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1. UVOD



1.1. Upalne bolesti crijeva

Upalne bolesti crijeva karakterizirane su ucestalim epizodama upale gastrointestinalnog trakta
uzrokovane pretjeranom reakcijom imunoloskog sustava na crijevnu mikrofloru. Pod nazivom
upalna bolest crijeva obuhvacene su dvije idiopatske bolesti crijeva, a razlikuju se prema
polozaju i1 dubini zahvacenosti crijevne stijenke. Ulcerozni kolitis predstavlja difuznu upalu
sluznice debelog crijeva, najces¢e zahvacajuéi podrucje rektuma uz moguénost prosirenja na i
izvan sigmoidnog kolona ili cijelog debelog crijeva do cekuma (pankolitis). Crohnova bolest
izaziva transmuralnu ulceraciju gastrointestinalong trakta, naj¢eS¢e terminalnog ileuma i
debelog crijeva. Obje bolesti mogu se razlikovati i klasificirati po opsegu zahvaéenosti kao

blage, umjerene i teSke, dok se Crohnova bolest takoder moze klasificirati prema fenotipu (1).

Tablica 1. Osnovne razlike ulceroznog kolitisa i Crohnove bolesti (2)

ZAHVACENOST CROHNOVA BOLEST ULCEROZNI KOLITIS

gornji dijelovi GIT rijetko Nikada

distlani ileum vrlo Cesto Nikada

kolon rijetko Uvijek

rektum rijetko Nikada
Bol koja zahvaca donji desni dio Bol koja zahvaca donji lijevi dio

SIMPTOMI abdomena, nateCenost i zadebljanje | abdomena, dijareja, gubitak
stijenke crijeva tjelesne tezine i rektalno krvarenje

*GIT — gastrointestinalni trakt

1.2. Definicija Crohnove bolesti

Crohnova bolest, koja se jo§ naziva regionalni enteritis ili ileitis, kroni¢na i doZivotna je
bolest koja izaziva upalu i iritaciju u gastrointestinalnom traktu, posebno u tankom i debelom

crijevu (3).



1.3. Epidemiologija

Incidencija i1 prevalencija Crohnove bolesti razlikuju se u pojedinim regijama svijeta. Razne
studije pokazuju da je incidencija u porastu te da najveci porast biljeze razvijene zemlje
svijeta. Najveéi porast broja oboljelih zabiljezen je u Sjevernoj Europi, Ujedinjenom
Kraljevstvu 1 Sjevernoj Americi (4). Incidencija Crohnove bolesti u visokorazvijenim
zemljama poput Njemacke iznosi 322 na 100000 stanovnika ili 319 na 100000 stanovnika u
Kanadi (5). Takoder, isti trend porasta incidencije biljezi se 1 u zemljama u razvoju.
Prevalencija bolesti najveca je u Sjevernoj Europi i Sjevernoj Americi, gdje se biljezi
prevalencija od 100 do 300 na 100000 stanovnika. Smatra se da je trenutno pogodeno vise od
pola milijuna Amerikanaca te da je bolest ¢eS¢a kod pacijenata zidovske vjeroispovijesti (6).
U juznim dijelovima svijeta i Aziji zabiljezene su manje stope incidencije i prevalencije, iako

se 1 kod njih zadnjih desetljeca biljezi trend porasta (7).

Republika Hrvatska, premda zemljopisno pripada mediteranskim zemljama, prikljucuje se
trendu zapadnoeuropskih zemalja te biljezimo porast slucajeva upalnih bolesti crijeva (8).
Nedavna studija provedena tijekom 2006 — 2014. Godine u Splitsko-dalmatinskoj Zzupaniji
pokazala je prosje¢nu godiSnju pojavnost Crohnove bolesti 4,1 na 100000 stanovnika. Isto
tako, pokazala je kako je ucestalija u muSkaraca za 1,3 puta te se ¢eS¢e javlja na otocima i u

gradovima te medu visokoobrazovanim stanovnistvom (9).

Bitno je naglasiti kako je klinicka manifestacija bolesti razli¢ita, a moguénosti dijagnostike su
varijabilne te ovisne o medicinskoj 1 ekonomskoj situaciji u razliitim regijama svijeta.
Nadalje, prikupljanje podataka, mogucnost i1 kvaliteta provodenja klinic¢kih ispitivanja kao 1
op¢a informiranost pacijenata mogu utjecati na to¢ne brojke te se pretpostavlja da su stvarne
brojke cak i1 vece od zabiljeZenih. Osim §to je zemljopisno ovisna, studije su takoder pokazale
kako se Crohnova bolest ¢eS¢e javlja u osoba Zenskog spola. Takva ovisnost nije uocena u
cijelom svijetu. Uz to, zadnje studije pokazuju kako u podru¢jima koja su imala vecu
incidenciju Crohnove bolesti u zena poput Europe, Sjeverne Amerike i1 drzava u razvoju, sada
biljeze porast stope oboljelih muskaraca, postavsi jednaka ili cak vec¢a nego u zena. Crohnova
bolest najceS¢e se dijagnosticira u dobi od 15 — 30 godina (4). Na slici 1 pokazana je

pojavnost Crohnove bolesti u svijetu.
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Slika 1. Pojavnost Crohnove bolesti u svijetu (9)

1.4. Etiologija

Toc¢na etiologija bolesti za sada joS nije u potpunosti poznata. lako opsezno proucavani,
uzro¢ni ¢imbenici u nastanku bolesti jo§ nisu shvaceni. Smatra se kako nastanku bolesti
pogoduju interakcije izmedu genetskih i1 okoli$nih ¢imbenika, utje€u¢i na normalnu crijevnu

floru izazivanjem  neodgovarajueg  imunoloSkog  odgovora  sluznice  (10).



1.4.1. Genetski ¢imbenici

Identificirana su ukupno 163 gena/lokusa rizika. Velika vec¢ina pronadenih lokusa povezana je
s Crohnovom boles¢u i ulceroznim kolitisom $to ukazuje kako bioloski mehanizmi ukljuceni
u jednu bolest mogu imati ulogu i u drugoj bolesti. Otkako je 1909. godine prvi put
prepoznata obiteljska priroda upalnih bolesti crijeva, pronadeno je kako 5 — 23 % pacijenta s
Crohnovom bolesti ili ulceroznim kolitisom ima oboljelog u obitelji (11). Crohnova bolest
povezana je s funkcionalnim polimorfizmima u genskim regijama NOD2, ATG16L1 i IRGM.
Polimorfizam u NOD?2 regiji povezan je sa smanjenom sposobnos¢u proteina NOD2 da na
ispravan nacin prepozna bakterijski peptidoglikan i aktivira nuklearni faktor-xB i putove
protein kinaze aktivirane mitogenom (12). Potrebne su dodatne studije kako bi se u potpunosti

shvatila 1 razumjela genetska predispozicija ove bolesti.

