zavodu za laboratorijsku dijagnostiku KBC-a Zagreb. Istraživanje je provedeno u skladu s etičkim načelima i Deklaracijom iz Helsinkija iz 2000. godine. Istraživanje je odobrilo Etičko povjerenstvo Kliničkog bolničkog centra Zagreb i Etičko povjerenstvo Medicinskog fakulteta Sveučilišta u Zagrebu. Svi ispitanici su upoznati s protokolom i svrhom istraživanja, a prije uključivanja potpisali su obaviješteni pristanak za sudjelovanje u istraživanju. Ovo presječno istraživanje provedeno je na ukupno 153 odrasla bolesnika oboljelih od upalnih bolesti crijeva te na 29 odrasla ispitanika u kontrolnoj skupini, koja je uključivala zdrave dobrovoljce bez simptoma ili pozitivne obiteljske anamneze na upalnu bolest crijeva. Razdoblje istraživanja iznosilo je 4 godine (od siječnja 2017. do prosinca 2020. godine).
	Dijagnoza CD-a i UC-a temeljena je na opće prihvaćenim kliničkim, radiološkim, endoskopskim i histološkim kriterijima. U istraživanje su uključeni bolesnici s novootkrivenom upalnom bolesti crijeva koji još nisu počeli uzimati terapiju za upalnu bolest crijeva ili bolesnici koji se već liječe, ali pod uvjetom da u posljednja tri mjeseca kod bolesnika nije promijenjena vrsta terapije za upalnu bolest crijeva. Novootkriveni bolesnici su uključeni u trenutku postavljanja dijagnoze, a inicijalna terapija za dijagnosticiranu bolest nije odgađana zbog sudjelovanja u istraživanju. Isključujući kriteriji su dob < 18 ili > 75 godina, trudnoća, indeks tjelesne mase > 30 kg/m2, hiperlipidemija (ukupni kolesterol > 8.0 mmol/L, trigliceridi > 2.5 mmol/L), koronarna bolest, kronična opstruktivna plućna bolest, kronična bubrežna insuficijencija, maligne bolesti ili druge autoimune bolesti. Kontrolnu skupinu su činili zdravi dobrovoljci različitih dobnih skupina, kojima je izvađena krv za koncentraciju grelina, leptina, TNF-α i IL-6, laboratorijski parametri te su učinjena antropometrijska mjerenja i BIA. Zdravi dobrovoljci nisu bili podvrgnuti kolonoskopiji kao ni bilo kojoj invazivnoj pretrazi.

	4.2. Metode
	Ispitanicima su zabilježeni detaljni anamnestički podaci, učinjen klinički pregled i antropometrijska mjerenja (tjelesna visina, tjelesna masa, indeks tjelesne mase, dinamometrija šake, kožni nabor tricepsa, opseg struka) te BIA. Istovremeno je učinjen i nutritivni probir metodom NRS2002. Ispitanicima je krv jednokratno izvađena iz kubitalne vene natašte (10 ml), u jutarnjim satima (od 7:00 do 09:00 h) te uzet urin za mikroskopski pregled sedimenta. Uzorkovanje krvi, antropometrijska mjerenja i BIA kod bolesnika koji su tog dana imali predviđenu aplikaciju biološke terapije, učinjeni su prije same aplikacije terapije. Bolesnici su dobili posudice za prikupljanje stolice koju su naknadno donijeli u Zavod.
	Laboratorijske pretrage učinjene istog dana vađenja krvi su: sedimentacija eritrocita, hemoglobin, hematokrit, srednji volumen eritrocita (MCV), eritrociti, leukociti (postotak neutrofila i limfocita) i trombociti, protrombinsko vrijeme, aktivirano parcijalno tromboplastinsko vrijeme, d-dimeri, fibrinogen, glukoza u krvi (GUK), lipidogram (ukupni kolesterol, kolesterol vezan uz lipoprotein niske gustoće (eng. low-density lipoprotein cholesterol, LDL), kolesterol vezan uz lipoprotein visoke gustoće (eng. high-density lipoprotein cholesterol, HDL) i trigliceridi), elektroliti (natrij, kalcij ukupni i ionizirani, fosfat, magnezij), željezo (Unsaturated Iron Binding Capacity, nezasićeni kapacitet vezanja željeza - UIBC i Total Iron Binding Capacity - ukupni kapacitet vezanja željeza - TIBC), feritin, parametri bubrežne funkcije (ureja, kreatinin), jetreni enzimi (bilirubin, alkalna fosfataza (AP), alanin aminotransferaza (ALT), aspartat aminotransferaza (AST), gama-glutamiltransferaza (GGT)), ukupni proteini i albumin te vitamini (vitamin B12, folna kiselina, 25hidroksi vitamin D3). Iz stolice je analiziran fekalni kalprotektin. Dio seruma svih ispitanika pohranjen je u Kliničkom zavodu za laboratorijsku medicinu na -70 ºC. Nakon što su prikupljeni uzorci svih ispitanika, iz pohranjenih seruma analizirane su razine grelina, leptina, IL-6, TNF-α.
	Analizom zabilježenih anamnestičkih podataka i uvidom u medicinsku dokumentaciju utvrđena je trenutna terapija koju bolesnici primaju za liječenje upalnih bolesti crijeva (aminosalicilati, glukokortikoidi, imunosupresivi, biološka terapija) te eventualni suplementi (preparati željeza, vitamin B12, folna kiselina, kolekalciferol).
	Temeljem Montrealske klasifikacije, ispitanici s CD-om stratificirani su i prema dobi pri dijagnozi, lokalizaciji i ponašanju bolesti. Na temelju lokalizacije bolesti stratificirani su u jednu od četiri skupine: L1 - bolest zahvaća terminalni ileum, L2 - bolest zahvaća kolon, L3 - bolest zahvaća i terminalni ileum i kolon te L4 - izolirana zahvaćenost gornjeg probavnog trakta. Na temelju ponašanja bolesti stratificirani su u jednu od 3 skupine: B1 - bolest inflamatornog fenotipa, B2 - bolest strukturirajućeg fenotipa, B3 - penetrantni fenotip bolesti, pri čemu je u sve tri skupine moguća prisutnost perianalne bolesti. Ispitanici s UC-om podijeljeni su po dobi pri dijagnozi i lokalizaciji bolesti. Na temelju lokalizacije bolesti stratificirani su u 3 skupine: L1 - ograničena na rektum, L2 - bolest ograničena na lijevi kolon (upalne promjene se ne nalaze prokismalno od lijenalne fleksure kolona), L3 - ukoliko je bolest proksimalno od lijenalne fleksure. Također su utvrđeni i komorbiditeti te eventualni kirurški zahvati vezani za upalnu bolest crijeva. Temeljem prikupljenih kliničkih i anamnestičkih podataka, vrijednosti hematokrita, ispitanicima je određena aktivnost bolesti u trenutku provođenja istraživanja upotrebom Harvey Bradshaw indeksa i CDAI za ispitanike s CD-om, odnosno Trulove Wittsovih kriterija i PMS za bolesnike s UC-om.
	Iz medicinske dokumentacije bolesnika kod kojih je endoskopski pregled učinjen tri mjeseca prije ili nakon uključivanja u istraživanje, utvrđena je endoskopska aktivnost bolesti upotrebom SES-CD u bolesnika s CD-om, odnosno MES u bolesnika s UC-om.

	4.2.1. Standardne laboratorijske pretrage
	Sve laboratorijske pretrage izvršene su u Kliničkom zavodu za laboratorijsku dijagnostiku Kliničkog bolničkog centra Zagreb. Kompletna krvna slika sa svim pripadajućim parametrima (broj eritrocita, leukocita i trombocita, koncentracija hemoglobina te postotak neutrofila i limfocita) određena je koristeći lasersku tehnologiju rasipanja svjetlosti (uređaj Sysmex XE 5000). Svi biokemijski parametri u nastavku analizirani su iz seruma na uređaju Cobas c 501, Roche. Elektroliti: kalij i natrij indirektnom potenciometrijom, zatim ukupni kalcij fotometrijom s NMBAPTA i anorganski fosfat UV fotometrijom s amonij-molibdatom. Fotometrijskom metodom s ferozinom određeni su serumsko željezo i UIBC, feritin metodom imunotuborbidimetrije, ukupni protein fotometrijskom metodom s biuret reagensom bez slijepe probe, a albumin fotometrijskom metodom bromkrezol zelenilom (BCG). Aktivnosti enzima određene su preporučenim IFCC metodama na 37 °C: ALT (UV fotometrija s TRIS puferom, L-alaninom, α- 40 ketoglutaratom i piridoksal fosfatom), AST (UV fotometrija s TRIS puferom L-aspartatom αketoglutaratom i piridoksal fosfatom), ALP („kontinuirana” fotometrija s p-nitrofenilfosfatom) te GGT („kontinuirana“ fotometrija s L-gama-glutamil-karboksi-p-nitroanilid uz glicilglicin). Koncentracije analita također su određene preporučenim metodama: glukoza UV fotometrijom s heksokinazom, ukupni bilirubin (fotometrija s 3,5 diklorfenil-diazonium-tetrafluoroboratom), ureja fotometrijom s ureazom i glutamat dehidrogenazom, kreatinin fotometrijom s kreatininazom, urati (fotometrija s urikazom uz askorbat-oksidazu), trigliceridi fotometrijom s glicerolfosfatoksidazom (GPO-PAP) i ukupni kolesterol fotometrijom s kolesterol-oksidazom (CHOD-PAP), HDL/LDL homogenom enzimskom kolorimetrijskom metodom. Na istom uređaju ili Cobas 6000cee, Roche imunoturbidimetrijskim metodama određene su koncentracije CRP. Modificiranom Claussovom metodom s multifibrenom određena je koncentracija fibrinogena u citratnoj plazmi na uređaju Siemens BCSxp. Na istom uređaju, optičkom koagulometrijom određeni su PV i APTV. D dimeri određeni su imunokemijskom metodom (Enzyme Linked Fluorescent Assay - ELFA princip) na uređaju Biomerieux Mini Vidas. Vitamin B12, folna kiselina i 25-OH-vitaminD3 određeni su imunokemijskom metodom (electrochemiluminescence immunoassay - ECLIA princip) na Roche Cobas E601 uređaju. Fekalni kalprotektin određen je na RocheCobas C501 uređaju metodom imunoturbidimetrije koristeći Buhlmann fCAL reagens.

	4.2.2. Imunoenzimske metode (ELISA)
	4.2.3. Metode procjene nutritivnog statusa
	Za probir nutritivnog rizika korišten je alat NRS 2002. Pozitivan odgovor na bilo koje od pitanja inicijalnog probira (ITM <20,5 kg/m2, gubitak težine u posljednja 3 mjeseca, smanjeni unos hrane posljednjeg tjedna i težina bolesti) upućuje ispitivača na završni probir u kojem se procjenjuje odstupanje u nutritivnom status i težina bolesti. Osobama životne dobi > 70 godina dodaje se još jedan bod. Ukupan broj ≥ 3 znači ustanovljen nutritivni rizik i potrebu nutritivne potpore.
	Tjelesna visina je mjerena portabilnim stadiometrom (Seca 220, Njemačka).
	Sastav tijela određivan je pomoću TANITA vage (model TANITA body composition analyser, BC-420MA), koja se temelji na bioelektričnoj analizi impedancije. Bolesnici su mjereni nakon što su ispraznili mokraćni mjehur, natašte, u laganoj odjeći u stajaćem položaju, bez obuće. Za analizu su uneseni podaci o ispitanikovoj dobi, spolu i tjelesnoj visini te približna težina odjeće na ispitaniku. Za svako mjerenje unesen je i podatak o fizičkoj spremnosti ispitanika (odabir između standardnog i atletskog tipa). Mjerenjem TANITA vagom dobiveni su sljedeći podaci: tjelesna težina (TT, kg), udio masnog tkiva (fat, %), masa masnog tkiva (FM-fat mass, kg), masa nemasnog tkiva (FFM - fat-free mass, %), mišićna masa (MM - muscle mass, kg), masa vode u organizmu (TBW - total body water, kg), udio vode u organizmu (TBW - total body water, %), masa kosti (BM - bone mass, kg), bazalni metabolizam (BMR - basal metabolic rate, kJ i kcal), metabolička dob, udio visceralne masti (VFR - visceral fat rate), ITM te bioelektrična impedancija. Postotak masti se odnosi na udio masti u cijeloj tjelesnoj težini. FFM predstavlja zbroj mase mišića, kosti, tkiva i vode. TBW uključuje ukupnu količinu tekućine u ispitanikovom tijelu. BMR nam otkriva kolike su minimalne energetske potrebe u mirovanju za tjelesne funkcije. Skeletna mišićna masa (SMM - skeletal muscle mass, kg) dobivena je računski iz formule SMM = [(TV2/𝑅×0.401)+(spol×3.825)+(dob×−0.071)] + 5.102; pri čemu je TV tjelesna visina izražena u centimetrima, a R je bioelektrična impedancija u omima, muški spol je 1, a ženski spol 0, dob je izražena u godinama.
	Opseg struka i opseg nadlaktice (MUAC - middle upper arm circumference, engl.) mjereni su centimetarskom trakom. Opseg nadlaktice mjeren je na lijevoj nadlaktici, na njenom najširem dijelu. Opseg struka mjerio se na polovici udaljenosti između pupka i rebrenih lukova. Kožni nabor nadlaktice mjeren je kaliperom kao uzdužni nabor na stražnjoj strani nadlaktice (iznad m. triceps brachii) na polovici udaljenosti između akromiona i oleokranona. Učinjena su tri uzastopna mjerenja, a za analizu je uzeta središnja od izmjerenih vrijednosti.
	Za procjenu mišićne snage korišten je dinamometar. Test je izveden u sjedećem položaju, s nadlakticom paralelnom s trupom i kutom između nadlaktice i podlaktice od 90º. Testirana je prvo nedominantna ruka, zatim dominantna ruka, a potom su mjerenja ponovljena na svakoj ruci još dva puta, s pauzom od oko 10 sekundi. Za analizu je uzeta središnja od izmjerenih vrijednosti za pojedinu ruku.
	Sva mjerenja vršio je educirani član Centra za kliničku prehranu.
	4.3. Statistička obrada podataka
	Normalnost kontinuiranih varijabli ispitana je Kolmogorov-Smirnovljevim testom. Kontinuirane varijable opisane su aritmetičkom sredinom, standardnom devijacijom, medijanom te interkvartilnim rasponom.
	Distribucija kategorijskih varijabli prikazana je frekvencijskim tablicama koje sadržavaju raspodjelu učestalosti po skupinama i udio za svaku pojedinu skupinu (postotak).
	Jednakosti varijance 2 ili više kontinuiranih varijabli provedena je Leveneovim testom.
	Za utvrđivanje razlika u parametrijskim varijablama između 2 nezavisna uzorka upotrebljavan je Studentov t-test, dok se za neparametrijske varijable (odstupanje raspodjele od normalne) koristio Mann-Whitneyev U-test. Za utvrđivanje razlika u kontinuiranim varijablama između 3 ili više nezavisnih uzoraka korištena je ANOVA za parametrijsku, te Kruskal-Wallis ili Kolmogorov-Smirnov test za neparametrijsku raščlambu (ovisno o homogenosti varijance).
	Za utvrđivanje razlika u kategorijskim varijablama među proporcijama između dva nezavisna uzorka upotrebljavan je se Fisherov egzaktni test, a između više od 2 nezavisna uzorka Pearsonov χ2.
	Za utvrđivanje povezanosti između numeričkih varijabli korišten je Pearsonov koeficijent korelacije za parametrijske varijable, te Spearmanov koeficijent korelacije za neparametrijske varijable.
	Za utvrđivanje veze aktivnosti bolesti te grelina, leptina te upalnih citokinina korištena je logistička regresija.
	Statistička značajnost je prihvaćena uz p < 0,05. Za statističku analizu bio je korišten statistički program SAS.

