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1. UVOD



Crohnova bolest (CD) 1 ulcerozni kolitis (UC) predstavljaju dva glavna fenotipa
idiopatskih upalnih bolesti crijeva (IBD, engl. Inflamatory bowel disease) koje karakterizira
kroni¢na upala cijelog ili dijelova probavnog sustava. Oba fenotipa dijele slican patofizioloski
mehanizam 1 klinicku sliku. Etiopatogeneza ovih bolesti jos uvijek nije do kraja razjaSnjena (1).
Zna se da genetska predispozicija uz mikrobioloske ¢imbenike u lumenu crijeva te cimbenike
okolisa, uvjetuje pocetak bolesti (2, 3). Mehanizam pocetka i tijeka kroni¢ne upale regulira
dendriti¢na stanica crijeva (DS) (4). Ona strazari, ,,opipava‘“ i hvata intraluminalni antigen te
ga transportira do limfaticnog tkiva (4). Stoga DS ima ulogu u odrZavanju ravnoteZe
imunoloskog odgovora na luminalni antigen (4). NaruSavanje ravnoteZe izmedu tolerabilnosti

1 aktivnog imunoloskog odgovora klju¢ni su u patogenezi IBD-a (5).

1.1. DENDRITICNA STANICA
Od otkri¢a DS od strane Steinmana i Cohna 1973. godine pa sve do Steinmanova
dobivanja Nobelove nagrade 2011. godine iz fiziologije za otkrie iste, nasa saznanja o ovoj

stanici 1 njenoj ulozi u imunoloskom sustavu eksponencijalno rastu (Slikal) (6).

Slika 1. Elektronskomikroskopska slika humane DS (7).



DS pripada obitelji antigen prezentirajucih stanica koStane srzi koja je sposobna
potaknuti diferencijaciju T naivnih limfocita (8). DS predstavljaju kariku izmedu prirodene i
steCene imunosti te izmedu osnovnih regulacijskih mehanizama u oba oblika imunosti (9).
Vecéinom obitava u prostorima u kojima dolazi do kontakta izmedu tijela i okoline (koza,
sluznica respiratornog i probavnog sustava) neprekidno nadgledaju¢i okolinu, hvatajuci i
procesuiraju¢i strane i vlastite antigene (10, 11). Kao nezrela, DS prisutna je u svim
vaskularnim prostorima (Slika 2) (7). U isto vrijeme, osim §to uzorkuje antigen iz okoliSa, ona
reagira 1 na upalne citokine i unutarstani¢ne spojeve iz tkivnog mikrookolisa. Zajednicko
djelovanje svih ovih signala zavrSava sazrijevanjem DS 1 pretvaranjem iz stanice koja uzorkuje
antigen u stanicu koja ga prezentira (8). Procesom sazrijevanja DS gubi receptore za endocitozu
1 fagocitozu, a dodatnom regulacijom kostimulatornih molekula dolazi do pruzanja dendrita Sto
povecava povrsinu stanice (8). Izrazava receptore za kemokine §to potice odlazak stanice u
sekundarno limfati¢no tkivo (8). Na tom putu DS na svojoj povrsini izraZava molekulu glavnog
kompleksa tkivne podudarnosti (MHC, engl. Major histocompatibility complex) klase 11 (8).
Dolaskom u sekundarno limfno tkivo ulazi u interakciju s T naivnim limfocitom (8). Potice
diferencijaciju 1 proliferaciju klona T limfocita s posebnim funkcijama. prvenstveno
diferencijaciju i proliferaciju klona pomagackih limfocita (Th, engl. Helper T cell) poznatih i
kao CD4" stanice (12). Najvise potie stvaranje Th1 i Th17 stanica koje sudjeluju u aktivnom
imunoloskom odgovoru. Aktivan imunoloski odgovor poticu i tvari iz mikrookoliSa kao $to su
faktor nekroze tumora-o (TNF-a, engl. Tumor necrosis factor), interleukin-1 (IL-1, engl.
Interleukin) ili prepoznavanje intracelularnih spojeva kao §to je uri¢na kiselina (13 - 18). To
sve za posljedicu ima privlacenje neutrofila i makrofaga te poticanje upale (8, 12). Uz citokine
iz okoliSa, kao Sto je interferon (/FN, engl. Interferon) ili mikrobicidalne enzime, kao Sto je
nitrit-oksid sintetasa, DS potice i diferencijaciju i1 proliferaciju regulatornih T limfocita (Treg)

te se tako ostvaruje imunoloska tolerancija (8, 11, 19, 20, 21, 22, 23).
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Slika 2. Preteca DS nastaje u koStanoj srZi 1 putuje kroz perifernu krv do tkiva gdje kao nezrela
stanica ,,opipava‘ okolinu. Neke DS poticu toleranciju, dok druge putuju u limfne ¢vorove i
sazrijevaju u imunostimulatornu stanicu koja sudjeluje u imunolo§kom odgovoru (7).

Daljnja otkri¢a kompliciraju naizgled jednostavni proces sazrijevanja i funkcije DS.
Nezrela DS boravi u perifernim tkivima te u primarnim 1 sekundarnim limfnim tkivima. Tako
moze procesuirati 1 sistemske, u krvi topljive antigene, te stani¢ne, kako strane tako 1 vlastite
antigene (23 - 25). Nije stacionarna stanica, ne ¢eka da bi bila aktivirana i1 da sazrije. DS putuje
kroz nelimfna tkiva te primarna i sekundarna limfna tkiva kao nezrela ili dijelom aktivirana
stanica, prezentiraju¢i 1 vlastite antigene, vjerojatno od apoptotskih stanica, te sazrijeva
(Slika 2) (7).

U ljudi 1 miSeva je nadeno viSe razlicitih podvrsta DS (26, 27). Osim podjele DS na
dvije osnovne subpopulacije, plazmacitoidne i konvencionalne DS, postoji bar jos jedna podjela
na dvije subpopulacijske linije po nacinu funkcioniranja i tipu T limfocita koje aktivira (28).
Citav je spetkar razli¢itih DS ovisno o trenutnoj funkciji, lokaciji, migraciji, aktivnom statusu i

zrelosti (29).



1.2. CRIJEVNA DENDRITICNA STANICA

DS je glavna populacija antigen prezentirajucih stanica u crijevima (29 - 31). To je
oblikom nepravilna stanica koja izrazava molekulu MHC klase II (8). U ljudi, DS je prisutna
intraepitelno te u limfoidnim agregatima crijeva (32). Proto¢nom citometrijom u biopsijama
kolona i rektuma identificirana je nezrela HLA'DR'lin® DS subpopulacije CD11c¢" koja
maturacijom nakon uzgoja u kulturi stanica poprima fenotip CD83" zrele DS (33, 34). CDS83 je
protein, ¢lan superporodice Ig gena, koji je prvo identificiran u aktiviranim limfocitima, a
potom u zrelim DS. CD83 se smatra vaznim markerom za definiranje aktiviranih ljudskih DS

(33, 34).

Lamina
proprija

Slika 3. Prikaz nacina uzorkovanja sadrzaja u lumenu od strane DS: 1 - uzorkovanje antigena
preko epitelne M stanice; 2 - uzorkovanje antigena direktno u lumenu; 3 - uzorkovanje antigena
preko epitelne stanice; 4 - uzorkovanje antigena nakon ostecenja epitelne barijere (7).
Intraepitelna DS uzorkuje antigen u lumenu crijeva na vise nacina (Slika 3) (7, 35, 36).
Moze otvoriti ¢vrste spojeve izmedu epitelnih stanica, slati ,,pipke,, u lumen i tako direktno
uzorkovati antigen (36). Takoder, moze uzorkovati materijal zaostao apoptozom epitelnih

stanica i pristupiti antigenu kada je narusena cjelovitost epitelne barijere (7, 37, 38, 39). Nakon

Sto uzorkuje antigen, odlazi do primarnog i sekundarnog limfnog tkiva crijeva (Peyerove ploce



tankog crijeva, limfaticni folikuli kolona i mezenteri¢ni limfni ¢vorovi). Ova migracija je
popracena i potaknuta citokinskim receptorima za T zonu limfnog ¢vora kao Sto je CCR7.
Pojacano izrazavanje CCR6 u nezreloj DS suprimira aktivaciju, za razliku od pojacanog
izrazavanja CCR7 koji je potice (7, 40, 41).

Citokini koji su odgovorni za migraciju DS u laminu propiju u pripravnom nezrelom
stanju josS uvijek nisu do kraja istrazeni. NajviSe je prihvacen patofizioloski model prema kojem
nezrela DS kontinuirano ulazi izmedu epitelnih stanica sluznice crijeva, u Peyerove ploce
tankog crijeva i limfne folikule kolona. Postaje zrelija i smjeSta se u razliitim dijelovima
sluznice kolona Sto je prikazano u istrazivanjima IBD-a u ljudi i miSeva (42, 43). Migracija
»spremne*, DS moze stimulirati diferencijaciju 1 proliferaciju T stanica s posebnim funkcijama
9).

Utjecaj na DS imaju imunoloske i neimunoloske stanice (12). U tankom crijevu epitelne
stanice izrazavaju kemokinski receptor CCR9 1 CCR10 (engl. C-C Chemokine ligand rreceptor)
za ligand CCL25 (engl. C-C Chemokine ligand), §to je potencijalni citokin u tankom crijevu, te
kemokinski receptor CCR3 1 CCR10 za ligand CCL28 koji je citokin u debelom crijevu
(40, 42, 44). Tijekom upale, epitelne stanice produciraju veliki broj upalnih citokina
(CCL20/CCR6, CCL2/CCR2, CCL5/CCRS ili CCR1, CXCL-12/CXCR4) koji mogu djelovati
na DS (40, 45, 46). PoviSena razina CCL20 je nadena u epitelu upalno promijenjene sluznice
ljudskog kolona (47). Zbog toga, nezrela DS mozZe biti privucena u sluznicu i tamo aktivirana.

Osim direktnog uzorkovanja antigena, funkcijom DS upravlja i tkivni mikrookolis (12).
Funkcionalne studije o crijevnoj DS u ljudi i Zivotinja potvrduju da je ova stanica induktor
mijeSane limfoidne reakcije (30, 31, 48). U prirodenom imunoloskom odgovoru pocetni susret
patogena sa stanicnim komponentama mukozne barijere ukljucuje aktivaciju epitelnih i
makrofagnih receptora PPR (engl. Pattern recognition receptors) koji prepoznaju klasu

molekula PAMP (engl. Pathogen-associated molecular patterns). U PPR spadaju receptori



sli¢ni Toll-u, (TLR, engl. Toll- like receptor) (13, 49, 50, 51). TLR signalni put epitelnih stanica
rezultira stvaranjem upalnih citokina i1 kemokina kao §to su IL-1, IL-8, IL-6, TNFa, CCL5 i1
CCL20 koji nakupljaju i1 aktiviraju neutrofile, makrofage i DS. Uz ovaj posrednicki put, DS
mogu direktno aktivirati patogeni aktivacijom TLR 1 drugih povrSinskih receptora (52).

Osim toga, intestinalne stromalne stanice stvaraju supresivni okoli§ koji poti¢e DS na
usmjeravanje diferencijacije 1 proliferaciju naivnog Th limfocita u Treg limfocit (9). Smatra se
da su DS prvenstveno regulirane citokemijskim mehanizmom ukljucujuéi transformirajuéi
faktor rasta B (TGFB, engl. Transforming growth factor beta), IL-10 1 moguce IL-4 stvoren iz
subpopulacije Th limfocita (53 - 55). Subpopulacija DS koja sudjeluje u ovim procesima jo§
uvijek nije definirana.

Kada intraluminalni antigeni pokrenu aktivni lokalni 1 sistemski imunoloski odgovor,
dolazi do potpune aktivacije DS koja na putu do sekundarnog limfnog tkiva izrazava MHC
kompleks, koji omoguéava vezivanje na receptor TLR te stvaranje TLR kompleksa koji pokrece
signalnu kaskadu (12). To ima za posljedicu aktivaciju gena koji upravlja diferencijacijom i
proliferacijom odredenog fenotipa naivnog T limfocita. Signali koje DS primi direktno od
antigena, tkivni signali na mjestu susreta, utjecaj neimunoloskih i imunoloskih stanica aktivirat
¢e odredenu subpopulaciju DS koja onda odreduje i vrstu odgovora na patogen bilo toleranciju

ili aktivni obrambeni odgovor (17, 18, 28, 56).

1.3. ULOGA DENDRITICNE STANICE U EKSPERIMENTALNIM MODELIMA
KOLITISA
U razli¢itim mi$jim modelima crijevne upale nalik IBD-u nadena je moguca patogena
uloga DS u uspostavljanju i odrzavanju kolitisa. U modelu kolitisa koji ukljucuje prijenos
CD45RBhiCD4" T stanica od imunodostatnih miSeva na imunodeficijentne miSeve SCID (engl.

severe immunodeficiency genetic disorder), veéi broj CDI11c" DS izrazava aktivacijski



membranski protein OX40 u mezenteri¢nim limfnim ¢vorovima i formira agregate CD11¢* DS
u mukozi crijeva (57, 58). Blokiranje OX40-OX40L interakcije prevenira nastanak kolitisa
(59).

DS takoder ima patogenu ulogu u modelu kolitisa s T-nezavisnim stanicama. Aktivacija
DS preko kostimulatorne molekule CD40 uzrokuje upalu crijeva u odsutnosti B i T stanica
putem otpustanja upalnih citokina, ukljucujuéi IL-23 1 IL-12 (60).

Neki eksperimentalni modeli ukazuju na zastitnu ulogu DS tijekom iniciranja kolitisa.
CD103" DS potrebne su za suzbijanje T stanica koje poti¢u kolitis, a glavnu ulogu ima
sposobnost induciranja diferencijacije Treg limfocita. Nakupine DS i1 Treg limfocita su opisane
u mukozi kolona miSeva u smirivanju aktivnosti kolitisa (61). MiSevi koji nemaju integrin av38
na DS imaju smanjeni broj Treg limfocita u debelom crijevu i razvijaju kolitis (62). Osim toga,
diferencijacija i proliferacija Treg limfocita se dogada kroz antigen-specificnu interakciju
enterocit-T stanica, Sto ukazuje da viSu razinu kontrole vrsi intestinalna epitelna stanica (63).

U transgeni¢nih miSeva tg-DTR koji imaju receptor za toksin difterije, smanjenje broja
DS uzrokovano davanjem ovog toksina dovest ¢e do ublaZavanja kolitisa ako se primjeni
natrijev dekstran-sulfat, koji inace uzrokuje akutni oblik kolitisa. Ako su miSevi prije davanja
natrijev-dekstran sulfata bili tretirani imunostimuliraju¢im sekvencama DNA, prisutnost DS je
zaStitna, dijelom 1 zbog toga Sto oslobadanje IFN-1 regulira neutrofile i monocite te njihove
upalne procese u upaljenom debelom crijevu. Ako se DS unisti ablacijom prije lijecenja kolitisa
uzrokovanog natrijev-dekstran sulfatom, kolitis se pogorSava. Rezultati ovog istraZivanja
upucuju na moguénost da DS imaju zastitnu ulogu u pocetnim fazama kolitisa, a patogenu u
kasnijem u tijeku bolesti (64).

Ukljucenost DS u kasnije faze razvoja kolitisa moZe biti uzrokovana aktivacijom
aberantnih rezidentnih DS. DS koje nisu bile izloZzene lokalnom tolerogenom mikrookolisu

postaju imunogene ili nastaje neravnoteza izmedu tolerogenih i imunogenih DS (65).



Analiza fenotipa DS u mi§jem modelu pokazala je povecanje broja zrelih DS koje
izrazavaju kostimulatorne molekule CD40, CD80, i CD86 1 povecanje kolic¢ine IL-12p40 i
IL-23p19. Zajedno, IL-12p40 i1 IL-23p19 oblik IL-23, vazni su za rast i1 stabilizaciju
Th17 stanice u misa i njihovu diferencijaciju u ljudi (66, 67). U transgeni¢nih miSeva pod
kontrolom promotora IL-12p40, CD8aCD11°CD11¢'DS nalaze se u terminalnom ileumu i
stani¢ni su izvor proteina p40 koji dovodi do povecane lokalne razine IL-23 (68). Interleukini
IL-23/IL-17 ukljuceni su u nekoliko modela eksperimentalnog kolitisa (69). Indukcija IL-23
posredovana receptorom TLR pojacava ekspresiju gena NOD2 (engl. Nucleotid binding
oligomerisation domain), §to rezultira time da DS potice oslobadanje IL-17 od strane T-stanica.
Mutacije gena NOD2 su opisane kao predisponirajuci faktor za CD u ljudi (70).

Dakle, brojni eksperimentalni modeli kolitisa ukazuju na klju¢nu ulogu crijevnih DS
bilo u indukeiji Treg ili razvoju Th17 stanica, a $to ovisi o aktivaciji razli¢itih podskupina DS.
Vrlo je vjerojatno da promijenjena regulacija broja ili funkcije podvrsta DS, bilo od intrinzi¢ne
DS ili ekstrinzicno zbog nedostatka imunomodulatornih signala iz mikrookoliSa, moZze

rezultirati neuravnotezenim imunoloskim odgovorom i poremecajem crijevne homeostaze (71).

1.4. DENDRITICNA STANICA U UPALNIM BOLESTIMA CRIJEVA
CD 1 UC su kroni¢ne upalne bolesti gastrointestinalnog trakta. Imunopatologija IBD-a
je neprikladan 1 pretjeran imunoloSki odgovor na sastav crijevne flore u genetski
predisponiranih osoba (57). DS ima ulogu u patogenezi ovih bolesti u ljudi, ali je to¢an
mehanizam djelovanja DS i njenih subpopulacija i dalje nepoznat. Bolje razumijevanje uloge
DS u patogenezi IBD-a doprinijelo bi boljem razumijevanju mehanizama koji dovode do ovih

bolesti, ali i informacije o ¢imbenicima koji ograni¢avanju upalu crijeva i imaju zastitnu ulogu.



