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1. UvOD

Funkcija gastrointestnalnoga sustava kompleksne je prirode s obzirom na to da je s
jedne strane izloZzen alimentarnim antigenima, a s druge strane visokom stupnju
bioraznolikosti komenzalne mikroflore, kao i potencijalno patogenim mikroorganizmima i
njihovim produktima (1, 2). Crijevna kolonizacija povetava se od proksimalnih prema
distalnim krajevima gdje dostize 10! — 10'2 mikroorganizama po gramu luminalnoga sadrzaja
kolona (3). Aktivnost crijevnoga imunolosSkoga sustava odrazava se kao tolerancija prema
alimentarnim i komenzalnim antigenima, ali i kao u¢inkovita reakcija na patogene. Ovaj je
proces reguliran mehanizmima ravnoteze izmedu epitelne barijere i imunoloskoga sustava.
Poremecaj u takvoj ravnotezi moze dovesti do agresivnoga imunoloskoga odgovora i razvoja

kroni¢ne upalne bolesti crijeva (UBC) (4, 5).

1.1. Crohnova bolest i ulcerozni kolitis: klini¢ka i histopatoloSka prezentacija

Upalne su bolesti crijeva klini¢ki i histopatoloski kategorizirane u dvije osnovne
podskupine: Crohnovu bolest (CB) i ulcerozni kolitis (UC) a predstavljaju idiopatske, upalne,
kroni¢ne bolesti gastrointestinalnoga sustava nepredvidiva tijeka koje su imunoloski
posredovane (6-8). Obje bolesti obiljezava kroni¢na relapsirajuca upala crijeva koja reagira na
protuupalne lijekove kao §to su glukokortikoidi i imunosupresivi (9). Uz dva glavna entiteta,
oko 10 % bolesnika s UBC-om ima indeterminirani kolitis koji se s obzirom na dijagnosticke

kriterije ne moze svrstati niti u jedan od dvaju dominantnih fenotipa UBC-a (10, 11).

UC je karakteriziran konstantnom upalom debeloga crijeva koja zahvaca crijevnu
mukozu i submukozu, a upalne se promjene nalaze u kontinuitetu od rektuma prema
proksimalnijim dijelovima crijeva s jasno definiranom granicom prema zdravoj sluznici (12,
13). Kod CB-a prisutna je transmuralnost upale koja se manifestira najces¢e u distalnome
ileumu 1 kolonu, ali moZe zahvatiti bilo koji dio probavne cijevi (14). Upalne su promjene
uglavnom diskontinuirane i segmentalne, a lezije su promjera oko 5 mm s izrazenim okolnim
eritemom (15). Prosjecna je godisnja pojavnost u svijetu oko 5,9 za CB i oko 11,2 za UC na
100 000 stanovnika, dok je u Hrvatskoj za UC 4,3 a za CB 7,0 na 100 000 stanovnika (16).



Iako etiologija jo$ nije sasvim poznata, UBC vjerojatno predstavlja multifaktorski
poremecaj ¢ija klinicka manifestacija ovisi o interakciji genetskih ¢imbenika, imunoloskoga

odgovora i okoli$nih ¢imbenika (Slika 1.1.) (17-19).

Genetska Imunoloski
predispozicija odgovor

Okolisni
cimbenici

Slika 1.1. Interakcija ¢imbenika u razvoju UBC-a (autorsko djelo)

Nekoliko dereguliraju¢ih procesa, kao §to su poremecaji u mukoznoj prirodenoj
imunosti i propusnosti epitelne barijere te gubitak detoksikacije i/ili biotransformacije
lijekova, prisutni su u oba UBC fenotipa (20). De Hertogh, Kucharzik, Campieri i drugi autori
opisuju UBC kao rezultat pogreske u regulaciji nespecificne upale inducirane okolisnim
¢imbenicima kao Sto su ogranicene, akutne infekcije ili izloZzenost nesteroidnim protuupalnim
lijekovima koji izazivaju oSte¢enje mukoznoga sloja (21-23). Kim i Stidham izvjeStavaju
kako je kompleksna priroda poremecaja doprinijela tomu da UBC postanu model za
proucavanje gotovo svih imunoloski posredovanih upalnih bolesti, narocito stoga Sto pacijenti
s UBC-om imaju povecan rizik stvaranja prekancerogenih displasti¢nih lezija i karcinoma
kolona povezanih s mjestima aktivne upale (24, 25) te razvoja psorijaze, ankiloznoga
spondilitisa, primarnoga skleroziraju¢ega kolagenitisa, astme, multiple skleroze i autoimunih

bolesti Stitnjace (26-29).

U vecini je studija UBC-a fokus na sredi$njoj ulozi steCenoga imunoloSkoga odgovora
i gubitku imunoloske tolerancije pa se paradigma signaliziranja u UBC-u vezala uz

pomoc¢nicki Thl stani¢ni odgovor kao dominantni kod CB-a i nekonvencionalni Th2 odgovor



kod UC-a (30, 31). Novija su istrazivanja usmjerena na Th17 i prirodeni T-stani¢ni odgovor
zastupljen u oba dominantna fenotipa UBC-a, kao i na mukozni urodeni imunoloski odgovor
kao srediSnje dogadaje u patogenezi UBC-a (32). Takoder, u fokusu su istrazivanja i

mehanizmi koji narusavaju integritet epitelne barijere nakon indukcije okoliSnim ¢imbenicima

(33).

Kod zdravih osoba dolazi do brze restitucije i regeneracije crijevnoga epitelnoga
monosloja, uklanjanja luminalnih stimulansa i regresije upale uslijed regulacije urodenoga
imunoloskoga i1 T stani¢noga odgovora (34). Suprotno tome, kod genetski osjetljivih osoba ne
dolazi do uklanjanja mikrobnih stimulansa i/ili usmjeravanja imunoloskoga odgovora prema
toleranciji na komenzalnu mikrofloru, §to rezultira gubitkom cjelovitosti epitelne membrane,
daljnjom translokacijom luminalnih antigena medu imunokompetentne stanice lamine proprie

1 aktivacijom agresivnoga T stani¢noga odgovora (35, 36).

1.2. Epidemiologija UBC-a

1 UC 1 CB pokazuju bimodalnu dobnu distribuciju koja dostize vrhunac izmedu 20 1 30
godina starosti, s tim da se oko 10 % slu¢ajeva dogada u osoba mladih od 18 godina (37).
Sekundarni manji vrhunac zabiljeZen je u osoba izmedu 50 i 70 godina starosti. (38). Spolna
distribucija bolesti pokazuje da je CB neSto ucestaliji kod Zena, dok je za UC utvrdena
minimalna predominacija kod muskaraca (39). Obje bolesti imaju tendenciju pojave u visih
drustveno-gospodarskih skupina (40) 1 ceS¢e su u visokorazvijenim i industrijaliziranim
zemljama. Pojavnost UBC-a najvisa je na podrucju SAD-a, Kanade, sjeverne i zapadne
Europe, dok je niza u zemljama Azije 1 Afrike, iako je i tamo uocen trend porasta. U Europi
podrucja s najviSom pojavno$cu su Farski otoci Danske i Velika Britanija (41) dok su u
sredi$njoj i isto¢noj Europi sluc¢ajevi UBC-a zastupljeni u znacajno manjoj mjeri. Pojavnost
UBC-a u svijetu jo§ uvijek raste iako bi se porast mogao pripisati CB-u ¢iji je porast uocen i
kod djece, dok se pojavnost UC-a relativno stabilizirala. U Hrvatskoj su epidemioloske studije
UBC-a provodene u razdoblju od 1980. do 1989. Pojavnost UC-a bila je 1,5, a CB-a 0,7 na
100 000 stanovnika (42, 43). Druga epidemioloska studija provedena je u razdoblju od 2000.
g. do 2004. g. Godisnja pojavnost UC-a bila je 4,6, a CB-a 6,5 na 100 000 stanovnika, §to
predstavlja znacajan porast. Evidentna je i promjena u zastupljenosti pa je dominantni fenotip

UBC-a u tom razdoblju CB (44). Prvu veliku multicentri¢nu studiju pojavnosti UBC-a u
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Europi s jasno definiranim kriterijima pokrenuli su Burisch i suradnici. Studija je obuhvatila
31 centar iz 14 zapadnoeuropskih i 8 isto¢noeuropskih zemalja, ukljucujuéi 1 Hrvatsku, s
ukupnom populacijom od preko 10 milijuna stanovnika u vremenskom razdoblju od 2010. do
2015. godine (45). U zapadnoeuropskim centrima pojavnost CB-a i UC-a na 100 000
stanovnika bila je 6,3, odnosno 9,8, dok je u isto¢noeuropskim centrima ona bila 3,3, odnosno
4,6, sto upucuje na isto¢no-zapadni gradijent distribucije UBC-a (46). Takav trend odrazava
moguce razlike u okoli$nim ¢imbenicima, ali upucuje i na genetski utjecaj. Naime, NOD2
(prema engl. nucleotide-binding oligomerization domain-containing protein 2) mutacija u
srediSnjem je dijelu Europe najvisa, §to bi moglo objasniti povecanu stopu CB-a u odnosu na
UC (47). S druge strane, zanimljivo je da Japan kao zemlja s jednom od najvisih stopa BDP-a
i najrazvijenijim gospodarstvom kao i stabilnim druStveno-gospodarskim uvjetima tijekom
viSe desetlje¢a ima stopu UBC-a nizu od zemalja zapadne Europe i sjeverne Amerike (48,

49).

1.2.1. Geneticka epidemiologija UBC-a

UBC vjerojatno nastaje interakcijom okolisnih ¢imbenika i crijevne mikroflore u
genetski predisponiranih osoba (50). Na genetski utjecaj u etiologiji UBC-a prvo su ukazali
epidemioloski podatci. Studije povezanosti identificirale su vise uzro¢nih gena lociranih u
razli¢itim genomskim regijama oznacenih od UBC 1 do UBC 9 (51-54). Lokusi povezani s
UBC-om kodiraju gene ukljucene u odrzavanje integriteta epitelne membrane, prepoznavanje
uzorka antigena, autofagi, steCeni i urodeni imunoloski odgovor (55). Najopseznija su
istrazivanja provedena na NOD?2 citoplazmatskim receptorima ¢ija je mutacija povezana s
CB-om (56, 57) te na genima humanoga leukocitnoga antigena (HLA) (58, 59) i proteina
visestruke otpornosti na lijekove 1 (MDRI, prema engl. multidrug resistance) povezanih i s
CB-om i UC-om (60, 61). Polimorfizmi gena ¢ija je funkcija regulacija propusnosti crijevne

epitelne barijere obi¢no su povezani s razvojem UC-a (62).

Mnogobrojne genske studije definirale su lokuse koji reguliraju normalnu funkciju
epitelne barijere te je takvim studijama i evoluiralo danasnje shvacanje da je CB viSe genetski
reguliran od UC-a kao i to da su ovi poremecaji multigeni¢ni, $to objaSnjava heterogenost
poremecaja te ¢injenicu da mutacija samo jednoga osjetljivoga gena vjerojatno nece izazvati

bolest (63, 64). Ovo su potvrdile 1 studije u drugim zemljama. Primjerice, Njemacka
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nacionalna studija na blizancima koju su vodili Spehlmann i suradnici pokazala je da je 35 %
jednojajcanih parova i 3 % dvojajcanih parova konkordantno za CB dok je kod UC-a taj
odnos 16 % za jednojajcane i samo 1 % za dvojajcane parove (65). Time je takoder potvrdena
izrazenija genetska komponenta kod CB-a u odnosu na UC, ali i vazna uloga okoliSnih
mehanizama u indukciji UBC-a (66). Medutim, analiza DNA sekvence samo djelomi¢no
objasnjava visoku moguénost nasljedivanja CB-a i UC-a. Moguéi utjecaji epigenetskih i
drugih molekularnih mehanizama nasljedivanja jo$ uvijek nisu dovoljno istraZeni.
Epidemioloskim je studijama utvrdeno da UC i CB dijele odredene, ali ne i sve gene.
Cjelogenomske asocijacijske studije (GWAS, prema engl. genome wide association studies)
kao 1 brojne meta-analize identificirale su mnogobrojne lokuse koji aktivirani ¢imbenicima
okolisa dovode do poremecaja urodene imunosti. Tako su studije Jostinsa i suradnika utvrdile
163 UBC lokusa. Ve¢ina lokusa, 110/163, povezana je s oba fenotipa bolesti. Od preostalih
53 lokusa, njih je 30 klasificirano kao specifi¢ni za CB, a 23 kao specificni za UC (67).
Mnogi od 163 UBC lokusa povezani su i s drugim imunoloski povezanim poremecéajima kao
Sto su ankiloziraju¢i spondilitis, psorijaza i dijabetes tipa 1 (68). IstraZzivanja Huanga i
suradnika definiraju preko 200 aktivnih UBC lokusa (69). Takoder, nekoliko novijih
nezavisnih istrazivanja i meta analiza definirali su 215 osjetljivih lokusa statisti¢ki znacajno
povezanih s UBC-om (70). Ovi lokusi imaju temeljni utjecaj na shvacanje molekularne
biologije UBC-a (71-77).