	5 REZULTATI
	5.1. Kliničko-laboratorijski pokazatelji ispitanika
	U istraživanje je uključeno ukupno 153 odraslih bolesnika (64 žena i 89 muškarca) s upalnom bolesti crijeva, 98 bolesnika s CD-om i 55 bolesnika s UC-om. U kontrolnu skupinu uključeno je 29 odraslih ispitanika. U tablici 1 su prikazana osnovna demografska i klinička obilježja skupine bolesnika s upalnim bolestima crijeva.
	Srednja dob ispitanika bila je 36,86 godina (s rasponom između 17 i 70 godina) u skupini UBC bolesnika te 40,34 godina (s rasponom između 29 i 56 godina) u skupini zdravih dobrovoljaca. Ispitanici s CD-om imali su prosječnu dob od 36,58 godina, a prosječna dob ispitanika s UC-om je 37,34 godine.
	Prosječno trajanje bolesti u bolesnika s CD-om je 11,33 što je značajno više u usporedbi s trajanjem bolesti od 7,73 godine u ispitanika s UC-om (p = 0,01).
	Prema lokalizaciji bolesti CD: 17,71 % je imalo zahvaćen terminalni ileum (L1), 12,50 % kolon (L2), 64,58 % ileokolon a 5,21 % gornji probavni trakt (L4). Prema ponašanju bolesti 37,50 % je imalo luminalni tip (B1), 41,67 % stenozirajući fenotip (B2), 19,79 % penetrirajući fenotip (B3). Prema lokalizaciji UC-a: 4 % bolesnika je imalo proktitis (E1), 30 % ljevostrani kolitis (E2) a 66 % pankolitis (E3).
	Ukupno 64,29 % ispitanika s CD-om u trenutku mjerenja primalo je biološku terapiju, 35,71 % imunomodulatore, a 2,04 % glukokortikoide. Veći dio bolesnika s UC-om liječen je glukokortikoidima (16,36 %) u odnosu na bolesnike s CD-om (p = 0.002). Ukupno 50,91 % bolesnika s UC-om u trenutku mjerenja primalo je biološku terapiju, 29,09 % imunomodulatore. 60 % bolesnika s UC-om u terapiji je imalo aminosalicilate, što je statistički značajno više nego kod bolesnika s CD-om (33,67 %, p = 0,002).
	Tablica 1. Osnovni demografski i klinički podaci ispitanika
	Parametar
	Crohnova bolest
	n = 98
	Ulcerozni kolitis
	n = 55
	Kontrolna skupina
	n = 29
	p
	Dob (godine); srednja vrijednost
	Median (IQR)
	36,58
	36 (17)
	37,34
	36 (24)
	40,34
	40 (13)
	0,30
	Spol: Ž
	M
	41 (41,84 %)
	57 (58,16 %)
	23 (41,82 %)
	32 (58,18 %)
	25 (86,21 %)
	4 (13,79 %
	<0,0001*
	Trajanje bolesti; srednja vrijednost
	Medijan (IQR)
	11,33
	9,5 (12)
	7,73
	6 (8)
	0,01*
	Aktivni pušači
	18 (18,37 %)
	5 (9,09 %)
	5 (17,24 %)
	0,29
	UBC operacija
	48 (48,98 %)
	6 (10,91 %)
	<0,0001*

	Terapija
	Bez terapije
	Aminosalicilati
	Glukokortikoidi
	Imunomodulator
	Biološka terapija
	Infliksimab
	Adalimumab
	Golimumab
	Vedolizumab
	Ustekinumab
	12 (12,24 %)
	33 (33,67 %)
	2 (2,04 %)
	35 (35,71 %)
	63 (64,29 %)
	35 (35,71 %)
	23 (23,47 %)
	0 (0,00 %)
	2 (2,04 %)
	3 (3,06 %)
	7 (12,73 %)
	33 (60,00 %)
	9 (16,36 %)
	16 (29,09 %)
	28 (50,91 %)
	18 (32,73 %)
	1 (1,85 %)
	7 (12,96 %)
	2 (3,70 %)
	0 (0,00 %)
	1,0
	0,002*
	0,002*
	0,48
	0,12
	0,73
	0,0003*
	0,0005*
	0,62
	0,55

	Dob pri dijagnozi (Montreal)
	A1 (< 16 godina)
	A2 (17 i 40 godina)
	A3 (> 40 godina)
	22 (22,92 %)
	71 (73,96 %)
	3 (3,13 %)
	11 (22,00 %)
	31 (62,00 %)
	8 (16,00 %)
	0,03*

	Lokalizacija bolesti CB (Montreal)
	L1 (ileum)
	L2 (kolon)
	L3 (ileokolon)
	L4 (gornji probavni trakt)
	17 (17,71 %)
	12 (12,50 %)
	62 (64,58 %)
	5 (5,21 %)

	Ponašanje bolesti CB (Montreal)
	B1 (luminalni)
	B2 (stenozirajući)
	B3 (penetrirajući)
	P perianalna bolest
	36 (37,50 %)
	40 (41,67 %)
	19 (19,79 %)
	1 (1,04 %)
	Lokalizacija bolesti UC (Montreal)
	E1 (proktitis)
	E2 (ljevostrani kolitis)
	E3 (pankolitis)
	2 (4,00 %)
	15 (30,00 %)
	33 (66,00 %)
	Težina bolesti UC (Montreal)
	S1 (blaga)
	S2 (srednje teška)
	S3 (teška)
	19 (38,78 %)
	24 (48,98 %)
	6 (12,24 %)
	*p < 0.05

	U tablici 2 bolesnici su stratificirani prema kliničkoj i endoskopskoj aktivnosti bolesti te su navedene prosječne vrijednosti najvažnijih laboratorijskih parametara.
	Prema kliničkim bodovnim sustavima 15,47 % (HBI), odnosno 16,5 % (CDAI) bolesnika s CD-om je imalo aktivnu bolest. Klinički aktivnu bolest prema Partial Mayo scoreu je imalo 55,1 % bolesnika, odnosno prema TW kriterijima 77, 54 % bolesnika s UC-om.
	Nalaze učinjene endoskopske pretrage unutar 3 mjeseca od prikupljanja seruma za istraživanje imalo je 73 (47,71 %) bolesnika. Endoskopska aktivnost bolesti zabilježena je na temelju pisanih endoskopskih nalaza gastroenterologa KBC-a Zagreb koji su učinili endoskopsku pretragu. Korišteni su validirani endoskopski indeksi, SES-CD za CD i MES za UC. Endoskopski aktivnu bolest (prema SES-CD) među bolesnicima koji su imali dostupne nalaze endoskopskih pretraga, imalo je 48 % ispitanika s CD-om, dok je 80,56 % bolesnika s UC-om imalo endoskopsku aktivnost (prema MES-u).

	Tablica 2. Klinička, biokemijska i endoskopska aktivnost bolesti
	Parametar
	Crohnova bolest
	n = 98
	Ulcerozni kolitis
	n = 55
	p
	Klinički
	HBI

	Remisija
	Blaga bolest
	Umjerena bolest
	Teška bolest
	CDAI
	Remisija
	Blaga bolest
	Umjerena bolest
	Teška bolest
	82 (79,61 %)
	8 (8,25 %)
	7 (7,22 %)
	0 (0,00 %)
	81 (83,51 %)
	9 (9,28 %)
	6 (6,19 %)
	1 (1,03 %)

	Truelove i Witts kriteriji
	Remisija
	Blagi kolitis
	Umjereni kolitis
	Teški kolitis

	Partial Mayo Score
	Remisija
	Blagi kolitis
	Umjereni kolitis
	Teški kolitis
	11 (22,45 %)
	16 (32,65 %)
	17 (34,69 %)
	5 (10,20 %)
	22 (44,90 %)
	13 (26,53 %)
	11 (22,45 %)
	3 (6,12 %)
	Biokemijski
	Hemoglobin (mmol/l) param
	HGB
	CRP non-param
	CRP
	SE (mm/h) non-param
	SE
	Leukociti (x109/l) param
	Leukociti
	Trombociti (x109/l) param
	TRC
	Fekalni kalprotektin (μg/g) non-param
	KALPROTEKTIN
	137,20
	140 (24)
	6,11
	1,8 (3,8)
	17,97
	11 (16)
	7,22
	6,9 (2,8)
	302,32
	294 (127)
	227,05
	117 (306)
	132,83
	131,5 (26)
	15,03
	3,5 (8,7)
	21,57
	19 (28)
	7,52
	6,9 (3,9)
	307,84
	293 (129)
	574,36
	288 (875)
	0,16
	0,047*
	0,37
	0,46
	0,72
	0,002*
	Endoskopski
	Kategorije
	SES-CD (25)
	MES (36)
	0 (remisija)
	1 (blaga bolest)
	2 (srednje teška bolest)
	3 (teška bolest)
	13 (52 %)
	5 (20 %)
	5 (20 %)
	2 (8 %)
	7 (19,44 %)
	14 (38,89 %)
	6 (16,67 %)
	9 (25,00 %)

	HBI - Harwey Bradshaw index, CDAI - Crohns’s disease activity index, HGB - hemoglobin, CRP - C-reaktivni protein, SE - sedimentacija eritrocita, SES-CD - Simple Endoscopic Score for Crohn’s disease, MES - Mayo Endoscopic Score; *p < 0.05
	Prosječne vrijednosti laboratorijskih nalaza bile su unutar referentnih vrijednosti osim vrijednosti sedimentacije, C-reaktivnog proteina i fekalnog kalprotektina koje su povišene, u CD-u i UC-u, 25-hidroksi vitamina D koji je snižen i u CD-u i UC-u te vrijednosti D-dimera koje su povišene u UC-u (Tablica 3).