Funkciju mukozne DS i njenih subpopulacija regulira lokalni mikrookolis koji ukljucuje
imunoloske stanice, neimunoloske stanice i luminalne bakterije. Svi ovi ¢imbenici sudjeluju u

ocuvanju crijevne homeostaze (Slika 4) (71).
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Slika 4. Prikaz mehanizama utjecaja DS u nastanku IBD-a: A - direktno djelovanje
intraluminalnog antigena; B - utjecaj tkivnog mikrookoli$a; C - utjecaj drugih imunoloskih
stanica (71).

U patogenezi IBD do sada su poznata tri moguc¢a mehanizma u kojima sudjeluje DS.
Oni dovode do neravnoteze u izmedu Th17/Thl i Treg limfocita. Prvi mehanizam ukljucuje
direktno djelovanje intraluminarnog antigena (mikrobiota). Neocekivano povecanje broja
bakterija koje otpuStaju adenozin trifosfat (ATP, engl. Adenosine triphosphate) ili imaju

flagelin moze dovesti do aktivacije CX3CR17'CD70"DS koje favoriziraju diferencijaciju i

proliferaciju Th17 limfocita (Slika 4A) (71). Drugi mehanizam ukljucuje lokalni tkivni
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mikrookolis. Defekt u oslobadanju imunomodulatornih faktora npr. TGF-J i retinoi¢ne kiseline
(RA) od strane crijevne epitelne stanice moze dovesti do smanjenja broja Treg limfocita $to je
posljedica neuspjele aktivacije tolerogenih CD103'DS. Lokalna upala moze dovesti do
regrutacije subpopulacije upalnih DS oslobadaju¢i IL-12 1 TNF-a. Upalne DS upravljaju
diferencijacijom Thl limfocita uz pomo¢ IFN-¥ i TNF-a (Slika 4B) (71). Tre¢i mehanizam
ukljucuje imunolosku stanicu. Upala moZe utjecati na diferencijaciju tolerogenih makrofaga iz
regrutiranih monocita, Sto uzrokuje smanjenu diferencijaciju i proliferaciju Treg limfocita. To
dovodi do nemoguénosti kontroliranja aktivnosti CX3CR1'CD70'DS i Thl17 ili do snazne
restimulacije Thl limfocita pomoéu CD70'DS ili OX40L" DS (Slika 4C) (71). Opisani
mehanizmi mogu sudjelovati u indukciji bolesti generiranjem neravnoteze izmedu Treg 1 Thl
ili Th17 limfocita. Thl/Th17 stanice oslobadaju IFN-¥, TNF-a, ili IL-17, Sto doprinosi
destrukciji tkiva kroz oslobadanje enzima matriks metaloproteinaze (MMP, engl. Matrix
MetalloProteinase) iz aktiviranih fibroblasta i regrutiranih neutrofila. Endotelnu ekspresiju
molekule MAdCAM-1 (engl. Mucosal vascular addressin cell adhesion molecule) jo§ dodatno
mogu povecati sami Thl limfociti i TNF iz DS &ime se favorizira regrutiranje 047" Thl
limfocita. Gubitak regulacije na bilo kojoj od opisanih razina moZe utjecati na funkciju DS 1
izazvati IBD (71).

Disfunkcionalne DS u sekundarnom limfnom tkivu posreduju nepravilan T-stani¢ni
odgovor na crijevnu floru tako $to odrzavaju reaktivnost T limfocita u upalno promijenjenoj
sluznici kroz medudjelovanje s T stanicama ili putem oslobadanja proupalnih citokina (126).
Nadalje, neravnoteza izmedu Th17 limfocita u odnosu na Treg-induciraju¢u subpopulaciju DS
dovodi do favoriziranja diferencijacije i proliferacije Th17 limfocita i tako produzuje upalnu
reakciju (71).

U bolesnika sa IBD-om DS se nakupljaju na mjestima upale. To je posljedica

izrazavanja mukoznih kemokina kao Sto su CCL20 ili MAdCAM-1 (72 - 76). DS imaju i
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receptore za molekule CCR6 1 integrin a4f7 koje se izrazavaju u crijevu (47,77). Povecanu
aktivaciju DS u crijevima nadopunjuje i dokaz da je broj plazmocitoidnih i mijeloidnih DS u
perifernoj krvi bolesnika s aktivnim IBD snizen (77). Imunohistokemijskim bojenjima crijevnih
lezija u bolesnika s CD uo¢ilo se da su CD83 DS rasporedene kao pojedinacne stanice u lamini
propriji i u nakupinama u limfoidnom tkivu, dok su stanice DC-SIGN" (engl. Dendritic cell-
specific intercellular adhesion molecule-3-Grabbing non-integrin) ravnomjerno rasporedene
kroz cijelu mukozu (33). Zrele CD83"DS mogu producirati IL12 i IL18 tijekom upale u CD
(33). Istrazivanja su pokazala pojacano izrazavanje TLR2, TLR4, te CD40 u DS izoliranoj iz
upalno promijenjene sluznice (73). Osim toga, zrele mijeloidne DS, regrutirane kao posljedica
prekomjernog izrazavanja limfoidnih kemokina, oblikuju nakupine s T limfocitima u podrucju
zahvacenog dijela debelog crijeva (78).

Iako je uloga DS u bolesnika s UC manje istraZena, postoje neki dokazi koji podupiru
njihovu patogenu ulogu u ovoj bolesti. Brojni bazalni agregati limfocita i CD80"
dendritiformnih stanica nalik aktiviranoj DS prisutni su u mukozi kolona kod pacijenata s UC
(79). Dokazano je i povecanje sluznickih CD83"DS i CD86'DS koji proizvode ¢imbenik
inhibicije migracije makrofaga (MIF, engl. Macrophage migration inhibitory factor), za koji se
smatra da doprinosi novacenju 1 aktivaciji neutrofila u UC (80). Osim toga, DS koje su nastale
iz perifernth monocita u bolesnika s ulceroznim kolitisom su sposobne povecati
imunostimuliraju¢e djelovanje u sluznici (81). Poznato je da DS mozZe biti izvor IL-27 1 IL-12-
vezanog citokina za kojeg se pretpostavlja da je ukljucen u patogenezu UC (81). U bioptickim
uzorcima kolona bolesnika s UC nadena je povecanja ekspresija proteina EBI3 (engl. Epstein-
Barr virus induced gene 3), koji kodira proizvodnju podjedinice IL12 (82). U misjem modelu
za UC ovisom o NKT stanicama (engl. Natural killer T-cells) jedinke koje nemaju NKT stanica
ili ne mogu prezentirati antigen NKT stanicama otporne su na kolitis uzrokovan oksazolonom.

Takve jedinke imaju i dodatno smanjenu proizvodnju IL3(83).
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1.5. FUNKCIJA DENTRITICNE STANICE U PATOGENEZI UPALNIH

BOLESTI CRIJEVA I GENETICKA PODLOZNOST

Geneticka podloznost za IBD ima vaznu ulogu u funkciji DS i patogenezi IBD-a. Prvi
protein imunoloskog sustava povezan s IBD je CARDI1S5 (engl. Caspase recruitment domain-
containing protein 15), poznat i kao NOD?2 ili IBD1 (engl. inflammatory bowel disease
protein 1), a identificiran je 2001. godine u bolesnika s CD. NOD?2 je intracelularni receptor
koji ima ulogu u imunoloskoj reakciji i prepoznavanju bakterijskih molekula (56, 84). Tijekom
godina, zahvaljuju¢i studiji GWAS (engl. Genome-wide association study) ogroman napredak
je ostvaren u otkrivaju genskog polimorfizma povezanog s osjetljivos¢u na UC ili CD. Trenutno
postoji viSe od 160 genskih lokusa za IBD, kako zajednickih tako i pojedinac¢nih. To sugerira
da postoje zajednicki 1 razli¢iti mehanizmi u patogenezi UC 1 CD (85). Iako je funkcija brojnih
lokusa ili odredenog pojedina¢nog nukleotidnog polimorfizma tek dijelom razjaSnjena, vecina
ovih gena povezana je s raznim aspektima imunosti sluznice, ukljuc¢ujuéi i imunoloski odgovor
na mikrobni patogen (85). Od svih je najbolje objaSnjena mutacija gena NOD2. Vaznost
prepoznavanja mikrobiote 1 odgovor urodenog imunoloskog sustava prepoznata je u Crohnovoj
bolesti. Protein NOD2 je ¢lan obitelji medustani¢nih receptora za prepoznavanje molekula
patogena (PRR, engl. Pattern recognition receptors) (86, 87). Ova povezanost ukljucuje tri
NOD2 polimorfizma koji se javljaju s najve¢om ucestalos¢u u pojedinaca europskog podrijetla.
Priblizno 30% pacijenata europskog podrijetla ima jednu ili viSe mutacija. Ovi pacijenti imaju
povecan rizik za nastanak Crohnove bolesti fibrostenozirajuceg tipa i ilealne lokalizacije
(88, 89). NOD2 je izrazen u razli¢itim imunoloskim i neimunoloSkim tipovima stanica, $to
ukljucuje 1 DS (90). U bolesnika s Crohnovom bolesti nadene su mutacije u podrucju regije
gena NOD2 s ponavljaju¢im sljedovima leucina, $to dovodi do izmijenjenog prepoznavanja
bakterijskog PAMP-a (91, 92). Crijevni trakt je kontinuirano izloZen bakterijama i kroni¢na

aktivacija NOD2 signalnog puta trebala bi rezultirati manjom osjetljivo§¢u imunih stanica na
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pojedinu stimulaciju ligandima za NOD?2 ili TLR (93, 94). Takoder, mehanizmi posredovani
proteinom NOD2 smanjuju produkciju proupalnih citokina tijekom izlaganja komenzalnim
bakterijama. Ovaj mehanizam kod bolesnika s CD koji imaju polimorfizam gena NOD nije
funkcionalan (94). Hipoteza je da protein NOD2 djeluje na signalni put receptora TLR, Sto
rezultira smanjenom aktivno$cu proteinskog kompleksa NF-kB (engl. Nuclear factor kappa B),
pa se time sprijecava prekomjerna aktivacija DS 1 posljedi¢ni patogeni odgovor T-stanica (Slika

5) (95, 96).

Neuspjelo rjeSavanje patogena Pretjeran imunoloski odgovor

Indukcija Treg

ILI2T-23 ——» T Th1/Th17
odgover

Prezentacija antigena

%;Ijive :
T proliferacija
T stanica

Slika 5. Utjecaj polimorfizma gena na funkciju DS; polimorfizam genskih lokusa ATG16L1
1/ili NOD2, polimorfizama genskih lokusa IL23R/IL12B, polimorfizam genskih lokusa
TNFSF15, polimorfizam genskih lokusa IL10 (96).
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Od nedavno je poznata interakcija proteina NOD2 1 autofagocitoze (97, 98).
Autofagocitoza je proces kojim se citoplazmatske komponente izdvajaju u vakuole s
dvostrukom membranom 1 spajaju s lizosomom (99). U ljudskim DS autofagocitoza je
inducirana preko proteina NOD2. Takoder, gen ATG16L1 (engl. Autophagy related 16 like I)
kodira protein koji je dio kompleksa nuznog za proces autofagocitoze (96). Polimorfizam gena
ATGI16L1 povezan je sa povecanim rizikom od Crohnove bolesti (100). DS bolesnika s
Crohnovom boles¢u koji imaju polimorfizam gena ATGI16L1 i/ili NOD2, imaju izmijenjenu
prezentaciju antigena i neispravnu indukciju autofagocitoze ( Slika 5) (96, 97).

Polimorfizam jo§ jednog promotora autofagocitoze, gena IRGM (engl. Immunity-
related GTPase family M protein) je takoder povezan s povecanim rizikom od razvoja CD
(101).

Studije GWAS su pokazale povezanost polimorfizama genskih lokusa IL23R 1 IL12B s
Crohnovom boles¢u i ulceroznim kolitisom. Navedeni geni kodiraju proteinske komponente
IL-12 1 IL- 23 (102). Poznato je da IL-23 inducira DS 1 preko signalnog puta za prepoznavanje
molekula patogena moZze potaknuti Sirok raspon patoloskih odgovora u crijevu. Takav odgovor
moze biti posredovan putem T-stanice ili prekomjernom aktivacijom urodenog imunog
odgovora (Slika 5) (96). Proizvodnja IL-23 u DS se povecava u endoplazmatskom retikularnom
stresu pri stani¢nom odgovoru na stres (UPR engl. Unfolded protein response) i vazna je
komponenta antimikrobne obrane koja povezivanje urodeni i ste¢eni imunoloski odgovor (103).
Takva prekomjerna ili neprikladna proizvodnja IL-23 u DS poti¢e proupalni odgovor T-stanice,
ukljucujuéi proliferaciju izvr$nih T-stanica, smanjuje diferencijaciju Treg stanica i pojavljuju
se stanice koje proizvode IL-17 i IFN-x §to je povezano s kronicnom upalom crijeva (104).

Takoder, polimorfizam gena TNFSF15 (engl. Tumor necrosis factor superfamily)
dokazano sudjeluje u riziku za UC i Crohnovu bolesti. Aktivirane DS izraZavaju protein TL1A

(engl. TNF-like ligand 1A4) koji je citokin iz obitelji TNF 1 koji djeluje preko receptora DR3
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(engl. Death receptor 3) na stanicnoj membrani limfocita (Slika 5) (96). U tkivu bolesnika s
Crohnovom boles¢u nadena je povecana produkcija proteina TL1A, a antitijela na TL1A
sprjecavaju razvoj kolitisa (105). Osim toga, u misjim modelima s povecanim izraZzajem gena
TL1A, jedinke spontano razviju upalu crijeva (106, 107).

Uloga IL-10 u patogenezi upalnih bolesti crijeva prvi put je identificirana u misjim
modelima u kojima nedostaje IL-10 ili receptor za IL-10. Ovi miSevi razviju spontani kolitis
(108). U novije vrijeme, istrazivanja u ljudi potvrduju povezanost izmedu nedostatka IL-10 ili
receptora za IL-10 1 vrlo ranog pocetaka IBD-a (109). U pacijenata s mutacijom gena za IL-10
ili receptor IL10, a koja dovodi do potpunog gubitka funkcije ovih proteina, dolazi do teskog i
progresivnog kolitisa uz kompliciranu perianalnu bolest u prva 3 mjeseca zivota (109). Na srecu
ove mutacije su rijetkost. Takoder, pojedinacni nukleotidni polimorfizam (SNP, engl. Single-
nucleotide polymorphism) gena IL-10 je povezan s nastankom ulceroznog kolitisa 1 CD u djece
1 odraslih (110). IL-10 luce razni tipovi imunoloskih stanica ukljucuju¢i DS 1 on ima vaznu
protuupalnu ulogu kroz interakcije sa regulacijskim T-stanicama, S§to dovodi do inhibicije
odgovora T-stanica (111). Ovaj u€inak IL-10 na T stanicu posredovan je prvenstveno stanicama
koje predstavljaju antigen kao §to su DS 1 makrofagi (112).

Teski ulcerozni kolitis koji ne odgovara na medikamentoznu terapiju i zahtjeva
kolektomiju je povezan s polimorfizmom gena CLEC7A (engl. C-type lectin domain containing
74). Gen kodira receptor na DS i1 makrofagima koji prepoznaje beta -1,3 —glukan, sastojak
gljiviéne stanicne stijenke, pa je nedostatak ovog proteina povezan s povecanom osjetljivoséu
na gljivicne bolesti u ljudi i miSeva. Mehanizmi djelovanja i povezanost s patogenezom upalnih

bolesti crijeva jo§ uvijek nisu poznati (113).
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1.6. UTJECAJ MIKROBIOTE NA DENDRITICNU STANICU

Crijevnu mikrobiotu ¢ine mikroorganizmi koji ukljucuju bakterije, arheje, viruse i
gljivice koji Zive u crijevima ¢ovjeka. Ljudski probavni sustav sadrzi 10'* bakterija razli¢itih
sojeva 1 koncentracija ovisno o lokalizaciji duz ¢itavog probavnog sustava (114). Ta crijevna
mikrobiota je evoluirala skupa s domac¢inom putem simbioze. Ona je svakodnevno prepoznata
od strane imunoloskog sustava crijeva, prvenstveno DS (114). Istrazivanja pokazuju vaznost
sudjelovanja crijevne mikrobiote u fiziologiji crijeva 1 ljudskom zdravlju (114). Nakon
bakterijske kolonizacije u dojencadi, crijevni mikrobni sastav jedinstven je za svakog
pojedinca, ali se vise od 95% mikrobiote moze podijeliti 4 velike podvrste (114 - 116). Osim
bioloske raznolikosti, glavne karakteristike crijevne mikrobiote su stabilnost 1 otpornost. Odnos
domacina i mikrobiote olakSava sloj crijevne sluzi koja predstavlja fizi¢ku barijeru, smanjuje
aktivaciju imunoloskog sustava i njegov direktni utjecaj na mikrobitu. (115, 116).