1.2.2. UBC u evolucijski divergentnim populacijama

Osim po okolisnim ¢imbenicima, evolucijski divergentne populacije razlikuju se i po
polimorfnom sadrzajem genoma, §to utjeCe na pojavnost nasljednih poremecaja. Frekvencija
alela rezultat je akumulacije mutacija 1 selekcijskih procesa u populaciji, pa frekvencija moze
varirati izmedu razli¢itih populacija. Time se 1 raspodjela polimorfizama 1 njihov znacaj mogu
razlikovati medu razli¢itim etni¢kim skupinama. Genetska komponenta UBC-a vezana je uz
obiteljsku agregaciju, razlike u prevalenciji izmedu razli¢itih etnickih skupina kao i raniju
pojavu bolesti u potomaka osoba s UBC-om (78, 79). Analiza utjecaja SNP-a na nastanak i
odrZzavanje UBC-a u razli¢itim populacijama 1 etnickim skupinama pokazuje da je gubitak
imunoloske tolerancije vezan i uz CB i UC, ali razli¢ita genetska konstitucija dovodi do
razvoja jednoga od dvaju dominantnih fenotipova UBC-a. Razlicite polimorfne inacice,

medutim, razli¢ito su zastupljene u evolucijski divergentnim populacijama 1 razliito
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pridonose riziku obolijevanja od UBC-a. Kategorizacija po rasnim i etni¢ckim podskupinama
indicira visu stopu UBC-a kod bijelaca nego drugih rasa kao $to su africki crnci, Indijci i
Hispanci (80). Medutim, taj se odnos mijenja ve¢ u prvoj, a narocito u drugoj generaciji
primjerice Azijata i Afroamerikanaca koji su migrirali u razvijenije zemlje, $to osim na
genetsku komponentu ukazuje i na zivotni stil i ¢imbenike okolisa u indukciji bolesti (81).
Unutar europske populacije stopa UBC-a visa je u Zidova nego u drugih etnickih skupina i
visa je u Askenazi Zidova iz sredidnje i isto¢ne Europe nego Sefardi Zidova iz podruéja

Spanjolske (82).

1.3. Uloga polimorfizma jednoga nukleotida u UBC-u

Polimorfizmi gena definirani su kao varijacije deoksiribonukleinske kiseline (DNA,
prema engl. deoxyribonucleic acid ) koje su postigle genetsku stabilnost u populaciji i imaju
frekvenciju alela 1 % ili vise. Polimorfizam jednoga nukleotida (SNP, prema engl. single
nucleotide polymorphism) najcesé¢i je oblik genetske varijacije. Promjene jedne DNA baze
odgovorne su za oko 90 % varijacija sekvenci u humanome genomu (83). Pojavnost je u
prosjeku svakih 100 do 300 parova baza, §to znaci da je u humanome genomu oko 10 do 30
milijuna SNP-a. Chorley i Bell navode da, iako veéina ovih polimorfizama nema ili ima vrlo
ogranicen uc¢inak na regulaciju gena i aktivnost proteina, varijacije u slijedu nukleotida DNA
mogu biti povezane s raznolikoS¢u unutar populacije, osjetljivosti na bolest, individualnom
odgovoru na terapijski tretman kao 1 odgovor na ¢imbenike okolisa (84, 85), a mogu utjecati 1
na fizioloske mehanizme i na patogenezu UBC-a (86). SNP u kodirajucoj regiji gena moze
rezultirati promjenama u bioloskim osobinama kodiranoga proteina. Suprotno tome, SNP u

nekodirajucoj regulacijskoj regiji gena ima utjecaj na izrazaj gena.

Da bi se razumjela mehanicka osnova kojom je polimorfizam povezan s odredenim
fenotipom potrebno je znati je li polimorfizam funkcionalan, odnosno mijenja li funkciju gena
ili skupine gena. Najces¢i polimorfizmi potencijalno su regulacijski polimorfizmi locirani u
nekodiraju¢oj regiji ukljucuju¢i promotorsku 1 intronsku regiju (87). Funkcionalni
polimorfizmi gena razli€itih proupalnih 1 protuupalnih citokina povezanih s promijenjenom
transkripcijom gena rezultiraju promijenjenom razinom citokina u tkivu i serumu (88). Za
gene unutar kompleksa UBC, regulacijski i funkcijski znacaj njihovih inacica nepotpuno je

definiran.



1.4. Patogeneza UBC-a

Rezultati genetickih i animalnih studija ukazuju na snaznu povezanost izmedu Thl,
Th2 i Th17 pomo¢nickih stanica i rizika obolijevanja od UBC-a (89-91). Isto tako, studije
genetske povezanosti ukazuju na preklapanje imunogeni¢nih puteva, a naroCito srediSnju
ulogu Th17 efektora kod UC-a (92). Najnovija GWAS ispitivanja na podru¢ju CB-a posebno
definiraju ulogu transkripcijskoga ¢imbenika aktivatora transkripcije 3 (STAT3, prema engl.
signal transducer and activator of transcription 3) u patogenezi bolesti koji je, uz citokine
poput interleukina 6 (IL-6), uklju¢en u Th2 i Th17 diferencijaciju (93). Takoder, GWAS
studije impliciraju polarizacijske citokine i njegove distalne signalne komponente —tirozinska
kinaza 2 (TYK2, prema engl. non-receptor tyrosine-protein kinase 2) i Janusova kinaza 2
(JAK2) — u patogenezi UBC-a (94-96), obuhvacaju¢i uéinke na metabolicke funkcije

imunoloskih stanica, apoptozu, i popravak tkivnoga osteéenja.

Mehanistic¢ki, IL-6/STAT3 signal regulira Th2 diferencijaciju, kao i Thl7/Treg
(regulacijske T stanice) polarizaciju, ovisno o vrsti antigenskoga optere¢enja u podrucju
narusenoga integriteta crijevne stijenke (97), i to inhibicijom razvoja perifernin FoxP3+Treg
limfocita (prema engl. forkhead box P3), odnosno preusmjeravanjem razvoja naivnih
prekursora u Th17 liniju indukcijom izrazaja receptora za interleukin 23 (IL-23R), receptora
za interleukin 1 (IL-1R), transkripcijskoga ¢imbenika RORyt (prema engl. retinoid-related
orphan receptor yt) i STAT3 (98). STAT3 potom potice izrazaj drugih linijskih specifikatora
Th17 stanica, poput transkripcijskoga ¢imbenika kappa Biz (NfkBiz, prema engl. nuclear
factor kappa Biz), ¢imbenika indukcije hipotermije 1o (HIF 1a, prema engl. hypoxia-inducible
factor l-alpha) i receptora za aril ugljikohidrat (AHR, prema engl. aryl hydrocarbon
receptor) (99). Nadalje, manjak STAT3 u STAT3-/- CD4+ Th stanicama izaziva zastoj Th17
diferencijacije, upucujuc¢i na njegovu kljucnu ulogu u Th17 polarizaciji (100). NaruSavanje
polarizacijske ravnoteze izmedu navedenih imunoloskih sinapsi mnogi autori smatraju
odgovornim za nastanak i odrzavanje upalnoga procesa u UBC-u (101-103). Th17 put stoga
predstavlja zanimljiv terapijski cilj, a genske varijacije unutar Th1l7 osi potencijalni su
bioloski biljeg, s primjenom u individualnom krojenju terapije. Primjerice, inacice 1L-23R
gena koje imaju ulogu u Th17 polarizaciji naivnih CD4+ T limfocita povezane su s razli¢itim
izrazajem proupalnoga citokina IL-17 u odgovoru na interleukin 23 (IL-23) stimulaciju, a
neutralizacija i delecija p40 i p19 podjedinice IL-23 ublazava klini¢ki tok bolesti, kako u

humanoj patologiji, tako 1 u mi§jim modelima induciranoga kolitisa. Sve ovo upucuje na
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ulogu intaktnoga IL-23 signalnoga puta i IL-23R u aktivaciji i odrzavanju organ specificnoga
upalnoga odgovora, na tragu sredis$nje uloge I1L-23R u autoamplifikaciji Th17 polarizacije
(104, 105).

1.4.1. Uloga IL- 6 i transkripcijskoga ¢imbenika STAT3 u UBC

Medu brojnim citokinima, u patogenezi UBC-a jedna od sredi$njih uloga pripada IL-6
1 transkripcijskome ¢imbeniku STAT3, kao dijelu postreceptorskoga signalnoga puta IL-6.
Stoga se nove terapijske strategije, izmedu ostaloga, temelje na inhibiciji IL-6/STAT3
signalosoma (106, 107). Ova;j signalni put ima ulogu u urodenoj i steCenoj imunosti, kako je
ranije opisano, kao i u raznim bioloSkim procesima (108-110). Zbog Sirokoga spektra
djelovanja Tanaka i suradnici smatraju IL-6 univerzalnim modelom citokina na temelju
kojega je okarakterizirana molekularna osnova aktivnosti ostalih citokina (111). Humani IL-6
protein je od 20 kDa i 212 amino kiselina. S obzirom na dva potencijalna N-glikolizacijska
mjesta te opseg glikolizacije veli¢ina moze varirati od 21 -26 kDa (112). Gen za IL-6 lociran

je na kra¢emu kraku kromosoma 7 (7p15.3), sadrzi 6 exona i 4 introna (113).

Produkcija IL-6 opcenito korelira sa staniénom aktivacijom i kontrolirana je
glukokortikoidima, kateholaminima kao i spolnim steroidima (114). Poremecaj regulacije IL-
6 povezan je s nekoliko imunoloski posredovanih upalnih bolesti kao §to su reumatoidni
artritis, sistemski idiopatski juvenilni artritis, razliciti tipovi karcinoma te UBC (115). IL-6
ima glavnu ulogu i u odgovoru akutne faze, $to vodi ka promjeni koncentracija niza plazma
proteina, kao $to su C-reaktivni protein (CRP), haptoglobin, fibrinogen, albumin i transferin
(116, 117). Nadalje, stimulira proliferaciju T stanica, diferencijaciju citotoksi¢nih T stanica,
folikularnih pomo¢nickih (Tfh) i B stanica. Baran, Scheller, Barbi¢ i drugi autori navode da
¢lanovi IL-6 citokinske obitelji imaju proupalno i protuupalno djelovanje kojemu prethodi
aktivacija ciljnih gena ukljucenih u diferencijaciju, prezivljavanje, apoptozu i proliferaciju

(118-120).