1.4.2. Okolisni ¢imbenici

Iako genetska predispozicija moze utjecati na etiologiju bolesti, nije jedina odgovorna za
njezin nastanak. Upalne bolesti crijeva su primarno okarakterizirane kao bolesti
industrijaliziranog svijeta s najve¢om prevalencijom u razvijenim zemljama. Samim time, uz
genetske Cimbenike, na nastanak bolesti izrazito utjeCu 1 okoliSni ¢imbenici. Razlike u
Zivotnim stilovima i nacinu Zivljenja ljudi u urbanim i ruralnim podru¢jima mogu objasniti
vecu ucestalost bolesti u urbanim sredinama (10). Potencijalno bitni ¢imbenici obuhvacaju i
nacin radanja 1 hranjena novorodencadi te i1zloZzenost antibioticima kroz zivotni vijek. Dojenje
1 smanjena izloZenost antibioticima pokazuju protektivni ucinak u ranoj imunomodulaciji
sluznice probavnog sustava (13). Pokazalo se kako puSenje u kod bolesnika s Crohnovom
bolesti povecava ucestalost recidiva i potrebu za operativnim zahvatima te kako prekid
pusenja poboljSava tijek bolesti. Studije jo§ nisu u potpunosti dokazale utjecaj prehrane na

Crohnovu bolest, no antigeni hrane se povezuju s razvojem crijevne upale (14).



1.5. ProSirenost i podtipovi bolesti

Crohnovu bolest prvi put su opisali dr.Burill B. Crohn i kolege 1932. godine. Crohnovu bolest
karakteriziraju diskontinuirane upalne lezije duz gastrointestinalnog sustava, a nastala upala je
klasi¢no transmuralna uz moguénost pronalaska granuloma tijekom biopsije. Crohnova bolest
klasificira se na temelju anatomske zahvacenosti i po fenotipu. Naime, bolest ima tendenciju
zahvacati bilo koji dio gastrointestinalnog sustava, a kod najveéeg dijela pacijenata lezije se
javljaju u terminalnom ileumu i kolonu. Uz to, 25 % pacijenata pati od perianalnih
komplikacija koje ukljucuju analne fisure 1 fistule. Kod znatno manjeg broja pacijenata (10
%),

manifestacijama ili simptomima u gornjem gastrointestinalom sustavu (15). Uz to, za

bolest se prezentira izoliranim perianalnim simptomima, ekstraintestinalnim
olakSavanje istrazivanja i lijeCenja bolesti, donesene su dvije medunarodne klasifikacije
Crohnove bolesti. Prva je donesena na Svjetskom gastroenteroloSkom kongresu u Bec¢u 1998.
godine, a druga 2005. godine u Montrealu. U tablici 2 je saZzeta Montrealska klasifikacija

Crohnove bolesti.

Tablica 2. Montrealska klasifikacija bolesti (16)

A (engl. AGE OF DIAGNOSIS) — dob u vremenu postavljene dijagnoze

Al <17 godina A2 17 - 40 godina A3 > 40 godina

B (engl. BEHAVIOR) — manifestacija bolesti

B2 — strukture se definiraju kao

pojava diskontinuiranog suzenja
B3 — penetrirajuca bolest koja se
lumena dokazana endoskopski,
definira kao pojava perianalnih ili
B1 — nije doslo do komplikacija patoloski ili kirursko patoloski s
intraabdominalnih fistula, upalnih
tijekom bolesti postojanjem prestenoi¢ne dilatacije
masa i/ili apscesa u bilo kojem
ili znakova opstrukcije bez
trenutku tijekom trajanja bolesti.

penetracije u bilo koje trenutku

tijekom bolesti

L (engl. LOCALIZATION) - lokalizacija bolesti

L2 — bolest zahvaca

L1 — upala je zahvatila
donju tre¢inu tankog
crijeva, a cekum moze i

ne mora biti zahvacen

podrucje cijelog kolona
izmedu cekuma i rektuma
(bilo koji dio), a ne
zahvaca tanko crijevo i
gornji dio probavnog

sustava

L3 — bolest zahvaca
terminalni ileum i bilo
koji dio izmedu uzlaznog

kolona i rektuma

L4 — bolest jedino
zahvaca tanko crijevo
proksimalno od
terminalnoga ileuma (bilo

koji dio)

* Oznaka «p» se dodaje B1-B3 ukoliko je postojana i perianalna bolest




1.6. Klinicka manifestacija bolesti

1.6.1. Crijevni simptomi

Prezentiraju¢i simptomi dosta su varijabilni, ali donekle mogu korelirati s fenotipom i
lokalizacijom bolesti. Cesto se dogada da pacijenti imaju simptome godinama prije
postavljanja ispravne dijagnoze. NajceS¢i simptomi koji se prezentiraju su abdominalna bol,
pogotovo u donjem desnom abdomenu, i dijareja uz mogucénost razvijanja sistemskih
simptoma kao S§to su gubitak tjelesne tezine, malaksalosti i blago povisenje tjelesne
temperature. Fizikalnim pregledom prvo bi se trebali identificirati nestabilni pacijenti kojima
je potrebno pruziti hitnu pomo¢. Treba izmjeriti puls, krvni tlak, temperaturu, brzinu disanja i
tjelesnu tezinu. Nalazi abdominalnog pregleda mogu ukljucivati osjetljivost, nadutost i/ili
prisutnost mase. Potreban je anorektalni pregled, a treba razmotriti i pregled zdjelice jer su
apscesi, fisure ili fistule Cesti u Crohnovoj bolesti. Perianalni nalazi (npr. fistule, apscesi)
povecavaju vjerojatnost Crohnove bolesti. Pacijenti koji pate od stenozirajuéeg tipa bolesti
Cesto razviju abdominalne opstrukcije koje dovode do poteskoéa u praznjenju crijeva,
povracanja i muke. S druge strane, pacijenti s penetrirajuéom Crohnovom bolesti mogu razviti
fistule ili apscese. Kod tezih klinic¢kih slika, uz navedeno, javlja se i krvava stolica, iako se
¢eS¢e manifestira kod ulceroznog kolitisa. Svakako, simptomi sami po sebi nisu dovoljni za
postavljanje dijagnoze. Potrebne su razliite dijagnosticke obrade poput pracenja

biokemijskih markera, endoskopije 1 sl. (15, 17).