Godine 2007. Americki nacionalni institut za zdravlje zapoceo je ,,Human Microbiome
Project s ciljem identificiranja svih mikroorganizama s 5 razli€itih podrucja ljudskog tijela:
usta, nosa, spolnih organa, crijeva i koZe. Zahvaljuju¢i projektu dobiven je prikaz crijevnog
mikrobnog sastava i opis kombiniranih genoma mikroorganizama prisutnih u crijevima. Ukupni
mikrobni metagenom svakog pojedinaca 150 puta nadmasuje veli¢inu ljudskog genoma. Osim
funkcionalne jezgre, ljudsko crijevo sadrzi vaznu raznolikost i visok broj neponavljaju¢ih
bakterijskih gena (114). Taj je broj znacajno smanjen u upalnim bolestima crijeva (114). Bolje
razumijevanje dinamike mikrobiote ljudskog crijeva i interakcije mikrobi-domac¢in omogucit
¢e novi uvid u patofiziologiju crijevnih bolesti. To ¢e dovesti do indentificiranja biomarkera,
razvoja novih probiotika/prebiotika i nove terapije. U patoloskim stanjima dolazi do disbioze,
neravnoteze u crijevnom mikrobitnom sastavu, koja se vidi u ukupnoj raznolikosti (114).

Kod bolesnika s upalnom boles¢u crijeva uz pomo¢ metode 16S rRNA sekvenciranja

dobiveni su podatci o mikrobioti. Ove studije pokazuju da je kod bolesnika s Crohnovom
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bolesc¢u i ulceroznim kolitisom osiromaSena mikrobiota, posebno Firmicutes i Bacteroidetes.
Promjena je obicno manja u bolesnika s Crohnovom boles¢u, nego u onih s ulceroznim
kolitisom, ali obje bolesti mikrobiota je siromagnija nego u zdravih pojedinaca (117, 118). Cak
1 unutar crijeva istog pacijenta, bakterijska raznolikost smanjena je u upalnim podrucjima u
odnosu na podrucja koja nisu zahvacéena upalom (118). Ti podaci ukazuju da kod bolesnika s
upalnim bolestima crijeva domacinov upalni odgovor nije samo pridonio gubitku raznolikosti,
ve¢ on omogucava selektivnu prisutnost i prednost pojedinih podskupinama mikrobiota (119).

Ulogu mikrobiote u patogenezi IBD-a podrzavaju studije koje pokazuju da je za
endoskopsku 1 histoloSku manifestaciju bolesti potrebna izloZenost fecesu 1 da fekalna
transplantacija moze imati terapijsku korist (120, 121). Osim toga, terapija antibioticima
pokazala je djelotvornost u klini¢kim ispitivanjima, pretezno simptomatsko poboljSanje, no kod
nekih studija i endoskopsko poboljsanje te indukciju remisije, ovisno o dizajnu ispitivanja
(122). Eksperimentalani modeli kolitisa podrzavaju tvrdnju da je mikrobiota kljuc¢na
komponenta u patogenezi bolest, jer kao i u ve¢ini mi§jih IBD modela, neophodna je prisutnost
crijevne mikrobiote da bi se kolitis razvio (123).

Crijevna flora igra vaznu ulogu u razvoju crijevne imune stanice ukljucujuci DS. DS
prave razliku izmedu patogenih i nepatogenih bakterija pomocu PRR-a koji prepoznaje
specificne molekularne uzorke patogena. To ukljucuje TLR 1 C-tip lektina kao §to su manoza
receptori i ne-integrinski hvatac¢i na SIGN'DS (124). Mikrobni moZe odredivati sposobnost
zrele DS da upravlja diferencijacijom i proliferacijom T-stanica (125,126). To ¢ini DS klju¢nim
¢imbenikom u odredivanju aktivnog ili tolerantnog imunoloskog odgovora na povrsini sluznice,

kao odgovor na specifi¢ni mikrobiot (20).
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1.7. ENDOSKOPSKI INDEKSI U DIJAGNOSTICIRANJU ULCEROZNOG
KOLITISA I CROHOVE BOLESTI

Endoskopija je jedna od najvaznijih metoda za dijagnosticiranje i pracenje IBD-a.
Endoskopske promjene kod UC pocinju u analnom ili rektalnom dijelu crijeva i Sire se
proksimalno, kontinuirano i koncentri¢no. Prijelaz iz upalno promijenjene sluznice u zdravu
sluznicu je nagao 1 jasan posebno kod distalne bolesti (127). Ponekad, kod ljevostranog kolitisa
imamo manje promjene u cekumu tzv. patch. (128). Kod teskih pankolitisa promjene mogu
zahvacati i terminalni ileum tzv. backwash ileitis (129). Endoskopske karakteristike CD su
preskacuce lezije (afte, ulkusi). Ulkusi su uzduzni s okolnim crvenilom. Sluznica mozZe biti
kaldrmasto izmijenjena uz suzenja i fistule. Izmedu upalno promijenjenih podrucja vidi se
zdrava sluznica (127).

Mjerenje endoskopske aktivnosti bolesti u UC u dnevnoj rutini rijetko se koristi. U
randomiziranim kontroliranim pokusima za procjenu i indeksiranje endoskopskog nalaza za UC
najcesce se koristi Mayo endoskopski indeks (MES, engl. Mayo endoscopic score) (127). MES
su razvili 1987. Schroeder i suradnici tijekom placebo-kontroliranog ispitivanja kojim se
procjenjuje djelotvornost oralnog mesalamina u lije¢enju UC (130). Stupanj endoskopske upale
temelji se na procjeni izgleda sluznice. Postoje 4 stupnja: 0 - uredan izgled, 1 - eritem, smanjen
vaskularni crtez, blaga fragilnost sluznice, 2 - izrazen eritem, nestanak vaskularnog crteza,

fragilnost, erozije 1 3 - ulceracije, spontano krvarenje (Slika 6).
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Slika 6. MES: A - uredan nalaz MES 0; B - eritem, smanjen vaskularni crtez MES 1; C - eritem,
gubitak vaskularnog crteza, erozije MES 2; D - spontana krvarenja, ulceracije MES 3.

Slika 7. Crohnova bolest: A - inflamirajuéi oblik; B - strikturirajuci oblik.

Endoskopski indeks aktivnosti CD prvenstveno indeksira luminalnu bolest (Slika 7).

Izvjes¢ivanje o endoskopskoj aktivnosti ukljucuje tone opise svih abnormalnosti u svakom
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segmentu stoga je njihova uporaba ogranic¢ena na pojedina¢nu primjenu u studijama i ne koristi
se u rutinskim klini¢kim ispitivanjima ni praksi (127). SES-CD (engl. Simple Endoscopic Score
for Crohn Disease) je razvijen s ciljem pojednostavljenja endoskopske varijable (127).
U svakom pregledanom segmentu (ileum, uzlazni kolon, poprecni kolon, silazni kolon,

sigmoidni kolon, rektum) procjenjuje se i boduje:

veli¢ina ulkusa (0 - nema ulceracije; 1 - aftozne promjene manje od 0,5; 2 - ulkusi od

0,5 do 2 cm; 3 - ulkusi veéi od 2 cm)

- povrsina crijeva zahvacena s ulceracijama (0 - nema ulceracija; 1 - <10% povrSine;
2 - 10-30% povrsine; 3 - >30% povrsine)

- povrsina crijeva zahvacena s upalnim promjenama (0 - nema upale; 1 - <50% povrsine;
2- 50-75% povrsine; 3 - >75% povrsine)

- prisutnost i tip suzenja (1 - nema suzenja; 1 - jedno suZenje prohodno za endoskop;

2 - multipla suZenja prohodan za endoskop; 3 - suzenje neprohodno za endoskop)

Izracun ukupnog SES-CD indeksa je zbroj svih varijabli -1,4x n (broj zahvacenih segmenata).

1.8. FEKALNI KALPROTEKTIN

Fekalni biomarkeri gastrointestinalne upale pojavili su se u proteklom desetljecu.
Fekalni kalprotektin, citosolni protein neutrofila, je u najsiroj upotrebi. To je kalcij-vezujuci
protein, ¢lan obitelji S100 proteina koji veZzu cink heterodimer ST00A8/A9. Prvi put je otkriven
1980. godine. Predstavlja 60% sadrZaja proteina citosola u neutrofilima (131). Otkriven je u
monocitima i makrofagima, iako u niZim koncentracijama nego u neutrofilima, i ima
antimikrobna svojstva (132). U prisutnosti aktivne intestinalne upale, neutrofili migriraju iz
cirkulacije u crijevnu sluznicu. Svaki poremecaj u arhitekturi sluznice zbog upalnog procesa
rezultira pojavom neutrofila, a time i kalprotektina, u lumenu uz njegovo naknadno izlu¢ivanje

u feces (133). Pokazalo se da koncentracija fekalnog kalprotektina u izmetu dobro korelira s
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testom leukocita oznacenim indijem i tezinom upale crijeva (134). Homogeno je raspodijeljen
u izmetu 1 stabilan je do 7 dana na sobnoj temperaturi (135). Pokazalo se da njegovim
mjerenjem mozemo razlikovati aktivhu i1 neaktivnu bolest (136). Brojne studije fekalnog
kalprotektina u UC potvrduju da korelira s endoskopskom aktivno$¢u bolesti bolje nego
C-reaktivni protein (CRP), Spearmanov koeficijent korelacije iznosio je p=0,821 (137).
U CD, fekalni kalprotektin je povezan s endoskopskim indeksom aktivnosti bolesti CDES 1
SES-CD, Spearmanov koeficijent korelacije fekalnog kalprotektina i SES-CD iznosio je p=0,75
(138,139). Ukupna toc¢nost otkrivanja endoskopski aktivne bolesti u CD iznosila je 87% za
kalprotektin grani¢ne vrijednosti 70 pg/g (138).

Fekalni kalprotektin najosjetljiviji je marker crijevne upale u IBD-u (140). Vrijednosti
kalprotektina dobro koreliraju s endoskopskim pokazateljima aktivnosti bolesti i stoga su vazne
u razli¢itim klini¢kim uvjetima, ukljucujuéi pocetnu dijagnozu, dijagnozu relapsa i odgovor na

lijecenje (141,142). Ukljucen je u smjernice ECCO-a za dijagnozu i prac¢enje IBD (140).

1.9. MORFOLOSKE KARAKTERISTIKE PATOHISTOLOSKOG NALAZA U
UPALNIM BOLESTIMA CRIJEVA

Patohistoloska analiza endoskopskih biopti¢kih uzoraka kljuan je element u
dijagnostickoj obradi pacijenta sa sumnjom na IBD. Konac¢na dijagnoza bolesti temelji se na
klini¢kom nalazu, endoskopom nalazu i morfoloSkim znac¢ajkama sluznice crijeva u bioptickom
uzorku. Za preciznu analizu endoskopskih biopti¢kih uzoraka, neophodne su detaljne klinicke
informacije. Najbolje je histoloski pregled provesti prije pocetka lijeCenja, jer lijekovi mogu
izazvati morfoloSke promjene.

Konac¢na patohistoloska dijagnoza se postavlja iz kirurSkog uzorka, jer patolog moze
pregledati makroskopski i mikroskopski sve slojeve stijenke crijeva. Biopti¢ki uzorak nije

dovoljan za kona¢nu dijagnozu, ali se pove¢avanjem broja uzoraka (iz svakog segmenta crijeva
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po najmanje dva uzorka bez obzira je li bolest endoskopski prisutna) povecava preciznost
dijagnoze (143-145).

U patohistoloskom nalazu obavezno mora biti naznacena aktivnost bolesti koja je
definirana prisutnos¢u neutrofilnih granulocita izmedu epitelnih stanica. Kod UC treba
razlikovati uredno gradenu sluznicu, kroni¢nu bolest i kroni¢nu aktivnu bolest, pogotovo u
prac¢enju ucinka lijeka (146). U bolesnika s CD nalaz uredno gradene sluznice moze biti odraz
diskontinuiranog i transmuralnog karaktera bolesti, zbog ¢ega je potrebno imati viSe bioptickih

uzorka (147).

1.9.1. OSOBITOSTI PATOHISTOLOSKOG NALAZA U ULCEROZNOM
KOLITISU

Patohistoloska dijagnoza UC temelji se na opisu Cetiri glavne kategorije: celularnost
lamine proprije, neutrofilna (granulocitna) infiltracija, arhitektura sluznice 1 epitelne
abnormalnosti (148).

Procjena stani¢ne celularnosti lamine proprije u UC odnosi na povecanu i/ili
promijenjenu distribuciju tipova upalnih stanica normalno prisutnih u kolorektalnoj sluznici.
Osim u podruc¢jima dubokih ulceracija, upalni infiltrat u nelijecenoj bolesti je ograni¢en na
sluznicu, difuzan ili kontinuiran, bez bilo koje promjene u intenzitetu ili preskakanju lezija
(148). Njegov intenzitet karakteristicno se povecava prema rektumu (147). Homogeno
povecanje celularnosti pojavljuje se u cijeloj lamini propriji (transmukoza) i moZe se najbolje
procijeniti u donjoj tre¢ini koja normalno ima najmanju gusto¢a upalnih stanica u normalnoj
sluznici (148). Plazma stanice se nakupljaju izmedu baze kripta i muskularne lamine sluznice,

tzv. bazalna plazmacitoza (147).
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Neutrofili koji odrazavaju aktivnost bolesti, prisutni su u lamini propriji i izmedu
epitelnih stanica. Nakupljanje neutrofila u epitelnim kriptama rezultira kriptitisom ili kriptalnim
apscesima (148). Broj eozinofila je varijabilan dok se granulomi vrlo rijetko nalaze (147).

Promjene u arhitekturi sluznice zbog kroni¢ne upale prvenstveno se vide u
arhitektonskoj abnormalnostima (vijuganje, grananje i1 atrofija), smanjenoj gusto¢i kripti i
povrsinskim nepravilnostima (148). Uredno gradene kripte su ravne, paralelne 1 pruzaju se
odmah iznad muskularne lamine sluznice.

Epitelne abnormalnosti ukljucuju povrSinsko oSteCenje epitela, gubitak mucina i
metaplasticne promjene (147). OsteCenje povrSinskog epitela, kao §to je izravnavanje, fokalni
gubitak stanica, erozije i1 ulkusi odrazavaju aktivnost bolesti. Nedostatak mucina definiran je
smanjenjem broja vrcastih stanica 1/ili smanjenom koli¢inom intracelularnog mucina
(145, 149). Metaplazija Panethovih stanica, upalni pseudopolipi, hipertrofija muskularne
lamine sluznice, submukozna fibroza su dodatne znacajke kronic¢nosti upale (150).

U ranoj fazi bolesti, patohistoloSka dijagnoza UC moze biti pravi izazov. O€uvana
arhitektura kripti 1 odsutnost upalnog infiltrata ne iskljucuje ranu bolest. Fokalna ili difuzna
bazalna plazmacitoza je najranija dijagnosti¢ka znacajka s najve¢om prediktivhom vrijednos¢u
za dijagnozu 1 moze identificirati u 38% bolesnika unutar 2 tjedna nakon pocetka bolesti (151).

U dugogodiSnjoj bolesti dolazi do Siroko rasprostranjene promjene arhitekture sluznice,
prvenstveno do izoblienja kripti i povecanja celularnosti imunih stanica lamine proprije (147).
S vremenom, uz terapiju, stupanj zahvacenosti debelog crijeva upalom se smanjuje, $to u
konacnici rezultira potpunim obnavljanjem sluznice rektuma u 34-44% bolesnika (147).
Istovremeno, uz terapiju i bez nje, distribucijski uzorak upale moze se promijeniti iz difuznog
(kontinuiranog) u sporadicni (diskontinuirani) (152). Ovaj tip histoloske evolucije moze
rezultirati u dijagnosti¢kim dilemama, osobito kada klini¢ke informacije o bolesti nisu dostupne

(147).
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U klinic¢ki 1 endoskopski neaktivnoj bolesti, sluznica joS uvijek moze pokazivati
znacCajke koje odrazavaju pretrpljenu Stetu, kao Sto su arhitekturalne abnormalnosti i smanjena
gustoca kripti (153). Tijekom regeneracije, sadrzaj mucina u stanicama se obnavlja, upalni
infiltrat u lamini propriji je promjenjive gustoce, a bazalno nestaje plazmacitoza. Histoloski
nalazi koji predvidaju klinicki recidiv u bolesnika s neaktivnom boles¢u su postojanost bazalne

plazmacitoze, blago aktivna bolest ili veliki broj eozinofila (151).

1.9.2. OSOBITOSTI PATOHISTOLOSKOG NALAZA U CROHNOVOJ
BOLESTI

Diskontinuirana kroni¢na upala, zariSne arhitektonske promjene epitela u obliku
distorzije kripti 1 granulomi koji nisu povezani s osteCenjem kripti su znacajke s najviSom
dijagnostickom vrijednoS¢u u patohistoloskoj analizi bioptickog uzorka koje podrzavaju
dijagnozu CD (147).

Diskontinuirana kroni¢na upala podrazumijeva povecanu celularnost imunih stanica
lamine proprije (limfociti i plazma stanice) i varijabilnost gusto¢e upalnog infiltrata u razli¢itim
bioptickim uzorcima. Promjene nisu ograni¢ene na sluznicu, ali to nije moguce utvrditi u
bioptickom uzorku. Obicno se nade jedno ili viSe okruglih ZariSta s povecanim brojem
mononukleara te s ili bez neutrofilne infiltracije, okruzeno sluznicom uredne grade ili uzorci
sluznice imaju promjenjiv intenzitet upale (147). Limfoidni agregati se ne smatraju fokalnom
upalom (147). Procjena razlike u celularnosti izmedu viSestrukih bioptickih uzoraka je
reproducibilnija od razlika u jednom uzorku biopsije. U biopti¢kom uzorku upala se moze $iriti
u submukozu. Kao u UC, prisutnost neutrofila u lamini proprija ili u epitelu (kriptitis 1 kriptalni
abscesi) ukazuju na aktivnu bolest i oznacavaju ostecenje epitela (147).