	Tablica 3: Laboratorijski nalazi ispitanika
	Parametar
	Crohnova bolest
	Ulcerozni kolitis
	p
	Kontrolna skupina
	p
	Srednja vrijednost ± SD
	Medijan (IQR)
	KS test
	Srednja vrijednost ± SD
	Medijan (IQR)
	KS test
	Srednja vrijednost ± SD
	Medijan (IQR)
	KS test
	SE
	mm/h
	17,97 ± 18,12
	11 (16)
	<0,01
	21,57 ± 19,95
	19 (28)
	<0,01
	0,36
	9,74 ± 7,39
	7 (11)
	0,14
	0,08
	CRP
	mg/L
	6,11 ± 13,32
	1,8 (3,8)
	<0,01
	15,03 ± 32,03
	3,5 (8,7)
	<0,01
	0,046*
	4,73 ± 16,79
	0,8 (3,1)
	<0,01
	0,003*
	Eritrociti x1012/L
	4,80 ± 0,58
	4,89 (0,8)
	>0,15
	4,60 ± 0,55
	4,64 (0,72)
	>0,15
	0,03*
	4,70 ± 0,44
	4,69 (0,75)
	>0,15
	0,08
	Hgb
	g/L
	135,81 ± 22,28
	140,00 (24,0)
	0,02
	130,44 ± 25,96
	131,00 (26,00)
	<0,01
	0,15
	137,25 ± 15,70
	135,00 (19,00)
	>0,15
	0,31
	MCV
	86,32 ± 6,03
	86,25 (7,7)
	>0,15
	86,88 ± 6,54
	87,00 (7,0)
	0,02
	0,33
	86,63 ± 4,68
	85,55 (5,05)
	>0,15
	0,43
	Leukociti x109/L
	7,22 ± 2,31
	6,9 (2,8)
	0,09
	7,52 ± 2,64
	6,9 (3,9)
	>0,15
	0,46
	6,97 ± 1,77
	6,5 (2,6)
	0,04
	0,79
	Trc
	x109/L
	302,32 ± 94,82
	294,0 (127,0)
	0,14
	307,84 ± 88,32
	293,0 (129,0)
	>0,15
	0,72
	260,09 ± 72,29
	274,5 (55,0)
	0,12
	0,06
	Fibrinogen
	g/L
	3,63 ± 1,13
	3,6 (1,2)
	<0,01
	3,64 ± 1,34
	3,65 (1,7)
	>0,15
	0,95
	3,07 ± 0,71
	2,7 (0,8)
	<0,01
	0,01*
	D-dimeri mg/L
	0,35 ± 0,40
	0,24 (0,18)
	<0,01
	0,75 ± 1,26
	0,34 (0,51)
	<0,01
	0,002*
	0,35 ± 0,39
	0,27 (0,14)
	<0,01
	0,007*
	Glukoza mmol/L
	4,70 ± 0,66
	4,6 (0,7)
	<0,01
	4,94 ± 1,02
	4,7 (1,0)
	0,01
	0,22
	4,65 ± 0,39
	4,65 (0,4)
	0,06
	0,44
	Bilirubin μmol/L
	10,15 ± 6,88
	9,0 (6,0)
	<0,01
	9,38 ± 5,29
	8,0 (5,0)
	<0,01
	0,63
	10,63 ± 8,07
	10,0 (6,0)
	<0,01
	0,69
	ALP
	U/L
	83,10 ± 68,47
	69,00 (30,00)
	<0,01
	77,42 ± 40,25
	70,00 (24,00)
	<0,01
	0,58
	58,86 ± 16,32
	59,50 (23,00)
	>0,15
	0,009*
	AST
	U/L
	28,18 ± 16,42
	23,0 (11,0)
	<0,01
	23,13 ± 11,11
	21,0 (10,0)
	<0,01
	0,02*
	21,75 ± 6,71
	20,5 (6,0)
	0,02
	0,01*
	ALT
	U/L
	32,05 ± 37,84
	21,5 (18,0)
	<0,01
	21,47 ± 9,68
	19,0 (13,0)
	0,02
	0,13
	21,82 ± 14,81
	19,5 (10,5)
	<0,01
	0,22
	GGT
	U/L
	35,56 ± 54,83
	19,0 (20,0)
	<0,01
	39,91 ± 70,94
	18,0 (32,0)
	<0,01
	0,83
	15,68 ± 8,67
	13,5 (5,5)
	<0,01
	0,03*
	Ureja mmol/L
	4,68 ± 1,86
	4,4 (1,6)
	<0,01
	4,77 ± 1,80
	4,7 (2,6)
	>0,15
	0,40
	4,75 ± 1,22
	4,7 (1,9)
	>0,15
	0,60
	Kreatinin μmol/L
	76,03 ± 49,66
	72,0 (21,0)
	<0,01
	75,65 ± 16,10
	73,0 (23,0)
	0,10
	0,37
	70,86 ± 12,52
	68,5 (12,0)
	0,02
	0,45
	Kolesterol mmol/L
	4,07 ± 1,00
	3,8 (1,2)
	<0,01
	4,34 ± 1,13
	4,35 (1,6)
	>0,15
	0,16
	5,04 ± 0,90
	4,9 (1,15)
	>0,15
	<0,0001*
	Tg
	mmol/L
	1,33 ± 0,76
	1,13 (0,95)
	<0,01
	1,06 ± 0,59
	0,98 (0,56)
	<0,01
	0,03*
	0,97 ± 0,54
	0,78 (0,70)
	<0,01
	0,01*
	HDL
	mmol/L
	1,44 ± 0,41
	1,42 (0,5)
	0,06
	1,45 ± 0,45
	1,43 (0,55)
	0,13
	0,89
	1,57 ± 0,32
	1,63 (0,49)
	>0,15
	0,34
	LDL
	mmol/L
	2,00 ± 0,88
	1,8 (1,01)
	0,02
	2,42 ± 0,91
	2,3 (1,35)
	>0,15
	0,01*
	3,03 ± 0,84
	2,82 (0,77)
	0,06
	<0,0001*
	Parametar
	Crohnova bolest
	Ulcerozni kolitis
	p
	Kontrolna skupina
	p
	Srednja vrijednost ± SD
	Medijan (IQR)
	KS test
	Srednja vrijednost ± SD
	Medijan (IQR)
	KS test
	Srednja vrijednost ± SD
	Medijan (IQR)
	KS test
	Kalij
	mmol/L
	4,29 ± 0,37
	4,3 (0,4)
	0,13
	4,26 ± 0,33
	4,2 (0,5)
	>0.15
	0,61
	4,38 ± 0,33
	4,3 (0,35)
	>0,15
	0,35
	Natrij
	mmol/L
	140,57 ± 2,69
	141,0 (3,0)
	<0,01
	140,48 ± 2,31
	140,0 (3,0)
	0,02
	0,74
	140,46 ± 2,87
	140,0 (4,5)
	>0,15
	0,90
	Fosfati mmol/L
	1,07 ± 0,21
	1,06 (0,22)
	0,12
	1,11 ± 0,20
	1,09 (0,23)
	>0,15
	0,19
	1,07 ± 0,19
	1,05 (0,2)
	>0,15
	0,39
	Magnezij mmol/L
	0,82 ± 0,08
	0,83 (0,08)
	<0,01
	0,83 ± 0,07
	0,83 (0,09)
	>0,15
	0,65
	0,86 ± 0,05
	0,86 (0,09)
	>0,15
	0,06
	Željezo µmol/L
	13,64 ± 7,45
	12,0 (10,0)
	<0,01
	12,53 ± 8,36
	10,0 (10,0)
	0,03
	0,21
	15,63 ± 7,62
	15,0 (10,0)
	>0,15
	0,11
	UIBC µmol/L
	48,84 ± 13,78
	47,5 (17,0)
	<0,01
	41,61 ± 14,56
	39,0 (21,0)
	0,07
	0,01*
	39,19 ± 12,49
	37,0 (17,0)
	0,14
	0,0008*
	TIBC µmol/L
	62,36 ± 11,37
	61,0 (14,0)
	0,03
	55,47 ± 11,98
	55,0 (18,0)
	>0,15
	0,003*
	55,93 ± 8,33
	55,0 (11,0)
	0,07
	0,002*
	Feritin µg/L
	78,74 ± 96,20
	37,25 (99,70)
	<0,01
	83,60 ± 131,23
	33,2 (70,9)
	<0,01
	0,66
	78,07 ± 95,67
	41,3 (71,9)
	<0,01
	0,72
	Albumin
	g/L
	44,23 ± 5,89
	44,9 (5,0)
	<0,01
	42,92 ± 5,66
	43,6 (8,1)
	>0,15
	0,15
	46,97 ± 3,43
	46,25 (4,0)
	>0,15
	0,01*
	Proteini
	g/L
	72,85 ± 5,11
	73,0 (7,0)
	0,12
	71,67 ± 5,94
	72,0 (9,5)
	>0,15
	0,33
	71,44 ± 4,31
	71,0 (5,0)
	>0,15
	0,28
	vitaminD
	nmol/L
	44,45 ± 23,78
	38,00 (28,00)
	<0,01
	51,09 ± 16,13
	50,00 (21,00)
	>0,15
	0,006*
	72,81 ± 30,84
	72,00 (50,00)
	>0,15
	<0,0001*
	Vitamin B12
	nmol/L
	260,67 ± 167,78
	229,0 (163,0)
	<0,01
	313,40 ± 145,67
	278,0 (132,0)
	0,01
	0,01*
	344,30 ± 147,03
	338,0 (180)
	>0,15
	0,001*
	Folna kiselina
	nmol/L
	25,72 ± 15,29
	18,7 (32,5)
	<0,01
	26,59 ± 13,97
	25,5 (29,0)
	0,02
	0,79
	18,36 ± 10,37
	15,6 (10,9)
	<0,01
	0,08

	Hgb – hemoglobin, Trc – trombociti, CRP - C-reaktivni protein, SE - sedimentacija eritrocita, MCV- prosječni volumen eritrocita, AST -aspartat-aminotranferaza, ALT - alanin-aminotransferaza, GGT - gama-glutamiltrasnferaza, Tg – trigliceridi, HDL -lipoproteini visoke gustoće, LDL - lipoproteini niske gustoće, UIBC - nezasićeni kapacitet vezanja željeza, TIBC - ukupni kapacitet vezanja željeza; *p< 0,05
	Tablica 4 prikazuje pokazatelje nutritivnog statusa ispitanika. Ispitanici s CD-om i UC-om imaju značajno niže vrijednosti mišićne mase (p = 0,04) i postotka mišićne mase od kontrolne skupine (p = 0,01). Osim toga, ukupni postotak tjelesne vode niži je kod ispitanika s upalnim bolestima crijeva u odnosu na kontrolnu skupinu (p = 0,003). Između skupina bolesnika s CD-om i UC-om, nisu uočene značajnije razlike u ostalim parametrima nutritivnog statusa.
	Tablica 4. Pokazatelji nutritivnog statusa ispitanika
	Parametar
	Crohnova bolest
	Ulcerozni kolitis
	p
	Kontrolna skupina
	p
	Srednja vrijednost ± SD
	Medijan (IQR)
	KS test
	Srednja vrijednost ± SD
	Medijan (IQR)
	KS test
	Srednja vrijednost ± SD
	Medijan (IQR)
	KS test
	Tjelesna težina (kg)
	71,71 ± 17,21
	68,75 (22,7)
	0,06
	75,08 ± 14,43
	76,0 (23,3)
	>0,15
	0,08
	73,84 ± 18,44
	67,4 (20,5)
	<0,01
	0,21
	Tjelesna visina (cm)
	173,31 ± 9,38
	173,0 (12,0)
	>0,15
	175,85 ± 9,54
	176,0 (14,0)
	>0,15
	0,13
	172,0 ± 13,04
	170,0 (9,0)
	<0,01
	0,04*
	ITM (kg/m2)
	23,72 ± 4,61
	23,04 (6,36)
	>0,15
	24,28 ± 4,55
	23,86 (6,79)
	0,08
	0,41
	24,80 ± 4,24
	22,82 (6,96)
	<0,01
	0,42
	Opseg struka (cm)
	81,84 ± 14,80
	78,5 (20,0)
	0,01
	83,33 ± 13,10
	82,0 (19,5)
	0,07
	0,45
	77,54 ± 9,70
	76,0 (17,0)
	0,09
	0,27

	Mišićna snaga Dominantna ruka
	Nedominantna ruka

	31,44 ± 11,38
	29,82 ± 10,62

	28,87 (18,38)
	27,73 (16,46)

	0,04
	<0,01

	34,48 ± 9,90
	32,99 ± 10,55

	31,5 (17,28 )
	30,75 (19,50)

	0,12
	0,09

	0,11
	0,12

	30,82 ± 9,97
	29,35 ± 9,20

	28,50 (6,3)
	27,45 (7,50)