Pacijenti se Cesto suoCavaju s malnutricijom ili nutritivnim nedostacima uzrokovanih loSijom
apsorpcijom unesene hrane. Odredene studije su pokazale kako pacijenti s Crohnovom bolesti
pate od razliC¢itih komorbiditeta poput kolorektalnog karcinoma, kardiovaskularnih i

respiratornih bolesti (2).



1.6.2. Izvancrijevne manifestacije

Izvancrijevne manifestacije upalne bolesti crijeva Cesta su pojava kod Crohnove bolesti, kao i
kod ulceroznog kolitisa (tablica 3). To su promjene koje se dogadaju pod utjecajem bolesti, a
ne zahvacaju gastrointestinalni sustav. Postoji moguénost zahvacanja bilo kojeg organskog
sustava ukljucujuéi misiéno-kostani sustav, dermatoloski, hepato-pankreato-bilijarni, oc¢ni,

bubrezni 1 pluéni sustav (18).

Tablica 3. Izvancrijevne manifestacije Crohnove bolesti (18)

ORGANSKI SUSTAV IZVANCRIJEVNE MANIFESTACIJE

misi¢no-kostani artitis, osteoporoza, hipertrofi¢na osteoartropatija

dermatolo$ki fisure, fistule, vitiligo, psorijaza

o¢ni ulkusi roznice, uveitis, vaskularna bolest retine

hepato-pankreato-bilijarni autoimuni kroni¢ni aktivni hepatitis, portalna fibroza,
ciroza, masna jetra

1.6.3. Malignost

Istrazivanja su pokazala kako postoji povecani rizik za pacijente s Crohnovom bolesti za
razvijanje karcinoma tankog crijeva, karcinoma jetre i karcinoma bilijarnog trakta. Takoder,
uocen je povecani rizik za nastanak limfoma kod muSkaraca oboljelih od Crohnove bolesti

(19).




1.7. Postavljanje dijagnoze

Najces¢i simptomi koji ukazuju na Crohnovu bolest su dijareja, abdominalna bol, gubitak
tjelesne tezine 1 opca slabost. Osim simptoma koji mogu ukazivati na postojanje bolesti,
potrebne su dodatne dijagnosticke metode kako bi se dijagnoza mogla potvrditi. Zbog
nepostojanja specificnog testa koji bi mogao utvrditi razliku izmedu Crohnove bolesti i
ulceroznog kolitisa, sa simptomima koji su Cesto slicni i zbunjujuéi, potrebno je provesti
odredene laboratorijske pretrage, fizicke preglede, endoskopske preglede i biopsije kako bi se
dijagnoza ispravno postavila (20). Laboratorijska pretraga identificirat ¢e upalu, a mjerenje
fekalnog kalprotektina koristi se za isklju¢ivanje bolesti. Endoskopija i kolonoskopija

omogucuju uvid u proSirenost bolesti te sluze za konac¢no postavljanje dijagnoze (17).

1.8. LijeCenje Crohnove bolesti

Lijecenje Crohnove bolesti ovisi o stupnju proSirenosti, aktivnosti bolesti i simptomima.
Idealna terapijska strategija za bolesnike s Crohnovom bolesti potaknut ¢e i odrzati remisiju
bez pretjeranog koristenja kortikosteroida i uz minimalne operativne zahvate (21). Prema

ECCO konsenzusu stupanj aktivnosti Crohnove bolesti definira se na sljedec¢i nacin:

e Blagi stupanj aktivnosti — pacijent moZe normalno hodati i tolerira oralnu prehranu,
nema znakova dehidracije 1 sistemske zahvacenosti, nije prisutna abdominalna bol ili
abdominalna masa, gubitak tezine nije visi od 10 %, CRP obicno je povisen.

e Umjereni stupanj aktivnosti — pacijent pati od povremenog povracanja, gubitak
tjelesne tezine je ve¢i od 10 %, izostaje reakcija na terapiju za blagu aktivnost
Crohnove bolesti, CRP je poviSen.

e Teski stupanj aktivnosti — pacijent je kahekti¢an, indeks tjelesne mase je ispod 18, ima

apscese 1 trajne simptome unato¢ lijeCenju, CRP je povisen (22).



1.8.1. Nebioloska terapija

Postoje razliciti lijekovi koji se mogu koristi u postupcima lijeCenja Crohnove bolesti, ali

izbor lijeka individualan je za svakog pacijenta (tablica 4).

Tablica 4. Lijekovi koriSteni u lije¢enju Crohnove bolesti (23)

Lijekovi Doziranje Blaga do umjerena Crohnova Teska Crohnova bolest
bolest
Indukcija Odrzavanje Indukcija Odrzavanje
Sulfasalazin (oralno}  Indukeija 3-6 g/dan Da Ne
Mesalazin (oralna) Ne't Ne ™
Prednizolon (oralni)  Indukeija 0,25 mg/kg do 0,75 mg/ke Da Ne Da Ne
Metil-prednizolon Indukeija 48 mg/d Da Me Da Ne
(oralno)
Prednizolon (IV) Indukeija 60 mg/d Da
Budezonid (oralno)  Indukeija 9 mg/d Odrzavanje 6 mg/d Da Ne 2 Da'?
Metronidazol Indukcija 10-20 mg/kg/dan Ne™
(oralno)
Azatioprin (oralne)  2-3 mg/kg/dan Ne ® Ne ® Ne'® Da
G-merkaptopurin Odrzavanje 1.5 mg/kg/dan Ne s Ne™® Ne s Da
(oralno)
Metotreksat (IM) Indukeija 25 mg/tjedan; odrzavanje 15-25 mg/tjedan Da’s Da

*1 - preporuceno u trenutnim smjernicama; stanje dokaza je nedosljedno i ne dokumentira nedvosmisleno
ucinkovitost.

*2 - budezonid u dozi od 6 mg/dan produljuje interval do sljedeceg relapsa, ali ne ispunjava standardne kriterije
za odrzavanje remisije. Takoder se moze koristiti kao lijek za "Stednju steroida" za pacijente ovisne o
prednizolonu.