Bioloska uloga IL-6 vezana je uz stani¢no signaliziranje i provodenje signala u jezgru
(121). Pojednostavljeno, vezivanjem IL-6 za IL-6R i transdukcijski glikoprotein gp130 u
stehiometrijskom omjeru 2:2:2, aktiviraju se i fosforiliraju JAK 1, 2 i TYK 2 Kkonstitutivno

vezane za citoplazmatsku domenu gpl30 (glikoprotein 130) (122). Transfosforilacija
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tirozinskih ostataka aktiviranim kinazama kulminira fosforilacijom STAT3 na tirozinu 759 i
aktivacijom mitogenom-aktiviranih  proteinskin kinaza (MAPK) (123). Recipro¢na
fosforilacija SH2 (prema engl. src homology 2) domena STAT3 molekula rezultira njihovom
dimerizacijom i translokacijom posredstvom ulaznoga proteina NP1-a5 u stani¢nu jezgru gdje
se aktivirani STAT3 veze uz cis-elemente unutar promotorskih regija IL-6 ciljnih gena,
moduliraju¢i njihovu transkripciju (124). Pri tome, STAT3 posreduje proupalne, ali i
protuupalne ucinke izrazajem @ena negativne povratne sprege, ovisno o vrsti stanice i
transkripcijskim su¢imbenicima koji odreduju prepoznavanje specificnih genomskih

sekvencija.

U novijim je istrazivanjima zastupljen stav da dihotomna uloga IL-6 i STAT3
predstavlja imunolosku sinapsu izmedu akutne i kroni¢ne faze upalne reakcije UBC-a kao i
izmedu upalne i protuupalne ili regenerativne aktivnosti (125). Rezultati prethodno
objavljenoga istrazivanja pokazali su da su vrijednosti IL-6 poviSene i kod bolesnika s
neaktivnim CB-om (CDAI < 150) (126). Sintetiziran u interepitelnim limfocitima, IL-6
takoder potiCe parakrinu restituciju crijevnoga epitela indukcijom izrazaja klaudina-2 te
proliferaciju i regeneraciju uspostavljajuéi na taj nacin normalnu funkciju epitelne barijere za

vrijeme akutne povrede tkiva (127).

U samim epitelnim stanicama, ukljucujuéi i epitel kolona, IL-6 amplificira vlastitu
sekreciju medudjelovanjem gp130, STAT3 i receptora za epidermalni faktor rasta (EGFR,
prema engl. epidermal growth factor receptor) (128-130). Nadalje, IL-6 kod aktiviranih T
limfocita razvija agresivni smjer imunoloskoga odgovora aktivacijom transkripcije
protuapoptotickih gena Bcl-2 i Bcl-x1 putem STATS3, §to omogucuje prezivljenje i klonsku
ekspanziju aktiviranih T limfocita (131). Ovi procesi rezultiraju intenzivnom sintezom
citokina, kao 1 matriks metaloproteinaza, ¢ime se promovira kroni¢na upala i narusavanje

tkivne strukture, sto je jedno od klini¢kih obiljezja UBC-a (132, 133).

Konacno, IL-6 poznat je i kao profibroticki citokin, koji potice proliferaciju fibroblasta
i diferencijaciju miofibroblasta. IL-6 pridonosi oziljavanju, epitelnoj ozljedi i mezenhimskoj
tranziciji naruSavajuci tako lokalnu tkivnu arhitekturu (134). Kona¢ni ishod zbroj je razli€itih

ucinaka IL-6, ¢ija lokalna prevaga ovisi o nedovoljno definiranim ¢imbenicima.



1.4.2. Povezanost C-reaktivnoga proteina i IL-6 u UBC-u

Sinteza CRP-a se aktivira signaliziranjem IL-6, ali i interleukina 1p (IL-1B) te
¢imbenika nekroze tumora o (TNFa, prema engl. tumor necrosis factor o) u hepatocitima
(135), uz znatne interindividualne varijacije u bazalnoj serumskoj koncentraciji. CRP je
obi¢no smatran nespecifi¢nim, pasivnim biljegom upalne faze, ali CRP je takoder i aktivan
¢imbenik u kontekstu UBC-a jer predstavlja vezu izmedu urodene i steCene imunosti
aktivacijom Clq komponente komplementa i interakcijom s Fcy receptorom (FcyR)
makrofaga (136). Povratnom spregom, CRP pozitivho i negativno regulira sintezu IL-6
mehanizmom ovisnim o koncentraciji CRP-a i izoformi FcyR makrofaga (137). U niskim
koncentracijama interakcija CRP-a i FcyRI rezultira izrazajem proupalnih citokina IL-1, 1L-6
i TNFa. Pri visokim koncentracijama, vezivanjem za FcyRIIb makrofaga, CRP aktivira
protuupalne citokine transformirajuci faktor rasta  (TGFp, prema engl. transforming growth
factor p) i posljedi¢no 1L-10+Treg stanice (interleukin 10 pozitivne T regulacijske stanice)
(138). U UBC-u prisutne su znatne i nedovoljno razja$njene interindividualne razlike u
odgovoru CRP-a na aktivnost bolesti, ukljucujuéi i nerazjasnjenu ulogu IL-6 u varijabilnosti
serumskih koncentracija CRP-a u UBC-u. Takoder, nije poznato utjecu li i u kojoj mjeri
genske varijacije u signalnom putu IL-6 na dinamiku CRP-a u UBC-u.

1.4.3. Polimorfizmi gena za IL-6, STAT 31 IL-23R

Unutar IL-6 lokusa, do sada je najviSe proucavan funkcionalni polimorfizam -174
G/C, polazec¢i od pretpostavke da razlike u serumskoj koncentraciji 1L-6 mogu nastati kao
rezultat genskih varijacija, utjecu¢i tako i na upalni odgovor. Terry i suradnici navode da G >
C tranzicija na poziciji 174 promotorske regije IL-6 gena utjeCe na transkripcijsku aktivnost
gena za IL-6 sto rezultira promjenama u izrazaju IL-6 (139). Alel G povezuju s pojacanim
izrazajem IL-6 U serumu nositelja, a alel C sa snizenim izrazajem IL-6. Gao izvjeStava kako je
ova tranzicija povezana sa sepsom i brojnim drugim upalnim bolestima kao $to je UBC (140).
Istrazivanja Guerreira u Spanjolskoj populaciji pokazuju da su GG homozigoti povezani sa
Sest puta ve¢im rizikom obolijevanja od CB-a (141), dok Fishman, Kilpinen i suradnici
izvjestavaju da je izrazaj IL-6 u funkciji polimorfizma promotorske regije G/C na poziciji 174
gena za IL-6 (142, 143).
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Provedena genotipizacija IL-6 u populaciji Iraca (144), Danaca (145), Finaca (146) i
Talijana (147, 148) povezuje GG genotip s povisenom koncentracijom serumskoga 1L-6. U
populaciji talijanskih Zena ustanovljeno je da zene GG genotipa imaju dva puta manju
mogucnost dozivjeti duboku starost. Suprotno tome, u populaciji Francuza povisena serumska
koncentracija IL-6 kod CC genotipova izmjerena je u osoba s upalnim bolestima i
aterosklerozom (149). CC genotip u Nijemaca povezuje se s povisenim indeksom tjelesne
mase kao i s visokim rizikom razvoja Secerne bolesti tipa 2 (150), dok se GG genotip IL-6
dovodi u vezu s metabolickim sindromom 1 osjetljivos¢u na inzulin (151). Istrazivanje koje je
obuhvatilo populaciju britanskih obitelji pokazalo je da nositelji C-alela imaju povisenu
koncentraciju plazmatskoga CRP-a (152), a CC genotip povezan je sa zaStitnom ulogom pri
nastanku sistemskoga juvenilnoga artritisa (142). U danskoj se populaciji Zena vise

koncentracije IL-6 kod CC genotipova povezuju s ve¢im rizikom nastanka Secerne bolesti tipa

1 (153).

Ispitivanjem Thl7 puta i IL-23R uoceno je da IL-23R inacica Arg381GIn ima
frekvenciju od 1,9 % u CB bolesnika i 7,0 % ispitanika kontrolne skupine Sto upucuje na
zastitnu ulogu od UBC-a (154-156). Zastitni mehanizam Arg381Gln nije poznat, a uloga IL-
23R puta u UBC-u vjerojatno premasuje jednostavne ucinke stjecanja ili gubitka funkcije IL-
23R inacica. Sli¢no, istraZivanja Fishera i suradnika ukazuju da geneticke determinante CB-a
i UC-a ukljucuju lokuse IL-23R gena (157). SNP rs1209026 dio je haplotipa s rs7530511, a
povezan je do sada s psorijazom, psorijatinim artritisom, ankiloznim spondilitisom 1 UBC-
om (158-160). Duerr i suradnici izvjeStavaju da SNP inacica rs1209026 (c.1142G>A,
p-Arg381Gln) ima zastitni ucinak za CB (161), dok je njemacka studija potvrdila povezanost
rs 11209026 s CB-om kod djece, potvrdujuéi zastitni ucinak rs11209026 za CB, ali ne i za UC
(162). Nizozemska je case control studija rs11209026 SNP gena za IL-23R pokazala da ima
zaStini ucinak za UBC te da su i CB i UC povezani s IL-23R (163). Jedan je od ciljeva
istrazivanja odrediti jesu li SNP rs7530511 i rs11209026 gena za IL-23R povezani s UC-om

i/ili CB-om u hrvatskoj populaciji pacijenata.

Istrazivanja McGoverna, Leppkessa, Sugimoto i suradnika identificirala su povezanost
STATS3 lokusa s CB-om ili UBC-om (164-166). Transkripcijski ¢cimbenik STAT3 ima ulogu u
razvoju imunoloskoga sustava i u hematopoezi 1 povezan je sa signalnim putem citokina IL-2,
IL-6, IL-10, IL-12 i IL-23. Nekoliko istrazivanja na humanim i animalnim modelima

povezuju STAT3 signalni put s UBC-om (167-170). U brojnim GWAS studijama
11



polimorfizam STAT3 gena povezan je i s CB-om i UC-om, iako rezultati u razli¢itim

populacijama ispitanika nisu dosljedni (171-174).

Medu uzrocima nedosljednosti, istaknuto mjesto zauzimaju razli¢ite genetske
pozadine u populacijama razli¢itth povijesti, populacijska stratifikacija, fenotipska
heterogenost bolesnika u razli¢itim kohortama, razlike u okolisSnim ¢imbenicima, i razlike u
statistickoj snazi za detekciju skromnih alelnih uc¢inaka. Tipi¢no, slozeni i umreZeni signalni
putovi podlozni su epistatskim interakcijama koje moduliraju znacaj pojedinih inacica u
razli¢itim populacijama i na razli¢itim genetskim pozadinama, kako u smjeru tako i u veli¢ini
ucinka. Zbog navedenoga razloga ucinak kombinacija genskih promjena, primjerice dviju ili
viSe mutacija unutar istoga signalnoga puta, znatno je slabije definiran i opisan od izoliranih
u¢inaka pojedina¢nih mutacija u agregiranim populacijama. Sli¢no tome, doprinos pojedinih
genskih inacica klinickim manifestacijama, tijeku i prognozi UBC-a bitno je manje poznat od

doprinosa samom riziku obolijevanja, otvarajuéi time nove smjerove istrazivanja.
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2. HIPOTEZA

Na temelju dosadasnjih spoznaja o UBC-u postavljaju se sljedece hipoteze:

- IL-6 u serumu ispitanika s UBC-om povezan je s klinickim, biokemijskim obiljezjima
I tijekom UBC-a.
- Razdioba alelnih i genotipskih frekvencija polimorfizma u genima za IL-6, STAT3 i

IL-23R razlikuje se izmedu kontrolnih ispitanika i podskupina bolesnika i utjece na

omjer izgleda obolijevanja od UBC-a.

- Polimorfizam gena za IL-6 povezan je sa serumskom koncentracijom IL-6 i rizikom

obolijevanja od UBC-a.