	<0,01
	<0,01

	0,22
	0,27
	Kožni nabor nadlaktice
	20,82 ± 11,42
	19,92 (10,37)
	<0,01
	18,94 ± 7,65
	19,27 (10,66)
	>0,15
	0,53
	21,01 ± 9,76
	18,51 (11,27)
	<0,01
	0,82
	MUAC (cm)
	29,66 ± 9,74
	28,5 (6,0)
	<0,01
	28,98 ± 3,43
	29,0 (5,0)
	>0,15
	0,40
	28,83 ± 3,45
	28,0 (3,5)
	<0,01
	0,67
	FM (kg)
	16,36 ± 9,71
	14,7 (11,0)
	<0,01
	19,60 ± 13,11
	16,4 (17,2)
	<0,01
	0,22
	22,06 ± 11,37
	18,2 (10,9)
	0,01
	0,04*
	FM (%)
	22,72 ± 8,83
	21,7 (12,9)
	>0,15
	24,09 ± 10,58
	24,3 (13,3)
	>0,15
	0,47
	29,75 ± 10,17
	29,0 (12,4)
	>0,15
	0,01*
	FFM (kg)
	53,86 ± 12,58
	52,4 (21,6)
	<0,01
	56,02 ± 12,18
	52,1 (23,5)
	0,04
	0,27
	50,49 ± 10,87
	46,8 (4,8)
	<0,01
	0,37
	SMM (kg)
	27,76 ± 6,74
	28,17 (11,38)
	<0,01
	29,21 ± 7,09
	28,88 (11,66)
	>0,15
	0,31
	25,40 ± 5,14
	23,62 (2,82)
	<0,01
	0,15
	MM (kg)
	50,99 ± 12,13
	49,7 (20,6)
	<0,01
	53,21 ± 11,61
	49,5 (22,4)
	0,04
	0,23
	47,94 ± 10,35
	44,4 (4,6)
	<0,01
	0,35
	TBW (kg)
	37,57 ± 8,91
	36,75 (13,85)
	<0,01
	38,88 ± 8,19
	38,7 (15,8)
	0,04
	0,30
	35,12 ± 6,76
	32,8 (4,4)
	<0,01
	0,39
	TBW (%)
	53,74 ± 5,92
	53,85 (6,8)
	0,11
	52,63 ± 6,56
	52,4 (7,8)
	>0,15
	0,37
	47,62 ± 7,68
	49,0 (11,0)
	>0,15
	0,0003*
	BMR (kJ)
	6667,3 ± 1501
	6372,5 (2281,0)
	<0,01
	6948,5 ± 1385
	6661,0 (2456,0)
	0,10
	0,20
	6336,6 ± 1315
	5828,0 (836,0)
	<0,01
	0,27
	BMR (kCal)
	1593,99 ± 358,96
	1523 (545)
	<0,01
	1660,63 ± 330,88
	1592 (587)
	0,10
	0,20
	1518,04 ± 321,70
	1393 (200)
	<0,01
	0,27
	VFR
	5,6 ± 4,77
	4,5 (5,0)
	<0,01
	6,0 ± 5,19
	5,0 (8,0)
	0,01
	0,72
	5,08 ± 2,87
	4,0 (5,0)
	0,07
	0,88
	BIA
	532,33 ± 86,98
	519,2 (112,0)
	0,13
	517,28 ± 89,29
	520,5 (125,1)
	>0,15
	0,40
	520,46 ± 52,49
	526,9 (80,6)
	>0,15
	0,62

	MUAC - opseg nadlaktice, FM - masa masnog tkiva (fat mass, engl.), FMI - indeks mase masnog tkiva (fat mass index, engl.), FFM - masa nemasnog tkiva (fat-free mass, engl.), SMM - skeletna mišićna masa (skeletal muscle mass, engl.), MM - mišićna masa (muscle mass, engl.), TBW - udio vode u organizmu (total body water, engl.), BMR - bazalni metabolizam (basal metabolic rate), VFR - udio visceralne masti (visceral fat rate), BIA – bioelektrična impedanca; *p < 0.05
	5.2. Koncentracije ispitivanih biomarkera u serumu
	U 73,47 % uzoraka bolesnika s CD-om vrijednosti grelina su bile nedetektabilne, dok je 67,27 % s UC-om imalo nedetektabilne vrijednosti. Vrijednosti leptina su bile nedektabilne u 2,04 % bolesnika s CD-om, odnosno 3,64 % bolesnika s UC-om. Vrijednosti IL-6 su bile nedetektabilne u 16,33 % bolesnika s CD-om i 14,55 % bolesnika s UC-om. Vrijednosti TNF-α su bile nedetektabilne u 28,57 % bolesnika s CD-om, dok je 20 % bolesnika s UC-om imalo nedetektabilne vrijednosti. Unutar svake pojedine skupine nema statistički značajne razlike u postotku nedetektabilnih vrijednosti. U Tablici 5 prikazane su navedeni brojevi uzoraka izvan granica detektabilnosti, prema pojedinima skupinama.
	Tablica 5. Broj uzoraka izvan granica detektabilnosti
	Crohnova bolest
	Ulcerozni kolitis
	Kontrolna skupina
	p
	GRELIN
	Nedetektabilni
	72 (73,47 %)
	37 (67,27 %)
	19 (65,52 %)
	0,60
	LEPTIN
	Nedetektabilni
	2 (2,04 %)
	2 (3,64 %)
	0 (0,00 %)
	0,64
	IL-6
	Nedetektabilni
	16 (16,33 %)
	8 (14,55 %)
	4 (13,79 %)
	0,96
	TNF-α
	Nedetektabilni
	28 (28,57 %)
	11 (20,00 %)
	10 (34,48 %)
	0,31
	IL-6- interleukin-6, TNF- α - Čimbenik tumorske nekroze alfa (Tumor necrosis factor α, engl.)

	Koncentracije ispitivanih biomarkera prikazane su u Tablici 6 te grafički na Grafu 1.
	Prosječne vrijednosti biomarkera u CD-u iznosile su: grelin 26,26 pg/ml, leptin 12566,53 pg/ml, IL-6 5,76 pg/ml, a TNF-α 52,59 pg/ml. Prosječne vrijednosti u biomarkera u UC-u iznosile su: grelin 45.5 pg/ml, leptin 17669,50 pg/ml, IL-6 5,59 pg/ml i TNF-α 58,69 pg/ml. Nije bilo značajnije razlike u koncentracijama ispitivanih biomarkera između CD-a i UC-a. Prosječne vrijednosti leptina su značajno više u kontrolnoj skupini (29490,76, p = 0,01), a vrijednosti TNF-α niže u kontrolnoj skupini (19,70 pg/ml, p = 0,02).
	Tablica 6. Koncentracije biomarkera grelina, leptina, IL-6 i TNF-α u serumu
	Parametar
	Crohnova bolest
	Ulcerozni kolitis
	p
	Kontrolna skupina
	p
	Srednja vrijednost ± SD
	Medijan (IQR)
	KS test
	Srednja vrijednost ± SD
	Medijan (IQR)
	KS test
	Srednja vrijednost ± SD
	Medijan (IQR)
	KS test

	GRELIN
	(pg/ml)
	26,26 ± 41,37
	13,61 (10,57)
	<0,01
	45,55 ± 72,42
	19,45 (34,61)
	<0,01
	0,71
	13,78 ± 3,90
	14,82 (6,19)
	>0,15
	0,62

	LEPTIN
	(pg/ml)
	12566,53 ± 12774,37
	8526,75 (13335)
	<0,01
	17669,50 ± 24400,48
	9275,20 (15475)
	<0,01
	0,39
	29490,76 ± 33284,57
	17628,10 (27456)
	<0,01
	0,01*

	IL-6
	(pg/ml)
	5,76 ± 8,63
	3,54 (4,29)
	<0,01
	5,59 ± 5,55
	3,42 (4,69)
	<0,01
	0,74
	5,58 ± 7,27
	2,52 (2,77)
	<0,01
	0,49

	TNF-α
	(pg/ml)
	52,59 ± 42,16
	46,26 (75,02)
	<0,01
	58,69 ± 57,31
	43,42 (66,91)
	<0,01
	0,61
	19,70 ± 21,87
	12,95 (7,88)
	<0,01
	0,03*

	IL-6- interleukin-6, TNF- α - Čimbenik tumorske nekroze alfa (Tumor necrosis factor α, engl.)
	*p<0.05
	Graf 1. Koncentracije biomarkera grelina, leptina, IL-6 i TNF-α u serumu
	
	TNF- α - Čimbenik tumorske nekroze alfa (Tumor necrosis factor α, engl.),
	IL-6- interleukin-6
	Učinjena je i dodatna statistička analiza korelacija razina TNF-α sa koncentracijama grelina i leptina. Rezultati su pokazali da ne postoji TNF-α vrijednost sa serumskim razinama grelina niti leptina (Tablica 7).
	Tablica 7. Korelacija između TNF-α i koncentracija grelina i leptina
	GRELIN
	LEPTIN
	TNF α R
	p
	n
	0,12
	0,53
	29
	-0,06
	0,54
	101
	TNF- α - Čimbenik tumorske nekroze alfa (Tumor necrosis factor α, engl.)
	Budući se radi o neparametrijskim varijablama računat je Spearmanov koeficijent korelacije (samo na opservacijama s detektabilnim serumskim vrijednostima).

	5.3. Povezanost koncentracije ispitivanih biomarkera s laboratorijskim markerima aktivnosti bolesti
	Tablica 8 prikazuje povezanost ispitivanih biomarkera sa serumskim laboratorijskim markerima upalne aktivnosti bolesti (CRP, SE, leukociti, trombociti i kalprotektin).
	Postoji statistički značajna pozitivna korelacija vrijednosti IL-6 sa svim ispitivanim laboratorijskim pokazateljima upalne aktivnosti: s razinom CRP-a (r = 0,56, p < 0,0001), SE (0,51, p < 0,0001), leukocitima (r = 0,34, p < 0,0001), trombocitima (r = 0,29, p = 0,003), te fekalnim kalprotektinom (r = 0,48, p < 0,0001) (Graf 2). Dokazana je statistički značajna negativna korelacija razina grelina ssa razinama CRP-a (r = -0,47, p = 0,003), trombocita (r = -0,32, p = 0,047) te fekalnog kalprotektina (r = -0,38, p = 0,03). Također je dokazana negativna korelacija vrijednosti TNF-α sa razinama CRP-a (-0,27, p = 0,01). Za leptin nije dokazana značajna korelacija s razinama CRP-a, SE, leukocita, trombocita i fekalnog kalprotektina.
	Tablica 8. Povezanost koncentracija ispitivanih biomarkera s pojedinima laboratorijskim markerima aktivnosti bolesti
	CRP
	SE
	LEUKOCITI
	TROMBOCITI
	KALPRO
	GRELIN
	R
	p
	n
	-0,47
	0,003*
	38
	-0,25
	0,16
	33
	-0,20
	0,23
	38
	-0,32
	0,047*
	38
	-0,38
	0,03*
	32
	LEPTIN
	R
	p
	n
	-0,08
	0,37
	144
	0,04
	0,69
	127
	-0,03
	0,73
	144
	0,05
	0,57
	148
	-0,11
	0,21
	128
	IL-6
	R
	p
	n
	0,56
	<0,0001*
	124
	0,51
	<0,0001*
	109
	0,34
	<0,0001*
	124
	0,29
	0,003*
	124
	0,48
	<0,0001*
	105
	TNF-α
	R
	p
	n
	-0,27
	0,01*
	109
	0,13
	0,19
	98
	-0,08
	0,40
	109
	-0,001
	0,99
	109
	-0,08
	0,45
	91

	CRP - C-reaktivni protein, SE - sedimentacija eritrocita, KALPRO- fekalni kalprotektin
	Budući se radi o neparametrijskim varijablama računat je Spearmanov koeficijent korelacije (samo na opservacijama s detektabilnim serumskim vrijednostima); *p < 0.05
	Graf 2. Korelacija IL-6 s razinama CRP-a, SE, leukocita, trombocita i fekalnog kalprotektina
	,
	Dodatnom analizom povezanosti laboratorijskih markera upale i vrijednosti IL-6 u CD-u i UC-u dokazana je pozitivna korelacija IL-6 sa svim ispitivanim markerima upale u obje bolesti, osim korelacije IL-6 s trombocitima u UC-u (Tablica 9).
	Tablica 9. Korelacija laboratorijskih markera upale i vrijednosti IL-6 u Crohnovoj bolesti i ulceroznom kolitisu
	CRP
	SE
	LEUKOCITI
	TRC
	KALPRO
	Crohnova bolest
	IL-6
	R
	p
	n
	-0,57
	< 0,0001*
	79
	0,47
	< 0,0001*
	75
	0,27
	0,02*
	79
	0,33
	0,003*
	79
	0,48
	<0,0001*
	32
	Ulcerozni kolitis
	IL-6
	R
	p
	n
	0,55
	< 0,0001*
	45
	0,63
	< 0,0001*
	34
	0,47
	0,001*
	45
	0,28
	0,06
	45
	0,45
	0,003*
	43

	CRP - C-reaktivni protein, SE - sedimenacija etritrocita, TRC – trombociti, KALPRO – fekalni kalprotektin
	Budući se radi o neparametrijskim varijablama računat je Spearmanov koeficijent korelacije (samo na opservacijama s detektabilnim serumskim vrijednostima), *p < 0.05

