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1. UVOD



1.1. Upalne bolesti crijeva

Upalne bolesti crijeva (engl. inflammatory bowel disease, IBD) su kroni¢ne, idiopatske,
intermitentne bolesti nepoznate etiologije i nepredvidljivog tijeka (1). Iako je to¢an uzrok
bolesti nepoznat te je jos uvijek predmet brojnih klinickih istrazivanja, smatra se da nastaje

slozenom interakcijom genetskih i okolisnih ¢imbenika uz neadekvatan imunoloski odgovor

Q).

Prema Montrealskoj klasifikaciji iz 2005. godine dijele se na ulcerozni kolitis (engl.
ulcerative colitis, UC), Crohnovu bolest (engl. Crohn's disease, CD) i nedeterminirani kolitis
(3) (Slika 1). Nedeterminirani kolitis podrazumijeva 10-15% oboljelih kod kojih se ne moze

razlikovati radi li se o ulceroznom kolitisu ili Crohnovoj bolesti (4).

Upalne crijevne bolesti

Crohnova Ulcerozni
bolest kolitis

Nedeterminirani Kolitis

Slika 1. Upalne bolesti crijeva (3).



Ulcerozni kolitis je oblik upalne bolesti crijeva s kontinuiranom upalom od rektuma koja
zahvaca debelo crijevo, djelomicno ili cijelo. Histolosku sliku karakterizira kroni¢na upala u
aktivnoj fazi, odnosno aktivna upalna infiltracija sa kroni¢no oste¢enom sluznicom. Aktivne
promjene uklju¢uju mononuklearnu upalnu infiltraciju lamine proprije i epitela kripti u smislu
kriptitisa te nakupljanje neutrofila u kriptama sa stvaranjem kriptapscesa (5). Nadalje, misiéni
sloj sluznice moze biti zahvacen ulceracijama i granulacijskim tkivom, a submukozni sloj
fibroznim promjenama uz proliferaciju Schwannovih stanica (6). Skracenje i destrukcija kripti,
bazalno limfoplazmocitoidna infiltracija sa metaplazijom Panethovih stanica te nastanak
pseudopolipa govori u prilog kroni¢nih upalnih promjena (5). Tipi¢an endoskopski nalaz
sluznice debelog crijeva zahvacenog ulceroznim kolitisom ukljucuje: hiperemiju, gubitak
vaskularnog crteza, erozije, ulceracije, kontaktna i spontana krvarenja (Slika 2). Pseudopolipi
su benigne promjene koje nastaju nakon duzih perioda aktivne upale prekomjernim cijeljenjem
sluznice (8). Opisane promjene su ¢esc¢e kod ulceroznog kolitisa nego kod Crohnove bolesti.
Osim §to mogu biti uzrok spontanih krvarenja, treba ih razlikovati od polipoidnih promjena sa

displazijom kako bi se na vrijeme pristupilo endoskopskom ili kirur§kom zbrinjavanju.

Slika 2. Endoskopski prikaz ulceroznog kolitisa (Preuzeto i prilagodeno prema: Feuerstein JD,

Moss AC, Farraye FA. Ulcerative colitis. Mayo Clinic Proceedings. 2019;94:1357-73.)



Bolest se prezentira krvavo-sluzavim proljevima i bolovima u trbuhu (9). Dio klinicke
slike ulceroznog kolitisa mogu biti nutritivni i metabolicki poremecaji poput akutne ili kroni¢ne
posthemoragijske anemije sa sideropenijom te pothranjenost sa hipoalbuminemijom,
hipokalcemijom, hipokalijemijom i dehidratacijom. Ukoliko se upala Siri u dublje slojeve
stijenke, bolest se moze komplicirati razvojem toksi¢nog megakolona, septickog stanja,
eventualno 1 perforacije debelog crijeva. Nadalje, bolesnici s ulceroznim kolitisom cesce
oboljevaju od kolorektalnog karcinoma, a rizik ovisi o trajanju i ekstenziji bolesti te raste

ukoliko postoji obiteljsko opterec¢enje sporadi€nim kolorektalnim karcinomom (10).

S obzirom na ekstenziju bolesti, prema Montrealskoj klasfikaciji iz 2005. godine
ulcerozni kolitis se dijeli na proktitis koji podrazumijeva da je upalnim promjenama zahvacena
samo sluznica rektuma, na lijevostrani ili distalni kolitis ukoliko su upalne promjene sluznice
do lijenalne fleksure te na proSireni kolitis ukoliko su promjene proSirene prema oralnijem

dijelu debelog crijeva sve do cekuma kada govorimo o pankolitisu (3) (Tablica 1).

Tablica 1. Montrealska klasifikacija ulceroznog kolitisa

El Proktitis
E2 Lijevostrani kolitis (distalni)
E3 Prosireni kolitis (pankolitis)

Crohnova bolest moze zahvatiti bilo koji dio probavnog trakta od usne Supljine do anusa,
tipic¢no i najcescée terminalni ileum i debelo crijevo (11). Bolest karakteriziraju upalne promjene
koje mogu biti diskontinuirane, isprekidane zdravim segmentima probavnog trakta, tvoreci
takozvane skip lezije Sto predstavlja specificnost Crohnove bolesti. Tipi¢an endoskopski nalaz
tijekom ileokolonoskopije jest kaldrmasta sluznica i uzduzne duboke ulceracije (12) (Slika 3).

Histoloski nalaz tipic¢an za Crohnovu bolest jest transmuralna granulomatozna upala pri cemu



se bolest moze Siriti do mezenterija i lokalnih limfnih ¢vorova. Klinicka prezentacija bolesti
moze biti razliita ovisno o intenzitetu upale, proSirenosti i lokalizaciji bolesti te razvoju

strukturnih promjena i lokalnih komplikacija.

Slika 3. Endoskopski prikaz Crohnove bolesti (Preuzeto 1 prilagodeno prema: Rameshshanker
R, Arebi N. Endoscopy in inflammatory bowel disease when and why. World J Gastrointest

Endosc. 2012;4: 201-11.)

Crohnova bolest ima sklonost strukturnim fibroziraju¢im i stenoziraju¢im promjenama;
stvaranju fistula izmedu crijevnih vijuga, okolnih organa i koze (enteroenteralne, enterokoli¢ne,
enterovezikalne, enterouterine, enterokutane fistule) §to moze znacajno otezati klinicki tijek uz
potrebu za kirurSkim zbrinjavanjem (14). Najces¢i oblik bolesti je regionalni ili terminalni
ileitis koji se prezentira bolovima u donjem desnom abdominalnom kvadrantu i proljevima.
razvojem perianalnih fisura, fistula i apscesa. Oba oblika IBD-a imaju povecan rizik razvoja

kolorektalnog karcinoma zbog pro-neoplasticnog ucinka kroni¢ne upale.



Montrealska klasifikacija Crohnove bolesti temelji se na viSe parametara, tako da se u
obzir uzima Zzivotna dob kada je bolest dijagnosticirana, ekstenzija bolesti te predominantni

fenotip uz dodatak je li prisutna perianalna bolest ili ne (3) (Tablica 2).

Tablica 2. Montrealska klasifikacija Crohnove bolesti

Al Do 16 godina
Dob A2 17-40 godina
A3 Iznad 40 godina
L1 [leum
L2 Kolon
Lokalizacija
L3 Ileum i kolon
L4 Samo gornji trakt
B1 Bez penetracije, bez striktura (predominantni fenotip)
‘ B2 Strikturirajuéi tip
Tip o
B3 Penetrirajuci tip
p Perianalna bolest

Nedeterminirani kolitis je oblik upalne bolesti crijeva kod kojeg se ni nakon kolektomije
patolozi ne mogu sa sigurnoSc¢u izjasniti radi li se o ulceroznom kolitisu ili Crohnovoj bolesti.
Ovaj oblik bolesti treba razlikovati od neklasificirane upalne bolesti crijeva (engl.
Inflammatory Bowel Disease, Type Unclassified, IBDU) koja podrazumijeva upalu debelog

crijeva, bez jasnih histoloskih pokazatelja radi li se o ulceroznom kolitisu ili Crohnovoj bolesti

(4).

1.1.1. Povijest

Rani opisi kroni¢nih proljeva potjecu jos iz anti¢kih vremena kada Hipokrat (460-573
p.n.e.) raspravlja o mogucim uzrocima (16,17). Sir Samuel Wilks (1824-1911) bio je prvi
lije¢nik koji se u prikazu klini¢kog slucaja iz 1859. godine koristio terminom ,,ulcerozni kolitis*

kada opisuje klinicko stanje nalik danasnjem poimanju upalne bolesti crijeva (18,19). Kod 42-



godisnje bolesnice koja je umrla nakon viSemjesecnih proljeva i vrucice, obdukcijom je
dokazana transmuralna upala debelog crijeva i zavrSnog dijela ileuma, stanja koje je tek
naknadno shvaéeno kao poseban klinicki entitet nazvan Crohnova bolest (20). 1909. godina
kljuéna je za razumijevanje ulceroznog kolitisa kao klinickog entiteta. Na simpoziju
Kraljevskog drustva za medicinu u Londonu opisano je preko 300 slucajeva ulceroznog kolitisa
s detaljnim opisom rizi¢nih ¢imbenika, klini¢ke prezentacije, tadasnjih terapijskih mogucnosti
i iskustava (21). Rasprave o mogucim uzrocima ukljucivale su alergiju na hranu i pelud te
psihogene poremecaje. Ucinkovito lijecenje zapocinje upotrebom sulfonamida 1938. godine te
otkricem penicilina 1946. godine, ¢ime se ponovno isti¢e bakterijska infekcija kao moguci
uzrok bolesti (22). Sredinom 20. stolje¢a dobar odgovor na kortikosteroidnu terapiju dodatno

je potaknuo interes za mogu¢i imunoloski mehanizam nastanka bolesti (23).

Jos u 17. stolje¢u Wilhelm Fabry (1540-1643) opisuje obdukcijski nalaz kontrahiranog
egzulceriranog cekuma s invaginacijom u ileum u djecaka koji je patio od kroni¢nih bolova u
trbuhu 1 proljeva (24). Giovanni Battista Morgagni (1682-1771) u svom “De Sedibus et Causis

)

Morborum™ opisuje ulceracije 1 perforaciju upalno izmjenenog terminalnog ileuma s
mezenterijalnom limfadenopatijom 1 splenomegalijom (25). Abraham Colles 1830. godine
opisuje bolest u djece koja se komplicira perianalnim, rektovaginalnim i rektovezikalnim
fistulama (22). Nadalje, Burrill B. Crohn 1932. godine (1884.-1983.) 1 sur. u ¢asopisu Journal
of the American Medical Association opisuju 14 oboljelih od nekrotiziraju¢e upale terminalnog
ileuma sa strikturama i fistulama, dobi 17 do 52 godine te bolest nazivaju ,,regionalni ileitis*

(26). Sljedecih nekoliko desetljeca spoznao se znacaj ,,skip lezija“ kao i da bolest moZe zahvatiti

bilo koji dio probavnog trakta (27,28).



1.1.2. Epidemiologija

1.1.2.1. Upalne bolesti crijeva u svijetu

Prema provedenim istrazivanjima epidemioloske znacajke upalnih bolesti crijeva poput
incidencije, prevalencije te epidemioloskih trendova znatno se razlikuju izmedu pojedinih
drzava i dijelovima svijeta. Ulcerozni kolitis i Crohnova bolest smatraju se bolestima visoko
razvijenih zemalja (29), tako da se ¢eS¢e javljaju u razvijenim zemljama Sjeverne Amerike
poput Sjedinjenih Americkih Drzava i Kanade te zemljama zapadne Europe u skladu s
paradigmom o gradijentu sjever-jug i zapad-istok (30) (Slika 4). Stope incidencije i
prevalencije znacajno su nize u Aziji, Japanu i Juznoj Americi.

Prevalencija upalnih bolesti crijeva u Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama najveca je na
svijetu i iznosi 464 oboljela na 100 000 stanovnika. U Europi jednu od najveé¢ih prevalencija
ima Ujedinjeno Kraljevstvo i iznosi 449 na 100 000 stanovnika (32). Incidencija ulceroznog
kolitisa u Europi je 9,8 na 100 000 stanovnika te Crohnove bolesti 6,3 na 100 000 stanovnika
(33).

Prisutan je 1 ve¢ spomenuti gradijent zapad-istok tako da je u zapadnoeuropski zemljama
incidencija ulceroznog kolitisa 10,8 te Crohnove bolesti 6,5 na 100 000 stanovnika dok je u
isto¢noeuropskim zemljama incidencija ulceroznog kolitisa 4,1 a Crohnove bolesti 3,1 na 100
000 stanovnika. Ukupna incidenciji za upalne bolesti crijeva u Europi je 15,2/100 000, dok je

u Australiji 24,5/100 000 (35).
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Slika 4. Incidencija upalnih bolesti crijeva u svijetu (Preuzeto i prilagodeno prema: Cosnes J,
Gower-Rousseau C, Seksik P, Cortot A. Epidemiology and natural history of inflammatory

bowel diseases. Gastroentero logy. 2011;140:1785-94.)

1.1.2.2. Upalne bolesti crijeva u Republici Hrvatskoj

Za Republiku Hrvatsku ne postoje cjeloviti epidemioloski podaci o upalnim bolestima,
ve¢ pojedinacéni za neke od Zupanija. Medu prvima su objavljeni podaci iz Zagreba za razdoblje
1980.-1989. koji govore o incidenciji ulceroznog kolitisa od 1,5 na 100 000 stanovnika i
prevalenciji od 21,4 na 100 000 te o incidenciji Crohnove bolesti 0,7 na 100 000 i prevalenciji
8,3 na 100 000 stanovnika (36,37). Na podru¢ju Primorsko-goranske Zupanije, u razdoblju
2000.-200., incidencija ulceroznog kolitisa bila je 4,3 dok je incidencija Crohnove bolesti 7,9
na 100 000 stanovnika godi$nje (38). Na podruc¢ju Zadarske Zupanije, u razdoblju 2000.-2010.,
godisnja stopa incidencije ulceroznog kolitisa iznosila je 8,1 na 100 000 stanovnika, dok je za
Crohnovu bolesti bila 8,3 na 100 000 stanovnika. Na kraju 2010. godine, prevalencija
ulceroznog kolitisa iznosila je 128,4 na 100 000 te Crohnove bolesti 106,5 na 100 000

stanovnika (39). Na podrucju Vukovarsko-srijemske Zupanije, u razdoblju 2000.-2010.
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pokazalo se kako je incidencija ulceroznog kolitisa 3,5 na 100 000, a Crohnove bolesti 0,95 na
100 000 stanovnika (40). Na podrucju Splitsko-dalmatinske zupanije u razdoblju 2006.-2014.
godine incidencija ulceroznog kolitisa bila je 7,7 na 100 000 stanovnika. Svi navedeni podaci
pozicioniraju Republiku Hrvatsku u podru¢je umjerenog rizika za nastanak upalnih bolesti

crijeva (41).
1.1.2.3. Epidemioloski trendovi

Ucestalost upalnih bolesti crijeva u razvijenim zapadnim zemljama rasla je kroz vise
generacija, dok je u novoindustrijaliziranim zemljama prihva¢anjem zapadnjackih Zivotnih
navika primjeen ubrzani rast incidencije zadnjih nekoliko desetljeca (42). U
novoindustrijaliziranim zemljama upalne bolesti crijeva imaju jednako tezak oblik kao u visoko
razvijenim zemljama, s istim klinickim tijekom, komplikacijama, morbiditetom i mortalitetom
(38). Unato¢ postizanju platoa i ocitog stabiliziranja incidencije u razvijenim zemljama, zbog
znaajnog rasta u novoindustrijaliziranim zemljama Azije, Afrike i JuZzne Amerike, upalne

bolesti crijeva bivaju sve veci globalni javnozdravstveni problem (42,43,44).