- Serumske koncentracije IL-6 i SNP u genima IL-6 i STAT3 povezane su sa

serumskom koncentracijom CRP-a.
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3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Specificni ciljevi istrazivanja su:
- odrediti vrijednost i znacaj I1L-6 kao biljega CB-a i UC-g;

- odrediti alelne i genotipske frekvencije odabranih polimorfizama u genima za IL-6,
STAT3 i IL-23R u populaciji kontrolnih ispitanika, ispitanika s CB-om i UC-om te

testirati neravnotezu alelne povezanosti genskih polimorfizama IL-23R lokusa;

- ispitati u¢inak SNP IL-6 na serumsku koncentraciju IL-6 i rizik obolijevanja od UC-a i
CB-g;

- ispitati povezanost SNP STAT3 gena s rizikom razvoja CB-a i UC-a;
- utvrditi je li rs11209026 i rs 7530511 SNP gena za IL-23R povezan s UBC-om;

- utvrditi medusobni utjecaj SNP STAT3 i IL-23R na indeks aktivnosti CB-a i aktivnosti
UC-a;

- usporediti razdiobu SNP STAT3 i IL-23R kod pacijenata s aktivnom boles¢u i kod

pacijenata u remisiji;

- ispitati medudjelovanja odabranih genskih inacica na rizik obolijevanja od CB-a, UC-a
i UBC-a u cijelosti;

- ispitati povezanost serumske koncentracije CRP-a s obiljezjem bolesti i serumske

koncentracije IL-6;

- ispitati utjecaj SNP IL-6 i STAT3 na serumsku koncentraciju CRP-a.
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4. MATERIJAL | METODE

4.1. Ustroj studije

Studija je ustrojena kao istrazivanje parova.

4.2. Ispitanici

U istraZivanje je ukljuceno 143 ispitanika obaju spolova (65 Zena, 78 muskaraca),
izmedu 34 1 93 godine starosti kojima je upalna bolest crijeva dijagnosticirana u Klinici za
unutarnje bolesti, Odjelu za urgentnu i intervencijsku gastroenterologiju Klini¢koga
bolnickoga centra (KBC) Osijek. Od 143 ispitanika, 50 ima dijagnosticiranu CB, a 93 UC.
Kontrolna je skupina obuhvacala 100 zdravih punoljetnih ispitanika, bez klini¢kih znakova ili
obiteljske anamneze autoimunih 1i/ili malignih bolesti, odabranih prigodno medu

dobrovoljnim darivateljima krvi Klini¢koga zavoda za transfuzijsku medicinu KBC-a Osijek.

Dijagnoza upalnih crijevnih bolesti postavljena je na temelju endoskopskih nalaza te
patohistoloSkih 1 radioloSkih kriterija. Podaci o dobi i spolu ispitanika te relevantnim

klinickim pokazateljima dobiveni su uvidom u zdravstvene kartone ispitanika.

Za procjenu tezine CB-a koriSten je standardni indeks aktivnosti Crohnove bolesti
(CDAL, prema engl. Crohn's Disease Activity Indeks), a za procjenu tezine UC-a indeks
prema Trueloveu i Wittsu (MTWSI, od engl. Modified Truelove Witts Severity Indeks). Prema
postavljenim kriterijima iz studije su iskljuCeni ispitanici s infektivnim 1 nespecifi¢nim
kolitisom te dokazanim drugim autoimunim i/ili malignim bolestima. Svi su ispitanici dobili
Dokument obavijestenosti — obrazlozenja studije, potpisali su Informativni pristanak za
sudjelovanje u istrazivanju, a ispitanici kontrolne skupine dobili su i Upitnik 1 obavijest za
davatelje krvi. Za istrazivanje je dobivena Suglasnost Etickoga povjerenstva Medicinskoga
fakulteta Osijek Sveucilista J.J. Strossmayera u Osijeku (klasa: 602-04/17-08/12, ur.br.: 2158-
61-07-17-217 od 21. prosinca 2017.).
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4.3. Metode

Koncentracija IL-6 u serumu odredena je u Klinickom zavodu za nuklearnu medicinu i
zaStitu od zraenja KBC-a Osijek. Analiza polimorfizma IL-6 (174 G-C, rs1800795),
polimorfizma transkripcijskoga ¢imbenika STAT3 (rs744166) i polimorfizma receptora za IL-
23 (rs11209026 i rs7530511) provedena je u Klinickom zavodu za transfuzijsku medicinu
KBC-a Osijek. Biokemijska mjerenja provedena su u Zavodu za klini¢ku laboratorijsku
dijagnostiku KBC-a Osijek kojima su odredene vrijednosti brzine sedimentacije eritrocita
(SE), broj leukocita (L) i eritrocita (E), koncentracije C-reaktivnoga proteina (CRP), albumina
u serumu (ALB), alanin aminotransferaze (ALT), aspartat aminotransferaze (AST),
hematokrita (Htc), hemoglobina (Hgb) i kreatinina u serumu (CRE/S).

4.4. Biokemijska i hematoloska mjerenja

4.4.1. Odredivanje serumske koncentracije IL-6

4.4.1.1. Uzorci ispitanika

Uzorci krvi dobiveni su venepunkcijom u jutarnjim satima kad su ispitanici bili
nataste. Krv je svakome pacijentu vadena iz kubitalne vene u epruvetu s crvenim ¢epom bez
aditiva za dobivanje seruma (BD Vacutainers Systems, Belliver Industrial Estate, Plymouth,
UK). Uzimalo se 10 mL krvi. Serumske se epruvete ostavljaju 30 minuta u uspravnom
poloZzaju na sobnoj temperaturi dok se ugrusak u potpunosti oblikuje. Uzorci su centrifugirani
10 minuta na 3000 okr/min (Hettich Rotina 380 R, Tuttlingen, Njemacka). Dobiveni je serum
odvojen od stanica, alikvotiran u Sest uzoraka i pohranjen do analize na temperaturi -20 °C u
vremenskom okviru od 45 minuta nakon venepunkcije. Uzorci su analizirani tijekom

razdoblja od Cetiri tjedna.
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4.4.1.2. Metoda odredivanja koncentracije I1L-6

Odredivanje serumske koncentracije IL-6 zasnovano je na nacelu kemiluminiscentne
sekvencijalne imunometricne metode kod koje su monoklonska protutijela na humani IL-6

imobilizirana na ¢vrstu fazu.

Serumska koncentracija IL-6 odredena je na analizatoru Siemens Immulite 1000
(Siemens Healthcare Diagnostics, Llanberis, Gwynedd, UK) u inkubacijskim ciklusima od 2
puta po 30 minuta prema protokolu proizvodaca. Za odredivanje koncentracije IL-6 koriSten
je komercijalni kit Immulite IL-6 (Siemens Healthcare Diagnostics, Llanberis, Gwynedd, UK,
kataloski broj LK651, kit lot 0217). Immulite IL-6 kit sastoji se od IL-6 test jedinica od kojih
svaka sadrzava Cvrstu fazu s adheriranim mi$jim monoklonskim protu-IL-6 protutijelima, IL-
6 reagensa L6PA koji sadrzi 7,5 mL proteinskog pufera i L6PB sa 7,5 mL alkalne fosfataze
konjugirane na ov¢ja poliklonalna protu-IL-6 protutijela u puferu, dva kalibratora definiranih
koncentracija IL-6 s niskom i visokom vrijednosti citokina (L6PL i L6PH). Kalibratori su
liofilizirani u proteinskom pufer matriksu. Rekonstituiraju se s po 3 mL redestilirane vode i
mijesaju dok se liofilizirani sadrzaj u potpunosti ne otopi. Oba kalibratora mjerena su u
tetraplikatima. Vrijednosti za kalibrator niske koncentracije varirale su izmedu 117.662
impulsa po sekundi (cps, prema engl. counts per second) i 131.692 cps sa srednjom
vrijednosti od 124.878 cps, cv 5,019 %, a za kalibrator visoke koncentracije izmedu 7780.349
cps i 8258.338 cps sa srednjom vrijednosti od 8094.609 cps, cv 2,685 %.

Na temelju koncentracijskih vrijednosti kalibratora oblikuje se standardna
kalibracijska krivulja. Svi su uzorci analizirani na analitiCkom sustavu Siemens Immulite
1000 ekstrapolacijom izmjerenih vrijednosti na kalibracijsku krivulju. Za kontrolu kvalitete
koristeni su komercijalni kontrolni uzorci u dvije koncentracijske razine IL-6 (Siemens
Healthcare Diagnostics, Llanberis, Gwynedd, UK; kataloski broj ILCO10022 1 ILC0O2022, lot
kontrolnih uzoraka 0022). Obje su kontrole liofilizirane humanom serumu i rekonstituirane s
5 mL redestilirane vode unutar 30 minuta prije uporabe i mijeSane dok se sadrzaj u potpunosti
ne otopi. Kontrole su analizirane na isti na¢in kao i serumi ispitanika nepoznate koncentracije
IL-6. Dobivene vrijednosti kontrole 1 su 97,3 pg/mL (ocekivani raspon od 74 do 104 pg/mL).
Vrijednosti za kontrolu 2 su 422 pg/mL (ocekivani raspon od 365 do 543 pg/mL).
Kalibracijski raspon je od 0 do 1,000 pg/mL. Utjecaj visokih koncentracija (engl. High-dose
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hook effect) nije uocen do koncentracije uzoraka vec¢ih od 60,000 pg/ml. Siemens Immulite

1000 analizator automatski o€itava koncentraciju IL-6 u uzorku.

4.4.2. Odredivanje serumske koncentracije CRP-a

4.4.2.1. Uzorci ispitanika

Uzorci krvi dobiveni su venepunkcijom u jutarnjim satima kada su ispitanici bili
natasSte. Krv je svakome pacijentu vadena iz kubitalne vene u epruvetu s crvenim ¢epom bez
aditiva za dobivanje seruma i u epruvetu s ljubicastim ¢epom s K3-EDTA antikoagulansom
(Becton Dickinson, New Jersey, SAD). Nakon 30 minuta stajanja serumske epruvete u
uspravnom polozaju, uzorci su centrifugirani 10 minuta na 3.000 okr/min (Hettich Rotina 380
R, Tuttlingen, Njemacka). Dobiveni je serum odvojen od stanica i pohranjen do analize na 2 —

8° C. Uzorci pune krvi analizirani su isti dan.

4.4.2.2. Metoda odredivanja koncentracije CRP-a

Za odredivanje serumske koncentracije CRP-a koriSten je komercijalni reagens CRP
Latex kat. br. OSR6299 (Beckman Coulter, Brea, California, SAD) na analitickom sustavu
Beckman Coulter AU680. Za kalibraciju reagensa koristen je Beckman Coulter CRP Latex
Calibrator Normal Set (kat.or. ODC0026). Vrijednosti kalibratora CRP-a sljedive su prema
standardu CRM 470 (175) Medunarodne udruge za klinicku kemiju (IFCC od engl.
International Federation of Clinical Chemistry). Za kontrolu kvalitete koriSteni su
komercijalni kontrolni uzorci u dvije koncentracijske razine: Seronorm Immunoprotein Lyo-
L1 kat. br. 202805 i Seronorm Immunoprotein Lyo-L2 kat.br. 202905 (Sero, Bilinstad,
Norveska). Nacelo testa temelji se na mjerenju povecanja turbidnosti reakcijske otopine
(imunoturbidimetrija). Nakon mijeSanja ispitivanoga uzorka s reagensom CRP iz uzorka
specificno reagira s protu-CRP protutijelima na lateks Cesticama iz reagensa pri ¢emu se
stvaraju netopljivi agregati i raste zamucenje (turbidnost) reakcijske smjese. Porast zamucenja

proporcionalan je koncentraciji CRP-a u uzorku.
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4.4.3. Odredivanje biokemijskih parametara

ALT, AST, ALB, CRE/S analizirani su laboratorijskim testovima na osnovi
spektrofotometrijskoga odredivanja enzimske aktivnosti (ALT, AST) i koncentracije (ALB,
CRE/S). Svi su uzorci analizirani na analitickom sustavu Beckman Coulter AU 680
(Beckman Coulter, Brea, California, SAD) ekstrapolacijom izmjerenih vrijednosti na
kalibracijsku krivulju (System Calibrator, Beckman Coulter, kat. br. 66300). Za kontrolu
kvalitete koriSteni su komercijalni kontrolni uzorci u dvije koncentracijske razine: Seronorm
Human, kat. br. 200805 1 Seronorm Human High, kat. br. 203005 (Sero, Bilinstad, Norveska).
Beckman Coulter analizatori automatski izracunavaju aktivnost ALT i AST uzorka te
koncentraciju ALB i CRE/S uzorka.