	5.4. Povezanost koncentracije ispitivanih biomarkera s kliničkim indeksima aktivnosti bolesti
	Kako je udio nedetektabilnih vrijednosti ispitivanih biomarkera bio visok, učinjena je i statistička analiza povezanosti broja nedetektabilnih uzoraka s pojedinim kategorijama kliničke aktivnosti bolesti (Tablica 10). Učinjenom analizom, nije nađena statistički značajna razlika u udjelu nedetektabilnih serumskih razina grelina, leptina i protuupalnih citokina među različitim kategorijama kliničke aktivnosti bolesti.
	Tablica 10. Nedetektabilne vrijednosti ispitivanih biomarkera prema različitim kategorijama kliničke aktivnosti bolesti
	GRELIN
	LEPTIN
	Nedetektabilno
	ostalo
	p
	Nedetektabilno
	ostalo
	p
	Crohnova bolest
	HBI
	Remisija
	Blaga bolest
	Umjerena bolest
	Teška bolest
	60 (82,2 %)
	7 (9,59 %)
	6 (8,22 %)
	0 (0,00 %)
	25 (83,33 %)
	2 (6,67 %)
	3 (10,00 %)
	0 (0,00 %)
	1,0
	2 (100,0 %)
	0 (0,00 %)
	0 (0,00 %)
	0 (0,00 %)
	83 (82,18 %)
	9 (8,91 %)
	9 (8,91 %)
	0 (0,00 %)
	1,0
	CDAI
	Remisija
	Blaga bolest
	Umjerena bolest
	Teška bolest
	59 (80,82 %)
	8 (10,96 %)
	5 (6,85 %)
	1 (1,37 %)
	26 (86,67 %)
	1 (3,33 %)
	3 (10,00 %)
	0 (0,00 %)
	0,63
	1 (50,00 %)
	1 (50,00 %)
	0 (0,00 %)
	0 (0,00 %)
	84 (83,17 %)
	8 (7,92 %)
	8 (7,92 %)
	1 (0,99 %)
	0,32
	Ulcerozni kolitis
	TW
	Remisija
	Blagi kolitis
	Umjereni kolitis
	Teški kolitis
	8 (22,22 %)
	12 (33,33 %)
	12 (33,33 %)
	4 (11,11 %)
	3 (21,43 %)
	5 (35,71 %)
	5 (35,71 %)
	1 (7,14 %)
	1,0
	0 (0,00 %)
	2 (100,00 %)
	0 (0,00 %)
	0 (0,00 %)
	11 (22,92 %)
	15 (31,25 %)
	17 (35,42 %)
	5 (10,42 %)
	0,46
	PMS
	Remisija
	Blagi kolitis
	Umjereni kolitis
	Teški kolitis
	15 (41,67 %)
	11 (30,56 %)
	8 (22,22 %)
	2 (5,56 %)
	7 (50,00 %)
	3 (21,43 %)
	3 (21,43 %)
	1 (7,14 %)
	0,96
	2 (100 %)
	20 (41,67 %)
	14 (29,17 %)
	11 (22,92 %)
	3 (6,25 %)
	0,55
	IL-6
	TNF-α
	Nedetektabilno
	ostalo
	p
	Nedetektabilno
	ostalo
	p
	Crohnova bolest
	HBI
	Remisija
	Blaga bolest
	Umjerena bolest
	Teška bolest
	16 (94,12 %)
	1 (5,88 %)
	0 (0,00 %)
	0 (0,00 %)
	69 (80,23 %)
	8 (9,30 %)
	9 (10,47 %)
	0 (0,00 %)
	0,58
	27 (90,00 %)
	2 (6,67 %)
	1 (3,33 %)
	0 (0,00 %)
	58 (79,45 %)
	7 (9,59 %)
	8 (10,96 %)
	0 (0,00 %)
	0,41
	CDAI
	Remisija
	Blaga bolest
	Umjerena bolest
	Teška bolest
	15 (88,24 %)
	2 (11,76 %)
	0 (0,00 %)
	0 (0,00 %)
	70 (81,40 %)
	7 (8,14 %)
	8 (9,30 %)
	1 (1,16 %)
	0,58
	28 (93,33 %)
	0 (0,00 %)
	2 (6,67 %)
	0 (0,00 %)
	57 (78,08 %)
	9 (12,33 %)
	6 (8,22 %)
	1 (1,37 %)
	0,15
	Ulcerozni kolitis
	TW
	Remisija
	Blagi kolitis
	Umjereni kolitis
	Teški kolitis
	3 (42,86 %)
	2 (28,57 %)
	2 (28,57 %)
	0 (0,00 %)
	8 (18,60 %)
	15 (34,88 %)
	15 (34,88 %)
	5 (11,63 %)
	0,56
	3 (33,33 %)
	3 (33,33 %)
	3 (33,33 %)
	0 (0,00 %)
	8 (19,51 %)
	14 (34,15 %)
	14 (34,15 %)
	5 (12,20 %)
	0,74
	PMS
	Remisija
	Blagi kolitis
	Umjereni kolitis
	Teški kolitis
	6 (85,61 %)
	1 (14,29 %)
	16 (37,21 %)
	13 (30,23 %)
	11 (25,58 %)
	3 (6,98 %)
	0,15
	5 (55,56 %)
	2 (22,22 %)
	2 (22,22 %)
	17 (41,46 %)
	12 (29,27 %)
	9 (21,95 %)
	3 (7,32 %)
	0,94

	HBI - Harvey-Bradshaw indeks, CDAI - The Crohn's Disease Activity Index, TW- Truelove i Witts kriteriji, PMS - Partial Mayo Score , TNF- α - Čimbenik tumorske nekroze alfa (Tumor necrosis factor α, engl.), IL-6- interleukin-6
	U Tablici 11 je prikaz povezanosti koncentracija ispitivanih biomarkera s kliničkim indeksima aktivnosti bolesti. Postoji statistički značajna razlika u vrijednosti IL-6 ovisno o kliničkoj aktivnosti bolesti. U CD-u, vrijednosti IL-6 su više u skupini ispitanika s aktivnom bolesti mjereno kliničkim indeksima HBI (p = 0,02) i CDAI (p = 0,03). U UC-u zabilježene su više vrijednosti IL-6 u ispitanika s aktivnom bolesti mjereno TW kriterijima (p = 0,02) i PMS (p = 0,008). Koncentracije IL-6 u pojedinim kategorijama težina bolesti, prema kliničkim indeksima korištenim u istraživanju prikazane su grafički na Grafu 3. Kod ostalih ispitivanih biomarkera nije dokazana povezanost njihovih razina s kliničkom aktivnosti bolesti.
	Tablica 11. Povezanost koncentracija ispitivanih biomarkera s kliničkim indeksima aktivnosti bolesti
	GRELIN (p)
	LEPTIN (p)
	IL-6 (p)
	TNF-α (p)
	Crohnova bolest
	HBI (p)
	Remisija
	Blaga bolest
	Umjerena bolest
	Teška bolest
	0,15
	28,16 ± 42,01
	9,79 ± 1,37
	12,65 ± 2,85
	-
	0,17
	14002,45 ± 15710,23
	7844,97 ± 9628,74
	10198,27 ± 12154,47
	-
	0,02*
	5.65 ± 9,14
	5,06 ± 4,65
	9,40 ± 7,23
	-
	0,88
	50,78 ± 40,21
	58,18 ± 44,76
	50,93 ± 55,35
	-
	CDAI (p)
	Remisija
	Blaga bolest
	Umjerena bolest
	Teška bolest
	0,22
	27,37 ± 41,17
	-
	12,66 ± 2,85
	-
	0,70
	13484,25 ± 15441,96
	12368,00 ± 14310,12
	11008,48 ± 12736,89
	-
	0,03*
	5,57 ± 9,08
	4,54 ± 1,70
	10,93 ± 8,13
	-
	0,29
	48,92 ± 39,99
	51,53 ± 41,45
	60,34 ± 47,14
	-
	Ulcerozni kolitis
	TW (p)
	Remisija
	Blaga bolest
	Umjerena bolest
	Teška bolest
	0,72
	09,96 ± 161,13
	45,86 ± 45,82
	28,85 ± 28,56
	-
	0,68
	16133,79 ± 11630,35
	15778,31 ± 14304,73
	20530,14 ± 34351,87
	11794,48 ± 13421,35
	0,02*
	2,34 ± 0,60
	4,99 ± 3,84
	7,10 ± 6,88
	4,03 ± 1,70
	0,68
	69,29 ± 78,21
	49,44 ± 38,83
	57,89 ± 56,05
	108,03 ± 96,34
	PMS (p)
	Remisija
	Blaga bolest
	Umjerena bolest
	Teška bolest
	0,41
	79,49 ± 111,71
	28,85 ± 26,68
	31,36 ± 39,70
	-
	0,82
	13526,38 ± 11303,79
	15295,51 ± 13272,83
	25521,35 ± 42322,70
	18159,90 ± 14416,07
	0,008*
	3,28 ± 3,26
	5,66 ± 2,70
	7,59 ± 7,89
	-
	0,40
	64,79 ± 59,97
	50,15 ± 37,26
	52,52 ± 66,28
	-

	HBI - Harvey-Bradshaw indeks, CDAI - The Crohn's Disease Activity Index, TW - Truelove i Witts kriteriji, PMS - Partial Mayo Score
	Vrijednosti biomarkera izražene u pg/ml
	p-vrijednosti testa za detektabilne vrijednosti (za svaku kategoriju je dana srednja vrijednost ± standardna devijacija); *p < 0.05
	Graf 3. Vrijednosti IL-6 u pojedinim kategorijama ovisno o kliničkoj aktivnosti bolest
	HBI - Harvey-Bradshaw indeks, CDAI - The Crohn's Disease Activity Index, TW- Truelove i Witts kriteriji, TNF- α - Čimbenik tumorske nekroze alfa (Tumor necrosis factor α, engl.), IL-6- interleukin-6
	5.5. Povezanost koncentracije ispitivanih biomarkera s endoskopskom aktivnosti bolesti
	Tablica 12 prikazuje povezanost koncentracija ispitivanih biomarkera s endoskopskim pokazateljima upalne aktivnosti. Promatrajući različite kategorije endoskopske aktivnosti, nije uočena razlika u koncentracijama ni jednog od ispitivanih biomarkera.
	Tablica 12. Koncentracije biomarkera prema pojedinim kategorijama endoskopske aktivnosti bolesti
	GRELIN (p)
	LEPTIN (p)
	IL-6 (p)
	TNF-α (p)
	SES-CD (p)
	Remisija
	Blaga bolest
	Umjerena bolest
	Teška bolest
	0,24
	16,37 ± 7,32
	-
	10,34 ± 0,33
	-
	0,27
	16180,65 ± 12240,49
	12961,10 ± 14401,86
	6589,84 ± 11324,57
	-
	0,56
	5,16 ± 5,16
	7,36 ± 4,54
	7,30 ± 4,75
	-
	0,37
	51,96 ± 33,49
	42,56 ± 49,03
	8,90 ± 1,36
	36,45 ± 38,07
	MES (p)
	Remisija
	Blaga bolest
	Umjerena bolest
	Teška bolest
	0,14
	160,04 ± 192,04
	61,18 ± 42,83
	9,85 ± 1,28
	-
	0,41
	7295,44 ± 5161,79
	17109,17 ± 13102,44
	10865,23 ± 10412,13
	13292,21 ± 14214,90
	0,87
	14,22 ± 28,24
	6,78 ± 8,27
	3,13 ± 0,97
	6,19 ± 6,85
	0,86
	59,89 ± 73,16
	57,01 ± 37,73
	51,42 ± 35,67
	57,53 ± 83,59
	SES-CD - Simple Endoscopic Score for Crohn’s disease, MES - Mayo Endoscopic score

	Vrijednosti biomarkera izražene u pg/ml
	5.6. Povezanost koncentracije ispitivanih biomarkera s nutritivnim statusom
	U Tablici 13 prikazana je povezanost koncentracije ispitivanih biomarkera sa skeletnom mišićnom masom, masom masnog tkiva, stopom visceralnog masnog tkiva i indeksom tjelesne mase. Postoji statistički značajna negativna korelacija leptina sa skeletnom mišićnom masom (r = 0,40, p < 0,0001), odnosno pozitivna korelacija s masom masnog tkiva (r = 0,71, p < 0,0001) i stopom visceralnog masnog tkiva (r = 0,26, p = 0,007) te indeksom tjelesne mase (r = 0,33, p < 0,0001) kod svih ispitanika (Graf 4). Korelacija drugih ispitivanih biomarkera s parametrima nutritivnog statusa nije dokazana.
	Tablica 13. Povezanost koncentracije ispitivanih biomarkera s nutritivnim statusom bolesnika s upalnim bolestima crijeva
	SMM
	FM (%)
	VFR
	ITM
	GRELIN
	R
	p
	n
	-0,33
	0,08
	29
	0,12
	0,51
	29
	0,08
	0,68
	29
	-0,04
	0,80
	38
	LEPTIN
	R
	p
	n
	-0,40
	<0,0001
	108
	0,71
	<0,0001
	107
	0,26
	0,007
	108
	0,34
	< 0,0001
	144
	IL-6
	R
	p
	n
	0,01
	0,93
	94
	-0,05
	0,66
	93
	-0,17
	0,11
	94
	-0,04
	0,64
	124
	TNF-α
	R
	p
	n
	0,09
	0,43
	80
	-0,01
	0,95
	79
	-0,05
	0,68
	80
	0,04
	0,71
	109

	SMM - skeletna mišićna masa (skeletal muscle mass, engl.), FM - masa masnog tkiva (fat mass, engl.), VFR - stopa visceralnog masnog tkiva (visceral fat rate, engl.), ITM – indeks tjelesne mase;
	Budući se radi o neparametrijskim varijablama računat je Spearmanov koeficijent korelacije (samo na opservacijama s detektabilnim serumskim vrijednostima); *p < 0.05

	Graf 4. Korelacija leptina s nutritivnim statusom
	
	
	