Granulomi su nakupina najmanje pet epiteloidnih stanica (aktivirani histiociti s

homogenom, blago eozinofilnom citoplazmom) s ili bez multinuklearnih orijaskih stanica
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(148). U CD granulomska masa je Cesto slabo ograni¢ena. Multinuklearne orijaSke stanice
mogu biti odsutne i nekroza nije uobicajena. Samo granulome koji nisu povezani s oSte¢enjem
kripti treba smatrati znacajnim u dijagnozi CD (154). Kada je prisutna samo jedna
patohistoloSka znacajka, to se ne smatra dovoljnim za pouzdanu dijagnozu CD (154). Vecina
patologa se slaze da je prisutnost granuloma i barem jo$§ jedna druga znacajka (upala ili
arhitektonske abnormalnosti epitela) potrebna za potvrdu dijagnoze CD (155).

Dodatna korisna patohistoloska obiljezja su fokalna kroni¢na upala bez atrofije kripti,
fokalni kriptitis, aftozni ulkusi, nesrazmjerna submukozna upala, neuralna hiperplazija i

povecan broj intraepitelnih limfocita (147).

1.10. TERAPIJSKI PRISTUP LIJECENJU IBD-a

Zbog nepoznatog uzroka bolesti terapijski postupci su usmjereni na postizanje i
odrzavanje remisije. To ukljucuje postizanje cijeljenja sluznice, remisiju bez kortikosteroida,
odgadanje kirurSkog lijecenja, smanjenje broja hospitalizacija, poboljSanje kvalitete Zivota i
izbjegavanje invaliditeta (156,157). Terapijski postupci ovise o aktivnosti bolesti (Slika 6)
(158). Iako terapijski pristup prvenstveno ukljucuje medikamentoznu terapiju, 20-30%
bolesnika u konacnici zahtjeva kirursko lijecenje (159).

U lijecenju blagog ili umjereno aktivnog UC prvi lijek izbora ukljucuje mesalazin bilo
topicki 1/ili oralni (160, 161). U slucaju perzistiranja simptoma treba zapoceti s primjenom
kortikosteroida (160). Vise od 70% bolesnika odgovori na prvo davanje ovog lijeka, ali samo
50% njih zadrZi remisiju bez kortikosteroida, a 22% bolesnika razvije bolest ovisnu o
kortikosteroidima (162). Takvim bolesnicima preporuca se u terapiju uvesti azatioprin, a potom
infliksimab, adalimumab, golimumab kao monoterapiju ili u kombinaciji s azatioprinom ili
ovisno o odgovoru na terapiju, vedolizumab i ustekinumab (Slika 8) (163). Za sve bolesnike

koji imaju teski oblik bolesti prvi lijek izbora je parenteralna primjena kortikosteroida. Ako
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izostane njihov ucinak, lijekovi izbora postaju ciklosporin ili infliksimab (163). Strategiju
lije¢enja treba prilagoditi pacijentu, njegovim godinama, pridruzenim bolestima i prethodnim
terapijskim postupcima (Slika 8) (163). Odrzavanje remisije jedan je od kljucnih ciljeva
lijeCenja. Remisija bolesti definira se kao potpuno odsustvo simptoma uz endoskopski
potvrdeno cijeljenje sluznice (156). Odabir pravog lijeka za odrzavanje remisije prvenstveno
ovisi o prethodnoj terapiji, prosirenosti i aktivnosti bolest. Kod bolesnika koji su imali teski
oblik bolesti, bolest ovisnu o kortikosteroidima 1 bolest s Cestim relapsima, lijekovi izbora su

azatioprin, antiTNF, vedolizumab i ustekinumab (160, 164, 165).

Blagi Umjereni Teski
I A 4

Distalni/lijevi Pankolitis

A 4 A 4 A 4 A 4
Topicki Mesalazin2,4-4,8g/dan Mesalazin2,4-4,8g/dan Bolnicko lijecenje
mesalazin + topicki mesalazin + topicki mesalazin kortikosteroidi i.v.

_I:_Aesa}?z}n2,4-4,8g/dan I Da 2 v
topicki mesalazin
v +Ne Da ?
Smanjenje <€——— Nakon 3-5 dana
? Ne 5| Kortikosteridi kortikosteroida Ne
: "] 40-60 mg/d peros
Da l Smanjenje l v v v
kortikosteroida Infliksimab Ciklosporin Kirurgija
Mesalazin2,4-4,8g/dan | Da 5 Smg/kgiv 2 mg/kg i.v/
+ topicki mesalazin - : 0-2-6 tj. 5-10 mg/kg p.o
Ne l ......... v l /
...... Ne
Ne AL » Infliksimab
Azatioprin 2-5 mg/kg 1/ili ? % Kirurgija
Infliksimab Smg/kg i.v Da Da
Adalimumab 160-80 mg s.c l
Vedolizumab 300 mg i.v. Azatioprin 2-5 mg/kg
Ustekinumab 80mg s.c + mesalazin
Infliksimab Smg/kg i.v

* azatioprin 2-5 mg/kg

Slika 8. Terapijski algoritam u lijecenju ulceroznog kolitisa.

U lije¢enju CD ispravan terapijski pristup uzima u obzir aktivnost, lokalizaciju i fenotip

bolesti, te pojavu izvancrijevnih manifestacija. Takoder uklju¢uje ravnotezu izmedu
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potencijalnog ucinka lijeka 1 nezeljenih pojava te odgovora na prethodne terapijske postupke
(Slika 9) (166). Cilj terapije je uvodenje 1 odrzavanje remisija bolesti. Remisijom bolesti se
smatra odsustvo simptoma bolesti ili CDAI<150. Lijekovi izbora u odrzavanju remisije su
azatioprin/merkaptopurin, metotreksat, infliksimab, adalimumab, vedolizumab, ustekinumab
(160, 167, 168). Unutar prve godine dana od postizanja remisije, bilo medikamentozno ili
kirurski, 40-70% bolesnika ima relaps bolesti (169, 170). Kirursko lijecenje je integrirano u
medikamentozni pristup lijeCenja Crohnove bolesti. Prvenstveno obuhvaca lijeCenje striktura

bez upalne komponente, akutne opstrukcije i apscesa koji nisu dostupni drenazi (160).
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indolentna bolest, nepusaci
ileocekalna lokalizacija

blaga aktivnost na pocetku

bez perianalne bolesti

bez ekstraintestinalnih manifestacija

kolon % tanko crijevo samo tanko crijevo
Y ne A 4
mesalazin i/ili antibiotici »| steroidi/sistemski ili topicki
da v
promatranje
da
l vy
smanjenje doze, prestanak i promatranje azatioprin ili metotrexat / kirurgija
relaps unutar prve godine
v v relaps
kortikostroidi + azatioprin ili metotrexat adalimimab /infliksimab
agresivna bolest
rana Zivotna dob, pusaci
ekstenzivna bolest
potreba za stroidima odmah
perianalne bolesti
ekstraintestinalnih manifestacija
A 4
prestanak pusenja steroidi + azatioprin/ metotrexat
da ne
smanjenje doze i prestanak / nastavak adalimimab /infliksimab
imunomodulatora
da ne
A A 4
adalimimab /infliksimab/vedolizuman/ustekinumab kirurgija/eksperimentalni lijekovi

Slika 9. Algoritam lije¢enja Crohnove bolesti.

1.10.1.MOGUCI TERAPIJSKI UTJECAJI NA DENDRITICNU STANICU

U brojnim studijama je dokazana sposobnost DS da izazove toleranciju na imunoloSku
reakciju, Sto je onda moguce koristiti za terapijsku kontrolu nezeljenog imunoloskog odgovora,
primjerice u modelima odbacivanja alografta, bolesti transplantata i autoimunih poremecaja
(20, 171). Razni pristupi su dizajnirani da se dobije selektivno poboljSanje tolerogenih svojstava
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DS. Cilj ovih strategija je bio sprijeCavanje sazrijevanja DS 1 slabljenje njene sposobnosti
simuliranja T stanica (172). Jedan od modela lijeCenja bioloskim agensima je primjena IL-10,
ali za sada s ograni¢enim uspjehom. DS tretirana s IL-10 aktivno regulira kostimulatorne
molekule, inhibira izlu¢ivanje IFN-y iz aktiviranih T-stanica i smanjuje proizvodnju antitijela
u aktiviranim B stanicama (173).

Potencijalni  terapijski uCinak kroz promicanje tolerogenosti DS ima
la-25-dihidroksivitamin D3, aktivni oblik vitamina D3. On inducira diferencijaciju tolerogenih
DS kontroliraju¢i ekspresiju inhibitornog receptora za ILT3, povecava izlu¢ivanje IL-10 1
indukciju Treg-a (174). Imunosupresivna ili imunomodulatorna sredstva, kao S§to su
kortikosteroidi, estrogen, rapamicin, klorokin i takrolimus imaju sposobnost poticanja
tolerogenosti DS inhibicijom diferencijacije 1 sazrijevanja, smanjenjem proizvodnje
kostimulatornih molekula i IL-12, te inhibicijom T-stani¢nog kostimulatornog kapaciteta (175).
Zajednicki svojstvo lijekova koje ciljaju DS je njihova sposobnost inhibiranja NF-xB, put
prijenosa signala za koji je poznato da igra klju¢nu ulogu u upalnom odgovoru. Protein RelB,
¢lan obitelji NF-kB, potreban je za mijeloidnu diferencijaciju DS. Antigenom aktivirana DS
inhibicijom funkcije proteina RelB inducira CD4'T reg limfocite koji stvaraju IL-10 i tako
poticu tolerabilnost (176). Ova saznanja otvaraju nove moguénosti u podrucju lijecenja IBD s
ciljem upotrebe tolerogenog potencijala DS.

Neki procesi identificirani su kao potencijalni terapijski ciljevi. Primjerice blokiranje
interakcije izmedu DS 1 T-stanica predloZzeno je kao sredstvo za smanjenje aktivnosti
IL- 23/IL- 17 proupalnog puta, vaznog u patogenezi IBD-a (177). Jedan od predloZenih modela
lijecenja u bolesnika s IBD je i modificiranje funkcije DS pomocu in vivo ili in vitro primjene
probiotickih bakterija (178). Tolerogena svojstva DS su potencijalno atraktivna kao terapijski
cilj prvenstveno u probiotickoj terapiji. Na primjer, probiotici potencijalno mogu pomoci u

vracanju normalne mikrobne populacije crijeva (179). Medutim, do danas ti napori nisu
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ostvarili dosljedno obec¢avajuce rezultate, posebno kod Crohnove bolesti (180). Zbog toga su
se mnogi istrazivac¢i okrenuli istrazivanju imunomodulatornih ucinaka odredenih bakterija 1
bakterijskih komponenti, ali za sada jo$ uvijek na misjim modelima (181). Nadeno je da
promjena povrSine stanicne komponente laktobacila moze promijeniti imunoregulacijski
odgovor DS 1 postavljene su osnove za koriStenje genetski modificiranih bakterija kao

potencijalnog terapijskog sredstva (181).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA



Ciljevi ovog istrazivanja su:

1.

odrediti pojavnost i broj zrelih intraepitelnih CD83" DS u sluznici debelog crijeva
ispitanika s UC 1 CD u odnosu na zdravu populaciju,
odrediti utjecaj aktivnosti upale u patohistoloSkom nalazu ispitanika na broj i

pojavnost zrelih intraepitelnih CD83" DS u sluznici debelog crijeva,

. utvrditi odnos pojavnosti i broja zrelih intraepitelnih CD83" DS u sluznici debelog

crijeva i razine fekalnog kalprotektina,

odrediti odnos pojavnosti i broja zrelih intraepitelnih CD83" DS u sluznici debelog
crijeva i u istrazivanju koriStenih endoskopskih indeksa aktivnosti bolesti,
procijeniti utjecaj azatioprina i anti TNF lijekova na pojavnost 1 broj zrelih

intraepitelnih CD83" DS u sluznici debelog crijeva u ispitanika s UC i CD.
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3. HIPOTEZA



. Pojavnost i broj zrelih intraepitelnih CD83" DS u sluznici debeloga crijeva ovisi o tipu
IBD.

. Pojavnost i broj zrelih intraepitelnih CD83" DS ovisi o stupnju aktivnost upale u PHD
nalazu.

. Biokemijski pokazatelji aktivnosti upale povezani su s promjenom pojavnosti i broja
zrelih intraepitelnih CD83" DS u sluznici debeloga crijeva.

. Endoskopski indeksi aktivnosti povezani su s promjenom pojavnosti i broja zrelih
intraepitelnih CD83™ DS u sluznici debeloga crijeva.

. Lijecenje azatioprinom i anti TNF lijekovima utjeCe na pojavnost i broj zrelih

intraepitelnih CD83™ DS u sluznici debeloga crijeva.
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4. ISPITANICI I METODE



4.1. ISPITANICI

Uzorak u istrazivanju je bio prigodni. Svi ispitanici su bili punoljetni 1 potpisali su
informativni pristanak. Ispitivanje je provedeno u Poliklinici za internu medicinu, ginekologiju
1 psihijatriju J&J MEDICIL.

Ispitanici su podijeljeni u tri skupine.

1. Naivni ispitanici: nelijeCeni bolesnici kojima je klinicki, biokemijski,
endoskopski i patohistoloski potvrdena dijagnoza UC i CD.

2. Lijeceni ispitanici: bolesnici s UC i1 CD koji se u trenutku uzorkovanja lijece
monoterapijom azatiopriom ili antiTNF lijekom najmanje 6 mjeseci.

3. Zdravi ispitanici: dragovoljci bez klinickih 1 patohistoloSkih pokazatelja bolesti
crijeva.

Ukupan broj svih ispitanika je bio 219 (UC - 100 ispitanika, CD - 44, kontrolna skupina
- 75 ispitanika).

U skupini ispitanika s UC, 50 je bilo Zena, a 50 musSkaraca. Srednja Zivotna dob
ispitanika je bila 42 godine, u rasponu od 20 do 79 godina. Bez terapije je bilo 68 ispitanika, na
terapiji azatioprinom je bilo 15 ispitanika, a na antiTNF terapiji 17 ispitanika.

U skupini ispitanika s CD, 20 je bilo Zena, a 24 muskaraca. Srednja Zivotna dob
ispitanika je bila 36 godina, u rasponu od 18 do 80 godina. Bez terapije je bilo 19 ispitanika, na
terapiji azatioprinom je bilo 13 ispitanika, a na antiTNF terapiji 12 ispitanika.

Kontrolnu skupinu je ¢inilo 75 zdravih ispitanika bez klini¢kih simptoma te s urednim
patohistoloSkim nalazom biopsije sluznice kolona.

Istrazivanje je odobrilo Eticko povjerenstvo Klini¢kog bolnickog centra Split
(Klasa odobrenja 500-03/18-01/73; Broj odobrenja 2181-147-01/06/m.S.-19-3, KBC Split,

Hrvatska).
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4.1.1. DIJAGNOZA ULCEROZNOG KOLITISA I CROHNOVE BOLESTI
Svim ispitanicima kojima je temeljem klinickog pregleda postavljena sumnja na UC i
CD, dijagnoza bolesti je postavljena na osnovu smjernica Europske organizacije za Crohn i
kolitis (ECCO).
Dijagnoza UC postavljena je na temelju smjernica ECCO-a iz 2008. godine, 2012. godine
12018. godine (140, 182, 183). Ispitanici su imali najmanje tri pozitivna kriterija za dijagnozu.
Za dijagnozu CD ispitanici su imali dva od cetiri dijagnosticka kriterija po ECCO
smjernicama iz 2010. godine, 2016. godine 1 2018. godine (140, 184, 185).

Istrazivanje nije utjecalo na planirani dijagnosticki i terapijski postupak u ispitanika.

4.2. METODE

4.2.1. ENDOSKOPSKA PRETRAGA

Svim ispitanicama ucinjena je kolonoskopija na endoskopskom video procesoru
VP 3500HD s izvorom svjetla XL 4450 i endoskopom EC530 i/ili EC600 (Fujinon, Japan).

Ispitanicima s UC za indeks procjene endoskopske aktivnosti bolest koristen je MES po
preporuci Referentnog centra za kroni¢ne upalne bolesti crijeva Ministarstva zdravlja
Republike Hrvatske i ECCO-a (127, 130).

Ispitanicima s CD za indeks procjene endoskopske aktivnosti bolest koriSten je SES-CD
po preporuci Referentnog centra za kroni¢ne upalne bolesti crijeva Ministarstva zdravlja
Republike Hrvatske i ECCO-a (127, 186, 187).

4.2.2. FEKALNI KALPROTEKTIN

Fekalni kalprotektin je mjeren iz uzorka stolice u najkratem periodu prije
kolonoskopije, a najkasnije u periodu do deset dana. Uzorci su analizirani u Zavodu za

medicinsko laboratorijsku dijagnostiku KBC Split. Odredivana je koncentracija kalprotektina
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imunoturbidimetrijskom metodom (Buhlmann laboratories AG,Schonenbuch, Svicarska) na
uredaju Beckman-Coulter AU 168 (Beckman Coulter Inc, SAD).