*5 - Spor pocetak ucinka ogranicava korisnost za izazivanje remisije.

*6 - Profil toksi¢nosti ovog lijeka €ini ga neprikladnim za ovu indikaciju.

Sulfasalazin koristi se za lijeCenje bolesti koja je ograni¢ena na debelo crijevo i potpuni
ucinak ostvaruje nakon nekoliko tjedana, iako do olakSanja simptoma dolazi protekom
nekoliko dana. 5-aminosalicilati po¢inju djelovati prolaskom kroz tanko crijevo, korisni su u
lijeCenju aktivne faze bolesti te u postizanju i odrZzavanju remisije. Antibiotici, koji se
naj¢eS¢e koriste za smanjivanje upale uzrokovane bakterijama, su ciprofloksacin i
metronidazol. Kortikosteroidi su lijekovi koji se koriste u aktivnoj fazi bolesti za postizanje
remisije, ali se ne preporucuju koristiti kroz duze vremensko razdoblje i u remisiji zbog
nuspojava. Imunomodulatori poput azatioprina, metotreksata i merkaptopurina koriste se za
lijecenje bolesti te najcesce nisu koriSteni kao prva linija lijeCenja (24). Uobicajeno, kada 5-

aminosalicilati nisu pokazali ucinak, u lijeCenju bolesnika koriste se kortikosteroidi.
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Azatioprin koristi se za poboljSavanje kvaliteta Zivota smanjivanjem ucestalosti proljeva i
abdominalne boli. Uz to, ukljucuje se u lijecenje kako bi se smanjila uporaba kortikosteroida

u lijecenju (25).

1.8.2. Bioloska terapija

Zadnjih nekoliko desetljeca razvijaju se novi lijekovi za lijeCenje Crohnove bolesti, dok
najnoviju terapiju predstavljaju bioloski lijekovi. Bioloska terapija ukljucuje raznoliku
skupinu lijekova koji djeluju izravno na imunoloski sustav. Spomenuta sredstva mogu biti
genetski modificirane verzije prirodnih spojeva ili sasvim novi spojevi (26). Navedeni lijekovi
se proizvode metodom rekombinantne DNA, gdje se geni potrebni za sintetiziranje nekog
proteina trebaju ugraditi u genom mati¢ne stanice uz pomo¢ vektora. Sintetizirani protein

izolira se iz stanice te se koristi kao aktivna supstancija (27).

Sredstva za bioloSku terapiju osmisljena su s ciljem specificnog ciljanja gena, proteina,
skupinu gena ili proteina za koje se smatra da su uklju¢eni u bolest (tablica 5). Cimbenik
tumorske nekroze (TNF-a) je protuupalni citokin koji inducira proliferaciju i diferencijaciju
stanica. TNF-a potic¢e upalni odgovor u Crohnovoj bolesti, a trenutno se za lijeCenje IBD-a
koriste tri anti-TNF molekule: infliksimab, adalimumab i certolizumab (28). Osim anti-TNF
molekula, u lijjeCenju koriste se i antiintegrini. Umjesto blokiranja proizvodnje upalnih
citokina, spomeuta klasa sredstava djeluje tako $to ometa migraciju leukocita do mjesta
upale. Oni to ¢ine blokiranjem integrina, koji su transmembranski receptori prisutni na
razli¢itim stanicama koji posreduju stani¢nu adheziju, signalizaciju 1 migraciju. Inhibicijom
ove interakcije izmedu o4 integrina 1 molekula stani¢ne adhezije, anti-integrini blokiraju
migraciju upalnih stanica do mjesta bolesti, uklju¢ujuéi gastrointestinalni trakt, i sprjecavaju
daljnje trajanje upalne kaskade. Najnovija klasa bioloskih lijekova dostupna za upotrebu u

IBD-u su anti-1L-12/23 koji inhibiraju zajednicku p40 podjedinicu (29).

BioloSka terapija koristi se vise od 20 godina, a predstavlja revoluciju u lijecenju
imunoloskih bolesti. U dolje navedenoj tablici prikazani su bioloski lijekovi koji se mogu
koristiti u lije€enju IBD. Terapija se treba primjenjivati u klinickim centrima s iskustvom
koriStenja bioloSke terapije, a pacijenti bi trebali biti pod nadzorom lije¢nika. Nedostatak
ovakve vrste terapije je njena visoka cijena zbog Cega predstavlja veliki teret zdravstvenome

sustavu.
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Tablica 5. Bioloska terapija za lijecenje IBD (28)

CILJ SPOJ BOLEST
TNF-o Infliksimab, CDh,uC
adalimumab, CDh,UC
certolizumab, CD
golimumab CDh,uC
o4-integrin natalizumab CD, UC
04B7-integrin vedolizumab CD, UC
IL-12/23 ustekinumab CD

*CD-Crohnova bolest, UC-ulcerozni kolitis

1.8.3. Smjernice za lijeCenje Crohnove bolesti

Smjernice za lijeCenje Crohnove bolesti u Republici Hrvatskoj odgovaraju smjernicama
Europske organizacije za Crohnovu bolest 1 kolitis. Umjereno aktivna Crohnova bolest koja je
proSirena na zavr$ni dio tankog crijeva 1 pocetni dio kolona lije¢i se sistemskim
kortikosteroidima poput prednizolona ili metil-prednizolona. Kod bolesnika koji nisu
podnosili ili nisu reagirali na steroide koristi se anti-TNF terapija. Bolesnici koji ne reagiraju
na kortikosteroide i anti-TNF terapiju lijee se vedolizumabom. Bolesnici u ranijim fazama
bolesti bolje odgovaraju na kombiniranu terapiju infliksimabom i azatioprina. Bolesnici s
tesSko aktivnom Crohnovom bolesti isprva se lijeCe sistemskim kortikosteroidima, a anti-TNF
terapija pogodna je za bolesnike s relapsom. Kod bolesnika kod kojih je izostao odgovor na
lijeCenje moZe se razmotriti operativni zahvat. Imunosupresivi koriste se kao najpogodnija
terapija za bolesnike €iji simptomi pokazuju losiji tijek bolesti. Bioloska terapije najcesce se
koristi kod bolesnika koji nisu imali odgovor na lijekove prve linije lije¢enja (30). Na slici 2

prikazan je postupak 1 pristup lijecenju Crohnove bolesti.
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Lijeenje Crohnove bolesti

| Lokalizacija |
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Gornji gastrointestinalni I !
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Glukokortikoid + inhibitor
protonske pumpe (PP}