	
	SMM - skeletna mišićna masa (skeletal muscle mass, engl.), FM - masa masnog tkiva (fat mass, engl.), VFR - stopa visceralnog masnog tkiva (visceral fat rate, engl.), ITM – indeks tjelesne mase;
	U Tablici 14 prikazana je povezanost koncentracija leptina s parametrima nutritivnog statusa u pojedinim skupinama ispitanika. Pa tako koncentracije leptina negativno koreliraju sa skeletnom mišićnom masom u bolesnika s CD-om (r = -0,43, p = 0,0001) i UC-om (r = -0,36, p = 0,04) ali ne i kod ispitanika u kontrolnoj skupini. Pozitivna korelacija između razina leptina i stope visceralnog masnog tkiva uočena je u kontrolnoj skupini (r = 0,71, p < 0,007) i u CD-u (r = 0,25, p = 0,03), ali ne i u UC-u. Pozitivna korelacije leptina i postotka mase masnog tkiva te ITM, uočena je u sve tri skupine ispitanika.
	Tablica 14. Povezanost koncentracija leptina s parametrima nutritivnog statusa u pojedinim skupinama ispitanika
	SMM
	FM (%)
	VFR
	ITM
	Kontrolna skupina
	LEPTIN
	R
	p
	n
	-0,32
	0,13
	24
	0,85
	< 0,0001
	24
	0,71
	0,007
	24
	0,70
	< 0,0001
	27
	Crohnova bolest
	LEPTIN
	R
	p
	n
	-0,43
	0,0001
	75
	0,60
	<0,0001
	74
	0,25
	0,03
	75
	0,34
	0,0009
	92
	Ulcerozni kolitis
	LEPTIN
	R
	p
	n
	-0,36
	0,04
	33
	0,46
	0,0064
	33
	0,26
	0,14
	33
	0,33
	0,02
	52

	SMM - skeletna mišićna masa (skeletal muscle mass, engl.), FM - masa masnog tkiva (fat mass, engl.), VFR - stopa visceralnog masnog tkiva (visceral fat rate, engl.), ITM – indeks tjelesne mase;
	Budući se radi o neparametrijskim varijablama računat je Spearmanov koeficijent korelacije (samo na opservacijama s detektabilnim serumskim vrijednostima); *p <0.05

	5.7. Koncentracije serumskih razina grelina, lepina i proupalnih citokina kod bolesnika koji primaju različite modalitete terapije
	U većini slučajeva nema statistički značajne razlike u udjelu nedetektabilnih serumskih razina grelina, leptina i protuupalnih citokina među bolesnicima koji primaju različite modalitete terapije (Tablica 15). Razlika je prisutna u udjelu nedetektabilnih serumskih razina TNF-α među:

	1) ispitanicima koji primaju biološku terapiju, te onih koji ne primaju – kod onih koji ne primaju terapiju veći je udio nedetektabilnih (p = 0,003)
	2) ispitanicima koji primaju infliksimab, te onih koji ne primaju – kod onih koji ne primaju infliksimab veći je udio nedetektabilnih (p < 0,0001)
	3) ispitanicima koji primaju adalimumab, te onih koji ne primaju – kod onih koji ne primaju adalimumab manji je udio nedetektabilnih (p = 0,0015)
	Tablica 15. Nedetektabilne vrijednosti biomarkera kategorizirane prema medikamentoznoj terapiji koju bolesnici primaju
	GRELIN
	LEPTIN
	Nedetektabilno
	ostalo
	p
	Nedetektabilno
	ostalo
	p
	MEDIKAMENTOZNA TERAPIJA
	NE
	DA
	16 (14,68%)
	91 (85,32%)
	3 (6,82%)
	41 (93,18%)
	0,28
	0 (0,00%)
	4 (100,00%)
	19(12,75%)
	130(87,25%)
	1,0
	AMINOSALICILATI
	NE
	DA
	61 (55,96%)
	48 (44,04%)
	26 (59,09%)
	18 (40,91 %)
	0,86
	2 (50,00%)
	2 (50,00 %)
	85 (57,05 %)
	64 (42,95 %)
	1,0
	GLUKOKORTIKOIDI
	NE
	DA
	102 (93,58%)
	7 (6,42%)
	40 (90,91%)
	4 (9,09%)
	0,73
	4 (100,00%)
	0 (0,00%)
	138(92,62%)
	11(7,38%)
	1,0
	IMUNOMODULATOR
	NE
	DA
	75 (68,81%)
	34 (31,19%)
	27 (61,36 %)
	17 (38,64 %)
	0,45
	3 (75,00 %)
	1 (25,00 %)
	99 (66,44 %)
	50 (33,56 %)
	1,0
	BIOLOŠKA TERAPIJA
	NE
	DA
	46 (42,20%)
	63 (57,80%)
	16 (36,36%)
	28 (63,64%)
	0,59
	3 (75,00%)
	1 (25,00%)
	59 (39,60%)
	90 (60,40%)
	0,30
	INFLIKSIMAB
	NE
	DA
	75 (68,81%)
	34 (31,19%)
	25 (56,82%)
	19 (43,18%)
	0,19
	3 (75,00%)
	1 (25,00%)
	97 (65,10%)
	52 (34,90%)
	1,0
	ADALIMUMAB
	NE
	DA
	94 (87,04%)
	14 (12,96%)
	34 (77,27%)
	10 (22,73%)
	0,15
	4 (100,00%)
	0 (0,00%)
	124 (83,78%)
	24 (16,22%)
	1,0
	GOLIMUMAB
	NE
	DA
	103 (95,37%)
	5 (4,63%)
	42 (95,45%)
	2 (4,55%)
	1,0
	4 (100,00%)
	0 (0,00%)
	141 (95,27%)
	7 (4,73%)
	1,0
	VEDOLIZUMAB
	NE
	DA
	104 (96,30%)
	4 (3,70%)
	44(100,00%)
	0 (0,00%)
	0,32
	4 (100,00%)
	0 (0,00%)
	144 (97,30%)
	4 (2,63%)
	1,0
	USTEKINUMAB
	NE
	DA
	105 (97,22%)
	3 (2078%)
	44(100,00%)
	0 (0,00%)
	0,56
	4 (100,00%)
	0 (0,00%)
	145 (97,97%)
	3 (2,03%)
	1,0
	*p < 0.05
	IL-6
	TNF-α
	Nedetektabilno
	ostalo
	p
	Nedetektabilno
	ostalo
	p
	MEDIKAMENTOZNA TERAPIJA
	NE
	DA
	1 (4,17%)
	23 (95,83%)
	18 (13,95%)
	111(86,05%)
	0,31
	7 (17,95%)
	32 (82,05%)
	12 (10,53%)
	102(89,47%)
	0,26
	AMINOSALICILATI
	NE
	DA
	14 (58,33 %)
	10 (41,67 %)
	73 (56,59%)
	56 (43,41%)
	1,0
	21 (53,85%)
	18 (46,15%)
	66 (57,89%)
	48 (42,11%)
	0,71
	GLUKOKORTIKOIDI
	NE
	DA
	23 (95,83%)
	1 (4,17%)
	119(92,25%)
	10 (7,75%)
	1,0
	35 (89,74%)
	4 (10,26%)
	107(93,86%)
	7 (6,14%)
	0,47
	IMUNOMODULATOR
	NE
	DA
	18 (75,00 %)
	6 (25,00 %)
	84 (65,12 %)
	45 (34,88 %)
	0,48
	31 (79,49 %)
	8 (20,51 %)
	71 (62,28 %)
	43 (37,72 %)
	0,05
	BIOLOŠKA TERAPIJA
	NE
	DA
	6 (25,00%)
	18 (75,00%)
	56 (43,41%)
	73 (56,59%)
	0,11
	24 (61,54%)
	15 (38,46%)
	38 (33,33%)
	76 (66,67%)
	0,003*
	INFLIKSIMAB
	NE
	DA
	14 (58,33%)
	10 (41,67%)
	86 (66,67%)
	43 (33,33%)
	0,49
	38 (97,44%)
	1 (2,56%)
	62 (54,39%)
	52 (45,61%)
	<0,0001*
	ADALIMUMAB
	NE
	DA
	18 (78,26%)
	5 (21,74%)
	110(85,27%)
	19 (14,73%)
	0,37
	26 (66,67%)
	13 (33,33%)
	102(90,27%)
	11 (9,73%)
	0,0015*
	GOLIMUMAB
	NE
	DA
	21 (91,30%)
	2 (8,70%)
	124(96,12%)
	5 (3,88%)
	0,29
	39 (100,00%)
	0 (0,00%)
	106 (93,81%)
	7 (6,19%)
	0,19
	VEDOLIZUMAB
	NE
	DA
	23 (100,00%)
	0 (0,00%)
	125(96,90%)
	4 (3,10%)
	1,0
	39 (100,00%)
	0 (0,00%)
	109 (96,46%)
	4 (3,54%)
	0,57
	USTEKINUMAB
	NE
	DA
	23 (100,00%)
	0 (0,00%)
	126(97,67%)
	3 (2,33%)
	1,0
	39 (100,00%)
	0 (0,00%)
	110 (97,35%)
	3 (2,65%)
	0,57
	*p < 0.05
	U Tablici 16 prikazane su vrijednosti pojedinih biomarkera, prema različitim farmakoterapijama koje su bolesnici primali u trenutku istraživanja. Našim istraživanjem smo dokazali da postoji statistički značajna razlika u vrijednosti IL-6 ovisno o terapiji. Vrijednosti IL-6 su niže kod pacijenata koji primaju medikamenzotnu terapiju (5,31 ± 7,63) u odnosu na pacijente koji ne primaju medikamentoznu terapiju (8,11 ± 7,42) (p = 0,04). Nadalje, vrijednosti IL-6 su statistički značajno niže među pacijentima koji primaju biološku terapiju (5,11 ± 8,70) u odnosu na pacijente koji ne primaju biološku terapiju (6,49 ± 5,89) (p = 0,02). Vrijednosti TNF-α značajno su niže među ispitanicima koji primaju biološku terapiju (55,55 ± 51,20) u odnosu na ispitanike koji ne primaju biološku terapiju (29,83 ± 36,56) (p = < 0,0001). Vrijednostima TNF-α među ispitanicima koji primaju infliksimab značajno su više (73,89 ± 36,90) u odnosu na ispitanike koji ne primaju infliksimab (38,88 ± 51,37) (< 0,0001). Pacijenti koji primaju adalimumab (12,25 ± 7,27) imaju statistički značajno niže vrijednosti TNF-α u odnosu na one koji ne primaju adalimumab (59,60 ± 48,94) (p < 0,0001). Dodatno, vrijednosti TNF-α među pacijentima koji primaju golimumab statistički su značajno više (133,68 ± 66,28) u odnosu na pacijente koji ne primaju golimumab (49,30 ± 42,39) (p = 0,001). Za ostale biomarkere nije uočena statistički značajna razlika u koncentracijama u pojedinim terapijskim skupinama.
	Tablica 16. Vrijednosti biomarkera u ispitanika kategorizirano prema medikamentoznoj terapiji koju primaju
	GRELIN (p)
	LEPTIN (p)
	IL-6 (p)
	TNF-α (p)
	MEDIKAMENTOZNA TERAPIJA (p)
	NE
	DA
	0,12
	10,30 ± 1,19
	36,44 ± 58,45
	0,05
	8847,02 ± 9950,11
	15254,73 ± 18755,69
	0,04
	8,11 ± 7,42
	5,31 ± 7,63
	0,22
	45,12 ± 53,84
	56,04 ± 47,93
	AMINOSALICILATI(p)
	NE
	DA
	0,26
	27,21 ± 42,09
	45,38 ± 73,73
	0,53
	14944,70 ± 19966,21
	13701,13 ± 15005,06
	0,10
	5,75 ± 5,25
	5,63 ± 9,96
	0,62
	52,78 ± 44,06
	57,89 ± 54,13
	GUKOKORTIKOIDI(p)
	NE
	DA
	0,35
	35,78 ± 59,19
	22,36 ± 24,39
	0,28
	14016,41 ± 18153,53
	19159,37 ± 15198,92
	0,23
	5,65 ± 7,84
	6,26 ± 4,21
	0,60
	55,29 ± 48,74
	48,90 ± 45,64
	IMUNOMODULATOR(p)
	NE
	DA
	0,78
	36,84 ± 61,42
	30,61 ± 49,79
	0,22
	13641,07 ± 18915,19
	15945,68 ± 15925,35
	0,22
	6,25 ± 8,86
	4,64 ± 4,38
	0,07
	53,15 ± 55,98
	57,90 ± 32,58
	BIOLOŠKA TERAPIJA(p)
	NE
	DA
	0,12
	23,14 ± 27,01
	40,94 ± 67,82
	0,07
	12135,88 ± 15525,28
	15898,73 ± 19318,01
	0,02
	6,49 ± 5,89
	5,11 ± 8,70
	<0,0001
	29,83 ± 36,56
	66,82 ± 48,96
	INFLIKSIMAB(p)
	NE
	DA
	0,98
	37,35 ± 62,84
	30,29 ± 48,09
	0,54
	14516,17 ± 19395,22
	14208,31 ± 15045,62
	0,07
	6,62 ± 9,03
	3,83 ± 2,54
	<0,0001
	38,88 ± 51,37
	73,89 ± 36,90
	ADALIMUMAB(p)
	NE
	DA
	0,48
	29,78 ± 40,68
	49,20 ± 92,96
	0,28
	14179,43 ± 18406,94
	15430,03 ± 16115,08
	0,17
	5,98 ± 8,10
	4,13 ± 3,96
	0,0001
	59,60 ± 48,94
	12,25 ± 7,27
	GOLIMUMAB(p)
	NE
	DA
	0,17
	33,22 ± 56,81
	-
	0,20
	13401,24 ± 15203,23
	36742,27 ± 47950,10
	0,94
	5,75 ± 7,77
	4,32 ± 2,61
	0,001
	49,30 ± 42,39
	133,68 ± 66,28
	VEZOLIDUMAB(p)
	NE
	DA
	-
	34,38 ± 56,49
	-
	1
	14405,51 ± 18130,89
	13514,15 ± 15218,55
	0,27
	5,17 ± 4,80
	21,28 ± 33,76
	0,07
	56,42 ± 48,77
	12,00 ± 2,96
	USTEKINUMAB(p)
	NE
	DA
	-
	34,38 ± 56,49
	-
	0,16
	14595,40 ± 18137,80
	4355,57 ± 3630,88
	0,58
	5,64 ± 7,63
	8,16 ± 8,71
	0,75
	54,93 ± 48,92
	49,24 ± 43,02
	p-vrijednosti testa za detektabilne vrijednosti; * p < 0.05
	Vrijednosti biomarkera izražene u pg/ml