4.2.3. BIOPTICKI UZORCI SLUZNICE DEBELOG CRIJEVA

4.2.3.1. Histoloska analiza

Uzoreci tkiva su fiksirani u 4 % puferiranom formaldehidu tijekom 24 sata, a potom
ispirani u 0,1 M fosfatnom puferu. Nakon dehidracije u uzlaznim koncentracijama alkohola i
ksilolu, uklopljeni su u parafin na 56° C. Izrezani su na rezove debljine 4 mikrometra 1
prilijepljeni na pozitivno nabijena predmetna stakalca (Superftost plus, Thermo Scientific,
Waltham, MA, SAD). Bojeni su standardnim hemalaun-eozinskim (HE) bojenjem u
automatskom bojacu HE 600 (Ventana, Tucson, Arizona, SAD). Obojeni uzorci analizirani su
svjetlosnim mikroskopom Olympus BX41. Sukladno patohistoloSkom nalazu podijeljeni u tri
skupine: kroni¢ne upalne promjene, kroni¢ne aktivne upalne promjene i uredne grade

(Slika 10).
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Slika 10. A - Sluznica debelog crijeva uredne grade: pravilne kripte i lamina proprija s
limfocitima, plazma stanicama i eozinofilima; B - Kroni¢na aktivna upala u kolitisu: oste¢enje
epitela posredovano neutrofilima u obliku kriptalnih apscesa i reparatornih promjena epitela;
C - Kroni¢na upala kod kolitisa: grananje kripti i upalni infiltrat u lamini propriji.
4.2.3.2. Imunohistokemijska analiza
Uzorci su izrezani na rezove debljine 4 mikrometra i prilijepljeni na pozitivno nabijena

predmetna stakalca (Superftost plus, Thermo Scientific, Waltham, MA, SAD).

Imunohistokemijski postupak je proveden u uredaju Bench Mark ULTRA THC/ISH Staining

39



Module (Ventana, Tucson, Arizona, SAD) uz pozitivhu kontrolu. Nakon deparafinizacije u
ksilolu i rehidracije kroz alkohole silazne koncentracije, rezovi su kuhani u puferu EDTA pH
8,2 tijekom 10-30 min. Inkubacijom u 3 % H20O> (30 min na sobnoj temperaturi) inaktivirana je
endogena peroksidaza. Nakon toga, presjeci su isprani u otopini fosfatnog pufera (PBS) i
inkubirani primarnim protutijelom Anti-CD83 antibody ab205343 (Abcam, Cambridge, UK) u
vlaznoj atmosferi tijekom 32 minute. Nakon ispiranja u PBS-u, rezovi su inkubirani sustavom
za sekundarnu detekciju Ultraview Universal DAB Detection Kit (Ventana, Tucson, Arizona,
SAD). Obojeni uzorci analizirani su svjetlosnim mikroskopom Olympus BX41 (Slika 11). U

podrudju najvece gustoce obojenosti izbrojene su intraepitelne CD83" DS na 100 enterocita.

4.3. 1IZRACUN VELICINE UZORKA

Temeljen pilot studije dobiven je udio intraepitelnih zrelih CD 83" DS u ispitanika s CD
90%, a u skupini ispitanika s UC 64%. Da bi se dokazala razlika ovih proporcija Xz testom uz

a=0,05 1 snagu istrazivanja od 80%, bilo je potrebno imati 24 ispitanika u svakoj skupini.

4.4. STATISTICKI TESTOVI
Normalnost razdiobe kvantitativnih podataka ispitana je Kolmogorov-Smirnov testom.
Podatci su prikazani aritmetickim sredinama i standardnom devijacijom, te ako su normalno
distribuirani u obradi su koriSteni parametrijski testovi (T test, ANOVA test). Ako ne sijede
normalnu distribuciju u prikazu su koriSteni medijani, kvartile, minimum, maksimum, a u
obradi podataka Mann-Whitney test i Kolmogorov-Smirnov test.

Za analizu kvalitativnih podatka koristene su tablice kontigencije i ¥ test. U obradi

podataka koriStena je takoder i1 logisticka regresiju. Rezultati su interpretirati na razini

znacajnosti p<0,005.
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5. REZULTATI



5.1. ANALIZA SVIH ISPITANIKA

Istrazivanjem je obuhvaceno 219 ispitanika starijih od 18 godina.

Medijan zivotne dobi bio je 40 godina (Q1-Q3:31-55 god; min-maks:15-80 god). Od
ukupnog broja bilo je 113 muskaraca (51%) medijana Zivotne dobi 42 god (Q1-Q3:31-55 god;
min-maks:15-80 god) 1 106 Zena (49%) medijana Zivotne dobi 43 godine (Q1-Q3:31-56,5 god;
min-maks:18-79 god). Muskarci i zZene se nisu statisticki znaCajno razlikovali prema dobi
(2=0,400;p=0,689).

Postoji statisticki znacajna razlika Zivotne dobi izmedu ispitivanih skupina (¥*=7,3;
p=0,026). Medijan zivotne dobi u ispitanika s CD za 9 godina je bio manji nego u kontrolnoj
skupini (p=0,034). Ispitivane skupine su bile uskladene prema spolu (y*=1,75;p=0,416).

Razdioba ispitanika prema PHD nalazu u odnosu na skupine ispitanika s UC 1 CD nije
se statisticki znacajno razlikovala (y*=2,5;p=0,291).

Postojala je statisti¢ki zna¢ajna razlika broja intraepitelnih CD83"DS (n CD83"DS/ 100
e) izmedu ispitivanih skupina (x*=15,9;p<0,001). Medijan broja intraepitelnih CD83*DS za 2
je bio vedi u ispitanika s CD nego u kontrolnoj skupini (p=0,031) i skupini ispitanika s UC
(p<0,001) (Slika 11).

Vrijednosti kalprotektina izmedu skupina ispitanika s UC 1 CD nisu se statisticki
znacajno razlikovale (Z=0,446; p=0,565).

U skupini ispitanika s UC, 32% je bilo na terapiji (azatioprin 15% 1 antiTNF 17%), a u

skupini ispitanika s CD, 57% je bilo na terapiji (azatioprin 30% 1 antiTNF 27%) (Tablica 1)
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Tablica 1. Prikaz demografskih podataka, PHD nalaza, broja intraepitelnih CD83"DS
(n CD83'DS/ 100 e), kalprotektina (ug/g) i terapije ispitanika u odnosu na ispitivane skupine
(UC, CD, kontrola).

Skupina
Kontrola ucC CD p
(n=75) (n=100) (n=44)
Dob (god) 0,026*
medijan (Q1-Q3; 45 (32- 42(32- 36(28,2-
min-maks) 59; 59,8; 47,7,
20-79)  15-79) 18-80)

Spol; n(%) 0,416**
Muskarci 43 (57) 50(50) 20 (45)
Zene 32(43) 50(50) 24 (54)
PHD 0,291+
bez upale 75 (100) 15(15) 10(22,7)
Aktiv. kr. upala 52(52) 17 (38,6)
kroni¢na upala 33 (33) 17(38,6)
n CD83"DS/ 100 e <0,001*
medijan (Q1-Q3; 1(1-3; 1(0-2; 3 (1-4;
min-maks) 0-10) 0-9) 0-10)
Kalprotektin 0,656
medijan (Q1-Q3; 540 449(157-
min-maks) (143- 1700;

1800; 3-1800)

12-

1800)
Terapija n (%) 0,018
bez terapije 75 (100) 68(68) 19(43)
azatioprin 15(15) 13(30)
antiTNF 17(17)  12(27)

(adalimumab,infliximab)

*Kruskal Wallis test;** x2 test; TMann Whitney U test; ’r’rxz test izmedu ispitanika s UC 1 CD
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Slika 11. Svjetlosnomikroskopska slika CD83"DC u sluznici debelog crijeva. Izmedu
epitelnih stanica crijevnih kripti vide se smede obojene citoplazme dendriticnih stanica
(strelice) (Olympus BX41, 40x).

Razdioba ispitanika prema brojéanim skupinama intraepitelnih CD83"DS (n CD83"DS/
100 e = 0,1,2,3,>4) statisticki se znacajno razlikovala u odnosu na ispitivane skupine
(x*=27;p=0,001;Cramer’s V=0,249). Za 5 puta je manji udio ispitanika s n CD83"DS/ 100 ¢ =
0 u skupini ispitanika s CD u odnosu na ispitanike s UC i za 3,3 puta je manji nego u kontrolnoj
skupini. Za 2,4 puta je ve¢i udio ispitanika s n CD83"DS/ 100 e >4 u skupini ispitanika CD

nego u skupini ispitanika UC i za 3,2 puta vec¢i nego u kontrolnoj skupini (Slika 12)
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Slika 12. Razdioba ispitanika prema broj¢anim skupinama intraepitelnih CD83'DS (n
CD83"DS /100 e = 0,1,2,3,>4) u odnosu na ispitivane skupine (UC, CD, kontrola).

Razdioba ispitanika prema pojavnosti interepitelne CD83 DS (n CD83"DS / 100 e = 0;
>1) u odnosu na ispitivane skupine statisticki se znafajno razlikovala (X2=14,2;
p=0,001;CramersV=0,258). Za 5 puta je manji udio ispitanika s n CD83"DS/ 100 € = 0 u skupini
ispitanika s CD u odnosu na ispitanike s UC i za 3,3 puta je manji nego u kontrolnoj skupini.
Za 1,4 puta je veéi udio ispitanika s n CD83"DS/ 100 e >1 u skupini ispitanika s CD nego u

skupini s UC i za 1,2 puta vec¢i nego u kontrolnoj skupini (Slika 13)
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Slika 13. Razdioba ispitanika prema pojavnosti intracpitelne CD83 DS (n CD83"DS/ 100 ¢ =0,
>1) u odnosu na ispitivane skupine (UC, CD, kontrola).

Upotrebom Roc analize testne varijable broja intraepitelnih CD83 DS (n CD83"DS/ 100
e) u odnosu na tip bolesti (UC prema CD) pronadeno je da se kao grani¢na vrijednost za

razgrani¢enje UC prema CD moze koristiti n CD83"DS/ 100 e = 0,5 (Slika 14).
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Slika 14. Prikaz krivulje Roc analize n CD83+DS/ 100 e u odnosu na tip bolesti (UC u odnosu
na CD) (area = 0,699;SE 0,046;p<0,001;95%CI:0,609-0,788).

Razdioba ispitanika n (%) prema broju intraepitelnih CD83"DS (n CD83"DS/ 100 ¢ =
<0,5;>0,5) statisticki se znacajno razlikovala izmedu ispitanika s CD i UC (x2=1 1,9; p=0,001).
Iz tablice 2. je razvidno da je svega 7% ispitanika u skupini s CD imalo n CD83"DS/ 100 ¢
<0,5.

Tablica 2. Prikaz povezanosti intraepitelne CD83 DS na 100 enterocita i tipa bolesti.

CD (n=44) __UC (n=100) e
n (%)
1 CD83DS>0,5/100e 4103) 64(64) 0,001
n CD83+DS<0,5/100e 3(7) 36(36)
*xz test
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5.1.1. ANALIZA SVIH ISPITANIKA PREMA PHD NALAZU

Nije bilo statisti¢ki znacajne razlike ispitanika prema dobi (y’>=1,36; p=0,506) ni prema
spolu u odnosu na PHD nalaz (¥*=1,63; p=0,443).

Postoji statisticki znaCajna razlika ispitanika prema broju intraepitelne CD83 DS
(n CD83*DS/ 100 e) u odnosu na PHD nalazu (y*=11,8; p=0,003). Razliku &ine ispitanici koji
u PHD nalazu imaju aktivnu kroni¢nu upalu ¢iji medijan je za 1 manji nego u skupini ispitanika
bez upale (p=0,006) 1 za 1 manji nego u skupini ispitanika s kroni¢nom upalom (p=0,014).

Razdioba ispitanika prema broj¢anim skupinama intraepitelne CD83 DS (n CD83'DS/
100 e = 0,1,2,3,>4) statisticki se nije zna¢ajno razlikovala u odnosu na PHD nalaz (y*=14,3;
p=0,076).

Razdioba ispitanika prema pojavnosti intraepitelne CD83"DS (n CD83"DS/ 100 e =
0;>1) statisticki se znacajno razlikovala u odnosu na PHD nalaz (¥2=6,0; p=0,049). U ispitanika
s aktivnom kroni¢nom upalom za 1,7 puta je veéi broj ispitanika s n CD83"DS/ 100 e = 0 nego
u ispitanika bez upale 1 za 1,8 puta je vec¢i nego u ispitanika s kronicnom upalom.

Postoji statisticki znacajna razlika vrijednosti kalprotektina (ng/g) u odnosu na PHD
nalaz u ispitanika s UC 1 CD (¥2=35,7; p<0,001). Medijan kalprotektina u ispitanika s aktivnom
kroni¢nom upalom za 1660 je vec¢i nego u skupini ispitanika bez upale (p<0,001) 1 za 1543 je
veci u skupini ispitanika s kronicnom upalom (p<0,001).

Razdioba ispitanika prema terapiji u odnosu na PHD nalaz u skupini ispitanika s UC 1

CD statisticki se znacajno razlikovala (y"=15,4; p=0,004)(Tablica 3)
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Tablica 3. Prikaz povezanosti demografskih podataka, intraepitelne CD83"DS / 100 e,
kalprotektina (ng/g) i terapije s PHD nalazom.

PHD nalaz
Bezupale  Aktiv. kr. upala  Kroni¢na upala p

(n=100) (n=69) (n=50)
Spol; n(%) 0,443*
muskarci 55 (55) 36 (52) 22 (44)
zene 45 (45) 33 (48) 28 (56)
Dob (god) 0,506**
medijan (Q1-Q3; 42(31-57; 41(31-59; 38(30-50;
min-maks) 20-80) 15-78) 21-79)
n CD83"DS/100 ¢ <0,001*
medijan (Q1-Q3; 2(1-3; 1(0-2; 2(1-3;
min-maks) 0-10) 0-8) 0-10)
Brojcane skupine n 0,076**
CD83'DS/100e
0 21 (21) 25 (36,2) 10 (20)
1 27 (27) 26 (37,7) 14 (28)
2 16 (16) 5(7,2) 8 (16)
3 16 (16) 6 (8,7) 6 (12)
>4 20 (20) 7 (10,1) 12 (24)
Skupine pojavnosti 0,049%**
n CD83"DS/100 ¢
0 21 (21) 25 (36) 10 (20)
>1 79 (79) 44 (64) 40 (80)
Kalprotektin medijan 140(30-363; 1800(545-1800; 257(99-549; <0,001*
(Q1-Q3; min-maks) 12-1800) 3-1800) 30-1800)
Terapija n (%) 0,004**
bez terapije 9 (36) 52 (75,4) 27 (54)
azatioprin 7 (28) 11(15,9) 10 (20)
anti TNF 9 (36) 6 (9,7) 13 (26)

**XZ test;*Kruskal Wallis test

NAPOMENA: vrijednosti kalprotektina (p1g/g) 1 broj ispitanika prema terapiji odnose se na

ispitanike s UC 1 CD
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5.1.2. UNIVARIJATNA I MULTIVARIJATNA ANALIZA SVIH ISPITANIKA
PREMA POJAVNOSTI INTRAEPITELNE CD83*DS

Istrazen je moguéi utjecaj terapije na pojavnost intraepitelne CD83'DS (n CD83"DS/
100 e = 0;>1) upotrebom univarijatne i multivarijatne logisticke regresije kao i odredivanje
snage povezanosti (OR) pojavnosti intraepitelne CD83 DS s ove tri ispitivane varijable.

Skupine ispitanika prema pojavnosti intraepitelne CD83 DS (n CD83"DS/ 100 e = 0;>1)
uskladene su prema spolu (x2=O,652;p=0,419) 1 dobi (Z=0,139; p=0,889).

Razdioba ispitanika prema ispitivanim skupinama (kontrolna, UC, CD) statisticki se
znadajno razlikovala u odnosu na pojavnost intraepitelne CD83 DS (n CD83'DS/ 100 e = 0;>1)
(x*=14,2; p=0,001; Cramers V=0,258). Za 4,7 puta je veéi udio ispitanika s CD u skupini
n CD83'DS/ 100 € >1 nego u skupinin CD83"DS/ 100 € = 0. Za 1,6 puta je manji udio ispitanika
s UC u skupini n CD83"DS/ 100 e >1 nego u skupini n CD83"DS/ 100 e = 0. Izgled za pojavnost
intraepitelne n CD83"DS/ 100 € >1 za 4 puta je veca u skupini CD u odnosu na kontrolnu
skupinu (OR:4; 95%CI: 1,1-14,6; p=0,035).

Razdioba ispitanika prema skupinama ispitanika (UC;CD) statisticki se znacajno
razlikovala u odnosu na pojavnost intraepitelne CD83 DS (n CD83"DS/ 100 e = 0;>1) (X2=1 1,7;

p<0,001; Cramers V=0,306). U skupini bolesnika s CD bilo je samo 8% bolesnika kod kojih
nisu pronadene intraepitelne CD83"DS. Izgled za pojavnost intraepitelne n CD83"DS/ 100 e >1
za 7,8 puta je veca u skupini CD u odnosu na skupinu UC (OR:7,8; 95% CI:2,2-27; p<0,001).

S obzirom na to da je kod ispitanika s CD nadena veca pojavnosti intraepitelne
CD83"DS nego u kontrolnoj skupini i u skupini ispitanika s UC u slijede¢oj analizi usporedena
je pojavnost intraepitelne CD83'DS (n CD83'DS/ 100 e = 0;>1) u skupini ispitanika s CD u
odnosu na kontrolnu skupinu 1 skupinu ispitanika s UC zajedno. Razdioba ispitanika prema
skupinama ispitanika (kontrola 1 UC;CD) statisticki se znacajno razlikovala u odnosu na
pojavnost intraepitelne CD83'DS (n CD83'DS/ 100 e = 0;>1) (x*>=8,9; p=0,003). U skupini
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ispitanika s CD za 4,2 puta je veéi udio ispitanika intraepitelnom n CD83"DS / 100 e >1 nego
u skupini n CD83"DS /100 e =0. Izgled za pojavnost intraepitelne n CD83" DS/ 100 e >1 za 5,9
je puta veci u skupini ispitanika s CD nego u skupini ispitanika s UC 1 kontrolnoj skupini
zajedno (OR=5,9; 95% CI:1,8-20; p=0,004).