Slika 2. Postupak lijecenja Crohnove bolesti (27)

1.9. Monocitne podskupine

Monociti i makrofagi stanice su unutar mijeloidne stani¢ne loze koje igraju klju¢nu ulogu u
urodenom imunoloSkom odgovoru protiv patogena (31). Monociti i makrofagi sudjeluju u
imunoloskom odgovoru oslobadanjem protuupalnih citokina. Kao posljedica toga,
neodgovaraju¢a aktivacija receptora moze izazvati dugotrajnu upalu koja rezultira
autoimunim i upalnim bolestima. Krvni monociti igraju kljuénu ulogu u urodenoj
imunoloskoj obrani putem fagocitoze patogena, probave, obrade i predstavljanja antigena te
otpustanjem efektorskih molekula kao §to su kemokini i citokini. StoviSe, smatra se da su
monociti jedini izvor crijevnih makrofaga, a nekoliko je studija pokazalo promjene u sastavu

monocita periferne krvi kod Crohnove bolesti (CD, od engl. Crohn'sdisease) (32).
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Tablica 6. Klju¢ne funkcije monocitnih podskupina (32)

PODSKUPINE MONOCITA

CD14"CD167, Kklasi¢ni ili upalni

CD14"CD16", intermedijarni

CD14*CD16" , neklasicni ili

protuupalni

Imaju visoku sposobnost
fagocitoze, efikasno proizvode
upalne medijatore kao odgovor na
bakterijski patogen, sudjeluju u
popravku tkiva, migriraju na mjesto

upale

Efikasno proizvode upalne
medijatore kao odgovor na
bakterijski patogen, prezentiraju

antigene, Sire se tijekom infekcije

Proizvode TNF-q, IL-1p i CCL3
kao odgovor na stimulaciju
virusom ili imunokompleksom,
obavljaju FcR-posredovanu

fagocitozu

CD14 molekula koristi se kao biljeg prepoznavanja ljudskih monocita s obzirom na njen

visok izrazaj na povrSini ljudskih monocita i makrofaga. Nekoliko ranijih klini¢kih studija

koristilo je CD14 CD16 kao biljege upalnih monocita i utvrdilo povezanost pove¢anih razina

CD14 CD16 monocita u ljudskim upalnim bolestima, uklju¢ujué¢i Crohnovu bolest (33).

Presudnu ulogu u gastrointestinalnoj upali prepisuje se biljegu CD44 izrazenom na

monocitima 1 makrofagima. Raznolikost monocitnih podskupina moze ukazivati na

patogenezu bolesti, a povecani broj odredene populacije sluzi kao biomarker bolesti (34).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA I HIPOTEZA
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2.1. Ciljevi istrazivanja

Cilj istrazivanja bio je odrediti postotke triju monocitnih subpopulacija kod pacijenata s

Crohnovom boles¢u koji su lijeceni bioloskom ili nebioloskom terapijom.
2.2. Hipoteza istrazivanja
Postoci klasicnih CD14**CD167, intermedijarnih CD14**CD16"* 1 neklasi¢nih CD14*CD16**

monocita u pacijenata s Crohnovom boles¢u razlic¢ito ¢e se mijenjati u odnosu na kontrolu

skupinu ovisno o primijenjenoj terapiji.
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3. ISPITANICI I METODE
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3.1. Ustroj istrazivanja

Provedena studija bila je presjecno istrazivanje provedeno na Odjelu za gastroenterologiju u
Klini¢kom bolni¢kom centru Split, Katedri za patofiziologiju, medicinsku kemiju i biokemiju

na Medicinskom fakultetu u Splitu i na SveuciliSnom odjelu Zdravstvenih studija u Splitu.

3.2. Ispitanici

Istrazivanje je ukljucivalo 28 pacijenata koji su bolovali od Crohnove bolesti. Usporedivani
su s kontrolnom skupinom sacinjenom od 48 zdravih pojedinaca. Pacijenti su bili podijeljeni u
dvije grupe, jedna je primala biolosku terapiju, a druga nebioloSku terapiju. Svi ispitanici
imali su 18 ili viSe godina te su svi prosli protokol istraZivanja, osim procjene fekalnog
kalprotektina koji je mjeren samo u skupini pacijenata. Bolesnici s Crohnovom bolesti
odabrani su iz ambulante Zavoda za gastroenterologiju u KBC Split. Dijagnoza je postavljena
po smjernicama Europske organizacije za Crohnovu bolest i kolitis. Kriterij ukljucivanja
odnosio se na dijagnozu Crohnove bolesti sa stabilnom aktivnosti u posljednja tri mjeseca i
trajanje bolesti u prosloj godini. Kriterij iskljuenja studije bile su druge kroni¢ne bolesti
poput kroni¢ne bubrezne bolesti, bolesti jetre, bolesti pluca, povijest zatajivanja srca, povijest
kardiovaskularnih ili cerebrovaskularnih bolesti, Secerne bolesti, maligne bolesti ili koriStenje
lokalnih ili sistemskih kortikosteroida u posljednja tri mjeseca. Zdravi ispitanici bili su

pregledani za IBS i potencijalne crijevne simptome.

3.3. Procjena ozbiljnosti bolesti

Pacijenti s Crohnovom bolesti procijenjeni su s pomoc¢u SES-CD kao oni s blagim, umjerenim

1 teSkim oblikom bolesti.
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3.4. Protocna citometrija

Protoc¢na citometrija je sofisticirani instrument koji mjeri visSestruke fizicke karakteristike
jedne stanice istovremeno dok stanica tece u suspenziji kroz mjerni uredaj. Njegov rad ovisi o
znaCajkama rasprSenja svjetlosti stanica koje se istrazuju, a koje mogu biti izvedene iz boja
vezanih za monoklonska protutijela koja ciljaju izvanstani¢ne molekule smjestene na povrsini

ili unutarstani¢éne molekule unutar stanice.