	6 RASPRAVA
	IL-6 je glavni induktor proizvodnje C-reaktivnog proteina te su rezultati ranijih istraživanja pokazali kako njegova razina pozitivno korelira s razinama CRP-a u bolesnika s UBC-om (227-229). Čitav niz drugih istraživanja je pokazao kako serumske razine IL-6 koreliraju s pojedinim parametrima aktivnosti bolesti u bolesnika s upalnim bolestima crijeva (230-233).
	Naše istraživanje je obuhvatilo laboratorijske, kliničke i endoskopske markere upalne aktivnosti i u CD-u i UC-u te njihovu povezanost s IL-6.
	Našim istraživanjem potvrdili smo da bolesnici s većom laboratorijskom i kliničkom aktivnosti CD-a imaju više razine IL-6, međutim povezanost razina IL-6 s endoskopskom aktivnosti CD-a nismo dokazali, što objašnjavamo malom veličinom uzorka bolesnika koji su imali rezultate endoskopske pretrage. U našem istraživanju dokazali da vrijednosti IL-6 u UC-u pozitivno koreliraju s vrijednostima CRP-a, sedimentacije, leukocita i fekalnog kalprotektina ali i kliničkom aktivnošću bolesti. Dodatno, povezanost vrijednosti IL-6 s endoskopskom aktivnosti UC-a nismo dokazali, što je ponovno uvjetovano veličinom uzorka.
	Prospektivno opservacijsko istraživanje Mavropoula i suradnika pokazalo je kako su u usporedbi sa serumskim razinama CRP-a i fekalnog kalprotektina, samo razine IL-6 neovisno udružene s kliničkom remisijom u bolesnika s CD-om, dok su u istom istraživanju razine IL-6 i fekalnog kalprotektina bile udružene s endoskopskom remisijom (234). Grupa hrvatskih autora je dokazala pozitivnu korelaciju SE, leukocita I CRP-a kod bolesnika s ulceroznim kolitisom, te pozitivnu korelaciju razina IL-6 s kliničkim indeksima UBC (235). U njihovom istraživanju dokazano je da su vrijednosti IL-6 više u skupini bolesnika s CD-om i UC-om u odnosu na kontrolnu skupinu, što našim istraživanjem nije potvrđeno, kao ni nekim od prijašnjih istraživanja (236).
	Za razliku od CD, u istraživanju Mavropoula i suradnika kao ni u istraživanju Mahida i suradnika, u UC-u nije dokazana povezanost razina IL-6 s kliničkom i endoskopskom remisijom (234, 236). Suprotno rezultatima navedenih istraživanja, Mitsuyama i suradnici pokazali u kako su serumske razine IL-6 povišene kod bolesnika s endoskopski aktivnim UC-om te da navedene vrijednosti koreliraju s ekstenzijom bolesti (237).
	
	Ranije spomenuto prospektivno opservacijsko istraživanje je pokazalo kako su serumske razine IL-6 značajno više u kohorti bolesnika s CD-om u usporedbi s kohortom bolesnika s UC-om, što nije potvrđeno u našem istraživanju.
	Caviglia i suradnici su pokazali kako razine IL-6, osim s vrijednostima CRP-a i fekalnog kalprotektina u bolesnika s UBC-om, koreliraju i s godinama duljine trajanja bolesti (236).
	U istom istraživanju dokazano je kako razina IL-6 značajno reagira tijekom liječenja biološkim lijekovima te da pad razina IL-6 u 10. tjednu terapije, u odnosu na početne razine, predstavlja neovisni prediktor kliničkog odgovora nakon 12 mjeseci biološke terapije. Stoga se postavlja pitanje može li IL-6 biti koristan biomarker u predikciji odgovora na biološku terapiju (236).
	Kada smo naše bolesnike podijelili prema farmakoterapiji koju primaju, uočili smo da su vrijednosti IL-6 su niže kod pacijenata koji primaju bilo kakvu medikamenzotnu terapiju (u odnosu na pacijente koji ne primaju medikamentoznu terapiju te da su vrijednosti IL-6 su statistički značajno niže među pacijentima koji primaju biološku terapiju u odnosu na pacijente koji ne primaju biološku terapiju.
	U našem istraživanju, od svih ispitivanih biomarkera, IL-6 se pokazao najboljim markerom za procjenu laboratorijske i kliničke aktivnost UBC, što ne iznenađuje, s obzirom da postoji sve više dokaza da upravo IL-6 ima ključnu ulogu u nekontroliranom upalnom procesu crijeva, što je glavna karakteristika UBC (238).
	TNF-α je pleotropni citokin koji je uključen u brojne patološke procese, uključivo i u patofiziologiju upalnih bolesti crijeva. Serumske koncentracije TNF-α često su ispod granice detekcije konvencionalnim metodama poput ELISA testova, osobito u zdravih ispitanika. Istraživanje Komatsua i suradnika pokazalo je kako su koncentracije TNFα u serumu, određivane visoko osjetljivim imuno PCR-om otprilike 390 puta više u bolesnika s UBC-om nego u zdravih donora (239). U našem istraživanju nije dokazano da je razlika u koncentracijama toliko viša među kontrolnom skupinom i bolesnicima s UBC-om, međutim statistički značajno više koncentracije jesu dokazane. U našem istraživanju dokazali smo negativnu korelaciju između TNF-α i razina CRP-a, dakle bolesnici s nižim vrijednostima TNF-α imaju više vrijednosti CRP-a. Međutim, s obzirom da je koeficijent korelacije r = -0,27, vjerojatno se ne radi o stvarno značajnoj korelaciji. Komatsu i suradnici su dokazali da bolesnici s aktivnim UC-om imaju povišene vrijednosti TNF-α u odnosu na serumske razine u bolesnika s inaktivnim UC-om, međutim navedena razlika nije detektirana i ELISA testovima. Dodatno, detektirane su više koncentracije TNF-α u neaktivnim fazama bolesti u odnosu na zdrave ispitanike (239). Rezultati pojedinih istraživanja u pedijatrijskoj populaciji također ukazuju da djeca u fazama relapsa ulceroznog kolitisa i Crohn kolitisa, imaju porast TNF-α (133). Naši rezultati kao i rezultati gore spomenutog istraživanja sugeriraju da bi TNF-α mogao biti koristan marker u dijagnostici upalnih bolesti crijeva, međutim za određivanje TNF-α vjerojatno je potrebna osjetljivija metoda.
	Među 73 bolesnika koji su primali biološku terapiju, a imali su detektabilne vrijednosti TNF- α, zabilježene su značajno niže vrijednosti TNF-α u odnosu na one koji ne primaju biološku Ono što na prvi pogled iznenađuje je da su bolesnici koji primaju infliksimab imali više vrijednosti TNF-α, međutim kad promotrimo koliki je postotak bolesnika među tim bolesnicima imao nedetektabilne vrijednosti, uočavamo da je on iznosi 41,67 %. Ukoliko su među tim bolesnicima vrijednosti TNF-α toliko niske da su ispod granica detektabilnosti, navedeno bi značajno moglo utjecati na konačni rezultat. Ispitanici koji primaju adalimumab imali su statistički značajno niže vrijednosti TNF-α u odnosu na one koji ne primaju adalimumab, a među tim bolesnicima manji je udio bolesnika koji su imali nedetektabilne vrijednosti u odnosu na ispitanike koji su primali infliksimab. Dodatno, vrijednosti TNF-α među pacijentima koji primaju golimumab pokazale su se statistički značajno više u odnosu na pacijente koji ne primaju golimumab, međutim treba istaknuti da je to uzorak od svega 7 ispitanika, stoga vjerojatno navedeni rezultat nije relevantan.
	S obzirom da je TNF‐α proupalni citokini s anoreksigenim i kataboličkim karakteristikama (240), očekivali smo da će imati utjecaj i na nutritivni status. Međutim u našem istraživanju nije dokazana povezanost razina TNF-α s bilo kojim parametrom nutritivnog statusa.