4.4.4. Odredivanje hematoloskih parametara

Parametri krvne slike L, E. Hgb, Hct 1 brzina SE odredeni su rutinskom analizom na
hematoloskome brojacu Siemens ADVIA 2120 (Siemens, Miinchen, Njemacka) (176).
Analiza je temeljena na nacelu protoCne citometrije s mjerenjam rasapa svjetla (odredivanje
ukupne krvne slike), lizom stanica i bojanjem s mijeloperoksidazom (diferenciranje
leukocita). Koncentracija hemoglobina odreduje se spektrofotometrijski nakon mijeSanja

uzorka s reagensom koji sadrzi natrij lauril-sulfat.

4.5. Analiza polimorfizma gena IL-6, STAT3 i IL-23R

Polimorfizmi u genima za IL-6 (HGNC:6018), IL-23R (HGNC:19100) i STAT3
(HGNC:11364) analizirani su pomoéu komercijalnoga seta LightCycler™ DNA Master
HybProbe Kit (Roche, EU) i odgovaraju¢ih pocetnica te fluorescentno obiljeZenih proba.
UmnaZanje i analiza rezultata provodila se na uredaju LightCycler™ PCR 1.2 (Roche, EU) u
stvarnome vremenu. Analiza se temeljila na metodi prijenosa energije uslijed fluorescentne

rezonancije (FRET, prema engl. Fluorescent Resonance Energy Transfer).
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4.5.1. Izolacija DNA iz pune krvi

Genomska DNA izolirana je iz 200 pL heparinizirane, pune, periferne krvi
koriStenjem komercijalnoga seta Hight Pure PCR (prema engl. polimerase chain reaction)

Template Preparation Kit (Roche, Njemacka).

Materijal: Uzorci krvi oboljelih i kontrolnih ispitanika, High Pure PCR Template

Preparation Kit, dH»0, izopropanol, apsolutni etanol.

Postupak izolacije: U sterilnu, nekoristenu kivetu od 1,5 mL odpipetirano je 200 pL
pune krvi, 200 uL vezujuceg pufera (6 M gvanidin-HCI, 10 mM urea, 10 mM Tris-HCI, 20 %
Triton X-100 (v/v), pH 4,4 (25 °C)) i 40 pL proteinaze K. Reakcijska smjesa snazno je
promijesana i inkubirana 10 minuta na 70 °C. Nakon inkubacije dodano joj je 100 pL
izopropanola te je smjesa prenesena u tubicu s filterom. Uzorci su centrifugirani 1 minutu na
8.000 x g uslijed ¢ega su se nukleinske kiseline vezale za staklena vlakna filter tubice. U svaki
uzorak dodano je 500 pL pufera za uklanjanje inhibitora (5 M gvanidin-HCI, 20 mM Tris-
HCI, pH 6,6 (pri 25 °C)) te je slijedilo novo centrifugiranje u jednakim uvjetima. Nakon toga
dodano je 500 pL pufera za ispiranje (20 mM NaCl, 2 mM Tris-HCI, pH 7,5 (25 °C) uz novo
centrifugiranje. Postupak ispiranja ponovljen je dva puta. U svrhu potpunoga uklanjanja
pufera za ispiranje, uzorci su dodatno centrifugirani tijekom 10 sekundi pri punoj brzini
centrifuge. Filter tubice prenesene su u nove, sterilne kivete od 1,5 mL te su uzorci isprani s
210 pL elucijskoga pufera (10 mM Tris-HCI, pH 8,5 (25 °C) prethodno zagrijanoga na 70 °C.
Slijedilo je posljednje centrifugiranje nakon kojega su izolirani uzorci DNA pohranjeni na -80

°C do analize.

4.5.2. Genotipizacija polimorfizma u genu za IL-6

Analiza polimorfizma u genu za IL-6 (rs1800795, 7 22766645 C G, GRCh37. p13)
temeljena je na metodi prijenosa energije uslijed fluorescentne rezonancije ili FRET (prema

engl. Fluorescent Resonance Energy Transfer) u stvarnome vremenu.

Materijal: Uzorci DNA, pocetnice i probe za navedeni polimorfizam, LightCycler

DNA Master HybProbe Kit (Roche, Njemacka).
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Postupak: Polimorfizam u genu za IL-6 analiziran je koristenjem komercijalnoga seta
LightCycler DNA Master HybProbe Kit i odgovaraju¢ih pocetnica te fluorescentno

obiljezenih proba.

Za analizu polimorfizma IL-6 (-174) koriStene su pocetnice sa slijedom nukleotida: 5°-
TTACTC TTT GTC AAG ACA TGC CA-3" i 5-ATG AGC CTC AGA CAT CTC CAG-3
te fluorescentno obiljezene probe: sensor 5-LC640-GTG TCT TGC GAT GCT AAA GGA-
PH i anchor 5-CTA AGC TGC ACT TTT CCC CCT AGT-FL. Reakcijska smjesa ukupnoga
volumena 12 pL sadrzavala je 2,5 mM MgClz, 0,5 uM pocetnica, 0,2 uM proba, te nukleotide
i Taq polimerazu koji su bili dio koriStenoga seta. Polimorfizam u genu za IL-6 genotipiziran
je u umnozenim odsjeccima DNA veli¢ine 314 pb. Analiza genotipa temeljena je na
biljezenju porasta fluorescencije na to€no odredenim temperaturama u koraku taljenja PCR
produkata. Uoceni skokovi fluorescencije zabiljeZeni su na dvije temperature: 63 °C = 1 °C za
genotip GG; 55 C + 1 °C za CC; 63 °C 1 55 °C + 1 °C za genotip GC (Slika 4.1.). U Tablici

4.1. navedeni su uvjeti PCR reakcije za analizu polimorfizma SNP rs1800795.

Melting Peaks
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0.034

40)
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0.0194
0.014-

-(d/dT) Fluorescence (6

0.009
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-0.001 ===

45 50 55 60 65 70 75 30 85
Temperature (°C)

Slika 4.1. Genotipizacija temeljena na analizi temperature taljenja PCR produkta za SNP
rs1800795
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Tablica 4.1. Uvjeti PCR reakcije za analizu polimorfizma rs11209026 IL-23R gena

1. Denaturacija

Broj ciklusa 1
Nacin analize "None"
Temperatura (°C) 95
Vrijeme inkubacije (min:s) 10:00
Brzina promjene temperature (°C/s) 20
Dodatna temperatura u ciklusu (°C) 0
Odstupanje od zadane temperature (°C) 0
Ciklusi s dodatnom temperaturom 0
Nacin biljezenja fluorescencije "None"
2. Umnazanje DNA
Broj ciklusa 55
Nadin analize "Quantification"
Dijelovi ciklusa 1. dio 2. dio 3. dio
Temperatura (°C) 95 53 72
Vrijeme inkubacije (min:s) 0:10 0:10 0:13
Brzina promjene temperature (°C/s) 20 20 50
Dodatna temperatura u ciklusu (°C) 0 0 0
Odstupanje od zadane temperature (°C) 0 0 0
Ciklus s dodatnom temperaturom 0 0 0
Nacin biljezenja fluorescencije "None" | "Single" "None"
3. Analiza temperature taljenja PCR produkta
Broj ciklusa 1
Nacin analize "Melting Curves"
Dijelovi ciklusa 1. dio 2. dio 3. dio
Temperatura (°C) 95 45 85
Vrijeme inkubacije (min:s) 0:0 0:90 0:0
Brzina promjene temperature (°C/s) 20 20 0,1
Dodatna temperatura u ciklusu (°C) 0 0 0
Odstupanje od zadane temperature (°C) 0 0 0
Ciklus s dodatnom temperaturom 0 0 0
Nacin biljezenja fluorescencije "None" | "None" | "Continuous"
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4. Hladenje

Broj ciklusa 1
Nacin analize "None"
Temperatura (°C) 40
Vrijeme inkubacije (min:s) 0:30
Brzina promjene temperature (°C/s) 20
Dodatna temperatura u ciklusu (°C) 0
Odstupanje od zadane temperature (°C) 0
Ciklus s dodatnom temperaturom 0
Nacin biljezenja fluorescencije "None"

4.5.3. Genotipizacija polimorfizma u genu za STAT3

Reakcijska smjesa za analizu polimorfizma rs744166 (17_40514201_A_G) u genu za
STAT3 sadrzavala je 2,5 mM MgClz, 0,5 uM pocetnica i 0,2 uM hibridizacijskih proba i Taq
polimerazu. Za umnazanje odsjecka DNA duzine 248 pb koriStene su pocetnice koje su imale
nukleotidni slijed: 5'-GCC TGA TTT TTC TCT TGC CT-3"15-AAT GTC ATG GCA GGA
GTG C-3’, dok je nukleotidni slijed fluorescentno obiljezenih proba bio: 5'-GAG TTG CTG
TGG CTG TAA TGT CTT GAG--FL i LC640-GAA TCG AGC CTG ACA GTA ATT TAT
AG—PH. Analizom taljenja umnozenoga produkta zabiljeZen je porast fluorescencije pri
temperaturama od: 65 °C + 1 °C za genotip GG, 58 °C+ 1 °C 165 °C £ 1 °C za genotip GA, te
58 °C £ 1 °C za genotip AA (Slika 4.2). U Tablici 4.2. prikazani su uvjeti PCR reakcije za
analizu polimorfizma SNP rs744166 STAT3 gena.
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Slika 4.2. Genotipizacija temeljena na analizi temperature taljenja PCR produkta za SNP
rs744166

Tablica 4.2. Uvjeti PCR reakcije za analizu polimorfizma rs744166 u genu za STAT3
1. Denaturacija

Broj ciklusa 1
Nacin analize "None"
Temperatura (°C) 95
Vrijeme inkubacije (min:s) 2:30
Brzina promjene temperature (°C/s) 20
Dodatna temperatura u ciklusu (°C) 0
Odstupanje od zadane temperature (°C) 0
Ciklus s dodatnom temperaturom 0
Nacin biljeZenja fluorescencije "None"
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2. Umnazanje DNA

Broj ciklusa 45

Nacin analize "Quantification™
Dijelovi ciklusa 1.dio | 2.dio | 3.dio
Temperatura (°C) 95 58 72
Vrijeme inkubacije (min:s) 0:45 0:15 0:10
Brzina promjene temperature (°C/s) 20 20 20
Dodatna temperatura u ciklusu (°C) 0 0 0
Odstupanje od zadane temperature (°C) 0 0 0
Ciklus s dodatnom temperaturom 0 0 0
Nacin biljezenja fluorescencije "None" | "Single" | "None"
3. Analiza temperature taljena PCR produkta

Broj ciklusa 1

Nacin analize "Melting Curves"
Dijelovi ciklusa 1.dio | 2.dio 3.dio
Temperatura (°C) 95 50 85
Vrijeme inkubacije (min:s) 0:60 0:60 0:0
Brzina promjene temperature (°C/s) 20 20 0,1
Dodatna temperatura u ciklusu (°C) 0 0 0
Odstupanje od zadane temperature (°C) 0 0 0
Ciklus s dodatnom temperaturom 0 0 0
Nacin biljezenja fluorescencije "None"| "None" |"Continuous"
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4. Hladenje

Broj ciklusa 1
Nacin analize None
Temperatura (°C) 40
Vrijeme inkubacije (min:s) 0:30
Brzina promjene temperature (°C/s) 20
Dodatna temperatura u ciklusu (°C) 0
Odstupanje od zadane temperature (°C) 0
Ciklus s dodatnom temperaturom 0
Nacin biljezenja fluorescencije None