1.1.2.4. Etnicke i rasne razlike

O razlikama prevalencije upalnih bolesti crijeva izmedu razlicitih etnic¢kih skupina i rasa
Cesto se pisalo, tako naprimjer istrazivanja govore o vecoj prevalenciji Crohnove bolesti medu
potomcima Askenazi Zidova, usporedujuéi ih sa ostalim nezidovskim europskim narodima
(45). Isto tako, opisano je kako Afroamerikanci ¢e$¢e obolijevaju od Crohnove bolesti te imaju
vecu sklonost razvoju ekstraintestinalnih manifestacija poput artritisa i uveitisa. Amerikanci
meksickog porijekla cesce obolijevaju od ulceroznog kolitisa te su skloniji afekciji zglobova 1
gotovo svi su pozitivni na p-ANCA, za razliku od 40% pozitivnih oboljelih bijelaca. Nadalje,
kod bijelaca je ceSce pozitivna obiteljska anamneza za upalne bolesti crijeva i kolorektalni

karcinom (46).
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1.1.2.5. Dobna distribucija

S obzirom na dobnu strukturu, upalne bolesti pokazuju bimodalnu distribuciju s vrSnom
incidencijom u dobi 24-34 godine te ponovno u dobi 55-64 godina, §to je izraZzenije kod

ulceroznog kolitisa nego kod Crohnove bolesti (47).

1.1.3. Patogeneza
Iako uzrok nastanka upalnih bolesti crijeva nije do kraja jasan, istrazivanja su pokazala
da su u patogenezu ukljucene genetska sklonost, okoliSni Cimbenici, promjene crijevne

mikrobiote 1 imunosni sustav (48).

Genomska istrazivanja su potvrdila povezanost upalnih bolesti crijeva s vise od 100
genskih lokusa koji ukazuju na vaznost niza genskih i patofizioloSkih mehanizama poput
aktivacije limfocita, funkcioniranja crijevne epitelne barijere, citokinskog signaliziranja i
prepoznavanja mikroba. Vecina lokusa povezanih s Crohnovom bolesti 1 ulceroznim kolitisom
povezana je sa IL-23 signalnim putem te s ekspresijom transkripcijskih faktora poput NK2
transkripcijskog faktora, lokus 3 (NKX2-3), SMAD3, STAT3, ZMIZ1 (engl. Zinc Finger MIZ-
Type Containing 1) i c-Rel (49). U skladu s o¢ekivanjima, vecina gena je pokazala povezanost
s oba oblika upalne bolesti crijeva dok su neki genski lokusi bili povezani iskljucivo s jednim
oblikom bolesti. Geni koji reguliraju autofagiju 1 ekspresiju NOD2 (engl. Nucleotide-binding
Oligomerization Domain-containing protein 2) povezani su s Crohnovom bolesti (50). Geni
povezani s ulceroznim kolitisom nalaze se na kromosomu 6p21, u regiji glavnog kompleksa
histokompatibilnosti (klasa Il MHC gena) te su geni koji reguliraju mehanizme epitelne obrane
(49). Oba oblika upalnih bolesti crijeva povezana su sa specificnim HLA klase II fenotipom
tako da je ulcerozni kolitis povezan s DR2, DR9 i DRB1*0103b dok s druge strane biljezi

negativnu povezanost s DR4. Nadalje, Crohnova bolest ima pozitivnu korelaciju s DR7,
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DRB3*0301 1 DQ4, dok je korelacija negativna s DR2 1 DR3 (51). HLA haplotip DRB1*0103
povezan je s ekstenzijom bolesti ali i ve¢im rizikom za kolektomiju. Koliko je genetska
predispozicija tj. pozitivna obiteljska anamneza za upalne bolesti crijeva vazan ¢imbenik rizika,
govori podatak kako 5,7-15,5% oboljelih od ulceroznog kolitisa imaju rodake u prvoj liniji

oboljele od iste bolesti dok jednojajcani blizanci oboljevaju u 6-13% slucajeva (52-55).

Ostecenje mukozne barijere zajedno sa smanjenim stvaranjem crijevnog mucina subtip
2 dovodi do povecanog prolaska te neposrednog kontakta luminalnih mikroba i antigena s

imunim stanicama domacina (56,57).

Crijevnu mikrofloru ve¢im djelom cine obligatni anaerobi iz roda Bacteroidetes,
Proteobacteria, Firmicutes 1 Actinobacteria koji u simbiotskom odnosu s ljudskim organizmom
djeluju na metabolizam i neke fizioloske procese koji mogu imati znacaj u nastanku IBD-a
poput: fermentacije neprobavljivih ugljikohidrata radi proizvodnje kratkolan¢anih masnih
kiselina, biotransformacije konjugiranih zu¢nih kiselina, sinteze nekih vitamina te razgradnje
oksalata (58,59). Mikroflora ukljucuje viruse 1 gljivice tako da je sve viSe paznje usmjereno i
na njihovu uloga u nastanku bolesti. Zna¢ajni dokazi o utjecaju promjene crijevne mikroflore
na nastanak IBD-a su istraZivanja na mi§jim modelima. Iako mehanizam kojim promjena
crijevne mikroflore utjece na nastanka bolesti nije do kraja razjaSnjen pretpostavlja se da bi
pojedini produkti metabolizma mogli imati u¢inak malih molekula u patogenezi. Promjena
crijevne mikroflore (disbioza) smatre se znacajnim ¢imbenikom za nastanak 1 aktivnost upalne
bolesti crijeva, a dokazano je da utjeCe na fenotip i genotip upalne bolesti crijeva. Tako
naprimjer, promjene u sastavu bakterija Faecalibacterium 1 Escherichia taxa utjeCe na fenotip

bolesti, ATG16Lq (engl. Autophagy related 16 like I locus) i NOD2 genotip (60).

Prepoznavanje antigena odvija se na razini dendriti¢nih stanica lamine proprije, glavnih

predo¢nih stanica crijevne imunosti koje prezentirajuci antigene T i1 B stanicama aktiviraju
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imuni odgovor. U pacijenata s upalnim bolestima crijeva povecan je broj zrelih aktiviranih
dendriti¢nih stanica, a njihov broj korelira s aktivnosc¢u bolest (61,62). Dendriti¢ne stanice
prepoznaju mikrobe preko Toll-like receptora (TLR) i1 NOD-like receptora te tako
omogucavaju imuni odgovor aktivacijom NF-xB (engl. Nuclear factor-xB) 1 drugih
transkripcijskih faktora (63). Zdrava crijevna sluznica pokazuje uglavnom TLR3 i TLRS
receptore dok je s druge strane ekspresija TLR4 bitno povecana kod upalnih bolesti crijeva
(64). Polimorfizam TLR4 smatra se znac¢ajnim ¢imbenikom sklonosti za upalne bolesti crijeva
tako su npr. TLR4 Asp299Gly i TLR4 Thr3991Ile povezani sa sklonos¢u razvoja bolesti u

bijelackoj populaciji (65).

Kod ulceroznog kolitisa narusena je ravnoteza izmedu razli¢itih efektorskih T-stanica
poput Thl, Th2 i Th17; s posljedi¢nim atipi¢nim Th2 odgovorom, stvaranjem interleukina 5 i
interleukina 13 te citotoksi¢nom reakcijom prema epitelnim stanicama (66). Vaznom karikom
u patogenezi Crohnove bolesti smatraju se Thl stanice. Nadalje, istrazivanja su pokazala kako
je u razvoju upalnih bolesti crijeva pojacano stvaranje interleukina 17 zbog €ega su brojna
novija istrazivanja usredotocena upravo na Th17 stanice koje ga proizvode. Temeljeno na
novijim spoznajama kako je kod oboljelih od upalnih bolesti crijeva poviSena razina ¢imbenika
nekroze tumora (engl. Tumor Necrosis factor, TNF) u serumu, stolici i crijevnoj sluznici; TNF-
a smatra se kljuénim proupalnim citokinom u nastanku upalnih bolesti crijeva (68). Nadalje,
lu¢enjem kemoatraktanata poput CXCLS (engl. C-X-C Motif Chemokine Ligand 8) leukociti se
preusmjeravaju iz sustavnog krvotoka u upalom zahvaceni dio probavnog trakta te se tako
umnaza upalni odgovor (69). Djelovanjem proupalnih citokina IFN-y i TNF-a smanjuje se
migracija fibroblasta koji se zadrzavaju u lamini propriji crijeva te tako doprinose upalnom

zbivanju, posebno kod Crohnove bolesti koja je sklona razvoju fibrostenoza (70).
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1.1.3.1. Cimbenici okolisa

Istrazivanja kojima je dokazano kako useljenicka populacija iz zemalja niskog u zemlje
visokog rizika Cesto poprima razinu rizika nove sredine za razvoj bolesti, potvrduju utjecaj

okoli$a na nastanak upalnih bolesti crijeva.

Pusenje je znacajan okolisni ¢cimbenik u nastanku upalnih bolesti crijeva. Treba naglasiti
kako pusenje ima suprotan ucinak na klinicki tijek ulceroznog kolitisa i Crohnove bolesti.
Nepusaci ¢esce oboljevaju od ulceroznog kolitisa, s druge strane istrazivanja su dokazala kako
je Crohnova bolest ¢eS¢a u puSaca (71). Prva istrazivanja o u€inku puSenja na nastanak bolesti
potjecu iz 1982. godine kada je Harries sa suradnicima doSao do zakljucka kako je ulcerozni
kolitis velikim djelom bolest nepusaca (72). Ubrzo nakon spoznaje o povezanosti pusenja i
ulceroznog kolitisa provedena su prva istrazivanja o povezanosti s Crohnovom bolesti.
IstraZivanja su ukazala na povezanost lokalizacije bolesti s koli¢inom popusenih cigareta, tako
da je Crohnova bolest tankog i debelog crijeva povezana s ve¢im brojem popusSenih cigareta
(73). Iako se nikotin smatra glavnom aktivnom supstancom odgovornom za ucinak pusenja na
nastanak i tijek upalnih bolesti crijeva, mehanizmi djelovanja ostaje jo$ uvijek do kraja
nerazjasnjen (74). Zna se kako puSenje utjeCe na promjene stanicnog i humoralnog imunog
odgovora, razinu proupalnih citokina, crijevni motilitet i permeabilitet, promjene cirkulacije,
stvaranje sluzi i razinu slobodnih radikala (75,76). S druge strane, mehanizam i razlozi dvojnog
ucinka na nastanak ulceroznog kolitis i Crohnove bolesti nije u potpunosti jasan. Pretpostavlja
se da utjecaj ima lokalizacija bolesti, transmuralnost promjena, genetske varijacije te odgovor

domacina na luminalne bakterije (77).

Dosadasnja iskustva i istrazivanja pokazala su kako je pojavnost ulceroznog kolitisa
niza u ljudi koji su u mladosti apendektomirani zbog upale crvuljka (78). Primije¢eno je kako

od ranije apendektomirani pacijenti imaju blazi klinicki tijek bolesti dok mehanizam kojim bi
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apendektomija imala zaStitni u¢inak nije do kraja poznat (79, 80). Pretpostavlja se kako je
temelj zaStitnog ucinka apendektomije promijenjen imunoloski odgovor. Zastitni ucinak
kombinacije upale crvuljka i apendektomije ukazuje na moguée primarno mjesto crvuljka u
nastanku imunog zbivanja odgovornog za nastanak ulceroznog kolitisa (81,82). Porast
FoxP3*CD25'T stanica tijekom apendicitisa moZe potaknuti imunoloski odgovor kojim
prevenira autorekativnost kakvu imamo kod ulceroznog kolitisa (83). Treba naglasiti kako je
protektivni u¢inak apendektomije zabiljeZen samo kod bolesnika koji su operirani mladi od
20 godina te kod onih koji su operirani isklju¢ivo zbog apendicitisa ili mezenterijalnog
limfadenitisa (84). S druge strane, nije dokazan utjecaj apendektomije na pojavnost Crohnove

bolesti te se ne zna mehanizam takvog dvojnog ucinka (85).

Zapadnjacki nacin prehrane karakteriziran visokim udjelom proteina Zivotinjskog
porijekla te siromasan biljnim vlaknima, smatra se jednim od glavnih okoli$nih rizi¢nih
¢imbenika za razvoj upalnih bolesti crijeva. Prehrana bogata vlaknima biljnog porijekla utjece
na raznolikost crijevnih bakterija te tako i na njihovu proizvodnju metabolita blagotvornog
ucinka za crijevnu sluznicu (86,87). Isto tako, smanjena koli¢ina biljnih vlakana u prehrani
dovodi do promjena u fizioloSkoj crijevnoj flori tj. do disbioze i ekspanzije nepoZzeljnih
bakterija koje razgraduju crijevnu sluz sto nadalje uzrokuje disfunkciju sluznice te tako utjece

na povecanu sklonost razvoju upalnih bolesti crijeva i drugih kroni¢nih bolesti (88,89).

Istrazivanja ukazuju na povezanosti upotrebe antianaerobnih antibiotskih lijekova u
djetinjstvu i nastanka upalnih bolesti crijeva (90). Provedena je meta-analiza na viSe od 7200
pacijenata kako bi se utvrdilo postoji li povezanost upotrebe antibiotika irazvoja upalne bolesti
crijeva. Dokazano je kako antibiotici poveéavaju vjerojatnost nastanka Crohnove bolesti, ali ne

1 ulceroznog kolitisa (91).

15



Kod oboljelih od upalnih bolesti crijeva razina vitamina D Cesto je snizena, ali bez jasne
povezanosti sa samim nastankom bolesti, no s druge strane povezana je s aktivnos¢éu Crohnove

bolesti dok nadoknadom ¢ini se kako poboljSavamo kvalitetu zivota oboljelih (92,93,94).

Istrazivana je povezanost upalnih bolesti crijeva s brojnim drugim okoliSnim
¢imbenicima poput stresa, poremecaja spavanja, upotrebe nesteroidnih protuupalnih lijekova,
zagadenja zraka, zagadenja vode, dojenja, intolerancije na hranu, cijepljenja, osobne higijene,
virusnih, bakterijskih i parazitskih infekcija. Rezultati su ¢esto bili opre¢ni i nejasni §to upucuje

na potrebu daljnjih istraZivanja.

1.1.4. Ekstraintestinalne manifestacije

Ekstraintestinalne manifestacije (engl. extraintestinal manifestation, EIM) javljaju se
kod ulceroznog kolitisa i Crohnove bolesti uéestaloséu 25-40%, ali ne podrazumijevaju
sekundarne ucinke osnovne bolesti poput anemije, sideropenije, hipokalcemije ili
hipoalbuminemije, koje ima gotovo svaki bolesnik s aktivhom boleS¢u. Ekstraintestinalne
manifestacije su direktno ovisne o crijevnoj bolesti i1 vjerojatno imaju zajednicku patogenezu
(95). Dosadasnje spoznaje ukazuju na crijevni epitelni protein (engl. Colonic Epithelial Protein,
CEP) 1 humani tropomiozin izoforma 5 (engl. Human Tropomyosin Isoform 5, hTMS5), koji su
osim u crijevu izraZeni u Zu¢nim vodovima, koZi, oima 1 zglobovima kao vjerovatni glavni cilj
autoimune reakcije na ekstraintestinalnim organima (96). EIM se ponekad javljaju i prije nego
Sto se dijagnosticira osnovna upalna bolest crijeva, a uklju¢uju promjene na koStanomiSi¢nom
sustavu, zglobovima, kozi, sluznicama, o¢ima, jetri, zucnim vodovima, bubrezima i1 diSnom

sustavu.