	Grelin je hormon koji sudjeluje u povećanju apetita i tjelesne težine te ima protuupalne učinke. U brojnim upalnim stanjima, uključivo i aktivnu UBC, uočeno je da su njegove razine povišene, a smatra se da bi grelin u UBC-u mogao imati i ulogu u regulaciji imunološkog odgovora (241).
	U našem istraživanju nije uočena razlika u koncentracijama grelina između bolesnika s upalnim bolestima crijeva i kontrolne skupine, kao ni između bolesnika s CD-om i UC-om. Kada smo promatrali povezanost cirkulirajućih koncentracija grelina s laboratorijskim markerima aktivnosti bolesti, dokazali smo da bolesnici s povišenim vrijednostima grelina imaju niže vrijednosti CRP-a, trombocita i fekalnog kalprotektina.
	Suprotno našim rezultatima, istraživanje Ghomraouia i suradnika pokazalo je kako su razine grelina statistički značajno više u bolesnika s aktivnom upalnom bolesti crijeva u odnosu na neaktivne bolesnike, a razlika je dokazana i među skupinama bolesnika s UBC-om i kontrolne skupine (više vrijednosti u bolesnika s UBC-om). Očekivano, više vrijednosti u zdravih kontrola uočene su natašte, u odnosu na ispitanike koji nisu bili natašte (242). Perrachi i suradnici dokazali su da su razine grelina kod bolesnika s UC-om i CD-om više nego u kontrolnoj skupini. Osim toga, u navedenom istraživanju dokazana je pozitivna korelacija između serumskih razina grelina i aktivnosti bolesti, TNF-α i CRP-a (240). I druga istraživanja su pokazala da cirkulirajuće razine grelina u bolesnika s UCB-om dobro koreliraju s TNF-α, C reaktivnim proteinom, SE i fibrinogenom (243-245). Našom subanalizom nismo dokazali povezanost grelina s TNF-α.
	U dosadašnjim istraživanjima uglavnom su uspoređivane vrijednosti serumskih koncentracija grelina s laboratorijskim parametrima ili kliničkim pokazateljima aktivnosti bolesti, dok do sada nije analizirana povezanost serumskih koncentracija grelina s endoskopskom aktivnošću bolesti. U našem istraživanju nije dokazana povezanost koncentracija grelina s endoskopskom aktivnosti bolesti, a razlog za to je vjerojatno mala veličina uzorka bolesnika koji su imali rezultate endoskopskih pretraga.
	Ranija istraživanja su pokazala kako postoji negativna korelacija između razina grelina i nutritivnog stastusa (242, 246-247). Pa su tako Ates i suradnici dokazali kako razine grelina u bolesnika s CD-om i UC-om negativno koreliraju s tjelesnom težinom, ITM, FM, FFM, a korelacija je jača u bolesnika s aktivnom upalnom bolesti u odnosu na bolesnika u remisiji (245). U našem istraživanju vrijednosti grelina nisu korelirale ni s parametrima nutritivnog statusa.
	Razlog nepoklapanja naših rezultata s literaturnim podacima vjerojatno se nalazi u tome što je u većini naših uzoraka serumska koncentracija grelina nedetektabilna. U našem istraživanju određivali smo acilirani grelin, koji je nestabilan, te je potreban poseban oprez kod uzimanja uzorka, stoga je moguće da je i u samom procesu uzorkovanja došlo do greške.
	Za mjerenje koncentracije grelina u različitim studijama upotrebljavane su dvije metode: RIA (radioimmunoassay, engl.) ili ELISA. Usporedba te dvije metode za acilirani grelin, pokazala je da su vrijednosti mjerene tim dvjema metodama ekvivalentne, stoga smo mišljenja da odabir metoda ipak nije čimbenik koji je utjecao na rezultate istraživanja (248).
	Pojedine studije su pokazale kako postoje i značajne razlike u koncentracijama grelina i leptina između muškaraca i žena, dok druge studije ukazuju da navedena razlika među spolovima ne postoji (249, 250). Naša kontrolna skupina pretežito je uključivala žene i u svakom slučaju smatramo da je to jedno od ograničenja naše studije, no vjerojatno u slučaju grelina ipak nije značajno utjecalo na rezultate.
	Što se tiče utjecaja medikamentozne terapije koju bolesnici primaju, istraživanja su pokazala da infuzija infliksimaba dovodi do porasta grelina za 25 % u bolesnika s CD-om (251). Porast koncentracije grelina nakon aplikacije anti TNF lijeka uočen je i u bolesnika s reumatoidnim artritisom (252). U našem istraživanju koncentracije biomarkera su mjerene prije same aplikacije parenteralnih lijekova, stoga navedeni porast nismo uočili. Pretraživanjem literature nismo našli istraživanje u kojem bi bila dokazana bilo kakva povezanost između koncentracija grelina i drugih farmakoterapija za UBC.
	Leptin je hormon koji ima čitav niz uloga, a tijekom upale može davati lažan signal hipotalamusu o prekomjernoj masi masnog tkiva, te time potaknuti neadekvatan fiziološki odgovor i inducirati anoreksiju. Stoga bi mogao biti zanimljiv biomarker u upalnim bolestima, uključivo i UBC-u.
	Našim istraživanjem smo potvrdili da ispitanici s UBC-om imaju niže vrijednosti leptina u odnosu na ispitanike u kontrolnoj skupini.
	Dodatno, dokazana je značajna pozitivna korelacija između razina leptina i ITM-a. Međutim, kako među kontrolnom skupinom i ispitanicima s upalnim bolestima crijeva nije bilo značajne razlike u ITM-u, razlog za niže vrijednosti leptina u ispitanika s upalnim bolestima crijeva možemo tražiti i u upalnom zbivanju koje moguće utječe na razine hormona sitosti. Jedan od čimbenika koji je mogao utjecati na rezultate je to što je u kontrolnoj skupini bilo značajno više žena, a sekrecija leptina ima i naznačen seksualni dimorfizam pa su tako koncentracije leptina u žena s bilo kojom razinom adipoziteta više (183). Osim toga, ispitanici u kontrolnoj skupini imali su značajno više vrijednosti mase masnog tkiva, što je jedan od čimbenika koji je mogao utjecati na više razine leptina u kontrolnoj skupini.
	Rezultati našeg istraživanja nisu dokazali da bi razine leptina mogle biti povezane s aktivnošću bolesti, kako laboratorijskom, tako ni endoskopskom ni kliničkom.
	Biesiada i suradnici otkrili su da su serumske razine leptina u bolesnika s egzacerbacijom UC-a više od razina kod bolesnika u remisiji te da koreliraju pozitivno sa serumskim razinama proupalnih citokina IL-1β and TNF-α - ali ne i sa težinom upalnih lezija (253). I drugi autori su pokazali kako su razine leptina povišene u akutnom stadiju UC-a i to neovisno o ITM-u (254). Ukoliko pogledamo rezultate istraživanja koja su uspoređivala razine leptina u bolesnika s UBC-om u odnosu na zdravu kontrolnu skupinu, rezultati su različiti. Primjerice, Kahraman i suradnici su pokazali kako su razine leptina više u bolesnika s UC-om i CD-om (255). S druge strane, Karmiris i suradnici su uočili da su serumske razine leptina snižene u bolesnika s upalnim bolestima crijeva (176). Nije uočena razlika između bolesnika s CD-om i UC-om ili između bolesnika s aktivnom i inaktivnom bolesti. Navedeno se podudara s rezultatima našeg istraživanja. U drugim istraživanjima nisu uočene razlike između razina leptina u bolesnika s upalnim bolestima crijeva i kontrolne skupine (256-258).
	Male kohorte, različite kontrolne skupine i različite terapije u ispitanika su vjerojatno uzrok inkonkluzivnih rezultata dosadašnjih istraživanja.
	Utječe li terapija za UBC na serumske vrijednosti lepina, istraživala je Trejo-Vazquez, koja je dokazala da su u UC razine leptina niže u bolesnika koji su primali aminosalicilate, bilo u monoterapiji ili u kombinaciji s azatioprinom, dok kod bolesnika s CD-om nije uočena nikakva razlika u razinama leptina, kada se bolesnici stratificiraju prema terapijama koje primaju (259). Postoje istraživanja koja su pokazala da bolesnici s CD-om koji su liječeni infliksimabom, imaju više vrijednosti leptina što bi govorilo u prilog tome da TNF-α zaista ima ulogu u regulaciji otpuštanja leptina iz adipocita (260). Waluga i suradnici su dokazali kako tromjesečna terapija glukokortikoidima sa ili bez azatioprina, dovodi do porasta koncentracije leptina u plazmi u bolesnika s CD-om (261).
	Kada smo stratificirali bolesnike prema terapija koje primaju, nismo dokazali značajnije razlike u razinama leptina. Razlog tome možemo tražiti u veličini uzroka, ali i duljini primanja medikamentozne terapije kod ispitanika.
	U našem istraživanju pokazali smo da leptin negativno korelira sa skeletnom mišićnom masom kod bolesnika s UBC-om, a dokazana je pozitivna korelacija leptina s masom masnog tkiva, stopom visceralnog masnog tkiva te indeksom tjelesne mase. Kad smo stratificirali bolesnike prema skupinama, uočili smo kako u kontrolnoj skupini nije uočena negativna korelacija sa skeletnom mišićnom masom. Od ranije je poznato da je količina leptina, koja se luči, proporcionalna masi masnog tkiva te da razine leptina predstavljaju važan marker energetskih zaliha (181).
	Aurangzeb i suradnici dokazali su da koncentracije leptina pozitivno koreliraju s BMI u pedijatrijskoj populaciji bolesnika s UBC-om, a na slična istraživanja na odrasloj populaciji bolesnika s UBC-om pretraživanjem literature nismo naišli.
	Pronalazak markera koji bi nam bio koristan u dijagnostici, subklasificiranju, monitoriranju aktivnosti bolesti i predviđanju komplikacija i odgovora na terapiju, predstavlja izazov u zbrinjavanju bolesnika s upalnim bolestima crijeva. Kako pojedinačni biomarkeri nemaju dovoljnu specifičnosti ni osjetljivost, kombiniranje različitih biomarkera bi moglo biti učinkovito u evaluaciji tijeka bolesti. Ovim istraživanjem nismo dokazali da bi grelin i/ili leptin mogli biti potencijalni biomarkeri u praćenju aktivnosti bolesti, međutim rezultati su pokazali kako bi upravo IL-6 mogao biti dobar surogat marker kliničkim i biokemijskim indeksima koji se koriste u upalnim bolestima crijeva. Nepostojanje pretpostavljenih korelacija odnosno negativna korelacija razina grelina i upalnih parametara, moguće je uzrokovana i heterogenošću ispitivane skupine ali i u metodološkim greškama.
	U naše istraživanje je uključeno 153 bolesnika, što predstavlja do sada najveći uzorak bolesnika s upalnim bolestima crijeva kod kojih je uspoređivana koncentracija dva hormona, grelina i leptina te dva proupalna citokina (IL-6 i TNF-α) s laboratorijskim, endoskopskim i kliničkim pokazateljima upale, što danas predstavlja zlatni standard u praćenju bolesnika s upalnim bolestima crijeva. Potencijalnu ulogu ispitivanih biomarkera u kliničkoj praksi potrebno je evaluirati dodatnim istraživanjima na većem broju ispitanika.

	7 ZAKLJUČAK
	Vrijednosti leptina, polipeptida koji se većinom proizvodi u masnom tkivu, a važnu funkciju ima u inhibiciji apetita i moduliranju upalnih i imunoloških reakcija, niže su u bolesnika s upalnim bolestima crijeva u odnosu na kontrolnu skupinu. Međutim, korelacija između koncentracije leptina i razina laboratorijskih parametara upale, kliničke aktivnosti bolesti, u ovom istraživanju nije dokazana. Ispitanici s višom koncentracijom leptina imaju višu masu masnog tkiva i stopu visceralnog masnog tkiva te indeks tjelesne mase, dok ispitanici s nižom koncentracijom leptina imaju višu skeletnu mišićnu masu.
	Vrijednosti TNF- α, važnog regulatora upalnog odgovora, koji je uključen u patogenezu upalnih bolesti crijeva, niže su u kontrolnoj skupini u odnosu na skupinu ispitanika s upalnim bolestima crijeva. Korelaciju razina TNF- α s ispitivanim laboratorijskim pokazateljima upale, kao ni s markerima kliničke aktivnosti, nismo dokazali.
	U našem istraživanju nije dokazana statistički značajna razlika koncentracija grelina, peptida koji također ima ulogu u moduliranju imunoloških odgovora i upalnih procesa, među kontrolnom skupinom i ispitanicima s upalnim bolestima crijeva. Međutim, rezultati našeg istraživanja su pokazali kako ispitanici s višim vrijednostima grelina imaju niže vrijednosti CRP-a, trombocita te fekalnog kalprotektina.
	Koncentracije proupalnog citokina IL-6, koji ima važnu ulogu u nekontroliranom upalnom procesu crijeva, pozitivno koreliraju s vrijednostima laboratorijskih parametara upale. U Crohnovoj bolesti, vrijednosti IL-6 su više u skupini ispitanika s aktivnom bolesti mjereno kliničkim indeksima HBI i CDAI. U ulceroznom kolitisu su također zabilježene više vrijednosti IL-6 u ispitanika s aktivnom bolesti mjereno TW kriterijima i PMS. U našem istraživanju nije dokazana značajna razlika u koncentracijama grelina i IL-6 između ispitanika s upalnim bolestima crijeva i kontrolne skupine.

	8 SAŽETAK
	Upalne bolesti crijeva (UBC) kronične su bolesti čiji se porast incidencija prati u posljednjih nekoliko godina. Stoga ne čudi da je velik broj istraživanja u UBC-u usmjeren ka otkrivanju biomarkera koji bi bio koristan u praćenju aktivnosti bolesti. Kako u upalnim bolestima crijeva dolazi do čitavog niza metaboličkih promjena, moguće su fluktuacije proizvodnje grelina i leptina, te bi upravo njihove serumske razine mogle predstavljati potencijalne biomarkere u UBC-u. Osim toga, citokini su često istraživani biomarkeri u UBC-u, s obzirom da su upravo oni ključne komponente u upalnim putevima važnima u patogenezi UBC-a. Cilj našeg istraživanja bio je odrediti serumske koncentracije grelina, leptina, TNF-α i IL-6 u UBC-u te istražiti povezanost njihovih razina s aktivnosti bolesti i nutritivnim statusom. Rezultati istraživanja su pokazali da bolesnici s UBC-om imaju niže vrijednosti leptina, a više vrijednosti TNF-α u odnosu na kontrolnu skupinu. Dokazana je pozitivna korelacija IL-6 s laboratorijskim pokazateljima upalne aktivnosti, te s kliničkom aktivnosti UBC-a. Osim toga, dokazali smo pozitivnu korelaciju leptina s masom masnog tkiva, stopom visceralnog masnog tkiva te indeksom tjelesne mase te njegovu negativnu korelaciju sa skeletnom mišićnom masom u UBC-u. Razine grelina u većini naših uzoraka bile su nedetektabilne, što smo objasnili greškom u metodologiji. U našem istraživanju IL-6 se pokazao kao potencijalni biomarker u praćenju aktivnosti bolesti, a leptin kao dobar pokazatelj nutritivnog statusa. Međutim, potencijalnu ulogu ispitivanih biomarkera u upalnim bolestima crijeva potrebno je reevaluirati na većem i homogenijem uzorku ispitanika.
	Ključne riječi: upalne bolesti crijeva, grelin, leptin, faktor tumorske nekroze-α (TNF-α), interleukin-6 (IL-6)
	9 SUMMARY
	
	Cross sectional study of serum ghrelin, leptin and proinflammatory cytokines levels in inflammatory bowel disease
	Ana Barišić (2022)
	Inflammatory bowel disease (IBD) is a chronic disease with an increasing incidence in the past few years. Much research in the IBD field has focused on finding reliable serum biomarkers for assessing disease activity. IBD is associated with several metabolic changes that may lead to fluctuation of ghrelin and leptin production. Therefore, serum ghrelin and leptin levels may represent potential biomarkers in IBD. Furthermore, cytokines are commonly researched biomarkers in IBD, due to the fact they have been identified as the key players in intestinal inflammation. Our research has aimed to investigate serum ghrelin, leptin, TNF-α, and IL-6 concentrations in IBD and the association between their levels and activity of the disease and nutritional status. Our results suggest that patients with IBD have lower levels of leptin, and higher levels of TNF-α in comparison with the control group. It has been shown that IL-6 positively correlates with laboratory and clinical markers of disease activity. In addition, leptin levels have been found to exhibit a positive correlate with levels of fat mass, visceral fat mass, and body mass index. A negative correlation between leptin levels and skeletal muscle mass in IBD patients has been proven. Systematic measurement errors are a probable cause of undetectable levels of ghrelin in our research. Finally, IL-6 has been shown as a potential biomarker of disease activity. However, additional studies with larger homogenous cohorts may be needed to validate the value of tested biomarkers as non-invasive biomarkers of IBD activity.
	Keywords: inflammatory bowel disease, Ghrelin, Leptin, Tumor necrosis factor α (TNF-α), Interleukin-6 (IL-6)
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