4.5.4. Analiza polimorfizama u genu za IL-23R

4.5.4.1. Polimorfizam rs11209026 (1_67705958 G_A)

Za umnazanje dijela DNA u svrhu analize polimorfizma rs11209026 u genu za IL-23R
koriStene su pocetnice sa slijedom nukleotida: 5'-CCT TCC TTT CAT TAG ACA ACA GAG
G-3" 1 5'-AAC TGA AAT GAC TAA ATT TTG GTG A-3’ te fluorescentno obiljezene
probe: sensor 5-ACA GAT CAT TCC AAA CTG GGT--FL i anchor LC640-GTT TTT
GCAGAATTTCTG TTT TCT GAT TT--PH. Reakcijska smjesa ukupnoga volumena 10 pL.

sadrzavala je 2 mM MgClz, 0,5 uM pocetnica, 0,2 uM proba, te Taq polimerazu. U
optimiziranim uvjetima PCR reakcije umnozen je odsjeCak DNA duzine 194 parova baza.
Analiza navedenoga polimorfizma temeljila se na biljezenju porasta fluorescencije pri
odredenim temperaturama u koraku taljenja PCR produkata. Uoceni skok fluorescencije
zabiljezen je na dvije temperature na osnovi kojih je odreden genotip svakoga uzorka: 54 °C
+1 °C za genotip GG; 54 °C 161 °C £ 1 °C za GA 1 61 °C =1 °C za genotip AA (Slika 4.3). U
Tablici 4.3. prikazani su uvjeti PCR reakcije za analizu polimorfizma SNP rs11209026 u genu
za IL-23R.
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Slika 4.3. Genotipizacija temeljena na analizi temperature taljenja PCR produkta za SNP
rs11209026 u genu za IL-23R

Tablica 4.3. Uvjeti PCR reakcije za analizu polimorfizma rs11209026 u IL-23R genu
1. Denaturacija

Broj ciklusa 1
Nacin analize "None"
Temperatura (°C) 95
Vrijeme inkubacije (min:s) 2:30
Brzina promjene temperature (°C/s) 20
Dodatna temperatura u ciklusu (°C) 0
Odstupanje od zadane temperature (°C) 0
Ciklusi s dodatnom temperaturom 0
Nacin biljeZenja fluorescencije "None"
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2. Umnazanje DNA

Broj ciklusa 45

Nacin analize "Quantification"
Dijelovi ciklusa 1.dio | 2.dio | 3.dio
Temperatura (°C) 95 58 72
Vrijeme inkubacije (min:s) 0:60 40 40
Brzina promjene temperature (°C/s) 20 20 20
Dodatna temperatura u ciklusu (°C) 0 0 0
Odstupanje od zadane temperature (°C) 0 0 0
Ciklus s dodatnom temperaturom 0 0 0
Nacin biljezenja fluorescencije "None" ["Single”| "None"
3. Analiza temperature taljenja PCR produkta

Broj ciklusa 1

Nacdin analize

"Melting Curves"

Dijelovi ciklusa 1.dio | 2.dio 3. dio
Temperatura (°C) 95 45 85
Vrijeme inkubacije (min:s) 0:0 0:60 0:0
Brzina promjene temperature (°C/s) 20 20 0,1
Dodatna temperatura u ciklusu (°C) 0 0 0
Odstupanje od zadane temperature (°C) 0 0 0
Ciklus s dodatnom temperaturom 0 0 0
Nacin biljezenja fluorescencije "None" ["None" |"Continuous"
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4. Hladenje

Broj ciklusa 1
Nacin analize "None"
Temperatura (°C) 40
Vrijeme inkubacije (min:s) 0:30
Brzina promjene temperature (°C/s) 20
Dodatna temperatura u ciklusu (°C) 0
Odstupanje od zadane temperature (°C) 0
Ciklus s dodatnom temperaturom 0
Nacin biljezenja fluorescencije "None"

4.5.4.2. Polimorfizam rs7530511 (1_67685387_T_C)

Polimorfizam rs7530511 u genu za IL-23R analiziran je asimetricnim PCR-om u
reakcijskoj smjesi koja je sadrzavala 2,65 mM MgClz, 0.88 uM pocetnica F, 0,66 uM
pocetnica Ri 0,18 puM hibridizacijskih proba, te Taq polimerazu. Slijed nukleotida u
pocetnicama bio je 5'-GGA GCC AAA CAT TAAGTACGT ATT T-3"15-CCT GCT TCA
GGT GCT TTA TGA-3’, a u probama 5'-AGG CAA AAG GTA CTG GCA GCC--FL i
LC640-TGG AGT TCACCG TTT TTT CA--PH. Umnozeni PCR produkt imao je duZinu od
105 pb, a analizom taljenja PCR produkata zabiljeZen je porast fluorescencije pri
temperaturama: 63 °C 1 °C za genotip TT, 57 °C 163 °C £ 1 °C za genotip TC te 57°C £ 1 °C
za genotip CC (Slika 4.4.). U Tablici 4.4. prikazani su uvjeti PCR reakcije za analizu
polimorfizma rs7530511 u genu za IL-23R.
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Slika 4.4. Genotipizacija temeljena na analizi taljenja PCR produkta za SNP rs7530511

Tablica 4.4. Uvjeti PCR reakcije za analizu polimorfizma rs7530511 u genu za I1L-23R
1. Denaturacija

Broj ciklusa 1
Nacin analize "None"
Temperatura (°C) 95
Vrijeme inkubacije (min:s) 5:00
Brzina promjene temperature (°C/s) 20
Dodatna temperatura u ciklusu (°C) 0
Odstupanje od zadane temperature (°C) 0
Ciklus s dodatnom temperaturom 0
Nacin biljeZenja fluorescencije "None"




2. Umnazanje DNA

Broj ciklusa

60

Nacdin analize

"Quantification™

Dijelovi ciklusa 1.dio | 2.dio | 3.dio
Temperatura (°C) 95 56 72
Vrijeme inkubacije (min:s) 0:30 0:15 0:8
Brzina promjene temperature (°C/s) 20 20 20
Dodatna temperatura u ciklusu (°C) 0 0 0
Odstupanje od zadane temperature (°C) 0 0 0
Ciklus s dodatnom temperaturom 0 0 0
Nacin biljezenja fluorescencije "None" | "Single" | "None"
3. Analiza temperature taljenja PCR produkata

Broj ciklusa 1

Nacdin analize

"Melting Curves"

Dijelovi ciklusa 1. dio 2.dio | 3.dio | 4.dio | 5.dio
Temperatura (°C) 95 50 48 40 85
Vrijeme inkubacije (min:s) 0:20 0:15 0:15 0:15 0:0
Brzina promjene temperature (°C/s) 20 1 1 1 0,1
Dodatna temperatura u ciklusu (°C) 0 0 0 0 0
Odstupanje od zadane temperature (°C) 0 0 0 0 0
Ciklus s dodatnom temperaturom 0 0 0 0 0
Nacin biljezenja fluorescencije "None" | "None" |"None" | "None" | "Cont"
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4. Hladenje

Broj ciklusa 1
Nacin analize "None"
Temperatura (°C) 40
Vrijeme inkubacije (min:s) 0:30
Brzina promjene temperature (°C/s) 20
Dodatna temperatura u ciklusu (°C) 0
Odstupanje od zadane temperature (°C) 0
Ciklus s dodatnom temperaturom 0
Nacin biljezenja fluorescencije "None"

4.6. StatistiCka analiza

Normalnost distribucije testirana je Shapiro-Wilk, a homogenost varijanci Levenovim
testom. Numericki podaci opisani su aritmetickom sredinom i standardnom devijacijom ili
medijanom s interkvartilnim rasponom, dok su kategoricke varijable opisane apsolutnim i
relativnim frekvencijama. Razlike medu skupinama ispitane su Mann-Whitneyevim i
Kruskal-Wallisovim testom s post hoc Bonferroni-Dunn procedurom, a za kategori¢ke
varijable Fisherovim egzaktnim testom 1 %2 testom. Snaga povezanosti prikazana je kao omjer
izgleda ili kao srednja nepristrana procjena (mue, prema engl. median unbiased estimate) s 95
% intervalom pouzdanosti (LogXAct 10, Cytel Inc., Cambridge, MA, SAD). Povezanost
omjernih varijabli testirana je Spearmanovim koeficijentom korelacije rangova (p). Za
testiranje devijacija Hardy-Weinbergova ekvilibrija primijenjen je Guo-Thompsonov egzaktni
test (177), a za opis neravnoteze alelne povezanosti D' koeficijent (178, 179) (PLINK 1.07
program) (180). Haplotipne frekvencije rekonstruirane su iterativnim EM (prema engl.
expectation maximisation) algoritmom (181). Za pojedina¢ne polimorfizme statistiCka je
znacajnost simultano testirana Westfall-Youngovim permutacijama (10* randomizacija)
(182), daju¢i empirijske P-vrijednosti korigirane za broj testova (maxT, PLINK 1.07).
Epistatske interakcije za parove polimorfizama analizirane su W-testom (183) (400 bootstrap
uzoraka, Bonferroni korigirani P za broj parova uz FWER (prema engl. family-wise error

rate) 0,05), kao snaznom alternativom u niskofrekvencijskome okruzju, koja se odlikuje
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brzom i jednostavnom procjenom, bez pretpostavki na tip modela (R program, inacica 3.5.1,
https://www.r-project.org, wtest paket).

Statisticka snaga za alelne i genotipske asocijacije procijenjena je Genetic Power
Calculator programom (184). Pod pretpostavkom multiplikativnoga modela alelnih uc¢inaka,
dvostranoga o = 0,05, populacijske prevalencije bolesti od 0,5 %, D' = 1, i alelne frekvencije
od 5, 10 i 35 %, veli¢ina uzorka u ovom istrazivanju postize 80 % snage za omjere izgleda

2,6,2,1i1,65.
Ukoliko nije drugacije naznaceno, statisticka je analiza provedena pomocu programa

SPSS 20,0, SPSS Inc., Chicago, IL, SAD. Dvostrane P-vrijednosti < 0,05 smatrane su

znacajnima. Za izradu grafova koriSten je R paket ggplot2.
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5. REZULTATI

5.1. Op¢a obiljezja ispitanika

U istrazivanje je ukljuceno 143 UBC ispitanika i 100 etnicki i zemljopisno usporedivih
zdravih ispitanika koji su €inili kontrolnu skupinu. Skupinu oboljelih ispitanika s UBC-om
¢inilo je 50 CB ispitanika (26 muskih, medijan dobi 35, interkvartilni raspon 30 — 45 godina) i
93 UC ispitanika (52 muska) znacajno ve¢ega medijana dobi (47 godina, P < 108, Kruskall-
Wallisov test, Bonferroni-Dunn post hoc test, Tablica 5.1.) u usporedbi s CB i kontrolnim
ispitanicima (medijan dobi 36, interkvartilni raspon 26 — 47 godina). Medijan dobi ispitanika
pri dijagnozi CB-a iznosio je 21 godinu (interkvartilni raspon 21 — 40), a pri dijagnozi UC-a
38 godina (interkvartilni raspon 28 — 47). Znacajno je veéi udio muskaraca (P = 9,2 x 10, 52
test) zabiljezen u kontrolnoj skupini (84 %) u usporedbi s CB (52 %) i UC ispitanicima (56 %,
Tablica 5.1.).

Vecina bolesnika (n = 79) tretirana je mesalaminom (medijan doza 2,500 mg, raspon
1,000 - 4,000 mg) u vrijeme uzorkovanja venske krvi. Kortikosteroide je primalo 29
ispitanika. Metilprednizolon je primalo 2 CB i 8 UC ispitanika (medijan doze 16 mg dnevno,
raspon 8 — 40 mg). Prednison je primalo 9 CB i 10 UC ispitanika (medijan doze 17,5 mg
dnevno, raspon 5 — 40 mg, n = 19). Kod 12 CB ispitanika ucinjena je prethodno intestinalna

resekcija, a u skupini UC ispitanika nije bilo ispitanika s prethodnom resekcijom.