Najcesc¢e EIM su artritisi, spondiloartropatije, nodozni eritem, gangrenozna pioderma,

aftozni stomatitis, primarni skleroziraju¢i kolangitis, autoimuni hepatitis, uveitis, episkleritis
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(Tablica 3). Artritis kao najceS¢a ekstraintestinalna manifestacija, prisutan je u 17-30 %
oboljelih od upalnih bolesti crijeva te moze znacajno utjecati na morbiditet i kvalitetu zivota
(97,98). Javlja se kao periferni i aksijalni artritis. Periferni artritis ima do 30% oboljelih, moze
biti u formi pauciartritisa ili poliartritisa (99). Aksijalna zahvaéenost se moze prezentirati
izoliranom boli u ledima, sakroileitisom te ankilozantnim spondilitisom koji je ¢es¢i kod

Crohnove bolesti.
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Tablica 3. Ekstraintestinalne manifestacije upalnih bolesti crijeva

Ekstraintestinalne manifestacije

KoStanomiS$iéni sustav

KozZa i usna Supljina

Hepatobilijarni sustav

Kardiovaskularni sustav

Metabolizam

Ankilozantni spondiloartritis
Sakroileitis

Periferni artrits
Periostitis

Asepticka nekroza
Polimiozitis
Osteoporoza

Nodozni eritem
Gangrenozna pioderma
Aftozni stomatitis
Sweetov sindrom
Psorijaza

Vitiligo

Primarni skleroziraju¢i kolanitis
Autoimuni hepatitis
Kolangiokarcinom

Apsces jetre

Tromboza vene porte

Uveitis

Iritis

Episkleritis

Keratopatija

Perikarditis, miokarditis, srCane aritmije

Arterijske i venske tromboembolije

Takayasu arteritis

Usporen rast i razvoj

Zakasnjeli pubertet
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KozZne promjene su prisutne u 2-34% oboljelih od upalnih bolesti crijeva (100). Nodozni
eritem je naj¢eséa kozna manifestacija u oboljelih od upalnih bolesti crijeva, nastaje u 4-15%
oboljelih od Crohnove bolesti te 3-10% oboljelih od ulceroznog kolitisa, a ¢es¢i je kod Zena
(101) (Slika 5). Gangrenozna pioderma javlja se kod 0,5-5% oboljelih od IBD-a (102) (Slika
6). Od ostalih koznih manifestacija Ceste su psorijaticne promjene na kozi, aftozni stomatitis 1

Sweetov sindrom (akutna febrilna neutrofilna dermatoza).

Oc¢i mogu biti zahvacene upalnim promjenama poput episkleritisa, skleritisa i uveitisa
(104). Jos je Crohn 1925. godine objavio prve podatke o zahvacenosti o¢iju kod pacijenata s
upalnim bolestima crijeva. Prva dva opisana pacijenta uz ulcerozni kolitis imali su
keratomalaciju i kseroftalmiju (105). O¢ne komplikacije su ¢esée ukoliko su upalom aficirani i
zglobovi te je uoceno ¢esce javljanje kod Zena (106). Unato¢ spoznaji kako pusaci imaju manji
rizik oboljevanja od ulceroznog kolitisa, podaci govore da su skloniji ocnim komplikacijama

(107).
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Slika 5. Nodozni eritem (Preuzeto prema: Pellicer Z, Santiago JM, Rodriguez A, Alonso V,
Anton R, Bosca MM. Management of cutaneous disorders related to inflammatory bowel

disease. Ann Gastroenterol. 2012; 25:21-6.)

Slika 6. Gangrenozna pioderma (Preuzeto prema: Pellicer Z, Santiago JM, Rodriguez A,
Alonso V, Anton R, Bosca MM. Management of cutaneous disorders related to inflammatory

bowel disease. Ann Gastroenterol. 2012; 25:21-6.)
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Upalne bolesti crijeva mogu biti praceme razli¢itim bolestima jetre i Zu¢nih vodova, od
kojih neke zahtijevaju samo pracenje, dok druge mogu dovesti do ozbiljnog ostecenja, poput
fibroze i ciroze jetre. Isto tako mogu biti neposredno povezane s upalnom bolesti crijeva, ali i
uzrokovane lijekovima ili metabolickim poremecajima koji prate primarnu crijevnu bolest
(108). Neke bolesti jetre mogu biti dijagnosticirane prije, istovremeno ali i nakon dijagnoze
upalnih bolesti crijeva. Patogeneza hepatobilijarnih poremecaja kao i osnovne crijevne bolesti
nije jasna do kraja, no zna se da je viSe ¢imbenika ukljuc¢eno u njihov nastanak. Uz upalne
bolesti crijeva, posebno uz ulcerozni kolitis, najvise se veze primarni skleroziraju¢i kolangitis
(PSC) koji moze dovesti do progresivnog oStecenja te posljedi¢ne ciroze sa zatajenjem i potrebe

za transplantacijom jetre (109).

PSC pridruzen upalnim bolestima crijeva znafajno povecava rizik nastanka
kolangiokarcinoma, karcinoma zu¢nog mjehura i hepatocelularnog karcinoma (110). Ostali
manje Cesti poremecaji hepatobilijarnog sustava su primarna bilijarna ciroza (PBC), Zu¢ni

kamenci, steatoza jetre, tromboza vene porte, apsces jetre 1 granulomatozni hepatitis.

Iako oboljeli od upalnih bolesti crijeva spram opce populacije imaju manje klasi¢nih
kardiovaskularnih rizika poput pretilosti 1 hiperkolesterolemije, primje¢ena je povecana
incidencija ishemijske bolesti srca, fibrilacije atrija, arterijske hipertenzije, cerebrovaskularnog
inzulta 1 drugih kardiovaskularnih bolesti. Patogenetski mehanizam kojim nastaju
kardiovaskularne bolesti nije uvijek isti. Nastanak perikarditisa smatra se imunoloski
posredovanim, miokarditis moZze biti uzrokovan kardiotoksi¢nim u¢inkom aminosalicilata, dok
se Takayasu arteritis javlja u genetski predisponiranih osoba (111). Uzrokom povecéanog rizika
za razvoj venske tromboembolije smatraju se poremecaji broja trombocita, hiperkoagulabilnost
krvi, endotelna disfunkcija, venska staza, ali i genetski pridruZeni poremecaji poput deficita
proteina C, proteina S ili antitrombina. Arterijski tromboembolijski poremecaji uzrokovani su

endotelnom disfunkcijom, ubrzanom aterosklerozom te polimorfizmom NOD2/CARD15 gena.
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Izmedu brojnih tvari koje stvaraju endotelne stanice, dusikov oksid stvoren iz L-arginina uz
pomo¢ endotelne sintaze smatra se klju¢nim medijatorom u nastanku endotelne disfunkcije.
(112). Nadalje, prema dosadasnjim saznanjima kroni¢na upala crijeva smatra se ¢imbenikom
nastanka endotelne disfunkcije, strukturnih aterosklerotskih promjena te povecanog rizika

obolijevanja od kardiovaskularnih bolesti u pacijenata s IBD-om (113).

S obzirom na rastucu prevalenciju upalnih bolesti u dje¢joj dobi, prepoznat je znacaj
metabolickih poremecaja nastalih kao posljedica aktivne bolesti s bolovima u trbuhu, gubitkom
apetita, malapsorpcijom, rezistencijom na hormon rasta, lo§im nutritivnim statusom te
posljedicnom sideropenijom, anemijom, hipokalcemijom i1 hipoalbuminemijom. Usporen rast i
razvoj prepoznat je kao vrlo vazna komplikacija bolesti sa ceS¢om pojavom u oboljelih od
Crohnove bolesti spram ulceroznog kolitisa (114,115). ZakaSnjeli pubertet takoder moze
komplicirati klinicki tijek kod djece, ceS¢e ukoliko se radio o Crohnovoj bolesti, nekad i uz

dobar nutritivni status $to se djelom pripisuje utjecaju upalnih medijatora (116).

1.1.5. Dijagnoza

Dijagnoza upalnih bolesti crijeva zasniva se na iscrpnim anamnesti¢kim podacima te
temeljitom fizikalnom pregledu. Oboljeli se mogu Zaliti na bolove u trbuhu, proljevaste stolice,
krvarenje te gubitak tjelesne mase, simptome koji nisu dovoljno specificni kako bi samo na
osnovu njih mogli razluciti o kojem obliku IBD-a se radi (117). Bolovi u trbuhu mogu biti
difuzni, u lijevom hemiabdomenu kod zahvacenosti upalom silaznog dijela debelog crijeva te
u donjem desnom abdominalnom kvadrantu kod lokalizacije upalnih promjena u podrucju
terminalnog ileuma ili cekuma. Ukoliko se bolesnici zale na bol analno svakako treba misliti
na perianalni oblik Crohnove bolesti (118). Isto tako ukoliko tegobe traju duze vrijeme mogué

je 1 gubitak tjelesne tezine. Nerijetko je klinicki tijek Crohnove bolesti podmukao te s razvojem
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fibroznih promjena tako da se bolesnik prezentira klini¢kom slikom akutnog abdomena. U

klinicki tezoj bolesti te ukoliko se formiraju apscesi mogu¢ je febrilitet.

Fizikalni pregled ukljucuje procjenu uhranjenosti, hidracije i opéeg stanja bolesnika.
Temeljit fizikalni pregled trbuha inspekcijom, palpacijom i auskultacijom pomaze u
dijagnosticiranju bolesti, iskljucuju¢i palpabilne rezistencije i enterokutane fistule.
Digitorektalni pregled s inspekcijom perianalne regije vazan je radi iskljuCivanja perianalne

bolesti (119).

S obzirom da se radi o kroni¢noj upalnoj bolesti, laboratorijskom; hematoloSkom i
biokemijskom obradom mozemo dokazati ubrzanu sedimentaciju eritrocita, poviSene
vrijednosti CRP-a, anemiju koja moze biti normocitna (iako je najceS¢e mikrocitna sa
sideropenijom), leukocitozu s neutrofilijom, hipoalbuminemiju, hipokalijemiju i
hipokalcemiju. PovisSeni kalprotektin u stolici je pokazatelj upale i migracije leukocita u
probavni trakt te znacajno korelira s crijevnom upalom, a kao takav osim u pracenju tijeka
bolesti vrlo koristan u procjeni radi li se o simptomima upalne bolesti ili sindroma iritabilnog

crijeva (120).

Metode slikovnog prikaza poput ultrazvuka trbuha, kompjutorizirane tomografije (CT)
ili enterografije magnetskom rezonancom su vrlo vrijedne u dijagnostici te pracenju aktivnosti
11 proSirenosti IBD (121). Intestinalni ultrazvuk pokazao se iznimno u¢inkovitim u dijagnostici
upalne bolesti tankog crijeva, detekciji muralnih 1 ekstramuralnih komplikacija (122). CT se
korisiti za detekciju perforacija ili uzroka intestinalne opstrukcije, a CT enterografija za
evaluaciju crijevnih stenoza. Magnetna rezonanca je metoda izbora u dijagnostici 1 pracenju

rektalnih fistula.

Endoskopska evaluacija kolonoskopijom uz biopsiju sluznice, zajedno s histoloSkom

pretragom Cine temelj dijagnostike upalnih bolesti crijeva (123). Ukoliko su prisutni simptomi
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gornjeg dijela probavnog trakta te ukoliko se radi o Crohnovoj bolesti potrebna je

ezofagogastroduodenoskopska evaluacija.

Svakako, dio dijagnosticke obrade klinickog stanja sumnjivog na upalnu bolest crijeva
jest iskljuciti sindrom iritabilnog crijeva (124), crijevne infekcije enteropatogenim bakterijama,

virusima i parazitima te stanja poput intolerancije glutena.

1.1.6. Lijecenje
Aminosalicilati (sulfasalazin, mesalazin) su skupina protuupalnih lijekova koji
blokiranjem stvaranja prostaglandina i leukotrijena djeluju blagotovorno na upalni proces te

se stoga koriste kao temeljna terapija za upalne bolest crijeva i reumatoloSke bolesti (125).

Kortikosterodi su vrlo u¢inkoviti u postizanju remisije ukoliko se to nije postiglo
aminosalicilatima (126), ali nisu prikladni za odrzavanje stabilne remisije zbog znatnih
nuspojava dugotrajne upotrebe kortikosteroida. Prekid kortikosteroidne terapije koja je trajala
duZe od 3 tjedna mora biti postupan zbog supresije kore nadbubrezne Zlijezde kako ne bi
dosSlo do fenomena ustezanja i1 adrenalne insuficijencije. Za razliku od spomenutih
kortikosteroida koji imaju sustavno djelovanja budesonid u svega 5-10% prolazi jetru te
manjim djelom dospijeva u krvotok tako da nema sustavnog djelovanja (127). Kao topicka

terapija mogu se koristiti hidrokortizonske klizme za lije¢enje distalnog kolitisa (128).

Azatioprin je metabolit 6-merkaptopurina koji inhibira ucinak 1 izaziva apoptozu T-
stanica Sto ga ¢ini ucinkovitim u odrZzavanju remisije (129). Metotreksat se ponekad koristi

za postizanje remisije kada to nije uspjelo azatioprinom.

Pojavom nove skupine bioloskih lijekova omoguceno je odrzavanje klini¢ke remisije

upalnih bolesti crijeva bez nuspojava uzrokovanih dugotrajnim uzimanjem kortikosteroida ili
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imunomodulatora. U ovu skupinu spadaju monokolonska protutijela protiv odredenih upalnih
medijatora poput TNF-q, interleukina 12 (IL-12), IL-23 te integrina o437 (130,131). U skupinu
anti-TNF-a lijekova spada infliksimab koji je monoklonsko kimeri¢no, misje-ljudsko
protutijelo klase IgG1 koje se veze na TNFa i tako blokira njegovo daljnje djelovanje u upalnoj
kaskadi. Adalimumab je rekombinantno humano IgG1 monoklonsko protutijelo koje takoder
ima anti-TNFa u¢inak. Vedolizumab je monoklonsko protutijelo koje veze i blokira integrin
a4p7 te tako mijenja upalni odgovor (132). Ustekinumab je ljudsko monoklonsko protutijelo
koje vezanjem za IL-12 i IL-23 ostvaruje protuupalni uc¢inak. Bioloski lijekovi se uvode
klasi¢nim ,,step-up® pristupom lijeCenju, ukoliko se kortikosteroidima i imunomodulatorima
nije postigla remisija bolesti. Temeljeno na novim spoznaja mijenja se i pristup u lijeenju
upalnih bolesti crijeva, tako da se umjesto ,,step-up* Koristi ,,fop-down** pristup ukoliko se na
osnovu mlade zivotne dobi, ekstenzije i aktivnosti bolesti te fistulirajue-stenozirajuceg
fenotipa procjeni visok rizik strukturnih promjena i potrebe za kirurS§kim zahvatom. ,,7op-
down* pristup lijecenju ranim uvodenjem bioloskih lijekova i postizanjem stabilne remisije

mjenja prirodni tijek upalnih bolesti crijeva.