Proto¢ni citometar sastoji se od tri povezana sustava: protocnog, optickog 1 elektronskog.
Pokretacka tekuéina, koja je zapravo nosa¢ suspenzije stanica, zracni potisak i suspenzija
stanica ¢ine protoéni dio sustava. Njena uloga je laminarnim strujanjem suspenzije
pojedinacne stanica dovesti do snopa laserskog svijetla kroz sustav uske kapilare. Opticki
sustav je sacinjen od lece, filtara, osjetnika i laserskog svjetla (slika 3). Stanice, dolaskom do
lasera, obasjane su svjetlom, a stupanj rasprSenja svjetlosti iste valne duljine bit ¢e pokazatelj
fizickih osobina stanice, naj¢eS¢e veli¢ine 1 granuliranosti. Uz to, stanica se moze dodatno
obiljeziti fluorescentim bojama, slobodno ili vezano za monoklonsko protutijelo, s ciljem
obiljezavanja specifi¢ne stani¢ne strukture. Fluorokromi emitiraju svjetlost ve¢e valne duljine
od ulazne svjetlosti kada su obasjani laserskom svjetlos¢u. Navedenu razliku u valnoj duljini
hvataju osjetnici protocnog citometra FL-detektori. Navedenih detektora ima najmanje 4.
FSC-detektor (engl. forward scatter) otkriva rasprSenje svjetla koje je razmjerno velicini
stanice, dok SSC-detektor (engl. side scatter) mjeri stupanj granuliranosti. Naposljetku,

elektronski sustav takva rasprenja i razli¢itu jakost fluoriscencije pretvara u grafove (35).

U protocnoj citometriji koriste se razliCiti fluorescentni reagensi. Navedeno ukljucuje
fluorescentno konjugirana antitijela, boje za vezanje nukleinske kiseline, boje za odrzivost,
boje za ionske indikatore i fluorescentne ekspresijske proteine. Proto¢na citometrija mocan je
alat koji ima primjenu u imunologiji, molekularnoj biologiji, bakteriologiji, virologiji,

biologiji raka i pracenju zaraznih bolesti (36).
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Slika 4. BD Accuri C6 protoc¢ni citometar (koriSten u ovom istraZzivanju)
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3.5. Uzimanje i priprema uzoraka

Uzorci krvi uzeti su svim sudionicima istrazivanja u jutarnjem razdoblju nakon najmanje 10-
satnog posta, a koriSteni su za biokemijsku analizu i proto¢nu citometriju. Svi uzorci
analizirani su pojedinacno od strane iskusnog biokemicara koristeci isti standardni postupak.
Biokemicar je bio oslijepljen za raspodjelu pacijenata. Krv je uzeta iz antekubitalne vene
koristeéi polietilenski kateter. Sto mikrolitara pune krvi tretirano je reagensom za blokiranje
Fc receptora (Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, Njemacka) Sto je onemogudéilo
nespecifi¢no vezanje protutijela. Uz to, dodano je 4 puL anti-humanog CD14s PerCP-Cy5.5-
konjugiranog protutijela (eBioscience, SAD), 4 pL protutijela konjugiranog fikoeritrinom
reaktivnog na humani CD16 (eBioscience, SAD) i 10 pL miSjeg protutijela reaktivnhog na
humani CD44 konjugiranog s FITC (BD Pharmingen, San Diego, CA).

Zatim su uzorci inkubirani u trajanju od 20 minuta na 25 °C u mraku. Nakon liziranja
eritrocita dodatkom otopine za lizu (Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, Njemacka),
monociti su analizirani proto¢nim citometrom (BD Accuri C6, BD Biosciences, Belgija). Kao
negativna kontrola za postavljanje odredenih regija koriSteni su uzorci neobojenih stanica, a

brojanje stanica je zavrSeno na 10° stanica.

3.6. Analiza podataka

Podaci koji su prikupljen protonim citometrom analizirani su racunalnim softverom
FlowLogic (Inivai Technologies, Mentone Victoria, Australija). Fluorescencija leukocita
prikazana je na toCkastom dijagramu prednjeg i bocnog rasprSenja (FSC/SSC), odnosno
veli¢ine 1 zrnatosti. FSC pokazuje veli¢inu stanice, SSC granuliranost stanice. Primjer takvog

dijagrama prikazan je na slici 5, gdje E1 predstavlja limfocite, E2 monocite, a E3 granulocite.
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SSC-A

FSC-A

Slika 5. Dijagram prednjeg/bo¢nog rasprsenja (FSC/SSC) (34)

3.7. Statisticka analiza podataka

Normalnost distribucije podataka procijenjena je pomocu Kolmogorov-Smirnovljevog testa.
Podaci su izrazeni kao srednja vrijednost + standardna devijacija za kontinuirane
parametarske varijable. Student t-test i Mann Whitney U test upotrjebljeni su za usporedbu
kontinuiranih parametarskih podataka. Osim Hi-kvadrat testa koji je sluZzio za usporedbu
kategorickih podataka, za testove viSestrukih usporedbi primijenjen je ANOVA Dunn's post-
hoc neparametrijski test (38). Sve statisticke analize provedene su pomocu softvera Past 3. X

(verzija 3.14, Sveuciliste u Oslo, Norveska) sa znacajnoS¢u postavljenom na P < 0,05.
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3.8. Plan istrazivanja

Procjena ispitanika po
antropometrijskim
podacima
Odjel za gastroenterologiju KBC Split

Procjena aktivnosti bolesti
Odjel za gastroenterologiju
KBC Split

!

Procjena stupnja bolesti kod
pacijenata s Crohnovom bolesti
(SES-CD)

l

Uzimanje uzoraka krvi za analizu;
Katedra za patofiziologiju MEFST

|

Proto¢nom citometrijom
odredivanje markera
CD14 i CD16 na monocitima

|

Proto¢na citometrija
Laboratorij za medicinsku
kemiju i biokemiju, MEFST

J

ANALIZA REZULTATA
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4.1. Utjecaj endoskopske aktivnosti bolesti na postotak monocita

Istrazivanje je utvrdilo kako je postotak CD14**CD16" monocita dva puta ve¢i u umjereno

aktivnoj Crohnovoj bolesti u odnosu na blagu i tesku (p = 0,002) sto je prikazano u tablici 7.