Razdioba ispitanika prema PHD nalazu (aktivna kroni¢na upala; kroni¢na upala; bez
upale) statisticki se znaajno razlikovala u odnosu na pojavnost intraepitelne CD83"DS
(n CD83"DS/ 100 € = 0;>1) (x2=6,0; p=0,049; Cramers V=0,171). Za 1,7 puta je manji udio
ispitanika s aktivnom kroni¢nom upalom u skupini n CD83"DS/ 100 ¢ >1 nego u skupini
n CD83"DS/ 100 e = 0. Izgled za pojavnost intraepitelne n CD83"DS/ 100 ¢ >1 u skupini
ispitanika bez upale za 2,1 puta je veéi u odnosu na ispitanike s aktivnom kroni¢nom upalom
(OR=2,1; 95%CI:1,1-4,3; p=0,030).

Razdioba ispitanika izmedu aktivne kroni¢ne upale i kroni¢ne upale u PHD nalazu nije
se statisticki zna¢ajno razlikovala u odnosu na pojavnost intraepitelne CD83DS (n CD83'DS
/100 e = 0;>1) (*=2.9; p=0,086).

S obzirom na gore dobivene rezultate u slijedeCoj analizi usporedena je pojavnost
intraepitelne CD83DS (n CD83"DS/ 100 e = 0;>1) u skupini ispitanika s aktivnom kroni¢nom
upalom u odnosu na ispitanike bez upale 1 s kroni¢nom upalom zajedno. Razdioba ispitanika
prema PHD nalazu (aktivna kroni¢na; kroni¢na upala 1 bez upale) statisticki se znacajno
razlikovala u odnosu na pojavnost intraepitelne CD83"DS (n CD83"DS/ 100 e = 0;>1) (X2:5 ,25
p=0,022). Udio intraepitelne n CD83"DS/ 100 e = 0 u aktivnoj kroni¢noj upali za 1,7 puta je
veéi nego udio intraepitelne n CD83"DS/ 100 e >1. Izgled za pojavnost intraepitelne
n CD83'DS/ 100 e >1 za 2,2 puta je vei u ispitanika bez upale i s kroni¢nom upalom zajedno
nego u skupini ispitanika s aktivnom kroni¢nom upalom (OR=2,2; 95%CI:1,2-4,1; p=0,015).

Razdioba ispitanika prema terapiji (bez terapije, s terapijom) u odnosu na pojavnost
intraepitelne CD83 DS (n CD83'DS/ 100 e = 0;>1) statistic¢ki se znacajno razlikovala (x2=10,3;
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p=0,001). Udio ispitanika s intraepitelnom n CD83"DS/ 100 e >1 za 3,6 puta je veéi nego s
n CD83'DS/ 100 ¢ = 0 u skupini ispitanika koji su dobili terapiju. Izgled za pojavnost
intraepitelne n CD83"DS/ 100 e >1 za 4,8 puta je veéi u ispitanika s terapijom u odnosu na one
bez terapije (OR=4,8; 95%CI:1,8-12,7; p=0,002) (Tablica 4).

Tablica 4. Prikaz broja (%) ispitanika prema istrazivanim varijablama u odnosu na
pojavnosti intraepitelne CD83"DS (0,>1)/100 e i rezultata univarijatne logisticke regresije.

nCD83'DS /100 e

0 >1 p OR (95%CI) p**
Spol; n (%) muskarci 32 (57) 81 (50) 0,419*
zene 24 (43) 82 (50)
Dob (god) 0,889""
Medijan (Q1-Q3; 39,5(30-59; 40(31-54;
min-maks) 15-79) 18-80)
Skupina 0,001*
kontrolnat 17 (30,4) 58 (35,6) 0,002
ucC 36 (64,3) 64 (39,3) 0,513 0,059
(0,26-1,0)
CD 3(5.4) 41 (25,3) 4 (1,1-14,6) 0,035
Skupina <0,001*
UCt 36 (92) 64 (61) 7,8 (2,2-27) 0,001
CD 3(8) 41 (39)
Skupina 0,003*
kontrolna,UC¥ 53 (94) 122 (75) 5,9 (1,8-20) 0,004
CDh 3(6) 41 (25)
PHD 0,049*
aktiv.kr upalaf 25 (44,6) 44 (27) 0,052
bez upale 21 (37,5) 79 (48,5) 2,1(1,1-4,3) 0,030
kroni¢na upala 10 (17,9) 40 (24,5) 2,3(0,97-5,3) 0,058
PHD 0,086*
aktiv.kr upalat 25(71) 44 (52)
kroni¢na upala 10 (29) 40 (48)
PHD 0,022%*
bez,kroni¢na 31 (55) 119 (73) 2,2(1,2-4,1) 0,015
aktiv.kr upalaf 25 (45) 44 (27)
Terapija 0,001*
bez terapijet 51 (91) 111 (68) 4,8 (1,8-12,7) 0,002
s terapijom 509 52 (32)

*v2 test; “Mann Whitney U test; **logisti¢ka regresija; Treferentni nivo
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Izgled za pojavnost intraepitelne n CD83"DS/ 100 e >1 za 5,2 puta je veéi u skupini
ispitanika s CD nego u skupini ispitanika kontrolne skupina i ispitanici s UC zajedno. Izgled za
pojavnost n CD83"DS/ 100 e >1 za 2,6 puta je veci u skupini ispitanika bez upale i ispitanika s
kroni¢nom upalom zajedno u odnosu na ispitanike s aktivnom kroni¢nom upalom i za 3,7 puta
je veci u skupini ispitanika s terapijom nego u skupini bez terapije (Tablica 5).

U tablici 5. prikazana je multipla logisti¢ka regresija. Zavisna varijabla je CD83"DS
(n CD83"DS/ 100 e = 0;>1), a nezavisne varijable su skupina bolesnika (kontrola i UC zajedno;
CD), PHD nalaz (bez upale i1 kroni¢na upala zajedno; aktivna kroni¢na upala) i terapija (bez
terapije; s terapijom). Sve tri varijable su pokazale statisticki znacajnu povezanost s pojavnosti
intraepitelne CD83"DS (n CD83"DS/ 100 e = 0;>1) u univarijatnoj i multivarijatnoj logisti¢koj
regresiji.

Tablica 5. Rezultati multivarijatne logisti¢ke regresije za pojavnost n CD83"DS >1 u odnosu
nan CD83'DS =0.

Nezavisne OR (95%CI) p*

varijable

Skupine kontrola 1 UC+ 5,2 (1,4-18,6) 0,011
CD

PHD nalaz bez upale 1 2,6(1,3-5,2) 0,005
kroni¢na upala
aktiv.kr upalat

Terapija bez terapijef 3,7 (1,3-10,2) 0,012

s terapijom

* logisticka regresija; freferentni nivo
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5.2. ANALIZA ISPITANIKA S ULCEROZNIM KOLITISOM

5.2.1. ANALIZA ISPITANIKA S UC PREMA PHD NALAZU

Nema statistiCki znacajne razlike ispitanika s UC prema spolu (X2=1,13; p=0,568) ni
prema dobi ispitanika u odnosu na PHD nalaz (3>=0,976; p=0,614).

Postoji statisticki znacajna razlika kalprotektina (ug/g) u odnosu na PHD nalaz
(x*=28,8; p<0,001). Medijan kalprotektina za 1745 je veéi u ispitanika s aktivnom kroni¢nom

upalom u odnosu na ispitanike bez upale (p<0,001) i za 1588 je veéi nego u ispitanika s
kroni¢nom upalom u PHD nalazu (p<0,001).

Postoji statisti¢ki zna¢ajna razlika broja intraepitelnih CD83 DS (n/ CD83"DS /100 ¢)
u odnosu na PHD nalaz (y*=8,23; p=0,016;). Medijan broja intraepitelne CD83'DS za 1 je

manji u ispitanika s aktivnom kroni¢nom upalom u odnosu na ispitanike bez upale u PHD

nalazu (p<0,05) (Tablica 6).
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Tablica 6. Prikaz demografskih podataka, MES, kalprotektina (ug/g), intraepitelne CD83'DS
(n/CD83"DS /100 ¢) u odnosu na PHD nalaz u skupini ispitanika s UC.

PHD nalaz
Bez upale Aktiv kr.upala Kroni¢na upala p
(n=15) (n=62) (n=33)

Spol; n (%) 0,568%*
muskarci 8 (53) 28 (53) 14 (42)
zene 7 (47) 24 (47) 19 (58)
Dob (god) 0,614%*
medijan (Q1-Q3; 39 (30-60; 45,5 (32-60; 40 (32-52;
min-maks) 23-66) 15-78) 21-79)
MES; n (%)
0 8(53,3) 1(1,9) 11(33,3)
1 6 (40) 5(9,6) 10 (30,3)
2 0 22 (42,3) 9(27,3)
3 1(6,7) 24 (49,6) 39,1
Terapija; n(%)
bez terapije 7(46,7) 41(78,8) 20(60,6)
azatioprinl 3 (20) 6 (11,5) 6 (18,2)
antiTNF 5(33,3) 5(9,6) 7(21,2)
Kalprotektin 0,001*
medijan (Q1-Q3; 55(30-212; 12-  1800(545-1800; 14-  212(85-701;
min-maks) 1800) 1800) 14-1800)
n CD83"DS/100e 0,016*
medijan (Q1-Q3; 2(1-4,5; 1(0-2; 1(0-3;
min-maks) 0-9) 0-8) 0-8)

*Kruskal Wallis test; **x2 test
MES: 0 - inaktivna bolest;1 - blaga bolest; 2 - umjerena aktivnost bolesti; 3 - teska aktivnost
bolesti
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5.2.1. ANALIZA ISPITANIKA S UC PREMA POJAVNOSTI
INTRAEPITELNE CD83"DS

Nema statisticki znacajne razlike ispitanika prema spolu (x220.391; p=0,532) ni prema
dobi (Z=0,629; p=0,530) u odnosu na pojavnost intraepitelne CD83 DS (n CD83"DS /100 e =
0;>1)

Za 2,8 puta je ve¢i udio ispitanika s MES 0 i MES 1 zajedno u skupini s n CD83"DS/
100 e >1 u odnosu na skupinu n CD83*DS/ 100 e = 0 (3>=9,5; p=0,002). Izgled za pojavnost
intraepitelne n CD83'DS/ 100 e >1 4,7 puta je veéi u skupini ispitanika s MES 0,1 u odnosu na
skupinu ispitanika s MES 2,3 (OR: 4,7; 95%CI=1,8-12,2; p=0,002).

Razdioba ispitanika prema vrijednostima kalprotektina (ng/g) (podijeljenog u 4 skupine
temeljem medijana i kvartila) nije se statisticki znacajno razlikovala u odnosu na pojavnost
intraepitelne CD83"DS (n CD83*DS /100 e = 0;>1) (x*=2,11; p=0,555).

Zbog malog broja bolesnika s n CD83"DS/ 100 e = 0 u skupini ispitanika s PHD nalazom
bez upale 1 s kroni¢nom upalom u daljnjoj analizi ispitana je razdioba ispitanika s aktivnom
kroni¢nom upalom prema ispitanicima bez upale 1 kroniénom upalom zajedno u odnosu na
pojavnost intraepitelne CD83*DS (n CD83"DS /100 e = 0;>1) i dokazana je statisti¢ki znacajna
razlika (x2=3,97; p=0,046). Izgled za pojavnost intraepitelne n CD83"DS/ 100 e >1 na za 2,6
puta je veci u skupini ispitanika bez upale 1 kroni¢nom upalom zajedno u odnosu na skupinu
ispitanika s aktivnom kroni¢nom upalom (OR:2,6; 95%CI=1,1-6; p=0,030).

U skupini ispitanika s intraepitelnom n CD83"DS/ 100 e >1 tri puta je vise ispitanika s
terapijom (azatioprin;antiTNF) (X2=7,2; p=0,007). Izgled za pojavnost intraepitelne n
CD83'DS/ 100 e >1 za 4,5 puta je veéi u skupini ispitanika s terapijom (azatioprin; antiTNF) u

odnosu na skupinu ispitanika bez terapije (OR: 4,5; 95%CI=1,6-13; p=0,006) (Tablica 7).
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Tablica 7. Prikaz demografskih i ispitivanih varijabli (MES; PHD; kalpotektin; terapija) u
odnosu na pojavnost intraepitelne CD83"DS (n CD83'DS /100 ¢ = 0;>1) u skupini
ispitanika s UC.

n CD83'DS/ 100 e

0 >1 p OR (95%CI) pTT
Spol; n (%)
muskarci 20 (55) 30 (47)  0,532%%
zene 16 (44) 34 (54)
Dob (god) 44 (31- 40 (32-55; 0,530*
medijan (Q1-Q3; min- 61,5; 15- 19-75)
maks) 79)
Skupine MES; n (%) 0,002%*
0,1 7 (19,4) 34 (53) 4,7 (1,8-12,2) 0,002
2,3% 29 (81) 30 (47)
Kalprotektin (ng/g); n(%) 0,555%**
12-14 6 (16,7) 19 (29,7)
147-550 10 (27,8)  15(23,4)
551-1799 6 (16,7) 9(14,1)
>1800 14 (38,9) 21 (32,8)
PHD nalaz; n (%) 0,079**
bez upalet 3(8,3) 12 (18,8)
kroni¢na 9 (25) 24 (37,5)
aktiv.kr.upala 24 (66,7) 28 (43.,8)
PHD nalaz; n (%) 0,046**
bez upale, 12(33) 28(44) 2,6 (1,1-6) 0,030
kroni¢na upala
aktiv.kr.upala 24(67) 36(50)
Terapija; n (%) 0,007**
bez terapijef 31 (86) 37 (58) 4,5 (1,6-13) 0,006
s terapijom 5(14) 27 (42)

*Mann Whitney U test; **x2 test; TReferentni nivo; 71 Logisticka regresija
MES: 0-inaktivna bolest;1-blaga bolest;2-umjerena aktivnost bolesti;3-teSka aktivnost bolesti

Kako je od 41 ispitanika s MES 0,1 njih 35 (85%) pripadalo skupini kroni¢ne upale 1
bez upale, a od 59 ispitanika s MES 2,3 njih 47 (78%) imalo aktivnu kroni¢nu upalu formirana
je varijabla MES-PHD (Tablica 6):

e ispitanici s MES 0,1 s kroni¢nom upalom 1 bez upale (n=35)

e ispitanici s MES 2,3 s aktivnom kroni¢nom upalom (n=46)
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Analizirane su ove dvije skupine ispitanika u odnosu na pojavnost intraepitelne

CD83'DS (n CD83+DS /100 e = 0;>1). Varijabla MES-PHD nalaz statisti¢ki je znacajno
povezana s pojavnosti intraepitelne CD83"DS (n CD83*DS /100 € = 0;>1) (x2=9,4;p=O,002).
Udio ispitanika s MES 0,1-PHD bez upale i kroni¢na upala u skupini s n CD83"DS/ 100 e >1
za 4 puta je veéi nego u skupini n CD83DS/ 100 e = 0 (x*=9,4; p=0,002). Izgled za pojavnost
intraepitelne n CD83'DS/ 100 € >1 za 6,5 puta veci je u skupini MES 0,1-PHD bez upale i
kroni¢na upala u odnosu na skupinu MES 2,3-PHD aktivna kroni¢na upala (OR:6,5; 95%CI

1,9-21,4; p=0,002) (Slika 15).

100

80

58
48,4

60

(%)

40

20

MES 2,3 MES 0,1
aktiv.kr.upala bez upale i kroni¢na upala

Skupine prema pojavnosti CD83"DS
(n CD83+DS /100 e = 0;>1)) w0 m>]

Slika 15. Razdioba ispitanika prema MES-PHD nalazu u odnosu na pojavnost intraepitelne

CD83"DS (n CD83"DS /100 e = 0;>1) u ispitanika s UC.

MES: 0-inaktivna bolest; 1-blaga bolest; 2-umjerena aktivnost bolesti; 3-teSka aktivnost bolesti.
U multivarijatnoj logisti¢koj regresiji zavisna varijabla je intraepitelna CD83*DS

(n CD83*DS /100 e = 0;>1), a nezavisne varijable su terapija i MES-PHD. Multivarijatnom

logistickom regresijom potvrden je utjecaj djelovanja MES-PHD nalaza na pojavnost
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intraepitelne CD83"DS (n CD83"DS /100 e = 0;>1). Izgled za pojavnost intraepitelne
n CD83"DS/ 100 € >1 za 5 puta je veéi u skupini MES 0,1-PHD bez upale i kroni¢na upala
zajedno u odnosu na MES 2,3- PHD aktivna kroni¢na upala uskladeno za terapiju
(OR:5; 95%CI 1,4-17,5; p=0,012). Nije potvrdena povezanost pojavnosti CD83"DS
(n CD83'DS /100 e = 0;>1) s terapijom. (Tablica 8).

Tablica 8. Rezultati multivarijatne logisti¢ke regresije za pojavnost intraepitelne n CD83 DS
>1 /100 e u odnosu na intraepitelnu n CD83"DS= 0 /100 e.