Treba jo§ spomenuti iz skupine malih molekula tofacitinib, Janus kinazni 3 (engl. Janus
Kinase, JAK3) inhibitor koji interferira s JAK-STAT signalnim putem a koristi se u lije¢enju
ulceroznog kolitisa (134). Ostala terapija ukljucuje antibiotike, probiotike, suprotivnu terapiju
poput antidijaroika ili prokinetika, infuzije kristaloidnih otopina i humanih albumina. Ukoliko
sve konzervativne metode lijeCenja ne daju Zeljeni rezultat, izbor je pristupiti kirurSkom

zahvatu, primjerice u slucaju stenoza, fistula, apscesa ili toksicnog megakolona.
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1.2. Adropin

Adropin je pleotropni peptid otkriven 2008. godine, koji ima vaznu ulogu u regulaciji
energije djeluju¢i na metabolizam lipida i glukoze (135). Ime je dobio od latinskog korijena
rijeci ,,aduro“ 1 ,,punguis* §to znaci ,,promice izgaranje masti*. Kodiran je ENHO (engl. Energy
Homeostasis) genom na kromosomu 9pl13.3 te se sastoji od 25 egzona (136). Nakon
proteolitickog cijepanja prekursora od 76 aminokiselina adropin ¢ini niz od 43 aminokiseline s

istom sekvencom kod ljudi, miSeva, Stakora 1 svinja (137) (Slika 7).

Slika 7. Slijed aminokiselina u adropinu (Preuzeto i prilagodeno prema: Aydin S. Three new

players in energy regulation: Preptin, adropin and irisin. Peptides 2014;56:94-110.)

ENHO gen je najviSe izraZzen u mozgu 1 jetri, no prisutan je takoder u misi¢ima, srcu,
plu¢ima, bubrezima, mononuklearnim leukocitima periferne krvi te stanicama karcinoma dojke
(139,140). Aktivnost ENHO gena dokazana je u terminalnom ileumu i debelom crijevu primata
(141), sto ukazuje na moguéu povezanost s nastankom upalnih bolesti crijeva. Adropin je

prisutan u majcinom mlijeku, a tijekom trudnoce u krvi majke 1 krvi iz pupkovine.

26



Vrijeme poluzivota adropina jo$ uvijek nije to¢no odredeno, no zna se da je, poput
drugih sekretornih proteina, negdje izmedu nekoliko minuta i pola sata (137). Bioloski uc¢inak
adropina je mogu¢ zahvaljujuéi interakciji s GPR19 receptorom (engl. G Protein —Coupled
Receptor, GPR) (142). Osim ucinka sekretornog proteina, adropin moze biti dio stani¢ne

membrane te tako sudjelovati u medustani¢nim signalnim putevima.

1.2.1. Adropin i metabolizam glukoze

Istrazivanja na miSevima potvrdila su ulogu adropina kao fizioloSkog regulatora
metabolizma glukoze i oksidacije masnih kiselina. Dokazano je kako se u miSeva koji su pretili
zbog hiperaklorijske dijete, davanjem adropina smanjuje inzulinska rezistencija, poboljSava
tolerancija glukoze i oksidacija ugljikohidrata (143). Istrazivanja provedena na bolesnim
ljudima pokazala su zna€ajnu povezanost serumske razine adropina, pretilosti i rizika za razvoj
metabolickog sindroma. Razina adropina bila je sniZzena u pretilih ispitanika s inzulinskom
rezistencijom i smanjenom utilizacijom glukoze, dok je gubitak tjelesne teZine utjecao na porast
njegove razine uz smanjenje inzulinske rezistencije i poboljSanje parametara metabolizma

glukoze (144).

1.2.2. Adropin i vazoprotekcija

Novija istrazivanja dokazala su povezanost snizene razine adropina s visokim
vrijednostima arterijskog tlaka. Negativna korelacija adropina s vrijednostima arterijskog tlaka
kao 1 s razinom faktora vazokonstrikcije endotelina-1 govori u prilog povoljnog ucinka na
zaStitu krvnih Zzila (145,146). Isto tako, adropin je ukljuen u proces neovaskularizacije i
vaskularne protekcije putem promocije endotelnog dusikovog oksida (NO), regulirajuci

receptor vaskularnog endotelnog faktor rasta 2 (engl. Endothelial Growth Factor Receptor — 2,
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VEGF?2) i ucinak endotelne sintaze dusikovog oksida (engl. Endothelial Nitric Oxide Synthase,
eNOS) (147). S druge strane, poznato je kako razina adropina i TNF-o imaju negativnu
korelaciju i u drugim stanjima poput Secerne bolesti, ateroskleroze, sindroma policisti¢nih
jajnika, osteoartritisa, sindroma apneje u spavanju (148-150). Daljnji anti-aterosklerotski
ucinak adropina temelji se na supresiji upalnog odgovora u endotelnim stanicama, monocitima
1 makrofagima, supresiji adhezije monocita i endotelnih stanica te migraciji i proliferaciji

glatkih miSi¢nih stanica krvnih zila (151).

1.2.3. Adropin i druga stanja

Osim povezanosti razine adropina s TNF-a u sindromu apneje u spavanju, dokazana je
1 povezanost s aktivnoS¢u same bolesti Sto nadalje sugerira i mogucu ulogu u patofizioloSkom
procesu. Isto tako, zna se kako razina serumskog adropina negativno korelira s vrijednosti TNF-
a, ali 1 aktivno$¢u osteoartritisa (152). Nadalje, istrazivanja su pokazala da adropin ima zastitnu
ulogu u ostec¢enju jetre kod nealkoholnog steatohepatitisa reguliraju¢i Nrf2 (engl. Nuclear
Factor Erythroid 2-Related Factor 2) — ROS (engl. Reactive Oxygen Species) signalni put
(152). Zbog visoke GPR19 mRNA kod karcinoma dojke, postoje naznake da bi adropin mogao
biti ukljucen i u patogenezu ove bolesti (153). Aktivacijom i pojacanom ekspresijom GPR19 te
posljedicno tranzicijom mezenhimalnih u epitelne stanice mogla bi se potaknuti karcinogeneza
1 nastanak metastaza. S druge strane, razina adropina je sniZzena kod karcinoma endometrije 1

ne zna se to¢no koja bi bila njegova uloga u mehanizmu nastanka bolesti (154).
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1.3. Matriks Gla protein

Matriks Gla protein (MGP) je protein ekstracelularnog matriksa ovisan o vitaminu K
koji se sastoji od 84 aminokiseline (Slika 8). Molekularna masa mu je 10.6 kDa, a sadrzi pet y-
glutamatnih (Gla) rezidua i jednu disulfidnu vezu (156). Prvi put je izoliran iz kosti goveda
1983. godine (157), da bi u slijedecih nekoliko godina bio otkriven kod ¢ovjeka, misa, Stakora,

1 morskog psa.

Najve¢im dijelom stvaraju ga glatke miSi¢ne stanice krvnih zila i hondrociti (158), aima
ga u kostima, srcu i bubrezima. MGP ima visok afinitet za vezanje kristala hidroksiapatita.
Smatra se jednim od najjacih bioloSkih inhibitora kalcifikacije krvnih Zila, a jedini ima
sposobnost obrnuti proces kalcifikacije (159-161). MGP stiti krvne Zile od kalcifikacije visokim
afinitetom za vezanje kristala hidroksiapatita te tako sprijecava nakupljanje u stijenci krvnih
zila, kao 1 poticanjem arterijskih makrofaga na fagocitozu i1 apoptozu kompleksa MGP-
hidroksiapatit (162). MGP onemogucava djelovanja BMP-2 (engl. bone morphogenetic
protein-2) blokiranjem njegova vezanja za vlastiti receptor (159). BMP-2 se inafe nalazi u
pjenastim stanicama aterosklerotskog plaka te vezanjem na receptor poti¢e vaskularnu

kalcifikaciju transformacijom glatkim miSi¢nih stanica stijenke krvnih Zila.
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Slika 8. Slijed aminokiselina u matriks Gla proteinu (Preuzeto i prilagodeno prema: Liabeuf S,
Bourron O, Olivier B, Vemeer C, Theuwissen E, Magdeleyns E i sur. Vascular calcification in
patients with type 2 diabetes: the involvement of matrix Gla protein. Cardiovascular

Diabetology. 2014;13:85.)

Da bi postao metabolicki ucinkovit, MGP mora pro¢i proces posttranslacijske
modifikacije aktivacijom inaktivnog oblika koji je defosfoliran i nekarboksiliran (engl.
dephosphorylated-uncarboxylated Matrix Gla protein, dp-ucMGP) (163). Procesi v-
karboksilacije pet glutamatnih rezidua ovisan je o razini vitamina K, dok fosforilacija serinskih
nastavaka to nije (164, 165). Razina inaktivnog MGP-a negativno korelira s razinom vitamina
K, $to znaci da osobe s visokom razinom inaktivnog MGP-a imaju nisku razinu vitamina K 1
obratno. S obzirom da nema standardne metode kojom bi se procjenio status vitamina K, razina
inaktivnog MGP-a cesto se koristi kao zamjenska metoda i marker razine vitamina K

(166,167).
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1.3.1 Inaktivni MGP i ateroskleroza

Dokazano je kako je povisena razina inaktivnog oblika MGP (dp-uc MGP) povezana je
s brojnim kardiovaskularnim posljedicama 1 komplikacijama, ukljuc¢uju¢i endotelnu
disfunkciju, suzavanje krvnih zila ofne pozadine, aterosklerozu, tvrdocu stijenke aorte te
povecan kardiovaskularni i ukupni mortalitet (168-170). Isto tako, Jaminon i sur. dokazali kako
u bolesnika s kroni¢nim bubreznim zatajenjem MGP moze biti neovisni prediktor vaskularne
kalcifikacije te poveznaost vaskularna ekspresija MGP-a s pove¢anim CAC (engl. Coronary

artery calcium) zbirom, vaznim neovisnim markerom kardiovaskularnog rizika (171).

1.3.2. Inaktivni MGP i Kkolitis

Nadalje, istrazivanja ukazuju na moguci u¢inak MGP-a kao znac¢ajnog novootkrivenog
medijatora u imunomodulaciji mezenhimalnim stromalnim stanicama miSeva oboljelih od
eksperimentalnog kolitisa (172). Naime, u eksperimentalnim istrazivanjima dokazano je da
pojacana ekspresija MGP u mezenhimalnim stromalnim stanicama utjeCe na smanjeno
stvaranje upalnih citokina poput TNF-a 1 INF-y te ublazavanje eksperimentalnog kolitisa, no
za sada nisu radena istrazivanja na ljudima kako bi procjenili moguéi zna¢aj MGP-a u nastanku

1 aktivnosti upalnih bolesti crijeva.

1.3.3. Inaktivni MGP i druga stanja

MGP protein pokazao se kao vrijedan biljeg aktivnosti te prediktor ishoda u nekim
drugim bolestima. Istrazivanjem provedenim na ispitanicima s opstruktivnom apnejom tijekom
spavanja potvrdena je povezanost MGP s pokazateljima koStanog zdravlja (161). Naime,
inaktivni MGP bio je statisticki znacajno visi u OSA bolesnika s opstrukcijskom apnejom

tijekom spavanja (engl. Obstrucitve Sleep Apnea, OSA) spram kontrolne skupine, a vrijednosti
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su pozitivno korelirale s AHI (engl. Apnea-Hypopnea Index) indeksom, pokazateljem
aktivnosti bolesti. TBS (engl. Trabecular Bone Score) indeks bio je znacajno nizi u OSA
pacijenata te je negativno korelirao s AHI indeksom, $to ukazuje na to da vrijednosti inaktivnog
MGP-a negativno koreliraju s TBS indeksom, pokazateljem koStanog zdravlja. Nadalje,
istrazivanja na ljudima i miSevim potvrdila su pojacanu bubreznu ekspresiju MGP-a te
negativnu korelaciju s bubreznom funkcijom, dok se razina tubulointersticijske ekspresije

MGP-a moze koristiti kao prediktor ishoda bubrezne bolesti (173).
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2. CILJEVI I HIPOTEZE ISTRAZIVANJA
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Glavni ciljevi istrazivanja su:

1. Utvrditi razliku serumske razine adropina u bolesnika s upalnim bolestima crijeva u
odnosu na kontrolnu skupinu ispitanika
2. Utvrditi razliku serumske razine inaktivnog MGP-a u bolesnika s upalnim bolestima

crijeva u odnosu na kontrolnu skupinu ispitanika

Sporedni ciljevi istraZivanja su:

1. Ispitati postoji li razlika u razinama adropina i dp-ucMGP-a izmedu bolesnika koji
boluju od Crohnove bolesti i one koji boluju od ulceroznog kolitisa

2. Ispitati postoji li povezanost razine adropina i dp-ucMGP-a s vrijednostima visoko
osjetljivog C-reaktivnog proteina (hsCRP) i fekalnog kalprotektina

3. Ispitati postoji li povezanost razine adropina i dp-ucMGP-a s endoskopskim zbirovima
aktivnosti bolesti

4. Ispitati postoji li razlika u razinama adropina i dp-ucMGP-a izmedu skupine bolesnika
koji su na bioloskoj terapiji 1 skupine lijeCenih drugom terapijom

5. Ispitati postoji li povezanost razine adropina s parametrima metabolizma glukoze

6. Ispitati postoji li povezanost razine adropina i dp-ucMGP-a s trajanjem bolesti

Hipoteze istrazZivanja su:

1. Razina adropina bit ¢e manja u bolesnika s upalnim bolestima crijeva u odnosu na
kontrolnu skupinu ispitanika
2. Razina dp-ucMGP-a proteina (inaktivni MGP) bit ¢ée veca u bolesnika s upalnim

bolestima crijeva u odnosu na kontrolnu skupinu ispitanika
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3. ISPITANICI I POSTUPCI
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3.1. Ispitanici

U oba istrazivanja, uz informirani pristanak ukljuceni su odrasli ispitanici s
dijagnosticiranom upalnom bolesti crijeva koji se lijece u Dnevnoj bolnici Zavoda za

gastroenterologiju Klini¢kog bolni¢kog centra Split.

Ukljuceni su ispitanici koji zadovoljavaju sljedece kriterije:

- najmanje jedna godina trajanja bolesti
- zadnja tri mjeseca stabilna bolest

- dobizmedu 18 i 65 godina

Iskljuceni su ispitanici koji su imali neki od isklju¢nih kriterija:

- Secerna bolest

- druge endokrine bolesti

- kardiovaskularna bolest

- bubrezna bolest

- pulmonalna bolest

- maligna bolest

- zloupotreba lijekova 1 sredstava ovisnosti
- unos vise od 40 g/dan alkohola

- terapija kortikosteroidima posljednja 3 mjeseca prije ukljucenja u studiju

U istrazivanje kojim se ispitivala razina adropina u IBD populaciji, ukljuc¢eno je ukupno
55 bolesnika (30 bolesnika s ulceroznim kolitisom 1 25 s Crohnovom bolesti). Kontrolna

skupina je ukljucivala 50 zdravih ispitanika.
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U istrazivanje kojim se ispitivala razina inaktivnog MGP-a u IBD populaciji, ukljuc¢eno
je 70 pacijenata (30 bolesnika s ulceroznim kolitisom 1 40 s Crohnovom bolesti), te 60

kontrolnih zdravih ispitanika.

Dijagnoza ulceroznog kolitisa i Crohnove bolesti temeljena je na anamnestickim,
klini¢ckim, endoskopskim, histoloskim i radioloskim kriterijama u skladu sa smjernicama
Europskog drustva za Crohn i kolitis (ECCO). U kontrolnu skupinu ukljuceni su zdravi
dobrovoljci podudarne dobi i razdiobe spola s istrazivanom skupinom. Provjereni su dostupni
raniji medicinski podaci u svezi gastrointestinalnih tegoba: prema Rimskim IV kriterijima radi
isklju¢ivanja sindroma iritabilnog kolona (bolovi u trbuhu ovisno o defekaciji, promjene u
praznjenju i konzistenciji stolice) te mogucée intolerancije laktoze i glutena. Iz daljnjeg

istrazivanja iskljuceni su svi ispitanici kod kojih je utvrdeni neki od navedenih poremecaja.