Tablica 7. Usporedba odabranih parametara izmedu razlicitih kategorija aktivnosti bolesti u

bolesnika s Crohnovom bole$¢u

Endoskopska aktivnost bolesti (SES-CD)

Parametri Blaga Umjerena Teska ANOVA
N=9) N=9) N=9) F p*
Monociti
CD14*CD16** % 5.99 (1.9-7.25) 7.98 (6.48-11.63) 5.95(2.76-11.3) 1.56 | 0.23
CD14**CD16* % 7.69 (6.45-9.28) 16.04 (9.65-19.67) 6.43 (4.67-9.7) 8.03 | 0.002
27.92 (25.71-
CD14**CD16" % 33.79 (23.95-46.93) 36.99) 35.4 (24.75-39.36) 0.36 0.7

*Datum je predstavljen kao medijan (interkvartilni raspon).
SES-CD — jednostavni endoskopski rezultat za Crohnovu bolest; CD - klaster diferencijacije.
*ANOVA. Dunnov post-hoc test.

a P < 0,05 blago naspram umjereno

b P < 0,005 umjerena vs teska
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4.2. Razlike u antropometrijskim i laboratorijskim parametrima razlicito
lijeCenih bolesnika s Crohnovom boleS¢u

U dolje navedenim tablicama 8 i 9 prikazano je kako nema znacajnih razlika u
antropometrijskim karakteristikama i laboratorijskim parametrima izmedu bolesnika s
Crohnovom bolescu lijecenih razli¢itom terapijom. Jedine statistiCki znacajne razlike bile su
brzina sedimentacije eritrocita i fekalni kalprotektin koji su bili 2,4 (p = 0,038) 1 6,1 (p =

0,005) puta nizi kod skupine lijecene bioloskom terapijom.

Tablica 8. Usporedba vrijednosti odabranih karakteristika izmedu razlicito lijecenih bolesnika

s Crohnovom boles¢u

Karakteristika Bioloska terapija Nebioloska terapija b
(n=18) (n=10)

Dob 4144+ 13.87 38.3+11.83 0.0551%*
Muski spol 11 (61.1 %) 5 (50 %) 0.43%%*
Tjelesna tezina (kg) 74.6 £ 14.06 67.3 + 18.81 0.251%*
Tjelesna visina (cm) 175 £10.35 175 +11.92 0.814%
BMI 24 +3.64 21.44 + 4.36 0.085*
Aktivno pusenje 8 (44.4 %) 2 (20 %) 0.076**
SES - CD 11.12 +9.69 18.24 + 12.69 0.108*

*QOsnovni parametarski podaci prikazani su kao srednja vrijednost + standardna devijacija, kategoricki podaci
prikazani su kao broj (postotak). BMI: indeks tjelesne mase; SES-CD: jednostavan endoskopski rezultat za

Crohnovu bolest; * Studentov t-test za neovisne uzorke. ** Hi-kvadrat test. *** Mann—Whitneyev U test.
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Tablica 9. Usporedba odabranih laboratorijskih parametara izmedu razli¢ito lije¢enih

bolesnika s Crohnovom boles¢u

Parametar ]%Iilol=0§l§z)l terapija allegii)})(;ﬁka ferapija

Leukociti (x10°/L) 82+33 6.51+1.73 0.144%*
Eritrociti (x10'%/L) 476 +0.63 4.41+0091 0.653*
Trombociti (x10%L) 261 +£594 323+1174 0.072*
Albumini 38.66 + 4.1 34.3 +8.33 0.08*
ESR (mm/h) 11.22 +£9.43 26.9 +28.2 0.038*
Hb (g/L) 139 +12.78 126 +24.45 0.072%
Het (L/L) 0.432 +0.045 0.396 + 0.084 0.127*
LDH (mmol/L) 164.5 +26.17 174.7 +46.1 0.459%*
ALP (U/L) 63.55 £ 16 92.1+77 0.136%
FC (mg/kg) 265.11 +299 1632 + 1917 0.005*
hs-CRP (mg/1) 8.88 +24.09 25.37 +39.81 0.181%*

*Podaci su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija. WBC — bijele krvne stanice; RBC — crvene

krvne stanice; ESR — brzina sedimentacije eritrocita; Hb — hemoglobin; Hect — hematokrit; LDH — laktat
dehidrogenaza; ALP — alkalna fosfataza; FC — fekalni kalprotektin; hs-CRP — C-reaktivni protein visoke

osjetljivosti. *Studentov t-test za neovisne uzorke.
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4.3. Razlike u monocitnim podskupinama razlicito lijeCenih bolesnika s

Crohnovom boleséu

Istrazivanje je pokazalo kako pacijenti lijeCeni nebioloSkom terapijom imaju 2,3 puta manji

postotak neklasi¢nih CD14*CD16"" monocita u usporedbi s pacijentima lijeCenim bioloSkom

terapijom. Uz to, nema znacajne razlike u postotku neklasicnih CD14"CD16" monocita kod

bolesnika lijecenih bioloSkom terapijom i kontrolne skupine (slika 6).

A Monociti
p=0.012 p=0.033
10 1T 1
8
i
=
o b
o
+
=
a 1
@]
$ 2
0
Crohn bio Crohn ne-bio Kontrola
Crohn bio Crohn ne-bio Kontrola
T 0 107 ]
8 83 108
w(® (D14+CD16++ 2 CD14+CD16++ CD14+CD16++
L 7,13% ] 351% ] 7,03%
‘b 1051 1of 108
L
Q| o4 : (D14++C16+ | 104 co14++cD16+ | 104 CD14++CD16+
v 5,04% £,70% 281%
" % o CD14++CD16-
] : et 3 i -
i e g?;wwl& | . : CD14++CD16- 04 19,46%
0 i3 : 0 / 33,79%
o 1% 1% w5 108 107 o w0 w0t % w0® w0 o 1w wf w0® w0 w0’

CD14-PerCP-Cy5.5

Slika 6. Postotak subpopulacija monocita (CD14**CD16-, CD14*CD16"" 1 CD14**CD16") u

bolesnika s Crohnovom bolesti. Statisticki histogrami (A) i reprezentativni toc¢kasti dijagrami

(B) pacijenata lije€enih bioloskom i nebioloskom terapijom kao i1 kontrolnih subjekata.

P<0,05.
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5. RASPRAVA
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Crohnova bolest je autoimuni poremecaj nepoznate etiologije koja ima genetsku pozadinu.
Trenutno ne postoji specifican lijek za oboljele od Crohnove bolesti nego pacijenti cesto
primaju viSe razlicitih lijekova kako bi se regulirali simptomi bolesti i poboljsala kvaliteta
zivota. Incidencija i prevalencija Crohnove bolesti u porastu su u svijetu, a vecina slucajeva je
koncentrirana u ekonomski razvijenijim zemljama. Poznato je kako nekontrolirana upala
dovodi do dugotrajnih komplikacija, ukljucujuéi intestinalne neoplazije. Stoga je rana i

ucinkovita kontrola upale od iznimne vaznosti.