Nezavisne varijable OR (95%CI) p*

MES-PHD

MES 2,3 0,012
o 5(1,4-17,5 ’

aktiv.kr.upala ( )

MES 0,1

bez upale i kroni¢na upala

Terapija
Net 2,2 (0,61-8,5) 0,229
Da

* Jogisticka regresija; freferentni nivo

59



5.2.1. ANALIZA ISPITANIKA S UC PREMA PRIMJENJENOJ TERAPIJI I
POJAVNOSTI INTRAEPITELNE CD83'DS U ODNOSU NA

KONTROLNU SKUPINU

Postoji statisticki znacajna razlika u pojavnosti intraepitelne CD83"DS (n CD83'DS
/100 e = 0;>1) u odnosu na ispitivane skupine (kontrola; UC bez terapije; UC na azatioprinu;
UC na anti TNF-u) (x2=13,4;p<0,004; Cramer's V=0,278). U skupini ispitanika s UC bez
terapije broj ispitanika s n CD83"DS/ 100 ¢ = 0 je 46% i n CD83'DS/ 100 ¢ >1 je 54%. Udio
ispitanika s pojavnos$c¢u intraepitelne n CD83"DS/ 100 e >1 za 1,4 puta je veéi u kontrolnoj
skupini u odnosu na ispitanike s UC bez terapije. Pojavnost intraepitelne n CD83" DS/ 100 e >1
za 1,6 puta je veci u skupini ispitanika s UC na azatioprinu i za 1,5 puta je veéi u skupini
ispitanika na anti TNF terapiji nego u skupini ispitanika bez terapije s UC. Iz tablice 9 je vidljivo
da se udio ispitanika s intraepitelne n CD83"DS/ 100 ¢ >1 u skupini ispitanika na azatiopinu i

anti TNF-u gotovo izjednacio s udjelom istih u kontrolnoj skupini.

Tablica 9. Prikaz povezanosti pojavnosti intraepitelne CD83"DS (n CD83"DS /100 e = 0;>1)
u kontrolnoj skupini i skupinama ispitanika s UC u odnosu na primijenjenu terapiji.

Kontrola Ispitanici s UC
Terapija
n CD83"DS/100e bez th azatioprin ~ anti TNF  p*
0 17 (23) 31 (46) 2 (13) 3(18) 0,004
>1 58 (77) 36 (54) 13 (87) 14 (82)

* x2 test
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5.3. ANALIZA ISPITANIKA S CROHNOVOM BOLESCU

5.3.1. ANALIZA ISPITANIKA S CD PREMA PHD NALAZU

Ispitanici s CD nisu se statisticki znacajno razlikovali prema dobi (x2=0,067; p=0,967)
ni prema spolu u odnosu na PHD nalaz (y°=0,156; p=0,925).

Nije dokazana statisticki znaGajna razlika broja intraepitelnih CD83"DS (n CD83"DS
/100 ¢) u odnosu na PHD nalaz u ispitanika s CD (x*=5,5:p=0,064).

Ispitanici s CD statisti¢ki su se znac¢ajno razlikovali prema SES-CD u odnosu na PHD
nalaz (x>=11,7;p=0,003). Medijan SES-CD u ispitanika s aktivnom kroni¢nom upalom za 5,6
je vedi nego u ispitanika bez upale (p=0,003) i1 za 2 je veci u ispitanika s aktivnom kroni¢nom
upalom nego kod ispitanika s kronicnom upalom (p=0,056).

Postoji statisticki znacajna razlika vrijednosti kalprotektina (png/g) u odnosu na PHD
nalaz (X2=7,95;p=O,019). Medijan kalprotektina u ispitanika s aktivnom kroni¢nom upalom za

910 je veti nego u ispitanika s kronicnom upalom (p=0,033) (Tablica 10).
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Tablica 10. Prikaz demografskih varijabli, broja intraepitelne CD83'DS (n CD83'DS /100 e),
SES-CD, kalprotektina (ng/g) u odnosu na PHD nalaz u ispitanika s CD.

PHD nalaz
bez upale Aktiv.kr.upala kroni¢na upala  p
(n=10) (n=17) (n=17)
Spol; n (%) 0,952%*
muskarci 4 (40) 8 (47) 8 (47)
zene 6 (60) 9(53) 9(53)
Dob (god)

.. M. 32 (28-46; 36 (30-47; 37 (25-50; "
medijan (Q1-Q3: 55 g 18-64) 21-64) 0967
min-maks)

n CD83"DS/ 100 e 0,064*
medijan (Q1-Q3; 3,5 (34,5; 2,1 (1-3,5; 3 (14,5;

min-maks) 0-9) 0-7) 0-10)

SES-CD 0,003**
medijan (Q1-Q3; 1,6 (1,2-6,1; 7,2 (6,2-14,5; 5,2 (3,4-6,8;

min-maks) 0-11) 1,6-26) 0-12)

Kalprotektin 0,019
medijan (Q1-Q3; 257 (84-925; 1230 (541-1800; 320 (130-538;

min-maks) 30-1800) 3-1800) 30-1800)

Terapija; n(%)

bez terapije 2(20) 11(64,7) 6(35,3)

azatioprinl 4(40) 5(29,4) 4(23,5)

antiTNF 4(40) 1(5,9) 7(41,2)

**Xz test; *Kruskal Wallis test
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5.3.1. ANALIZA ISPITANIKA S CD PREMA BROJU INTRAEPITELNE
CDS83"DS
U ispitanika s CD bilo je:
e 3 ispitanika s intraepitelnom CD83"DS/ 100 e =0
e 15 ispitanika s intraepitelnom CD83"DS/ 100 e = 1
e 26 ispitanika intraepitelnom CD83"DS/ 100 e =2 - 10

Zbog gore navedene razdiobe ispitanika prema intraepitelnoj CD83"DS podijelili smo
ispitanike u dvije skupine:

e Intraepitelna CD83"DS < 1 (n CD83"DS / 100 ¢) (n=18)
e Intraepitelna CD83"DS > 1 (n CD83'DS / 100 ¢) (n=26).

Skupine bolesnika s intraepitelnom CD83"DS (n CD83"DS / 100 e = <1;>1) nisu se
statisticki znacajno razlikovale prema spolu (X2=0.176; p=0,675) ni prema dobi (Z=0,153;
p=0,879) .

Medijan SES-CD je za 2,8 ve¢i kod ispitanika s intraepitelnom n CD83'DS/ 100 e <1 u
odnosu na intraepitelnu n CD83"DS/ 100 e >1 (Z=2,57; r=0,39; p=0,011).

Udio ispitanika s SES-CD < 5.9 za 3 puta je veéi u skupini intraepitelne n CD83 DS/
100 e >1 nego u skupini intraepitelnom n CD83"DS/ 100 e <1. Udio ispitanika s SES-CD >5.9
za 2,5 puta je ve¢i u onih s intraepitelnom n CD83"DS/ 100 ¢ <1 u odnosu na one s

intraepitelnom n CD83"DS/ 100 e >1 (X2=7,6; p=0,006). Izgled za intraepitelnu n CD83 DS/

100 e >1 odnosu intraepitelnu n CD83"DS/ 100 e <1 za 7,9 puta je veéi u skupini SES-CD <
5,9 u odnosu na skupinu sa SES-CD >5,9 (OR=7,9; 95%CI:2-31; p=0,006).

Medijan kalprotektina (ng/g) je za 695 vec¢i kod ispitanika s intraepitelnom n CD83"DS/
100 e <1 u odnosu na ispitanike s intraepitelnom n CD83"DS/ 100 e >1 (Z=2,99; 1=0,45;
p=0,003). Udio ispitanika s kalprotektin <449 za 3 puta je ve¢i u skupini ispitanika s

intraepitelnom n CD83'DS/ 100 € >1 u odnosu na skupinu ispitanika s intraepitelnom
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n CD83"DS/ 100 e <I. Udio ispitanika s kalprotektinom >449 za 2,5 puta je veéi u ispitanika

s intraepitelnom n CD83"DS/ 100 e <1 u odnosu ispitanike s intraepitelnom n CD83"DS/ 100
e>1 (X2=7,6; p=0,006). Izgled za intraepitelnu n CD83"DS/ 100 € >1 u odnosu na intraepitelnu

n CD83"DS/ 100 e <1 za 7,9 puta je veci u skupini ispitanika s kalprotektinom < 449 u odnosu
na skupinu sa kalprotektina >449 (OR=7,9; 95%CI:2-31; p=0,0006).

Razdioba ispitanika prema PHD nalazu statisticki se znacajno razlikovala u odnosu na
skupine intraepitelne CD83 DS (n CD83*DS/ 100 ¢ = <1;>1) (y*=11,1; p=0,004). Zbog malog
uzorka analizirani su ispitanici s aktivnom kroni¢nom upalom u PHD nalazu u odnosu na ostale
ispitanike (bez upale i1 kroni¢na upala zajedno). Udio ispitanika s PHD nalazom bez upale i
kroni¢na upala zajedno za 2,4 puta je ve¢i u skupini ispitanika s intraepitelnom n CD83"DS/
100 e >1 nego u skupini ispitanika s intraepitelnom n CD83"DS/ 100 e <1. Udio ispitanika s
aktivnom kroni¢nom upalom u PHD nalazu za 7,4 puta je veci u skupini ispitanika s
intraepitelnom n CD83'DS/ 100 e <I u odnosu na skupinu ispitanika s intraepitelnom

n CD83"DS/ 100 e >1 (5°=8,2; p=0,004). Izgled za intraepitelnu n CD83"DS/100 ¢ >1 u odnosu

na intraepitelnu n CD83"DS/ 100 e < 1 za 8,4 puta je veéi u skupini ispitanika s kroni¢nom
upalom 1 bez upale zajedno u odnosu na ispitanike s aktivnom kroni¢nom upalom u PHD nalazu
(OR=8.4; 95%CI:2,1-33; p=0,003).

Gotovo svi ispitanici u skupini intraepitele n CD83"DS/ 100 e >1 su dobili terapiju, au
skupini intraepitelne n CD83"DS/ 100 e < 1 nisu. Glede terapije ovo su potpuno razli¢ite

skupine (Tablica 11)
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Tablica 11. Prikaz povezanosti demografski i1 istrazivanih varijabli (SES-CD;PHD nalaz;
kalprotektin (ug/g); terapija) u odnosu na intraepitelne CD83"DS (n CD83'DS/ 100 e = <1;>1)
u skupini s CD.

n CD83'DS/ 100e

<1 >1 p OR (95%C))  pTt
Spol; n (%) 0,176**
muskarci 7 (39) 13 (50)
zene 11(61) 13 (50)
Dob (god.) 0,879*
medijan (Q1-Q3; 36,5 (29-42; 38,6 (27-52;
min-maks) 15-79) 18-64)
SES-CD 7,2 (5,8-9,5; 4,4 (1,6-6,8; 0,011%*
medijan (Q1-Q3;  1,6-18,2) 0-26)
min-maks)
SES-CD; n (%) 0,006**
<5,9 4 (22) 18 (69) 7,9 (2-31) 0,004
>5,9+ 14 (78) 8 (31)
Kalprotektin 0,003*
medijan (Q1-Q3;  985(445-1800; 290 (99-568;
min-maks) 30-1800) 3-1800)
Kalprotektin 0,006**
<449 4 (22) 18 (69) 7,9 (2-31) 0,004
>449% 14 (78) 8 (31)
PHD; n (%) 0,004**
bez upalef 1(5,6) 9 (34,6)
kroni¢na upala 5(27,8) 12 (46,2)
aktiv.kr upala 12 (66,7) 5(19,2)
PHD; n (%) 0,004**
bez upale, 6 (33) 21 (81) 8,4(2,1-33) 0,003
kroni¢na upala
aktiv.kr upala 12 (67) 509
Terapija; n (%)
bez terapije 15 (83) 4 (15)
s terapijom 3(17) 22 (85)

*#y2 test; *Mann Whitney U test; TReferentni nivo; 1+ Logisti¢ka regresija
NAPOMENA: SES-CD 1 kalprotektin smo podijelili u dvije skupine temeljen njihovih
medijana

U skupini ispitanika s CD analizom SES-CD (<5,9;>5,9) i kalprotektina (<449;>449)
utvrdeno je da medu njima postoji velika statisticka znacajna povezanost. U skupini ispitanika

sa SES-CD < 5,9 njih 18 (82%) imalo je vrijednost kalprotektina < 449, a u skupini ispitanika
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sa SES-CD > 5,9 njih 18 (82%) je imalo vrijednost kalprotektina > 449 pa su napravljene dvije
skupine ispitanika:
e [spitanici sa SES-CD < 5,9 1 kalprotektinom < 449 (n=18)

e [spitanici sa SES-CD > 5,9 1 kalprotektinom > 449 (n=18)

Ovako novoformirana varijabla upotrebljena je kao nezavisna varijabla u mulitivarijatnoj
logisti¢koj regresiji. Osim ove varijable uzet je i PHD nalaz (aktivna kroni¢na upala;bez upala
i kroni¢na upala zajedeno) kao druga nezavisna varijabla. Zavisna varijabla je intraepitelna
CD83'DS (n CD83"DS/ 100 e = <1;>1). Rezultati multivarijatne logisti¢ke regresije potvrduju
povezanost intraepitelne CD83 DS (n CD83'DS/ 100 e = <1;>1) s PHD nalazom i prikazani su

u tablici 12.

Tablica 12. Rezultati multivarijatne logisti¢ke regresije za pojavnost intraepitelne n CD83 DS/
100 € >1 u odnosu na intraepitelnu n CD83"DS/ 100 e <I.

Nezavisne varijable OR (95%CI) p*

SES-CD < 5,9 i kalprotektin < 449 0,066
0,24 (0,051-1,1)

SES-CD > 5,9 1 kalprotektin > 449+

PHD nalaz 0,049

bez upale i kroni¢na upala 4,6 (1-21)

aktiv.kr upala T

* logisticka regresija; freferentni nivo
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5.3.1. ANALIZA ISPITANIKA S CD PREMA PRIMJENJENOJ TERAPIJI I
BROJU INTRAEPITELNE CD83*DS U ODNOSU NA KONTROLNU
SKUPINU
Postoji statisti¢ki znacajna razlika broja intraepitelne CD83"DS (n CD83"DS /100 €) u
odnosu na ispitivane skupine (kontrola; CD bez terapije; CD na azatioprinu; CD na antiTNF-u)
(*=27,2;p<0,001).
U kontrolnoj skupini razdioba ispitanika prema intraepitelnoj CD83"DS (n CD83 DS/
100 e = <I;>1) je uniformna. U skupini ispitanika s CD bez terapije udio ispitanika s
intraepitelnom n CD83"DS/ 100 e <1 za 1,5 puta je ve¢i nego udio ispitanika s intraepitelnom
n CD83"DS/ 100 e <1 u kontrolnoj skupini. Razvidno je da su svih 12 ispitanika na terapiji s
anti TNF imali intraepitelnu n CD83"DS/ 100 ¢ >1. U skupini ispitanika s azatioprinom udio
ispitanika s intraepitelnom n CD83"DS/ 100 ¢ >1 za 3,7 puta je veéi od udjela ispitanika s

intraepitelnom n CD83+DS/ 100 e >1 u skupini bez terapije (Tablica 13).

Tablica 13. Prikaz povezanosti broja intraepitelne CD83+DS (n CD83+DS/ 100 e =<1;>1) u
kontrolnoj skupini i skupinama ispitanika s CD u odnosu na terapiju.

Kontrola Ispitanici s CD
Terapija
bez terapije  azatioprin  anti-TNF p*
n CD83"DS/ 100e <0,001
<I 40 (53) 15 (79) 3(23) 0(0)
>1 35 (47) 4 (21) 10 (77) 12 (100)
* x2 test
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6. DISKUSIJA



Crohnova bolest (CD) 1 ulcerozni kolitis (UC), kroni¢ne su upalne bolesti
gastrointestinalnog trakta koje objedinjujemo pod nazivom upalne bolesti crijeva (IBD).
Rastuce spoznaje u imunologiji znacajno utjeCu na spoznaje o patofizioloSkim mehanizmima
nastanka IBD. Sve se viSe u centar patofizioloSkog mehanizma namece dendriti¢na stanica (DS)
kao centralna antigen prezentirajuca stanica u crijevu. Medutim, to¢na funkcija DS 1 njenih
subpopulacija ostaje 1 dalje nepoznata. Spoznaja o njenim ulogama u upalnom procesu mukoze
crijeva mogla bi osigurati informacije o mehanizmima koji dovode do upalnih bolesti crijeva i
informacije o mehanizmina koji ograni¢avanju upalu crijeva i poticu zastitni imuni odgovori.

Rezultati istrazivanja ove doktorske disertacije utvrdili su da je u bioptickom uzorku
ispitanika s CD znacajno veci udio intraepitelnih CD83"DS u odnosu na kontrolnu skupinu i
skupinu s UC. Ovi rezultati su bili neovisni o spolu, dobi, upali u PHD nalazu i vrijednostima
kalprotektina. Dosadasnje objavljene studije s DS takoder pokazuju povecan broj stanica koji
iskazuju kostimulatorne molekule kao $to su CD40, CD80, CD83 i CD86 u mukoznom tkivu
ispitanika s CD 1 UC (78). Istovremeno studije broja DS u krvi pokazuju znac¢ajno smanjenje
broja nezrelih stanica Sto se objasnjava kao rezultat migracije stanica u upaljeno tkivo crijeva.
U pojedinim studijama smanjenje broja stanica korelira s teZinom i opsegom upalnog procesa
(77, 188, 189). Baumgart i suradnici izvijestili su da je u bolesnika s IBD izraZzavanje
kostimuliraju¢e molekule CD86 na DS periferne krvi nisko, a izraZzavanje molekule CD83 na
DS poviseno (77). Identi¢ne rezultate prijavljuju Velde i suradnici te Middel i1 suradnici (33,
78). Bell i suradnici u svojoj studiji, takoder na bioptickim uzorcima kolona, nisu dokazali
statisti¢ki znacajnu razliku broja DS bez obzira na razliku medijana broja DS (32).