3.2. Postupci

3.2.1. Antropometrijska mjerenja

Ispitanici obje skupine u oba istraZivanja nakon uzimanja temeljitith anamnestic¢kih
podataka, podvrgnuti su antropometrijskim mjerenjima: tjelesne tezine, tjelesne visine i indeksa
tjelesne mase, ITM (engl. Body Mass Index, BMI). KoriStena je medicinska vaga s ugradenim
mjerenjem visine (Seca, Birmingham, UK). Indeks tjelesne mase izracunat je prema formuli =
[tjelesna tezina (kg)] / tjelesna visina na kvadrat (m2)]. Opseg struka mjeren je na sredini
udaljenosti izmedu donjeg ruba rebrenog luka u srednjoj aksilarnoj liniji 1 vrha grebena bo¢ne
kosti u stoje¢em uspravnom polozaju. Opseg bokova mjeren je na razini najveceg opsega

glutelanih misic¢a, iznad linije Sto spaja velike trohantere bedrenih kostiju.
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3.2.2. Uzorkovanje krvi i laboratorijska analiza uzoraka

Svi uzorci krvi prikupljeni su nataSte (nakon 12 sati gladovanja) polietilenskim
kateterom iz kubitalne vene. Dio uzoraka krvi odmah je iskoristen za standardne laboratorijske
parametre, dok je dio za analizu adropina i dp-ucMGP-a pohranjen na -80° C. Uzorci su
analizirani u istom laboratoriju te su sve analize napravljene od strane istog specijaliste
medicinske biokemije, koji nije bio upoznat kojoj skupini pojedini uzorci pripadaju. Razina
adropina odreden je metodom dvostrukog enzim-imunoadsorpcijskog testa (ELISA ) (Phoenix
Pharmaceuticals, Burlingame CA, USA). Kalibracija je dvostruko mjerena, vrijednosti opticke
gustoce (engl. Optical Density, OD) bile su u skladu s vrijednostima prema uputama
proizvodaca, dok je koeficijent varijabilnosti bio <15%. Koncentracija kontrolnog uzorka bila
je unutar predvidenih vrijednosti. Raspon vrijednosti eseja bio je 0,3-8,2 ng/mL s osjetljivoscu
0,3 ng/mL. Razina inaktivnog MGP-a analizirana je metodom imunokemijske
kemiluminiscencije (CLIA) putem IDS-iSYS InaKtif MGP seta (Immunodiagnostic Systems,
Frankfurt, Germany). Najniza razina detekcije bila je 200 pmol/L, intraesejni koeficijent
varijabilnosti bio je 4,5% dok je interesejni bio 7,9%. Razina hsCRP-a odredena je lateks

turbidimetrijskom metodom (Abbott Laboratories, Chicago, USA).

Fekalni kalprotektin je preuzimao u sterilnim posudicama unutar tri dana od
uzorkovanja, obucen i iskusan medicinski tehnicar. Ekstracija i razrijedivanja do koncentracije
1:500 je uradena je Buhlmann Calex Cap uredajem a prema uputama proizvodaca (Buhlmann
Laboratories Aktiengesellschaft, Schonenbuch, Switzerland). Koncentracija fekalnog
kalprotektina je mjerena turbidimetrijskom imunoesej metodom koriste¢i Bithlmann fecal
calprotectin turbo assay a kvantifikacija biokemijskim analizatorom Beckman Colter AU680
(Beckman Coulter, Brea, CA, USA). Ostali biokemijski parametri odredeni su standardnim

laboratorijskim metodama.
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3.2.3. Procjena aktivnosti bolesti

Procjenu aktivnosti bolesti radio je uvijek isti iskusni gastroenterolog na osnovu
klini¢kih i1 endoskopskih pokazatelja, unutar dva tjedna od uzorkovanja krvi. U istrazivanju
kojim se odredivala razine adropina za procjenu aktivnosti ulceroznog kolitisa koriSteni su
zbirovi UCEIS i1 MES, dok je za procjenu aktivnosti Crohnove bolesti koristen SES-CD. U
istrazivanju u kojem se odredivala razina inaktivnog MGP-a za endoskopsku procjenu koristeni

su zbirovi UCEIS 1 SES-CD.

UCEIS (engl. Ulcerative Colitis Endocscopis Index of Severity) je kvantitativni zbir za
ocjenu upale sluznice temeljen na specificnom endoskopskom nalazu. Ocjenjuju se tri
parametra: uzorak krvnih zila, krvarenje, erozije i ulceracije. Ovisno o zbiru moguée su 4 ocjene

aktivnosti bolesti: remisija (0-1); blagi oblik (2-4), umjereni oblik (5-6) i teSki oblik (7-8).

MES zbir (engl. Mayo Endoscopic Score) takoder se koristi za procjenu aktivnosti
ulceroznog kolitisa prema endoskopskom nalazu. U procjeni su moguca cetiri stupnja
aktivnosti: 0- remisija; 1- blagi oblik bolesti s eritemom, blago troSnom sluznicom i reduciranim
krvnim Zilama; 2- umjereni oblik bolesti sa znac¢ajnim eritemom, tro§nom sluznicom, erozijama

1 gubitkom uzorka krvnih Zila; 3- teSki oblik bolesti sa spontanim krvarenjima 1 ulceracijama.

Mayo zbir za procjenu aktivnosti ulceroznog kolitisa temelji se na 4 znacajke

(krvarenje, ucestalost stolica, endoskopskom nalazu i procjeni lije¢nika).

SES-CD (engl. Simple Endoscopic Score for Crohn's Disease) je endoskopski sustav
ocjene aktivnosti Crohnove bolesti. Prema vrijednostima Cetiri su praga aktivnosti bolesti: <2

remisija; 2—7 blagi oblik; 7-16 umjereni oblik 1>16 teski oblik bolesti.

CDALI (engl. Crohn's Disease Activity Index) je kvantitativni zbir koji se temelji na

klini¢kim znakovima, rezultatima laboratorijskih testova i simptomima koje bolesnik prijavi
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unatrag 7 dana. Tri su stupnja aktivnosti bolesti: <150- remisija; 150-450 umjerena aktivnost; i

teSki oblik bolesti >450.

Harvey-Bradshaw zbir (engl. Harvey-Bradshaw Index, HBI) je pojednostavljena
varijanta CDAI za procjenu aktivnosti Crohnove bolesti. Prag s Cetiri stupnja aktivnosti je: <5-

remisija, 5-7 blaga aktivnost, 8-16 umjerena aktivnost; i >16 teski oblik bolesti.

S obzirom na mogucu nedosljednost klinickih pokazatelja aktivnosti upalnih bolesti
crijeva, prema ECCO smjernicama iste treba koristiti s oprezom. Stoga je preporuka
endoskopske zbirove koristiti za klasifikaciju dok je klinicke znaCajke pozeljno koristiti

deskriptivno.

3.3. Statisticka analiza podataka

Za izraCun potrebne veli¢ine uzorka istraZivanja koristen je statisticki program MedCalc

za Windows, verzija 17.9.4. (MedCalc Software, Ostend, Belgija) te t-test za nezavisne uzorke.

Za potrebe istraZivanja razine adropina podaci su dobiveni pilot istraZzivanjem na 12
ispitanika odabranih slu¢ajnim odabirom iz populacije IBD bolesnika (6 s Crohnovom bolesti
1 6 s ulceroznim kolitisom) te 12 kontrolnih ispitanika. Vrijednost serumskog adropina u
bolesnika s upalnom bolesti crijeva bila je 2,72 + 0,72 ng/mL, dok je u kontrolnoj skupini bila
3,19 £ 0,65 ng/mL. Uz a od 0,05 te snagu istrazivanja od 90% , izraCunata potrebna velicina

uzorka je iznosila 46 ispitanika po skupini.

Za istrazivanje razine inaktivhog MGP-a podaci su dobiveni pilot istrazivanjem na 10
ispitanika odabranih slu¢ajnim odabirom iz populacije IBD bolesnika (5 s Crohnovom bolesti
1 5 s ulceroznim kolitisom) te 10 kontrolnih ispitanika. Vrijednosti dp-ucMGP-a u bolesnika s

upalnom bolesti crijeva bila je 648,8 + 128,8 pg/mL, a u kontrolnoj skupini 568,2 + 112,4
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pg/mL. Uz a 0,05 te snagu istrazivanja od 90% izrac¢unata je potrebna veli¢ina uzorka je iznosila

52 ispitanika po skupini.

Za statisticku obradu ukupnih podataka istrazivanja koristen je takoder statisticki paket
MedCalc za Windows, verzija 17.9.4. (MedCalc Software, Ostend, Belgija). Kvantitativni
podaci izrazeni su kao aritmeticka sredina + standardna devijacija ili medijan i interkvartilni
raspon dok su kvalitativni podaci i izraZeni kao cijeli brojevi i postotci. Normalnost distribucije
podataka testirana je Kolmogorov-Smirnov testom. Za usporedbu kvalitativnih varijabli
koriSten je hi-kvadrat test ili Fisherov egzaktni test. Za usporedbu kvantitativnih varijabli
koristili su se t-test za nezavisne uzorke, Mann-Whitney U test ili jednosmjerni ANOVA test s
post hoc Scheffé testom. Za odredivanje povezanosti izmedu kvantitativnih varijabli koristili
su se Pearsonova i Spearmanova metoda korelacije. Multipla linearna regresijska analiza
prilagodena za dob i antropometrijska mjerenja koristena je za utvrdivanje znacajnih neovisnih
prediktora razine inaktivnog MGP-a u plazmi. Multivarijatna logisticka regresijska analiza
koristila se za odredivanje neovisnih prediktora pozitivnog IBD statusa. Statisti¢ka znacajnost

postavljena je na vrijednost P<0,05.
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4. REZULTATI
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4.1. Osnovne znacajke i laboratorijski parametri

U istrazivanje razine adropina ukljuc¢eno je ukupno 105 ispitanika, 55 je pripadalo
skupini oboljelih od upalne bolesti crijeva dok je 50 ispitanika pripadalo kontrolnoj skupini.
Nije zabiljezeno statisticki znacajne razlike u dobi, spolu i antropometrijskim znacajkama
izmedu ove dvije skupine ispitanika (P>0,05; za sve analize) (Tablica 4). Prema endoskopskom
zbiru aktivnosti bolesti 4 pripadnika skupine oboljelih bili su u remisiji, 6 je imalo blagi oblik
bolesti, 35 umjereni a 10 teski oblik bolesti. Ispitanici oboljeli od ulceroznog kolitisa imali su
umjereni do teski oblik bolesti, dok je veéina ispitanika oboljelih od Crohnove bolesti imalo
umjereno aktivnu bolest. Laboratorijska analiza pokazala je znac¢ajno nizi hemoglobin (137,5 +
21,1 vs 1484 + 12,9 g/L, P = 0,001), ureu (4,4 + 1,3 vs 5,4 = 1,5 mmol/L, P = <0,001) i
serumske albumine (39,5 £ 5,6 vs 44,1 + 2,6 g/L, P = <0,001) u skupini oboljelih ispitanika

usporedujudi ih s kontrolnom skupinom ispitanika (Tablica 5).

U istrazivanje razine inaktivnog matriks Gla proteina ukljueno je ukupno 130
ispitanika, 70 u skupinu oboljelih od upalnih bolesti crijeva te 60 u kontrolnu skupinu zdravih
ispitanika. Nije zabiljeZeno statisti¢ki znacajnih razlika u dobi, spolu i antropometrijskim
znafajkama izmedu dvije skupine ispitanika (P > 0,05; za sve analize) (Tablica 6). Prema
endoskopskom zbiru procjene aktivnosti bolesti 8 oboljelih ispitanika bilo je u remisiji, 9 je
imalo blagi oblik, 33 umjereni dok je 20 ispitanika imalo teSki oblik bolesti. Statistickom
obradom laboratorijskih parametara dokazan je zna¢ajno vis$i hsCRP u skupini oboljelih spram

kontrolne skupine (2,65 (1,0-7,8) vs 0,75 (0,4-1,75) mg/L, P <0,001) (Tablica 6).
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Tablica 4. Osnovne znacajke oboljelih i kontrolne skupine u istraZzivanju razine adropina

IBD grupa Kontrolna grupa
Parametar (N=55) (N=50) P*
Muskarci (N, %) 32 (58,2) 30 (60,0) 0,850
Dob (godine) 39,2+ 14,2 37,1 £12,6 0,421
Tjelesna tezina (kg) 73,9+ 15,1 78,7+ 12,5 0,080
Tjelesna visina (cm) 176,5 £ 10,1 179,7+9,2 0,101
Indeks tjelesne mase (kg/m?) 23,6 £3,9 243+£2,5 0,292
Opseg struka (cm) 86,1 + 13,4 86,3+ 11,1 0,935
Opseg bokova (cm) 95,1 £15,2 98,5+ 12,8 0,205
Trajanje bolesti (godine) 84+79 - -
Hospitalizacije zbog IBD-a 2,0 (0,0-3,0) - -
Ekstraintestinalne manifestacije (N, %) 19 (34,5) - -
UCEIS zbir ? 6,0 (5,0-7,0) - -
MES zbir ? 2,5 (2,0-3,0) - -
Mayo zbir 4,5 (2,0-7,0) - -
SES-CD ® 8,0 (3-12) - -
HBI zbir ® 4,0 (1,7-6,0) - -
CDAI zbir ® 56,0 (29,0-133,0) - -
Aminosalicilati 36 (65,4%) - -
DMARD 19 (34,5%) - -

Monoklonska protutijela

33 (60,0%)

Kratice: UCEIS — engl. Ulcerative Colitis Endoscopic Index of Severity; MES — engl. Mayo Endoscopic Score;
SES-CD - engl. Simple Endoscopic Score for Crohn’s Disease; HBI — engl. Harvey Bradshaw Index; CDAI —

engl. Crohn's Disease Activity Index; DMARD — engl. Disease-modifying antirheumatic drug

Podaci su prikazani kao aritmeticka sredina + standardn devijacija ili medijan (IQR)

*hi-kvadrat test ili t-test za nezavisne uzorke
aUlcerozni kolitis grupa (N=30)
°Crohnova bolest grupa (N=25)
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Tablica S. Laboratorijski parametri IBD bolesnika i zdrave kontrolne skupine u istrazivanju

razine adropina

IBD grupa Kontrolna grupa

Parametar (N=55) (N=50) pP*

Hemoglobin (g/L) 137,5+21,1 148,4+ 12,9 0,001
Glukoza na taste (mmol/L) 5,0+£0,8 5,1+£0,7 0,594
Inzulin na taste (pmol/L) 61,5+16,5 68,1 £19,0 0,117
Urea (mmol/L) 44+1,3 54+1,5 <0,001
Uri¢na kiselina (umol/L) 276,5+ 76,4 2973 +77,2 0,169
Ukupni bilirubin (umol/L) 12,9+ 8,0 15,6 £ 8,7 0,097
Ukupn proteini (g/L) 72,6 7,6 73,2+ 3,7 0,581
Albumini (g/L) 39,5+£5,6 44,1 £2,6 <0,001
hsCRP (mg/L) 6,4+3,01 1,37 £0,95 <0,001
Trigliceridi (mmol/L) 1,33 £ 1,26 1,24 + 0,6 0,672
Ukupni kolesterol (mmol/L) 5,02+1,52 525+1,19 0,391
HDL kolesterol (mmol/L) 1,37 +£0,43 1,41 £0,32 0,630
LDL kolesterol (mmol/L) 298+1,2 325+1,1 0,237

Fekalni kalprotektin (ng/g) 220 (13,5-632) - -
Kratice: hsCRP-engl. high sensitivity C-reactive protein, HDL- high-density lipoprotein; LDL- low-density
lipoprotein. Podaci su prikazani kao aritmeticka sredina + standardna devijacija ili mediaan (interkvartilni raspon-

IQR).