Tablica 5.1. Demografska obiljezja populacije oboljelih od Crohnove bolesti (CB) i oboljelih

od ulceroznoga kolitisa (UC).

spol (n) dob kod trajanje :
* . , aktivnost
5 Ukupno Dob(god)*  dijagnoze bolesti bolesti*
(n) (god)* (god)*
CDAI
CcB 26 24 50 35(3045) 21(21-40)  6(39) 36775 505
uc 52 41 93 47(36-59) 38(28-47) 6 (3.5-12.5) 'g/'(T:,)V\ll‘;’)'

zdravi 84 26 100 36 (26-47)
ukupno 162 91 243
* medijan (interkvartilni raspon)
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5.2. Deskriptivna analiza biokemijskih parametara

Medijan vrijednosti za masenu koncentraciju CRP-a visi je u CB i UC populaciji
ispitanika od referentnoga intervala (< 5,0 mg/L). Medijan vrijednosti za broj leukocita u obje
je skupine ispitanika unutar referentnoga intervala (3,4 — 9,7 x 10%L). Hipoalbuminemija,
definirana kao serumska masena koncentracija albumina < 39,6 g/L, zapaZena je u vecine
oboljelih, nesto izrazenije u oboljelih od UC-a. Biokemijski parametri CB i UC populacije

prikazani su u tablicama 5.2. 1 5.3.

Tablica 5.2. Biokemijski parametri populacije oboljelih od Crohnove bolesti (n = 50).

n* medijan interkvartilni raspon
SE (mm/3.6 ks) 47 18 10-33
L (x10°%/L) 47 8,3 7,2-10,2
E (x10%/L) 39 4,44 4,19-4,9
Hgb (g/L) 39 125 111-135
Hct (L/L) 29 0,38 0,34-0,40
AST (U/L) 46 18 15-22,5
ALT (U/L) 46 16,50 13-31
ALB (g/L) 42 40,25 33,75-44,05
CRE/S (umol/L) 45 73 65,5-78
CRP (mg/L) 48 9,35 2,2-39,03

SE sedimentacija eritrocita, L leukociti, E eritrociti, Hgb hemoglobin, Hct
hematokrit, AST aspartat aminotransferaza, ALT alanin aminotransferaza, ALB
serumski aloumin, CRE/S kreatinin u serumu, CPR C-reaktivni protein

* broj raspolozivih opazanja
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Tablica 5.3. Biokemijski parametri populacije oboljelih od ulceroznoga kolitisa (n = 93).

n* medijan interkvartilni raspon

SE (mm/3.6 ks) 83 20 9-38

L (x10%/L) 89 8,30 6,1-10,75
E (x10%?/L) 81 4,60 4,18-4,9
Hgb (g/L) 80 130 117-142
Hct (L/L) 54 0,39 0,33-0,43
AST (U/L) 84 20 15,25-26
ALT (U/L) 84 20 13-29,75
ALB (g/L) 73 39,50 30,95-45,35
CRE/S (umol/L) 83 79 71-93
CRP (mg/L) 84 6,75 2,03-51,63

SE sedimentacija eritrocita, L leukociti, E eritrociti, Hgb hemoglobin, Hct
hematokrit, AST aspartat aminotransferaza, ALT alanin aminotransferaza, ALB
serumski aloumin, CRE/S kreatinin u serumu, CPR C-reaktivni protein

* broj raspolozivih opazanja

5.3. Interleukin 6

Serumska koncentracija IL-6 ispitana je kod 32 CB i 68 UC ispitanika i kod 71
zdravog ispitanika. Ni kod oboljelih od CB-a niti kod oboljelih od UC-a nije bilo zna¢ajne
razlike u koncentracijama IL-6 izmedu ispitanika tretiranih kortikosteroidima i ispitanika koji
nisu primali tu terapiju (P = 0,142, Kruskal-Wallisov test). Kruskal-Wallisovim testom
ispitane su razlike u serumskoj koncentraciji IL-6 izmedu triju skupina ispitanika (UC, CB i
kontrolna skupina), a za potrebe analize, serumske koncentracije IL-6 nize od praga detekcije
aproksimirane su donjim pragom detekcijskoga raspona (1,99 pg/mL). U ispitanika s CB-om,
kao 1 ispitanika s UC-om, koncentracije IL-6 bile su statisticki znac¢ajno vise u usporedbi s
kontrolnom skupinom (Tablica 5.4.). U kontrolnoj skupini, u 64/71 ispitanika zabiljezene su
koncentracije IL-6 < 2 pg/mL.
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Tablica 5.4. Koncentracija interleukina 6 (IL-6) u oboljelih od Crohnove bolesti (CB) i
oboljelih od ulceroznoga kolitisa (UC) i zdrave populacije (KS).

Kruskall- CB ispitanici UC ispitanici KS
Wallis P (n* =32) (n* = 68) (n*=71)
inter- inter- inter-
medijan  kvartilni  medijan  kvartilni  medijan  kvartilni
raspony raspon raspon
(pg;rfl_) <0,001f 325 199596 267  199-11,20 1,99  1,99-1,99

* broj raspolozivih opazanja
+ post hoc Dunn-Bonferronijev test: K < CB (P < 0,001); K< UC (P < 0,001)

Rezultati post hoc testova ukazuju na znaéajnu razliku izmedu skupine oboljelih od
UC-a i kontrolne skupine i izmedu CB ispitanika i ispitanika kontrolne skupine. Nije bilo

statisticki znacajne razlike izmedu skupina CB i UC ispitanika.

Takoder, usporedena je serumska koncentracija IL-6 kod CB ispitanika koji su
prethodno imali intestinalnu resekciju s CB ispitanicima kod kojih intestinalna resekcija nije
provedena. Nije utvrdena statisticki znacajna razlika izmedu tih dviju podskupina ispitanika
(Tablica 5.5.).

Tablica 5.5. Mann-Whitneyev test koncentracija interleukina 6 (IL-6) u oboljelih od
Crohnove bolesti s prethodnom intestinalnom resekcijom i oboljelih od Crohnove bolesti bez

intestinalne resekcije.

intestinalna n* medijan interkvartilni raspon P
resekcija
da 8 2,61 2,02-3,75 0,313
IL-6 (pg/mL)
ne 24 3,55 1,99-7,23

* broj raspolozivih opazanja

Usporedena je i serumska koncentracija IL-6 kod ispitanika s neaktivnom CB (CDAI

< 150) i1 kontrolne skupine. Utvrdena je statisticki znacajna razlika izmedu ovih dviju skupina

(Tablica 5.6.).
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Tablica 5.6. Mann-Whitneyev test koncentracija interleukina 6 (IL-6) u ispitanika s

neaktivnom Crohnovom bolesti (CB) i kontrolne skupine (zdravi).

status n* medijan interkvartilni raspon P
IL-6 (pg/mL)  neaktivniCB 17 1,99 1,99-3,77 < 0,001
zdravi 71 1,99 1,99-1,99

* broj raspolozivih opazanja

Nisu utvrdene statisticki znacajne varijacije serumske koncentracije IL-6 s dobi (p = -

0,08, P =0,411) ili spolom ispitanika (Tablica 5.7.).

Tablica 5.7. Mann-Whitneyev test koncentracija interleukina 6 (IL-6) u muskih i zenskih

ispitanika.
spol n* medijan interkvartilni raspon P
IL-6 (pg/mL) muski 52 3,77 1,99-7,96 0,363
zenski 48 2,33 1,99-6,11

* broj raspolozivih opazanja

Odnos izmedu IL-6, klinickih 1 biokemijskih podataka ispitan je koriStenjem
Spearmanovoga koeficijenta korelacije ranga zasebno kod CB i UC skupine. Kod obje
skupine ispitanika postoji jaka pozitivna korelacija izmedu serumske koncentracije IL-6 i SE
(pce = 0,54, P < 0,01 1 puc = 0,67, P < 0,01, zasebno), kao 1 izmedu serumske koncentracije
CRP-a i koncentracije IL-6 (pce = 0,68 P < 0,01 i puc = 0,799, P < 0,01, zasebno). Takoder,
kod obje skupine ispitanika utvrdena je umjerena pozitivna korelacija izmedu broja leukocita 1
koncentracije I1L-6 (pcs = 0,45, P < 0,05; puc = 0,53, P < 0,01). U objema je skupinama
ispitanika utvrdena negativna korelacija izmedu koncentracije serumskoga albumina i
koncentracije IL-6: kod CB ispitanika negativna korelacija je umjerena (pcs = -0,42, P < 0,05)
dok je kod UC skupine ispitanika ova korelacija snaznija (puc = -0,59, P < 0,001). U skupini
ispitanika s CB-om CDAI pozitivno korelira s koncentracijom IL-6 (pcs= 0,48, P < 0,01).
Kod UC skupine negativna je korelacija izmedu koncentracije Hgb i koncentracije IL-6 (puc
=-0,43, P <0,01), a takoder je oc¢ekivano negativna i korelacija izmedu Hct 1 koncentracije

IL-6 (puc = -0,33, P < 0,05). Znacajna pozitivna korelacija utvrdena je izmedu indeksa
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aktivnosti bolesti, MTWSI, u skupini ispitanika s UC i serumske koncentracije IL-6 (puc =
0,66, P < 0,001) (Tablica 5.8.).

Tablica 5.8. Spearmanov koeficijent korelacije ranga (p) za interleukin 6 (IL-6).

IL-6

oboljeli od Crohnove bolesti

oboljeli od ulceroznoga kolitisa

(CB) (UC)
n* p P n* p P
CDAI 28 0,481 0,009 - -
Dob pri dijagnozi (god.) 31 0,188 0,311 68 0,027 0,824
Dob (god.) 32 -0,115 0,532 68 -0,024 0,849
SE (mm/3,6 ks) 30 0,544 0,001 60 0,671 <0,001
L (x10%L) 30 0,451 0,012 65 0,536 <0,001
E (x10%2/L) 30 -0,211 0,261 62 -0,202 0,114
Hgb (g/L) 30 -0,324 0,081 61 -0,436  <0,001
Hct (L/L) 23 -0,139 0,525 46 -0,335 0,023
AST (U/L) 29 -0,037 0,848 60 -0,221 0,089
ALT (U/L) 29 -0,117 0,546 60 -0,083 0,526
ALB (g/L) 27 -0,420 0,028 53 -0,591 <0,001
CRP (mg/L) 30 0,682 <0,001 64 0,787 <0,001
MTWSI - - 67 0,669 <0,001

CDAI indeks aktivnosti Crohnove bolesti, SE sedimentacija eritrocita, L leukociti, E

eritrociti, Hgb hemoglobin, Hct hematokrit, AST aspartat aminotransferaza, ALT alanin

aminotransferaza, ALB serumski albumin, CPR C-reaktivni protein, MTWSI indeks

aktivnosti ulceroznoga kolitisa

* broj raspolozivih opazanja

Razlike u brzini SE, broju L, koncentraciji ALB i CRP-a izmedu muskaraca i Zena CB

1 UC grupe ispitanika nisu bile znacajne (podatci nisu prikazani). Medutim utvrdena je

statistiCki znacajna razlika izmedu musSkaraca i zena u koncentraciji Hgb (P = 0,014), i

vrijednosti Hct (P = 0,021) (muskarci su imali viSe vrijednosti), 1 to u skupini UC ispitanika.
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5.4. C-reaktivni protein

Serumska koncentracija CRP-a izmjerena je kod 132 ispitanika oboljelih od UBC-a
(84 ispitanika s UC-om). Koncentracije CRP-a nisu mjerene kod ispitanika kontrolne skupine.
Nije bilo statisti¢ki znacajne razlike u koncentracijama CRP-a medu oboljelima od UBC-a
koji su primali kortikosteroidnu terapiju i onih koji nisu primali terapiju (P = 0,777). U tablici
5.8. prikazani su rezultati korelacijske analize izmedu koncentracije CRP-a i IL-6 za CB i UC
ispitanike zasebno. Tablica 5.9. prikazuje rezultate korelacijske analize izmedu koncentracije
CRP-a te indeksa aktivnosti bolesti, CDAI i MTWSI za obje skupine ispitanika. Utvrdene su
jake pozitivne korelacije izmedu CRP-a i MTWSI, dok korelacija izmedu CRP-a i CDAI-a

nije bila znacajna.