U ovom istrazivanju, analizom broja i pojavnosti zrelih intraepitelnih CD83"DS u
ispitanika s razli¢itom aktivnosti bolesti u PHD nalazu, naden je znac¢ajno manji broj i pojavnost
intraepitelnih CD83'DS u ispitanika s aktivnom kroni¢nom upalom u PHD nalazu nego u

ispitanika s kroni¢cnom upalom i bez upale, neovisno o spolu i dobi ispitanika. U studiji Bella 1
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suradnika takoder je radena usporedba po aktivnosti upale i broju DS u biopti¢kim uzorcima
kolona. U njihovim rezultatitama postoji razlika medijana, ali ona nije postigla trazenu
statistiCku znacajnost (32). Studije radene na uzorcima periferne krvi bolesnika s IBD ukazuju
da smanjenje broja cirkuliraju¢e DS korelira s tezinom i opsegom upalnog procesa (77, 188,
189).

Usporedujuci pojedine skupine naSih ispitanika razli¢itih aktivnosti bolesti u PHD
nalazu prema vrijednostima kalprotektina, vrijednosti kalprotektina su statisticki znacajno vece
u ispitanika s aktivnom kroni¢nom upalom u PHD nalazu u odnosu na ispitanike s kroni¢nom
upalom 1 onih bez upale. Ovu €injenicu inicijalno su je prikazali Roseth 1 suradnici 1997 godine
usporedujuéi razinu kalprotektina s endoskopskom i PHD aktivnosti bolesti u odraslih
ispitanika s UC (133). Identi¢ne rezultate su potvrdili Bunn i Limburg i Costa kod bolesnika s
UC1CD (190).

U ovom ispitivanju, usporedujuéi skupine ispitanika razli¢itog tipa upalne bolesti,
postoji statisti¢ki znacajna razlika. Izgled za pojavnost intraepitelne CD83"DS znacajno je veci
u skupini ispitanika s CD u odnosu na ispitanike s UC 1 kontrolne skupine. Nema studija koje
su usporedivale tip upalne bolesti i pojavnost zrele intraepitelne CD83'DS. Radwan i suradnici
prvenstveno su usporedivali obje upalne bolesti i kontrolnu skupinu zdravih odredujuéi broj DS
u perifernoj krvi. Uocena je znacajno manja pojavnost DS u perifernoj krvi u obje skupine
bolesnika, s UC i CD, u odnosu na kontrolnu skupinu, $to autori objaSnjavaju migracijom
stanica u periferna tkiva, prvenstveno mukozu, u IBD (189). Middel i suradnici dokazali su
povecan broj DS u reseciranom tkivu ispitanika s CD (78).

Usporedujuéi pojavnost intraepitelne CD83 DS u ispitanika razli¢ite aktivnosti bolesti
u PHD nalazu, u ovom istraZivanju je zna¢ajno manja pojavnost intraepitelne CD83"DS>1 u
ispitanika s aktivnom kroni¢nom upalom, u odnosu na ispitanike bez upale ili s kronicnom

upalom. Middel i suradnici, odredujuci broj DS 1 usporedujuci uzorke u istog ispitanika s mjesta

70



aktivne i1 neaktivne upale u CD, nalaze ve¢i broj DS u uzorcima s aktivhom upalom.
Promatraju¢i ba§ CD'83 DS, Midel je uocio da se u ispitanika s CD te stanice ve¢inom
nakupljaju u lamini propriji i submukozi (78).

U analizi pojavnosti intraepitelne CD83"DS u skupinama ispitanika razli¢itih prema
primjenjenoj terapiji, postoji statisticki znacajna razlika medu skupinama. Izgled za pojavnost
intraepitelne CD83'DS znacajno je vecéa u ispitanika s terapijom u odnosu na one bez terapije.
Silva 1 suradnici su prikazali utjecaj terapije na broj DS kod bolesnika s CD. To istrazivanje je
pokazalo da se broj stanica statisticki znacajno promijenio samo u skupini ispitanika koji su
uzimali sistemske kortikosteroide (193).

Uporedujudi ispitanike s UC 1 CD dobivena je grani¢na vrijednost broja intraepitelnih
CD83"DS, koji bi moga biti znacajna u razlu¢ivanju CD od UC u biopti¢kim uzorcima kolona.
Do sada radene studije nisu nikada usporedivale ove dvije vrste bolesti niti moguénosti
njihovog medusobnog razlikovanja uz pomo¢ DS. Stoga su potrebna daljnja istraZivanja koja
bi potvrdila ulogu DS kao moguéeg markera u razlikovanju UC od CD.

U ovom istrazivanju, medu skupinama UC ispitanika razli¢ite aktivnosti upale u PHD
nalazu, dobivena je statisticki znacajna razlika broja i pojavnosti intraepitelne CD83'DS u
odnosu na aktivnosti upale u PHD nalazu. Razliku ¢ine ispitanici s aktivnom kroni¢nom
upalom. Izgled za pojavnost intraepitelne CD83"DS>1 znacajno je ve¢i u skupini ispitanika
koji u PHD nalazu nemaju upale ili imaju kroni¢nu upalu nego u skupini ispitanika s aktivnom
kroni¢nom upalom. Bates 1 suradnici objavili su rezultate na misjem modelu kolitisa gdje su
ispitivali funkciju DC stanice (194). U svom istrazivanju pretpostavili su vaznost CD83
molekule DS u regulaciji imunoloske homeostaze, Dokazali su da bi gubitak CD83 u DS doveo
do pogorSanja upale u modelu kolitisa (194). Potvrdili su da DS izolirane iz lamine proprije
miSeva s kolitisom imaju znacajno smanjenu ekspresiju markera sazrijevanja CD83 (194).

Ovaj mi§ji model kolitisa mogao bi dati objasnjenje kako DS u imunoloskom rezervoaru kao
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Sto je crijevna lamina proprija sprijeCava neprimjerenu upalu. Prekomjerna ekspresija CD83 na
povrsini sluznice stiti od kolitisa, dok gubitak ekspresije CD83 na DS pogorsava kolitis. Po prvi
put pokazuje se uloga CD83"DC u imunolo$koj homeostazi (194). U istrazivanju Kawashima i
suradnika na kirur§kim uzorcima bolesnika s UC imunoflorescentnom metodom iz kulture
stanica, izoliran je povecan broj DS, prvenstveno izoliran iz limfnih agregata u uzorcima s PHD
aktivnom bolesti (195). Povisenu razinu DS dobio je Baumgart sa suradnicima, ali ovaj put
izolacijom DS iz krvi imunocitokemijskom metodom (196).

U naSem strazivanju, usporeduju¢i pojavnost intraepitelne CD83'DS u skupinama
ispitanika s UC razlic¢itog indeksa procjene endoskopske aktivnosti MES, u skupini ispitanika
s MES 0,1 znacajno je veca pojavnost CD83"DS. Duchmann i suradnici, indirektno odredujuci
infiltaraciju lamine proprije T limfocitima u endoskopski upalno aktivnom djelu crijevne
sluznice, dosli su do zakljucka o prisutnosti DS kao aktivatora istih (197).

U ovom istraZivanju, u skupini ispitanika s UC multivarijatnom analizom potvrdena je
povezanost kombiniranog djelovanja indeksa procjene endoskopske aktivnosti MES i PHD
nalaza na pojavnost intraepitelne CD83"DS. Izgled za pojavnost intraepitelne CD83"DS
znacajno je veci u skupini MES 0,1-PHD bez upale ili s kroniénom upalom, u odnosu na MES
2,3- PHD aktivna kroni¢na upala, uskladeno za terapiju. Do sada nema studije koja usporeduje
istovremeno endoskopsku 1 patohistolosku aktivnost bolesti ispitanika s UC s pojavnoscu
intraepitelne CD83"DS.

Ovo istrazivanje je, nadalje, pokazalo, da je u skupini ispitanika s UC u kojoj se
pojavljuje intraepitelna CD83 DS znacajno vise ispitanika na terapiji (azatiprin, antiTNF) nego
onih bez terapije. U istrazivanju Bhandaru i suradnika in vitro je potvrden utjecaj azatioprina
na migraciju DS te otpustanje TNF-L (198). Hart i suradnicu takoder su procjenjivali u¢inak
azatioprina na DS kroz ekspresiju TLR i nisu dobili statisti¢ki znacajnu razliku u skupinama

bez obzira na histoloski stupanj upale (73).

72



Medu skupinama ispitanika s CD koji imaju razlicitu aktivnost upale u PHD nalazu, u
ovojm istraZivanju, nema statisti¢ki znacajne razlike u broju intraepitelne CD83"DS u odnosu
na upalu u PHD nalazu. Zbog malog uzorka analizirani su ispitanici s PHD nalazom aktivne
kroni¢ne upale u odnosu na ostale ispitanike (bez upale, kroni¢na upala) i nadeno je da je udio
tih ispitanika zajedno znacajno veci u skupini bolesnika s CD koji imaju intraepitelnu
CD83"DS>1 nego u skupini intraepitelne CD83"DS<I, te je multivarijathom analizom
potvrdena povezanost PHD nalaza s brojem intraepitelne CD83"DS. Sli¢ne rezultate objavio je
Silva sa suradnicima kada je usporedivao uzorke tkiva s upalom i bez upale u bolesnika s CD
(193). Bell i suradnici u ispitivanju na kulturi stanica uocavaju da odmah po uzimanju
bioptickog uzorka nije bilo statisticki znacajne razlike u broju DS izmedu uzoraka s upalom i
bez upale, iako u broju postoji razlika medijana (32). Middel i suradnici su u svom ispitivanju
imali poviSen broj DS u uzorcima koji u PHD-u imaju aktivnu upalu u odnosu na uzorke bez
upale u bolesnika s CD (78).

Medu ispitanicima s CD u ovom ispitivanju, medijan SES-CD znacajno je ve¢i kod
skupine ispitanika gdje je broj intraepitelne CD83'DS <I u odnosu na intraepitelnu
CD83"DS >1. Do sada nema objavljene studije koja usporeduje direktno endoskopski indeks
aktivnosti bolest SES-CD s pojavno$¢u DS. Salim 1 suradnici su jedino analizirali klinicki
indeks aktivnosti bolesti CDAI 1 dobili pozitivnu korelaciju klinickog indeksa s brojem DS
(199).

Rezultati ove studije, takoder, pokazuju da je medijan vrijednosti kalprotektina znacajno
veéi u skupini ispitanika s CD gdje je broj intraepitelne CD83"DS<I nego u skupini s
intraepitelnom CD83'DS >1. Do sada nema objavljene studije koja usporeduje direktno fekalni
kalprotektina i pojavnost DS. Vecina dosadasnjih studija koja analizira medijan fekalnog
kalprotektina u aktivnoj kroni¢noj upali ukazuje na pozitivnu korelaciju fekalnog kalprotektina

1 aktivnosti bolesti kao endoskopski tako i u PHD nalazu (200 - 203).
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U ovom istrazivanju svi ispitanici na terapiji s antiTNF imali su intraepitelnu
CD83"DS>1. U skupini ispitanika s azatioprinom udio ispitanika s intraepitelnom CD83"DS>1
je znacajno veci od udjela ispitanika s intraepitelnom CD83"DS>1 nego u skupini bez terapije.
Hart 1 suradnicu takoder su procjenjivali ucinak primjene antiTNF lijekova na DS kroz
ekspresiju CD40 1 dobili statisticki znacajnu razliku ekspresije CD40 na DS nakon primjene
terapije u bioptickim uzorcima (73). Silva i1 suradnici su prikazali rezultate uCinka primjene
kortikosteroida u odnosu na druge lijekove. Dokazali su znacajno smanjen broj DS u
bioptiCkom uzorku crijeva skupine ispitanika na kortikostreoidnoj terapiju, dok u skupini

ispitanika na azatioprinu nije dokazana ta razlika (193).
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7. ZAKLJUCAK



Pojavnost CD83*DS i broj intraepitelnih CD83"DS u sluznici debeloga crijeva veca je

u ispitanika s CD u odnosu na ispitanike s UC 1 kontrolne skupine. Vrijednost

n CD83"DS=0,5/ 100e mogla bi se koristiti kao grani¢na vrijednost izmedu UC prema

CD 1 tako ukazati na tip IBD-a.

Pojavnost CD83"DS i broj intraepitelnih CD83 DS u sluznici debeloga crijeva manja je

u ispitanika s aktivnom kroni¢nom upalom u odnosu na ispitanike s kroni¢cnom upalom

1 bez upale u PHD nalazu.

Multivarijatnom analizom dokazana je povezanost pojavnosti intraepitelnih CD83'DS

u sluznici debeloga crijeva s tipom bolesti, aktivnosti kroni¢ne upale u PHD nalazu i

terapijom.

U ispitanika s UC:

e Broj intraepitelnih CD83"DS u sluznici debeloga crijeva manji je u ispitanika s
aktivnom kroni¢nom upalom u odnosu na ispitanike bez upale u PHD nalazu.

e Pojavnost intraepitelnih CD83" DS u sluznici debeloga crijeva veca je u ispitanika
s MES 0,1 u odnosu na ispitanike s MES 2,3 i nije ovisna o razini kalprotektina.

e Multivarijatnom analizom dokazana je povezanost pojavnosti intraepitelne
CD83"DS u sluznici debeloga crijeva s varijablom MES-PHD nalaz.

e Pojavnost intraepitelne CD83"DS u sluznici debeloga crijeva veca je u ispitanika na
azatioprinu 1 na anti TNF terapiji nego u ispitanika bez terapije. Pojavnost
intraepitelne CD83"DS u skupini ispitanika na azatiopinu i anti TNF-u gotovo se
izjednacio s udjelom istih u kontrolnoj skupini.

. U ispitanika s CD

e broj intraepitelnih CD83"DS vedi u skupini ispitanika koji imaju u PHD nalazu
kroni¢nu upalu ili bez upale u odnosu na ispitanike s aktivnom kroni¢énom upalom.

e U ispitanika s CD postoji povezanost broja CD83'DS sa SES-CD i kalprotektinom.
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Multivarijatnom analizom ispitanika s CD dokazana je povezanost broja CD83"DS
u sluznici debeloga crijeva s PHD nalazom.
Svi ispitanici na terapiji s antiTNF imali su n CD83"DS/ 100 e >1, dok je u skupini

ispitanika s CD na azatioprinu udio ispitanika ve¢i u odnosu na skupini bez terapije.
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8. SAZETAK



UVOD: Crohnova bolest (CD) i ulcerozni kolitis (UC) predstavljaju dva fenotipa
upalnih bolesti crijeva (IBD). Dendriti¢na stanica (DS), glavna antigen prezentiraju¢a stanica
mukoze crijeva, vazan je ¢cimbenik u patogenezi IBD-a.

ISPITANICI I METODE: U istrazivanje je bilo uklju¢eno 219 ispitanika (100-UC;
44-CD; 75-kontrolna skupina). Biopticki uzorci dobiveni kolonoskopijom obradeni su
histoloski (odredena je aktivnost upale) 1 imunohistokemijski primjenom primarnog protutijela
za CD83 (odreden je broj intraepitelnih CD83"DS/ 100 enterocita). Odreden je kalprotektin i
endoskopski indeks aktivnost bolesti (MES i SES-CD).

REZULTATTI: Broj i pojavnost intraepitelnih CD83"DS najveca je u ispitanika s CD,
a najmanja u ispitanika s aktivnom kroni¢nom upalom. Logistickom regresijom potvrdena je
povezanost pojavnosti intraepitelnih CD83 DS s tipom bolesti, aktivnosti upale i terapijom. U
ispitanika s UC broj intraepitelnih CD83"DS najmanji je u ispitanika s aktivnom kroni¢nom
upalom, a pojavnost je bila ovisna o MES-u i veca je u ispitanika na azatioprinu i antiTNF-u
nego u ispitanika bez terapiji. U ispitanika s CD potvrdena je povezanost broja CD83 DS sa
SES-CD-om, kalprotektinom i patohistoloskim nalazom. Svi ispitanici s CD na antiTNF-u imali
su nCD83"DS/100e>1.

ZAKLJUCAK: Pojavnost i broj intraepitelnih CD83*DS u sluznici debeloga crijeva
ovisi o tipu IBD bolesti, aktivnosti kroni¢ne upale, endoskopskim indeksima aktivnosti bolesti

1 primjenjenoj terapiji.
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9. ABSTRACT



INRODUCTION: Crohn’s disease (CD) and ulcerative colitis (UC) are two
phenotypes of the inflammatory bowel diseases (IBD). A dendritic cell (DC), the main antigen
presenting cell in intestinal mucosa, is an important factor in pathogenesis of IBD.

SUBJECTS AND METHODS: Our study included 219 subjects (100 UC; 44 CD; 75
controls). Biopsy samples obtained by colonoscopy were analysed histologically (inflammation
activity) and immunohistochemically by using primary antibodies for CD83 (intraepithelial
CD83"DS number / 100 enterocytes was counted). A calprotectin level and endoscopic index
of disease activity (MES and SES-CD) were assessed.

RESULTS: The number and the presence of intraepithelial CD83"DS was the highest
in subjects with CD, and the lowest in subjects with active chronic inflammation. An association
between the presence of intraepithelial CD83*DS and the type of the disease, the inflammation
activity and the therapy applied was confirmed by logistic regression. Among the UC subjects,
the number of intraepithelial CD83"DS was the lowest in subjects with active chronic
inflammation, while its presence depended on MES, and it was also higher in subjects on
azathioprine and anti-TNF than in those without therapy. Among the CD subjects, there is an
association between the number of CD83'DS and SES-CD, calprotectin levels and
histopathology results. In all CD subjects who were on anti-TNF, the number of CD83"DS/100
enterocytes was >1.

CONCLUSION: The presence and the number of colonic intraepithelial CD83"DS
depends on IBD phenotype, activity of chronic inflammation, endoscopic indexes of disease

activity and applied therapy.
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