*t-test za nezavisne uzorke

Tablica 6. Osnovne znacajke IBD pacijenata 1 zdrave kontrolne skupine u istrazivanju MGP

IBD grupa Kontrolna grupa

Parametar (n=10) (1=60) P
Mu§karci (N, %) 46 (65,7) 38 (63,3) 07783
Zene (N, %) 24 (34,3) 22 (36,7) ’
Dob (godine) 40,8 + 14,9 38,7+ 12,6 0,390°
Tjelesna tezina (kg) 77,7+12,5 81,3+13,2 0,111°
Tjelesna visina (cm) 177,7+8,2 180,1 +£9,1 0,132°
Indeks tjelesne mase (kg/m?) 246+3,5 250+2,8 0,493
Opseg bokova (cm) 88,1 £ 12,6 88,0+ 12,1 0,997°
hsCRP (mg/L) 2,65 (1,0-7,8) 0,75 (0,4-1,75) <0,001°¢
Fekalni kalprotektin (ng/g) 235 (56,0-658) - -
Trajanje bolesti (godine) 8,5 (3,5-13,0) - -
UCEIS zbir 6,0 (5,0-7,0) - -
SES-CD 10,3 (5,2-13,6) - -

Bioloska terapija (N, %) 48 (68,5%) - -
Kratice: UCEIS — engl. Ulcerative Colitis Endoscopic Index of Severity; SES-CD — engl. Simple Endoscopic
Score for Crohn's Disease; hsCRP — engl. high sensitivity C-reactive protein
Podaci su izrazeni kao aritmeticka sredina + standardna devijacija ili medijan (interkvartilni raspon) ili N (%)
@ hi-kvadrat test ® t-test za nezavisne uzorke ¢ Mann-Whitney U test
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4.2. Razina serumskog adropina u IBD bolesnika i kontrolnoj skupini

Razina adropina u serumu bila je statisticki znacajno niza u skupini ispitanika oboljelih
od upalnih bolesti crijeva spram kontrolne zdrave skupine ispitanika (2,89 +0,94 vs 3,37 + 0,60
ng/mL, P = 0,002). Usporedujuci postoji li razlika u razini serumskog adropina izmedu dva
klinicka oblika upalnih bolesti crijeva nije dokazana statisticki znacajna razlika izmedu skupina
oboljelih od ulceroznog kolitisa i oboljelih od Crohnove bolesti (2,96 + 0,71 vs 2,81 + 1,16
ng/mL, P = 0,585) (Slika 9). Nadalje, nije bilo znacajne razlike u razinama adropina izmedu
onih ispitanika koji su primali biolosku terapiju u odnosu na one s konvencionalnom terapijom

(2,73 = 0,81 vs 3,15 = 1,06, P=0,102) (Slika 10).

] P*=0,002 B | P*=0,585 ]
7 o o
6_
) )
o

Adropin (ng/mL)

IBD skupina (N=55) Kontrolna skupina (N=50)  Ulcerativni kolitis (N=30)  Crohnova bolest (N=25)
Slika 9. Serumska razina adropina u IBD grupi 1 kontrolnoj grupi (A) 1 grupi ulceroznog kolitisa

1 Crohnove bolesti (B).

*t-test za nezavisne uzorke
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P=0,102*

Adropin (ng/mL)

Slika 10. Serumska razina adropina u ispitanika na bioloskoj terapiji u odnosu na one s

konvencionalnom terapijom

*t-test za nezavisne uzorke

4.3. Korelacija adropina s drugim parametrima

Analizirajuéi korelaciju serumske razine adropina s razinom hsCRP-a u oboljelih od
upalnih bolesti crijeva nije pronadena statisti¢ki znacajna povezanost (r = -0,101, P = 0,461),
za razliku od ukupne populacije ispitanika gdje je dokazana znacajna negativna korelacija (r =
-0,235, P = 0,015) (Tablica 7). U ukupnoj ispitivanoj populaciji dokazana je i znacajna
negativna korelacija serumske razine adropina s glukozom na taste (r = -0,222, P = 0,023)

(Slika 11).
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Slika 11. Analiza korelacija serumske razine adropina i razine glukoze na taste (A), razine
inzulina (B) u ukupnoj populaciji (N=105)

*Pearsonov koeficijent korelacije

Nadalje, u skupini oboljelih pronadena je statisticki znacajna negativna korelacija
izmedu serumske razine adropina i razine fekalnog kalprotektina (r = -0,303, P = 0,025)

(Tablica 7).
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Tablica 7. Analiza korelacije serumske razine adropina s biokemijskim i antropometrijskim

parametarima
Adropin (ng/mL)
Parametar Ukupna populacija (N=105) IBD skupina (N=55)
r'(P) r'(P)
Ukupni proteini (g/L) -0,075 (0,449) -0,135 (0,326)
Albumini (g/L) 0,124 (0,208) -0,074 (0,589)
Trigliceridi (mmol/L) -0,184 (0,059) -0,103 (0,456)
Ukupni kolesterol (mmol/L) -0,031 (0,754) -0,084 (0,542)
HDL kolesterol (mmol/L) 0,123 (0,211) -0,036 (0,797)
LDL kolesterol (mmol/L) -0,008 (0,934) -0,055 (0,692)
Dob (godine) -0,268 (0,087) -0,069 (0,614)
Trajanje bolesti (godine) - 0,045 (0,745)
Indeks tjelesne mase (kg/m?) 0,040 (0,688) 0,029 (0,834)
Opseg struka (cm) -0,047 (0,636) -0,004 (0,975)
Fekalni kalprotektin (ng/g) - -0,303 (0,025)
hsCRP (mg/1) -0,235 (0,015) -0,101 (0,461)

Kratice: hsCRP- engl. high sensitivity C-reactive protein; IBD- engl. Inflammatory Bowel Disease; HDL- high-
density lipoprotein; LDL- low-density lipoprotein.
* Pearsonov koeficijent korelacije

Stovise, multipla linearna regresijska analiza pokazala je da razina adropina zadrzava
znacajnu korelaciju s fekalnim kalprotektinom (f = SE, 0,003 + 0,001, P = 0,014) i nakon
prilagodbe modela za dob, ITM 1 spol, sa serumskom razinom adropina kao ovisnom
varijablom. Analizirajuci zbirove aktivnosti bolesti, u oboljelih od ulceroznog kolitisa dokazana
je statisticki znacajna negativna korelacija izmedu razine adropina i UCEIS (r = -0,372, P =
0,043) te Mayo zbira (r =-0,369, P=0,044). Isto tako dokazana je znac¢ajna negativna korelacija
izmedu zbirova aktivnosti za Crohnovu bolest i razine adropina: SES-CD (r = -0,514, P =

0,008), HBI (r = - 0,568, P = 0,003) i CDAI (r = -0,469, P = 0,018) (Tablica 8).
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Tablica 8. Analiza korelacije izmedu zbirova aktivnosti IBD-a i serumske razine adropina

Adropin (ng/mL)

Parametar
r P
Ulcerozni kolitis (N=30)
UCEIS zbir -0,372 0,043
Mayo zbir -0,369 0,044
Crohnova bolest (N=25)
SES-CD -0,514 0,008
HBI zbir -0,568 0,003
CDAI zbir -0,469 0,018

Kratice: UCEIS- engl. Ulcerative Colitis Endoscopic Index of Severity; SES-CD — engl. Simple Endoscopic Score
for Crohn’s Disease; HBI — engl. Harvey Bradshaw Index; CDAI — engl. Crohn's Disease Activity Index
* Spearmanov koeficijent korelacije

4.4. Adropin kao prediktor pozitivnog IBD statusa

Multivarijatna logisti¢ka regresijska analiza dokazala je da serumska razina adropina
navedena uz druge osnovne znacajke, predstavlja znacajan prediktor pozitivnog IBD statusa

(OR 0,455, 95% C1 0,251 — 0,823, P =0,009) (Tablica 9).

Tablica 9. Multivarijatna logisticka regresijska analiza nezavisnih prediktora pozitivnog IBD

statusa
Varijabla OR 95% CI P
Dob (godine) 1,014 0,975 -1,053 0,484
BMI (kg/m?) 0,863 0,694 — 1,073 0,186
Opseg struka (cm) 1,018 0,958 — 1,082 0,552
Spol 0,853 0,345 -2,011 0,731
Adropin (ng/mL) 0,455 0,251 -0,823 0,009

Kratice: 95% CI- 95% interval pouzdanosti; BMI- engl. body mass index; OR- engl. multivariable adjusted odds
ratio.
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4.5. Razina inaktivnog MGP-a u IBD bolesnika i kontrolnoj skupini

Serumska razina inaktivnog MGP-a bila je statisticki znac¢ajno visa u skupini ispitanika
oboljelih od upalnih bolesti crijeva nego u kontrolnoj zdravoj skupini (629,83 + 124,20 vs 546,7
+ 122,09 pmol/mL, P < 0,001), dok s druge strane nije bilo statisti¢ki znacajne razlike izmedu
ispitanika oboljelih od Crohnove bolesti i ulceroznog kolitisa (640,02 + 131,88 vs 616,23 +

113,92 pmol/mL, P = 0,432) (Slika 12).
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Slika 12. Razina inaktivnog MGP-a u (A) IBD pacijenata i kontrolnoj grupi; (B) u pacijenata s

Crohnovom bolesti i pacijenata s ulceroznim kolitisom.

* t-test za nezavisne uzorke

4.6. Korelacija inaktivnog MGP i drugih parametara

Znacajna pozitivna korelacija izmedu razine inaktivnog MGP-a i1 fekalnog kalprotektina
dokazana je u skupini bolesnika oboljelih od upalne bolesti crijeva (r = 0,396, P < 0,001), ali
bez statisticki znacajne korelacije izmedu serumske razine inaktivnog MGP-a i trajanja bolesti
(r = -0,190, P = 0,115) (Slika 13). Dodatno, u ukupnoj ispitivanoj populaciji dokazana je
znaajna pozitivna korelacija izmedu razine inaktivnog MGP-a i hsCRP-a (r = 0,477, P <
0,001), zivotne dobi (r = 0,210, P =0,016) i opsega struka (r = 0,264, P =0,002), ali ne i [ITM-

a (r=0,094, P=0,289) (Slika 14). Nadalje, nije bilo statisticki znacajne korelacije u pacijenata

51




s ulceroznim kolitisom izmedu razina inaktivnog MGP-a i UCEIS zbroja (r=0,173, P =0,361),

kao ni izmedu inaktivnog MGP-a i SES-CD zbroja u pacijenata s Crohnovom bolesti (r=-0,083,

P=0,612).
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Slika 13. Korelacija izmedu razine inaktivnog MGP-a 1 (A) razine fekalnog kalprotektina, i (B)
trajanja bolesti u pacijenata s IBD-om (n=70). Zelena linija predstavlja 95%-tni interval

pouzdanosti
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Slika 14. Analiza korelacije razine inaktivnog MGP i (A) dobi, (B) ITM, (C) opsega struka i
(D) hsCRP-a u ukupnoj populaciji (n=130). Zelena linija predstavlja 95%-tni interval
pouzdnosti

* Pearsonov korelacijski koeficijent

+ Spearmanov korelacijski koeficijent

Usporedbom tercila hsCRP-a u bolesnika oboljelih od upalnih bolesti crijeva (F-ratio =
11,22, P = 0,004) dokazana je znacajno viSu razinu inaktivnog MGP-a u trecoj tercili
usporedujuci s drugom 1 prvom tercilom (P < 0,05) (Slika 15A). Isto tako, usporedbom tercila
fekalnog kalprotektina u oboljelih ispitanika (F-ratio = 7,81, P = 0,014) dokazana je zna¢ajno
vi$a razina inaktivnog MGP-a u trecoj tercili usporedujuci s drugom i prvom tercilom (P < 0,05)

(Slika 15B).
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Slika 15. Koncentracije inaktivnog MGP-a izmedu (A) tercila hsCRP-a i (B) razine fekalnog

kalprotektina. Kratice: FC- engl. fecal calprotectin; hsCRP- engl. high sensitivity C-reactive

protein. Analiza jednosmjernim testom varrijance (ANOVA) s post hoc Sceffé testom radi

ispitivanja razlika izmedu grupa.
*P < 0,05 vs prva hsCRP/FC tercila

+P < 0,05 vs druga hsCRP/FC tercila

Multipla linearna regresijska analiza dokazala je da su razine inaktivnog MGP-a zadrzale

znacajnu povezanost s fekalnim kalprotektinom (B + SE, 0,06 + 0,02, P = 0,003) i opsegom

struka (4,35 £ 1,72, P = 0,013) nakon prilagodbe modela za indeks tjelesne mase, Zivotnu dob

1 trajanje bolesti, s razinom inaktivnog MGP-a kao ovisnom varijablom (Tablica 10).

Tablica 10. Multipla linearna regresija neovisnih prediktora za razinu inaktivnog MGP.

Varijabla B? SE*  t-value P

Fekalni kalprotektin (ng/g) 0,06 0,02 3,08 0,003
Visoko senzitivni C reaktivni protein (mg/L) 0,66 0,47 1,41 0,162
Indeks tjelesne mase (kg/mz) -11,15 5,82 -1,92 0,058
Dob (godine) 1,87 1,13 1,65 0,102
Opseg struka (cm) 4,35 1,72 2,54 0,013
Trajanje bolesti (years) -3,96 1,81 -1,84 0,062

2 nestandardizirani koeficijent f3
b standardna pogreska
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4.7. Inaktivni MGP kao prediktor pozitivhog IBD statusa

Nadalje, multivarijatnom logistickom regresijoma dokazalo se da je razina inaktivnog
MGP-a znacajan prediktor pozitivnog IBD statusa, kada se racuna uz osnovne znacajke (OR
1,006, 95% CI 1,002-1,009, P < 0,001). Nije bilo statisti¢ki znacajne razlike razine inaktivnog
MGP-a izmedu oboljelih ispitanika koji se lije¢e bioloskom terapijom monoklonskim
protutijelima 1 onih koji se lijeCe konvencionalnom terapijom (621,37 + 115,03 vs 648,27 +

143,36 pmol/L, P = 0,404).
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5. RASPRAVA
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Istrazivanjem, koje je dio ove doktorske disertacije, dokazana je niza serumska razina
adropina u osoba koje boluju od upalnih bolesti crijeva spram kontrolne skupine zdravih
ispitanika. Nadalje, istrazivanjem se nije dokazala statisticki znacajna razlika serumske razine
adropina izmedu skupina bolesnika koje boluju od ulceroznog kolitisa i Crohnove bolesti.
Dokazano je da adropin ima negativnu korelaciju sa zbirovima aktivnosti upalnih bolesti crijeva
te, prema multivarijatnoj logistickoj regresiji, predstavlja znacajan pozitivni prediktor IBD
statusa. lako se multivarijatnom logisitickom regresijom dokazala povezanost, to nije dovoljno
za dokazivanje 1 uzrocne povezanosti. Prema spoznajama temeljenim na dostupnoj stru¢noj
literaturi, ovo je prvo istrazivanje $to procjenjuje adropin u oboljelih od upalnih bolesti crijeva

te daje poticaj 1 temelj za sljedeca istrazivanja.