U Republici Hrvatskoj dugo vremena osnovni princip terapije temeljio se na kontroliranju
simptoma i koristenje lijekova za uvodenje bolesti u remisiju. Primjenjivali su se lijekovi s
najmanjom toksicnosti u ranoj fazi bolesti, a iduca terapija uvedena je zbog nedostatnog
odgovora ili nuspojava prethodne terapije. Navedeni model odbacen je kad se pokazalo kako
je rezultat takvog pristupa progresija bolesti uz komplikacije koje su Cesto zahtijevale
operativne zahvate i hospitalizaciju. LoSi rezultati lijeCenja uvjetovali su odredivanje
djelotvornosti terapije u odredenim vremenskim granicama. Za 5-aminosalicilate vremenski
interval je 4 — 8 tjedana nakon pocetka terapije, za sistemske kortikosteroide 2 — 4 tjedna, dok
je za imunomodulatore poput azatioprina i metotreksata odreden vremenski interval 16 — 24
tjedna. Dolaskom bioloske terapije kao najnovijih lijekova za lijeCenje IBD-a, postignuta je
dugotrajna remisija bez koriStenja kortikosteroida 1 prevencija destrukcije tkiva. Smanjila se
potreba za operativnim intervencijama, a kvaliteta Zivota i radne sposobnosti iznimno su se
poboljsale. Dovoljan broj studija govori u prilog koriStenju bioloske terapije u Sto ranijoj fazi
bolesti, prije pojave komplikacija. U Republici Hrvatskoj bioloska terapija uvodi se po
ubrzanom “‘step-up” pristupu, gdje se najdjelotvornije lijekove ne uvodi odmah, ali se ne
oklijeva predugo s uvodenjem navedenih lijekova kako bi se sprijecila nekontrolirana upala 1
gomilanje nedjelotvorne terapije. Pristup gdje se bioloski lijekovi koriste u najranijim fazama
bolesti, koji je trenutno koriSten u velikom broju europskih zemalja, nije prihvacen. BioloSka

terapija u RH ukljucuje infiksimab, adalimumab, ustekinumab i1 vedolizumab (40).

Ranije studije pokazale su povecane razine CD14 CD16 monocita u Crohnovoj bolesti kao i
u nekim drugim upalnim bolestima. Raznovrsnost monocita moze ukazivati na patogenezu

bolesti, dok se povecani broj odredene monocitne populacije koristi kao biomarker bolesti.
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Razli¢itu ekspresiju monocita iskoristi smo kako bi utvrdili razliku izmedu razlicito lije¢enih
bolesnika s Crohnovom bolesti. Ustanovilo se kako je postotak CD14**CD16* monocita dva
puta vec¢i u umjereno aktivnoj Crohnovoj bolesti (p = 0,002), Sto znaci da je terapija najbolji
ucinak ostvarila kod pacijenata koji boluju od umjereno aktivne bolesti. Isto tako, primjena
nebioloske terapije smanjila je za 2,3 puta postotak neklasi¢nih protuupalnih CD14*CD16**

monocita, dok su pacijenti na bioloskoj terapiji imali slican postotak kao kontrolna skupina.

Studija je imala nekoliko ograni¢enja. Prvo, imala je relativno mali broj sudionika, a
koncipirana je kao presjecno istrazivanje Sto onemogucuje uspostavljanje uzrocne veze.
Heterogena skupina bolesnika smanjuje veli¢inu uzorka i otezava generaliziranje rezultata na
vecu populaciju. Trebalo bi provesti visSe mjerenja jer je Crohnova bolest ponavljajuca te

obrazac izlu¢enih markera ne mora biti konstantan.

Bioloska terapija dovela je do znacajnog napretka u lijeCenju Crohnove bolesti inhibiranjem
upalne kaskade i mijenjanjem upalnog odgovora. Medutim, postojanje brojnih nuspojava,
koje ukljucuju 1 nastanak neoplazmi, moguénost utjecaja na razli¢ite organske sustave i

visoka cijena predstavljaju negativne strane ovakve terapije koje se moraju uzeti u obzir.
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6. ZAKLJUCAK

32



Postotak neklasi¢nih protuupalnih CD14*CD16*" monocita bio je smanjen kod pacijenata
lijeCenih nebioloskom terapijom u odnosu na kontrolu, dok kod pacijenata lije¢enih
bioloSkom terapijom i kontrolne skupine nije uoCena znacajna razlika. BioloSka terapija je
dakle povoljnija od nebioloSke jer ne snizava postotak neklasicnih protuupalnih

CD14*CD16" monocita.
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The aim of this study:
The aim of the study was to determine the percentages of monocyte subpopulations in patients

with Crohn's disease treated with biological or non-biological therapy.

Methods:

Blood samples, taken from all research participants in the morning period after at least a 10-
hour fast, were used for biochemical analysis and flow cytometry. Blood was taken from the
antecubital vein using a polyethylene catheter. 100 microliters of whole blood were treated
with Fc receptor blocking reagent (Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, Germany) to
prevent nonspecific binding. In addition, 4 puL of anti-human CD14s PerCP-Cy5.5-conjugated
antibodies (eBioscience, USA), 4 uL of phycoerythrin-conjugated antibodies reactive to
human CD16 (eBioscience, USA), and 10 pL of mouse antibodies reactive to human CD44
conjugated with FITC (BD Pharmingen, San Diego, CA). The samples were incubated for 20
minutes at 25 °C in the dark. After lysing erythrocytes with additional lysis solution (Miltenyi
Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, Germany), monocytes were analyzed with a flow

cytometer (BD Accuri C6, BD Biosciences, Belgium).

Results:

The results we obtained showed a twice higher percentage of CD14"*CD16" monocytes in
moderately active Crohn's disease compared to mild and severe (p = 0.002). Likewise, the use
of non-biological therapy decreased by 2.3 times the percentage of non-classical
CD14"CD16" monocytes, while patients who received biological therapy had a similar

percentage as the control group.
Conclusion:

Biological therapy is more favorable than non-biological therapy because it does not lower

the percentage of non-classical anti-inflammatory CD14*CD16"" monocytes.
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