Adropin je pleiotropni peptid koji uglavnom stvaraju jetra i mozak te je najces¢e vezan
uz odrzavanje energetske homeostaze, ali i vaskularnu protekciju. Postoje naznake da bi adropin
svojim patofizioloskim putevima i interakcijama mogao biti povezan i s upalnim procesom koji
predstavlja osnovni patogenetski proces u nastanku upalnih bolesti crijeva. Isto tako, nekoliko
nedavnih studija ukazuje na povezanost serumske razine adropina s razli¢itim bolestima poput
ateroskleroze, Secerne bolesti, sindroma policisti¢nih jajnika te sa sindromom opstruktivne
apneje u spavanju (149,161,174,175). Kroni¢ni upalni proces, pokretanje upalne kaskade
aktivacijom proupalnih citokina te endotelna disfunkcija su poveznice svih navedenih i

istrazivanih poremecaja s upalnim bolestima crijeva (150,176,177).

S obzirom da je endotelna disfunkcija ukljuc¢ena u patogenezu upalnih bolesti crijeva, a
s druge je strane potvrdeno da adropin ima ulogu u procesu neovaskularizacije i vaskularne
protekcije putem regulacije VEGF i1 eNOS (178), spoznaje iz ove disertacije ukazuju na
mogucénost da adropin bude jedna od poveznica izmedu upalnog procesa i endotelne
disfunkcije. Moguce je da upalni proces smanjuje razinu adropina preko proupalnih citokina od
kojih je u nastanku upalnih bolesti crijeva najznacajniji TNF-a. Posljedi¢no, sniZavanje razine

57



adropina moglo bi voditi prema endotelnoj disfunkciji. Kao $to je ve¢ poznato, adropin regulira
stvaranje NO-a, dok je kod upalnih bolesti crijeva endotelna disfunkcija povezana sa smanjenim
stvaranjem NO-a. U skladu s navedenim spoznajama, ranija istrazivanja ukazuju na znacajno
poboljsanje endotelne disfunkcije u bolesnika koji su lijeceni inhibitorima TNF-a poput
infliksimaba koji je ve¢ etabliran u lije¢enju upalnih bolesti crijeva (179,180). Time bi se mogao
objasniti poviseni rizik za razvoj koronarne sréane bolesti i popustanje srca u oboljelih od
upalnih bolesti crijeva, unato¢ prisutnosti manje tradicionalnih ¢imbenika kardiovaskularnog
rizika poput poviSenog ITM-a, pretilosti, Se¢erne bolesti i hiperlipidemije u odnosu na opéu
zdravu populaciju (181,182,183). Nadalje, antioksidativni ucinak moze biti jedan od
mehanizama preko kojeg se adropin uklapa u patogenezu upalnih bolesti crijeva. Nedavnim
istrazivanjem provedenim na miSevima s induciranim nealkoholnim steatohepatitisom
pokazalo se kako isklju¢ivanjem gena za adropin znacajno poti¢emo steatozu, upalni proces i
fibrozu, dok s druge strane intraperitonealnom primjenom adropina utjeCemo na smanjenu
ekspresiju upalnih gena te podizemo Nrf2, jedan od istaknutijih regulatora stani¢ne otpornosti
na oksidativni stres (184). Postoji moguénost da adropin na sli¢an nacin djeluje preko Nrf2 te
ublazava oksidativni stres koji je prema dosada$njim istrazivanjima usko povezan s upalnim
procesom kod upalnih bolesti crijeva (185,186). S druge strane, od ranije je poznata veza upalne
bolesti crijeva 1 nealkoholne masne bolesti jetre, Sto ukazuje na mogucu dodatnu patogenetsku
vezu (187). Svakako, potrebna su dodatna istrazivanja kako bi se razjasnila uloga adropina u

sloZenom procesu nastanka upalnih bolesti crijeva.

Temeljeno na klinickim smjernicama, CRP se €esto koristi za procjenu aktivnosti upalne
bolesti crijeva, no suprotno ocekivanjima, u ovom istraZivanju nije dokazana znacajna
povezanost izmedu razine adropina i hsCRP-a u bolesnika s IBD-om. Unato¢ tome §to se
hsCRP koristi kao dobro orude u procjeni aktivnosti upalnih bolesti crijeva, ipak nije dostatan

kako bi zamijenio endoskopske i radioloske metode evaluacije (188). Sva ranije spomenuta
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istrazivanja provedena na bolestima s upalnim odgovorom dokazala su povezanost razine CRP-
a 1 adropina (149,181). Moguce da je naS ishod dobiven stjecajem okolnosti. Naime, u
istrazivanje su bili ukljuceni samo pacijenti koji su imali stabilnu bolest tri mjeseca prije

pocetka istrazivanja te je samim time i upalni proces bio pod kontrolom.

Znacajan rezultat provedenog istrazivanja jest negativna korelacija izmedu serumske
razine adropina i fekalnog kalprotektina. Vise studija pokazalo je kako fekalni kalprotektin
snazno korelira s drugim laboratorijskim i klinickim znakovima aktivnosti bolesti (188, 189),
tako da ovaj ishod dodatno upuéuje na mogucu povezanost razine adropina s tezinom i
aktivnosti upalnih bolesti crijeva. Navedenoj spoznaji dodatno na snazi doprinosi nalaz
znacajne povezanosti izmedu razine adropina i od ranije etabliranih zbirova aktivnosti kao
dobrih pokazatelja aktivnosti ulceroznog kolitisa i Crohnove bolesti. Ovi rezultati mogu biti
posljedica ucinka adropina na ranije spominjani kroni¢ni upalni proces. Visa razina aktivnosti
upalne bolesti crijeva podize razinu kalprotektina u stolici, ali podize i razinu proupalnih

citokina poput TNF-q, te time mozebitno utjee 1 na smanjenje razine adropina u serumu.

Negativna korelacije serumske razine adropina s glikemijom na taste u cjelokupnoj
populaciji ukljucenoj u istraZivanje takoder ima veliki klini€ki znacaj, u skladu s ranije
poznatom ¢injenicom kako je adropin regulator metabolizma glukoze te da utjece na energetsku
homeostazu organizma (190). Do sada provedena istraZzivanja na miSevima pokazala su kako
intraperitonealna aplikacija adropina uzrokuje znacajno sniZenje glukoze u krvi i razine inzulina
dok s druge strane rastu serumske razine adropina, $to ukazuje na mogucu povezanost adropina
1 inzulinske rezistencije (191). Povezanost nize razine adropina s disregulacijom metabolizma
glukoze pokazala su jo§ neka istraZivanja na Zivotinjskim modelima (192). IstraZivanje
provedeno na ljudima pokazalo je porast serumske razine adropina unosom fruktoze $to je bilo
najizrazenije u ispitanika koji su imali hipertrigliceridemiju (193). U nedavno provedenom
istrazivanju ispitanika s OSA-om takoder je utvrdena negativna korelacija izmedu razine
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adropina 1 glukoze na taSte, HOMA-IR (engl. Homeostatic Model Assessment for Insulin
Resistance) 1 glikoziliranog hemoglobina HbAlc. Ovu spoznaju treba promatrati kroz
moguénost interakcija adropina s eNOS te posljedicno poviSenom sustavnom
bioraspolozivos¢u NO-a. U skladu s navedenim, pad razine adropina doveo bi do manje
inzulinske osjetljivosti te jaceg upalnog odgovora kako je i pokazao odnos adropina s HOMA-
IR, TNF-a i IL-6 u istrazivanju (150). Nedavno istrazivanje pokazalo je da aplikacija adropina
smanjuje ekspresiju glukoneogenih regulacijskih enzima jetre $to potom inhibira stvaranje
glukoze, dok istovremeno poboljsava inzulinsku osjetljivost u jetri (194). Ova spoznaja je u
skladu s rezultatima istrazivanja na miSevima koji potvrduju da je razina adropina visa u
hranjenih jedinki spram jedinki koje su bile na taste (191). Postoji moguénost da je gladovanjem
snizena razina adropina kako ne bi bila inhibirana glukoneogeneza te kako bi masne kiseline iz
triglicerida podrzale stvaranje glukoze u jetri i omogucile srediSnjem ziv€anom sustavu
dovoljnu razinu energije iz glukoze. Tijekom ponovnog hranjenja dolazi do obrnutog procesa

tj. porasta razine adropina i aktiviranja iskoriStavanja glukoze.

Ovo je prvo istrazivanje koje ukazuje na snizenu serumsku razinu adropina u oboljelih
od upalnih bolesti crijeva te negativnu korelaciju izmedu serumske razine adropina i aktivnosti
bolesti. Rezultati istrazivanja ukazuju na mogucu ulogu adropina u sloZenom patofizioloskom
procesu upalnih bolesti crijeva te da bi adropin potencijalno mogao imati ulogu kao prediktor
aktivnosti bolesti. Svakako, potrebna su daljnja istraZivanja kako bi se evaluirao znacaj ovih

rezultata.

Drugim istrazivanjem u kojem smo myjerili razine inaktivnog MGP-a, takoder
dizajniranim kao poprec¢no istraZivanje, dokazali smo da je serumska razina inaktivnog MGP-
a (dp-ucMGP) znacajno viSa u oboljelih od upalnih bolesti crijeva spram skupine zdravih
ispitanika, dok nije bilo zna¢ajne razlike izmedu oboljelih od ulceroznog kolitisa i oboljelih od

Crohnove bolesti. Nadalje, dokazana je pozitivna korelacija razine inaktivnog MGP-a s hsCRP-
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om i razinom fekalnog kalprotektina. Koliko nam je poznato, ovo je prvo klini¢ko istrazivanje
razine inaktivnog MGP u oboljelih od upalnih bolesti crijeva.

Rezultati su u skladu s ishodima nedavnog istrazivanja provedenog na pacijentima s
ulceroznim kolitisom te miSevima s kolitisom izazvanim dekstran sulfat natrijem (DSS) (195).
Dokazana je znacajno viSa razina MGP mRNA u obje skupine usporedujuci ih s kontrolnim
skupinama. Isto tako, ekspresija MGP mRNA je rasla s tezinom bolesti, dok su ispitanici u
remisiji imali sli¢nu ekspresiju MGP mRNA kao i kontrolna skupina. Feng Y i sur. su in vitro
istrazivanjem na mezenhimalnim stromalnim stanicama dokazali imunomodulatorni uc¢inak
MGP-a navode¢i smanjenu proliferaciju T stanica i supresiju proizvodnje proupalnih citokina
(172). Koriste¢i miSeve s eksperimetalno induciranim kolitisom, usporedivali su rezultate
intraperitonealne aplikacije stromalnih stanica s MGP-om te aplikacije stromalnih stanica bez
MGP. Rezultati su pokazali kako MGP poboljsava klinicki tijek i patolohistolosku sliku upale
debelog crijeva, ublazavajuéi infiltraciju T stanicama i smanjujuéi stvaranje proupalnih citokina
te tako ukazuju na mogucu ulogu pa cak i terapijski u¢inak MGP u upalnim bolestima crijeva.

Druga znacajka koja bi mogla biti veza inaktivnog MGP 1 upalnih bolesti crijeva je
endotelna disfunkcija. Poznato je da upalne bolesti crijeva vode funkcionalnim 1 strukturnim
promjenama endotela krvnih Zila, §to na posljetku rezultira pove¢anim kardiovaskularnim
rizikom oboljelih od upalnih bolesti crijeva (196,197). Stovise, kako aktivnost bolesti i upalni
proces napreduju i1 endotelna disfunkcija je izraZenija. Istrazivanja kod bolesnika na
hemodijalizi povezala su poviSen inaktivni MGP-a s markerima endotelne disfunkcije, putem
dilatacije nadlakti¢ne arterije posredovane protokom (engl. Brachial Artery Flow-Mediated
Dilation, FMD) (198) te kod zdravih zZena u postmenopauzi putem biokemijskih markera (engl.
Vascular Cell Adhesion Molecule, VCAM; E-selectin; engl. Advanced Glycation Endproducts,

AGEs) (199). U skladu sa spoznajama, razina inaktivnog MGP-a moZe se povisiti zbog
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kombinacije ucinka na upalni proces, pojacane endotelne disfunkcije ali i zbog manjka vitamina
K.

Poznato je da ucinak MGP ovisi o razini vitamin K potrebnog za aktivaciju
karboksilacijom Gla rezidua, a potom i fosforilacijom serinskih nastavaka. Inaktivna forma
matriks Gla proteina znana je kao direktni marker manjka vitamina K zbog njegove
nesposobnosti da se zadrzi u arterijskoj stijenci s posljedi¢nim serumskim porastom (200). S
druge strane, dobro je poznata veza upalnih bolesti crijeva i manjka vitamina K, najcesce
uzrokovanog malnutricijom, posljedicom izbjegavanja hrane zbog bolova u trbuhu te
neadekvatnom parenteralnom prehranom (201,202,203). Dodatni uzrok manjka vitamina K
Cesto je smanjena crijevna apsorpcijska povrSina zbog upalno izmijenjenog dijela ili cijele
sluznice s erozijama i ulceracijama te zbog prethodnih kirurskih resekcija (204).

U randomiziranoj kontroliranoj studiji, oboljelima od upalnih bolesti crijeva tijekom 12
mjeseci dodavano je 1000pg vitamina K (filokinon) bez znacajnijeg ucinka na pokazatelje
zdravlja kostiju (205) Sto upucuje na izostanak ucinka iako su zalihe vitamina K bile poboljsane.
Postoji moguénost da je manjak vitamina K> (menakinona) glavni razlog za ovakav ishod s
obzirom da on ima intezivniji protektivni u€inak na endotel krvnih Zila 1 kosti za razliku od
vitamina K; (206). U skladu s tim, dvije velike studije pokazale su da adekvatan unos hranom
vitamina K; znaCajno korelira s boljim kardiovaskularnim ishodima te koStanim
metabolizmom, dok s druge strane nisu pokazale da vitamin K; pokazuje protektivni ucinak
protiv vaskularne kalcifikacije i osteoporoze (207,208).

Kao $to je ve¢ kazano, oboljeli od upalnih bolesti crijeva imaju povisen rizik nastanka
koronarne sréane bolesti kao 1 popuStanja srca iako imaju manje tradicionalnih
kardiovaskularnih rizika u usporedbi s opom populacijom (182,183,209). Jedan od razloga za
povecan ukupni kardiovaskularni rizik vjerojatno lezi u ubrzanoj vaskularnoj kalcifikaciji,

vaznom rizicnom faktoru za razvoj kardiovaskularnih bolesti, uzrokovanoj nemoguénoscu
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aktiviranja MGP-a zbog manjka vitamina K. Nekoliko studija ve¢ je potvrdilo znacajnu
povezanost povisSenih razina inaktivnog MGP-a i vaskularne kalcifikacije (210,211). Knapen i
sur. proveli su kontrolirano randomizirano istrazivanje kojim su dokazali da trogodiSnje
dodavanje vitamina K> kod zdravih Zena u postmenopauzi znacajno poboljSava parametre
arterijske krutosti te snizava razinu inaktivnhog MGP-a za 50% u usporedbi sa placebom (199).
Nedavno provedeno istrazivanje na miSevima s kolitisom izazvanim dekstran sulfat natrijem
ukazalo je na smanjenje simptoma kolitisa zajedno sa snizenom ekspresijom IL-6 u jedinki koji
su dodatno dobivali vitamin K> (212). U skladu s navedenim, MGP i vitamin K> su usko
povezani te svi ovi dokazi ukazuju na potrebu za novim istrazivanjima radi daljnje procjene
njihova znacaja kao i moguce terapijske primjene u buduénosti.

Znacajan rezultat ovog istrazivanja je pozitivna korelacija razine inaktivnog MGP s
hsCRP-om i fekalnim kalprotektinom. Nedavna istrazivanja su pokazala da se MGP sintetizira
i karboksilira u vecini stanica imunoloSkog sustava koje ¢ine urodeni ili steCeni imunitet (213).
Nadalje, pokazalo se da stimulacija monocita i makrofaga lipopolisaharidima ili
hidroksiapatitom uzrokuje upalni odgovor koji regulira ekspresiju MGP-a slijede¢i regulaciju
IL-1, $to dodatno upucuje da je MGP ukljucen u upalni odgovor monocita 1 makrofaga. Upalni
proces, glavna znacajka upalne bolesti crijeva, smatra se potencijalno glavnim uzrokom
vaskularne kalcifikacije te je usko povezan i s endotelnom disfunkcijom. Fekalni kalprotektin 1
hsCRP su od ranije dobro poznati 1 dokazani pokazatelji aktivnosti upalnih bolesti crijeva, dok
istovremeno vise istrazivanja ukazuje na korelaciju CRP-a 1 kalcifikacije koronarnih arterija
(51-54). Spoznaje iz ovog istrazivanja ukazuju na mogucnost da pojacana aktivnost upalne
bolesti crijeva preko slozenog upalnog odgovora poti¢e MGP, no zbog manjka vitamina K
peptid ne moze biti potpuno aktiviran te time gubi svoj inhibitorni u¢inak na vaskularnu
kalcifikaciju. Navedeno tumacenje je u skladu s Danskim kohortnim istrazivanjem koje upucuje

na ¢injenicu da aktivnost upalne bolesti crijeva kao 1 svako pogorsanje podizu rizik za nastanak
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infarkta miokarda, mozdanog udara i ukupne kardiovaskularne smrtnosti (214), kao i ranije
spominjano istrazivanje oboljelih od ulceroznog kolitisa kojim se pokazao porast ekspresije
MGP mRNA s aktivno$¢u bolesti (195). Nakon podjele oboljelih od upalnih bolesti crijeva u
tercile ovisno o vrijednostima hsCRP-a i fekalnog kalprotektina, pokazala se u oba slucaja
znacajno visa razina inaktivnog MGP-a u trecoj nego u prvoj i drugoj tercili $to upuéuje na
povezanost inaktivnog MGP-a i aktivnosti upalne bolesti crijeva. Svakako su potrebna dodatna
istrazivanja kako bi dobili jo$ bolji uvid u odnos MGP-a i aktivnosti upalne bolesti crijeva.

Ovo je prvo klinic¢ko istrazivanje koje je dokazalo povisenu razinu inaktivnog MGP-a u
osoba oboljelih od upalne bolesti crijeva te korelaciju razine inaktivnog MGP-a s razinama
hsCRP i fekalnog kalprotektina. Rezultati naSeg istrazivanja podupiru ranije eksperimentalno
dobivene podatke o uklju¢enosti MGP-a u patofiziologiju upalnih bolesti crijeva putem
upalnog odgovora i aktivnosti bolesti, no svakako ih treba evaluirati u budu¢im veéim
studijama. Zbog tehnickih razloga nismo bili u moguénosti oboljelima od upalnih bolesti crijeva
odrediti razinu vitamin K», $to bi svakako u narednim istrazivanjima bilo pozeljno kako bi se
bolje razjasnila i potvrdila povezanost navedenih patofizioloSkih procesa.

OgraniCenja za oba istrazivanja na kojima se temelji ova disertacija predstavlja dizajn
presjecnog istrazivanja koje ne omogucava utvrdivanje uzrone povezanosti te relativno mala

veli¢ina uzorka i provodenje istraZzivanja samo u jednom centru.
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6. ZAKLJUCCI
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Razina adropina je statisticki zna¢ajno manja u bolesnika s upalnim bolestima crijeva u
odnosu na kontrolnu skupinu ispitanika.

Razina inaktivnog MGP-a je statisti¢ki znacajno veca u bolesnika s upalnim bolestima
crijeva u odnosu na kontrolnu skupinu ispitanika.

Ne postoji statisticki znacajna razlika u razinama adropina i inaktivnog MGP-a izmedu
bolesnika koji boluju od Crohnove bolesti i onih koji boluju od ulceroznog kolitisa.
Pronadena je statistiCki znacajna povezanost izmedu razine adropina i fekalnog
kalprotektina, dok izmedu razine adropina i vrijednosti hsCRP-a nema statisti¢ki
znacajne povezanosti.

Pronadena je statisti¢ki znacajna povezanost razine inaktivnog MGP-a s vrijednostima
hsCRP-a i fekalnog kalprotektina.

Potvrdena je statisticki znacajna povezanost razine adropina s endoskopskim zbirovima
bolesti, dok povezanost razine inaktivnog MGP-a s endoskopskim zbirovima nije
dokazana.

Nije pronadena statisticki zna¢ajna povezanost razine adropina i inaktivnog MGP-a
izmedu skupine bolesnika koji su na bioloskoj terapiji i1 skupine koja se lijeci
konvencionalnom terapijom.

Pronadena je statisticki znaCajna povezanost razine adropina s parametrima
metabolizma glukoze.

Nije pronadena statistiCki znacajna povezanost razine adropina i inaktivnog MGP-a s

trajanjem bolesti.
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Upalne bolesti crijeva su idiopatske kroni¢ne bolesti probavnog trakta koje karakterizira
kroni¢ni upalni proces, endotelna disfunkcija i povecan rizik razvoja kardiovaskularnih bolesti.
Adropin je protein kojem je dokazana uloga regulatora metabolizma glukoze i lipida te
vazoprotektivni ucinak. Postoji mogu¢nost da je TNF-a povezan s ranije poznatim
mehanizmima vazoprotekcije preko eNOS-a i VEGF2. S druge strane, MGP je snazni inhibitor
vaskularne kalcifikacije koji ima i imunomodulatorni u¢inak na Zivotinjskim modelima, a
ucinak mu ovisi o razini vitamina K. Provedena istrazivanja temelje se na procjeni uloge
adropina i MGP-a u bolesnika s upalnim bolestima crijeva o ¢emu trenutacno nema dovoljno
spoznaja u literaturi. Dobiveni rezultati mogli bi doprinijeti boljem razumijevanju povezanosti
poremecaja imunomodulacije 1 kroni¢ne wupale u upalnim bolestima crijeva s
kardiometabolickim poremecajima i drugim bolestima s kroni¢nim upalnim odgvorom. Isto
tako, mogli bi pomoc¢i u poboljsanju ukupnih ishoda lije¢enja oboljelih od upalne bolesti crijeva
boljim pra¢enjem faktora rizika te pravovremenim otkrivanjem i adekvatnim lijeCenjem
kardiometaboli¢kih poremecaja. Oba istrazivanja pokazala su da, uz etablirane, postoji potreba
za novim molekularnim biljezima koji bi mogli pruziti dodatan uvid u neki od aktiviranih
patofizioloS§kih mehanizama, procjenu aktivnosti upalne bolesti crijeva, moguce i otvoriti put k
novim modalitetima lijecenja te koji bi mogli facilitirati prognozu u oboljelih od IBD-a.

Konac¢no, ovi rezultati mogu pomoc¢i u sljede¢im istrazivanjima kojima bi se zaokruzila
integrativna slika uloge adropina i MGP-a te utvrdio njihov odnos s relevantnim biokemijskim

1 klinickim parametrima u bolesnika s upalnim bolestima crijeva.
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7. SAZETAK
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Uvod: Adropin je novi peptid povezan s homeostazom energije i vaskularnom zastitom. Prema
nasem saznanju, za sada nema studija koje su istrazivale vezu adropina i upalnih bolesti crijeva
(IBD). Matriks Gla protein je peptid ovisan o vitaminu K sa zna¢ajnom ulogom u zaustavljanju
vaskularne kalcifikacije. Nedavne studije ukazuju na moguéu poveznicu izmedu

imunomodulatornog uc¢inka MGP-a i upalne bolesti crijeva.

Cilj: Cilj ove studije je usporedba serumske razine adropina oboljelih od upalnih bolesti crijeva
i zdrave kontrolne skupine. Nadalje, istrazivali smo povezanost razine adropina sa zbirovima
aktivnosti IBD-a, CRP-om, fekalnim kalprotektinom, glukozom na taste i razinom inzulina. Cilj
druge studije je bila uspredba razine inaktivnog MGP izmedu oboljelih od IBD i zdrave
kontrolne skupine. Dodatno, namjera je bila istraziti povezanost razine inaktivnog MGP s

klini¢kim i laboratorijskim parametrima.

Metode: Presjecna studija evaluacije serumske razine adropina provedena je na 55 bolesnika s
IBD (30 bolesnika s ulceroznim kolitisom, 25 bolesnika s Crohnovom bolesti) usporedujuéi s
kontrolnom skupinom podudarnih dobnih i spolnih znacajki. Presje¢no istraZzivanje serumske
razine inaktivnog MGP provedena je na 70 bolesnika s IBD-om (30 bolesnika s ulceroznim
kolitisom , 40 s Crohnovom bolesti) te na 60 zdravih isipitanika koji pripadaju kontrolnoj
skupini podudarnih dobnih i spolnih znacajki. Serumska razina adropina odredivana je ELISA
metodom (dual enzyme-linked immunosorbent assay) za humani adropin (Phoenix
Pharmaceuticals, Burlingame, CA, USA), prema uputama proizvodaca. Razina inaktivnog
MGP analizirana je CLIA metodom koriste¢i IDS-iSYS InaKtif MGP (Immunodiagnostic
Systems, Frankfurt, Germany) prema uputama proizvodaca. Razina fekalnog kalprotektina
odredivana je turbidimetrijskom imunoesej metodom koriste¢i Buhlmann fCAL turbo assay
(Buhlmann Laboratories AG, Schonenbuch, Switzerland). Ostali parametri odredivani su

standardnim laboratorijskim procedurama.
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Rezultati: Serumska razina adropina bila je znacajno niza u bolesnika s IBD usporedujuéi s
kontrolnom skupinom (2.89+0.94 vs 3.37+£0.60 ng/mL, P=0.002), dok nije bilo znacajne razlike
izmedu oboljelih od ulceroznog kolitis i oboljelih od Crohnove bolesti (P=0.585). Nadalje,
pronadena je znacajna negativna korelacija izmedu adropina i fekalnog kalprotektina (r= -
0.303, P=0.025). U ukupnoj populaciji ispitanika pronadena je zna¢ajna negativna korelacija
razine adropina i glukoze na taste (r= -0.222, P=0.023). Multivarijatna logisiticka regresija
pokazala je vrijednost adropin kao znacajnog prediktora pozitivnog IBD statusa, navedena s
drugim temeljnim znacajkama (OR 0.455, 95% CI 0.251-0.823, P=0.009).

Razina inaktivnog MGP bila je znacajno visa u bolesnika s IBD usporedujuéi s
kontrolnom skupinom (629.83 £+ 124.20 vs 546.7 = 122.09 pmol/mL, P < 0.001), a statisticki
znacajne razlike izmedu skupina bolesnika s ulceroznim kolitisom i bolesnika s Crohnovom
bolesti nije bilo (640.02 + 131.88 vs 616.23 £ 113.92 pmol/mL, P = 0.432). Nadalje, utvrdena
je znacajna pozitivna korelacija izmedu razine inaktivhog MGP i fekalnog kalprotektina (r =
0.396, P < 0.001) kao i izmedu inaktivnog MGP-a i CRP-a (r = 0.477, P < 0.001). Multipla
linearna regresijska analiza zadrzava statisticki znacajnu povezanost s fekalnim kalprotektinom

(B £ SE, 0.06 +0.02, P =0.003).

Zakljucdak: Rezultati istrazivanja daju naslutiti kako bi adropin mogao biti ukljuéen u slozeni
patofizioloSki proces upalnih bolesti crijeva, ali su potrebna daljna istrazivanja koja bi to
dodatno potvrdila. Nadalje, rezultati istrazivanja razine inaktivnog MGP-a potvrduju
eksperimentalno dobivene podatke o imunomodulacijskom u€inku MGP-a na IBD te ukazuju

na moguci znacaj u nastanku upalnih bolesti crijeva 1 ekstraintestinalnih manifestacija.
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Background: Adropin is a novel peptide mostly associated with energy homeostasis and
vascular protection. To our knowledge, there are no studies that investigated its relationship
with inflammatory bowel diseases (IBD). Matrix Gla protein (MGP) is a vitamin K dependent
peptide which has an established role in suppression of vascular calcification. Recent studies
have pointed to a possible link between immunomodulatory effect of MGP and inflammatory

bowel disease.

Aim: The aim of this study was to compare serum adropin levels between patients with IBD
and healthy controls. Furthermore, we explored adropin levels correlations with IBD severity
scores, hsCRP, fecal calprotectin and fasting glucose and insulin levels. The aim of the second
study was to compare serum levels of inactive, dephosphorylated and uncarboxylated MGP
form (dp-ucMGP) between patients with IBD and healthy controls. The additional goal was to
investigate the association of plasma dp-ucMGP levels with the anthropometric, clinical and

laboratory parameters.

Methods: This cross-sectional evaluation study of serum adropin levels was conducted on 55
patients with IBD (30 Ulcerative colitis patients, 25 Crohn’s disease patients) in comparison
with 50 age and gender matched controls. Furthermore, cross-sectional study of serum dp-
ucMGP levels was conducted on 70 patients with IBD (30 patients with ulcerative colitis and
40 patients with Crohn’s disease) and 60 age and gender matching healthy controls. Serum
concentrations of adropin were determined using the dual enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) of human adropin (Phoenix Pharmaceuticals, Burlingame, CA, USA), according to
the manufacturer's instructions. Plasma dp-ucMGP levels were analyzed from blood samples
by CLIA method using IDS-iSYS InaKtif MGP (Immunodiagnostic Systems, Frankfurt,
Germany) according to the manufacturer's instructions. FC levels were determined from stool

samples by turbidimetric immunoassay method using Buhlmann fCAL turbo assay (Buhlmann
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Laboratories AG, Schonenbuch, Switzerland). Other parameters were analyzed according to

the standard laboratory procedures.

Results: Serum adropin levels were significantly lower in patients with IBD in comparison
with 50 controls (2.89+0.94 vs 3.37+£0.60 ng/mL, P=0.002), while there was no significant
difference in comparison of UC patients with CD patients (P=0.585). Furthermore, there was a
negative correlation between adropin and fecal calprotectin (r= -0.303, P=0.025), whereas in
the total study population, we found a significant negative correlation with fasting glucose
levels (r=-0.222, P=0.023). A multivariable logistic regression showed that serum adropin was
a significant predictor of positive IBD status when enumerated along with baseline
characteristics (OR 0.455, 95% CI1 0.251-0.823, P=0.009).

Plasma levels of dp-ucMGP were significantly higher in patients with IBD compared to
the control group (629.83 + 124.20 vs 546.7 £ 122.09 pmol/mL, P < 0.001), and there was no
significant difference between patients with Crohn’s disease and patients with ulcerative colitis
(640.02 £ 131.88 vs 616.23 £ 113.92 pmol/mL, P = 0.432). Furthermore, a significant positive
correlation of plasma dp-ucMGP levels was found with both fecal calprotectin (FC) levels (r =
0.396, P <0.001) and high sensitivity C-reactive protein (hsCRP) levels (r = 0.477, P <0.001).
Multiple linear regression analysis showed that dp-ucMGP levels retained significant

association with FC (B = SE, 0.06 £ 0.02, P = 0.003).

Conclusion: Our findings imply that adropin could be involved in complex pathophysiology
of IBD, but further larger scale studies are needed to address these findings. Moreover, results
with inactive MGP support experimental data of MGP immunomodulatory IBD effect and
indicate potential involvement in the pathophysiology of the disease, and possibly

extraintestinal manifestations.
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