Tablica 5.9. Spearmanov koeficijent korelacije ranga (p) za C-reaktivni protein (CRP).

CRP (mg/L)
n* p P
CDAI 46 0,208 0,166
MTWSI 83 0,586 < 0,001

CDAI indeks aktivnosti Crohnove bolesti, MTWSI indeks aktivnosti ulceroznoga
kolitisa

* broj raspolozivih opazanja

Usporedena je koncentracija CRP-a kod muskih i Zenskih ispitanika, pri ¢emu je
razlika izmedu ovih dviju skupina bila nominalno marginalno znacajna (P = 0,049) (Tablica

5.10.)

Tablica 5.10. Mann-Whitneyev test koncentracija C-reaktivnog proteina (CRP) u muskih i

zenskih ispitanika.

spol n* medijan interkvartilni P
raspon
CRP (mg/L) muski 73 9,4 2,7-72,5 0,049
zenski 59 5,8 1,6-16,9

* broj raspolozivih opazanja
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Spearmanov koeficijent korelacije ranga nije pokazao statisticki znacajnu korelaciju
izmedu koncentracije CRP-a i dobi (p = 0,08, P = 0,383).

Mann-Whitneyev test proveden je kako bi se usporedila koncentracija CRP-a izmedu
CB 1 UC ispitanika. Nije bilo statisticki znacajne razlike izmedu ovih dviju skupina (Tablica

5.11.).

Tablica 5.11. Mann-Whitneyev test koncentracija C-reaktivnoga proteina (CRP) u oboljelih

od Crohnove bolesti i oboljelih od ulceroznoga kolitisa.

zdravstveni status n* medijan interkvartilni raspon P
CRP (mg/L) CB 48 9,35 2,2-39,02 0,882
ucC 84 6,75 2,03-51,63

* broj raspolozivih opazanja

Mann-Whitneyevim testom utvrdena je statisticki znacajna razlika koncentracije CRP-
a izmedu CB ispitanika sa i bez intestinalne resekcije (Tablica 5.12.), u smislu vise
koncentracije u bolesnika koji nisu prethodno operativno lijeceni. Nije bilo statisti¢ki
znacajne razlike u indeksu aktivnosti Crohnove bolesti izmedu operiranih i neoperiranih

ispitanika (Tabica 5.13).

Tablica 5.12. Mann-Whitneyev test koncentracije C-reaktivnoga proteina (CRP) u oboljelih

od Crohnove bolesti s prethodnom intestinalnom resekcijom i bez intestinalne resekcije.

interkvartilni

zdravstveni status n*  medijan
raspon
ispitanici s intestinalnom 11 2,2 0,9-4,5 0,005
resekcijom
CRP(mg) .~
ispitanici bez intestinalne 37 10,3 6,05-46,75
resekcije

* broj raspolozivih opazanja
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Tablica 5.13. Mann-Whitneyev test indeksa aktivnosti Crohnove bolesti (CDAI) u oboljelih
od Crohnove bolesti s prethodnom intestinalnom resekcijom i bez intestinalne resekcije.

] . interkvartilni
zdravstveni status n*  medijan
raspon

ispitanici s intestinalnom
3 10 152 90,5-222
resekcijom

CDAI o ] _ 0,356
ispitanici bez intestinalne
37 113 57-196,5

resekcije

* broj raspolozivih opazanja

5.5. Genski polimorfizmi i sklonost obolijevanju

5.5.1. Hardy-Weinbergov ekvilibrij

Genotipske frekvencije svih analiziranih polimorfizama bile su u Hardy-
Weinbergovom ekvilibriju, kako u kontrolnoj skupini, tako i u ukupnom uzorku ispitanika

(Tablice 5.14. do 5.16.).

Tablica 5.14. Usporedba alelnih frekvencija IL-6 rs1800795 inacice (SNP) izmedu ispitanika
oboljelih od upalnih bolesti crijeva (UBC) i kontrolne skupine.

- - OlI* (95 % HWET
Frekvencija  Frekvencija HWET
SNP alel IP) P*  (kontrole) _
(UBC) (kontrole) 5 P (svi)
rs1800795 C 0,419 0,391 1,12-1,75 0,973 0,613 0,425

IP interval pouzdanosti, HWE Hardy-Weinbergov ekvilibrij, Ol omjer izgleda
* empirijska P-vrijednost, 10* permutacija, Westfall-Youngova korekcija

+ Guo-Thompsonov egzaktni test
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Tablica 5.15. Usporedbe alela genskih polimorfizama (SNP) IL-23R izmedu UBC ispitanika
I kontrolne skupine.

. . HWET
Frekvencija Frekvencija HWET
SNP alel Ol* (95 % IP) p* kontrole )
(UBC) (kontrole) o P (svi)
rs11209026 A 0,021 0,071 0,28 (0,11-0,75) 0,014 1 1
rs7530511 T 0,105 0,101 1,04 (0,57-1,9) 1 0,054 0,727

IP interval pouzdanosti, HWE Hardy-Weinbergov ekvilibrij, Ol omjer izgleda
* empirijska P-vrijednost, 10* permutacija, Westfall-Youngova korekcija

+ Guo-Thompsonov egzaktni test

Tablica 5.16. Razdioba alela genskih STAT3 polimorfizama (SNP) izmedu UBC ispitanika i

kontrolne skupine

B B HWE
Frekvencija Frekvencija HWET
SNP alel OI*(95% IP) P* kontrole )
(UBC) (kontrole) 5 P (svi)
rs744166 G 0,368 0,368 1 (0,68-1,46) 1 0,51 0,327

IP interval pouzdanosti, HWE Hardy-Weinbergov ekvilibrij, Ol omjer izgleda
* empirijska P-vrijednost, 10* permutacija, Westfall-Youngova korekcija

+ Guo-Thompsonov egzaktni test
5.5.2. IL-6 rs1800795
Razdioba genotipskih i alelnih frekvencija u oboljelih i kontrolnih ispitanika prikazana
je tablicom 5.17. U genotipskoj analizi, homozigotni nositelji ¢eS¢ega alela predstavljaju

referentnu skupinu. Nisu zapazene znacajne razlike u zastupljenosti alelnih i genotipskih

inacica izmedu ispitanika i oboljelih, bilo skupno, bilo prema UC-u ili CB-u.
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Tablica 5.17. Usporedba ucestalosti genotipova i alela interleukin 6 (IL-6) rs1800795 izmedu
ispitanika oboljelih od upalnih bolesti crijeva (UBC) i kontrolne skupine.

Genotipske asocijacije

Fenotip Genotip VBe ontrole p* Ol (95 % IP)
n (%) n (%)
cC 16 (16,2) 9 (13) 1,33 (0,5-3,65) §
UBC GC 51 (51,5) 36(52,2) 0976 1,06 (0,53-2,1)
GG 32 (32,3) 24 (34,8) Ref
CcC 8 (25) 9 (13) 2,37 (0,67-8,24)
CB GC 15 (46,9) 36(52,2) 0,145 1,11 (0,42-3,05)
GG 9(28,1) 24 (34,8) Ref
CcC 8(11,9) 9 (13) 0,93 (0,3-2,89)
uc GC 36 (53,7) 36(52,2) 0,846 1,04 (0,5-2,19)
GG 23 (34,4) 24 (34,8) Ref
Alelne asocijacije
_ Frekvencija Frekvencija Ol (95 % IP)
Fenotip Alel p*
(UBC) (kontrole)
CB C 0,484 0,391 0,651 1.46 (0,8-2,65)
uc C 0,388 0,391 1 0,99 (0,59-1,66)

CB oboljeli od Crohnove bolest, IP interval pouzdanost, Ol omjer izgleda, Ref
referentni genotip, UC oboljeli od ulceroznoga kolitisa,

* empirijska P-vrijednost, 10* permutacija, Westfall-Youngova korekcija

5.5.3. IL-23R rs11209026 i rs7530511

Genotipizacija je provedena na 50 CB ispitanika (26 muskih) i na 93 UC ispitanika (52

muska) te na 93 ispitanika kontrolne skupine.

Frekvencije alela u populaciji zdravih kontrola bile su slicne onima koje navode
prethodna istraZivanja u kojima su ispitanici bili pripadnici bjelacke rase (18). Kao §to se vidi
iz tablice 5.15., u ispitanika s UBC-om (dakle, kada se objedine CB i UC), alel rs11209026A
bio je razli¢ito distribuiran u skupini oboljelih 1 zdravih kontrola (2,1 % 1 7,1 %, P = 0,014),
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Sto ukazuje na znacajno smanjenje omjera izgleda za UBC za nositelje A alela (alelski Ol
0,28; 95 % IP 0,11-0,75).

Tablica 5.18. Usporedbe alela polimorfizma jednoga nukleotida (SNP) receptora za
interleukin 23 (IL-23R) izmedu oboljelih od upalnih bolesti crijeva (UBC) i kontrolne skupine
prema fenotipu bolesti.

Frekvencija  Frekvencija

Fenotip SNP alel Ol (95 % IP) p*
(UBC) (kontrole)
IL-23R rs11209026 A 0 0,071 0,09 (0-0,57)F 0,013
IL-23R rs7530511 T 0,12 0,101 1.21 (0,57-2.6) 0,871
IL-23R rs11209026 A 0,032 0,071 0,44 (0,16-1,17) 0,185
Ve IL-23R rs7530511 T 0,097 0,101 0,95 (0,49-1,87) 1

CB oboljeli od Crohnove bolesti, IP interval pouzdanosti, Ol omjer izgleda, SNP polimorfizam
jednoga nukleotida, UBC oboljeli od upalnih bolesti crijeva, UC oboljeli od ulceroznoga kolitisa
* empirijska P-vrijednost, 10* permutacija, Westfall-Youngova korekcija

1 median unbiased estimate

Ako se bolesti promatraju pojedinacno, ucestalost alelne inacice rs11209026A
(p.381GlIn) bila je niza kod oboljelih od CB-a, ali ne i kod oboljelih od UC-a u usporedbi s
ispitanicima kontrolne skupine (Tablica 5.18.). To upucuje na zastitni u€inak prvenstveno za
CB (Tablica 5.18.). Suprotno tome, genska inac¢ica rs7530511 nije bila povezana ni s CB-om

ni s UC-om.
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Tablica 5.19. Usporedba polimorfizma jednoga nukleotida (SNP) receptora za interleukin 23
(IL-23R) prema genotipu i fenotipu bolesti.

UBC Kontrole
Bolest SNP genotip  n* (%) n* (%) P Ol (95 % IP)
AA 0 0 -
IL-23R rs11209026  GA 0 14 (14.1) 0,012 0,09 (0-0-54)
B GG  50(100)  85(85.9) Ref
TT 0 3(3.1) 0,57 (0-5.43)
IL-23R rs7530511  CT 12 (24) 14 (14.1) 0,38 1,85(0,78-4,38)
cC 38(76)  82(82.8) Ref
AA 0 0 -
IL-23R rs11209026  GA 6 (6.5) 14 (14.1) 0,288 0,42 (0,15-1,14)
GG  87(935) 85(85.9) Ref
Ve TT 0 3(31) 0,29 (0-2,73)
IL-23Rrs7530511  CT  18(19.4) 14(14.1) 0,381 1.41(0,65-3,02)
CC  75(80,6) 82(82.8) Ref

IP interval pouzdanost, CB oboljeli od Crohnove bolesti, Ol omjer izgleda, Ref referentni
genotip, UBC oboljeli od upalnih bolesti crijeva, UC oboljeli od ulceroznoga kolitisa,

* broj raspolozivih opazanja

+ empirijska P-vrijednost, 10* permutacija, Westfall-Youngova korekcija

1 median unbiased estimate

Distribucije genotipa inacica rs11209026 i rs7530511 u genu IL-23R prikazane su u
tablicama 5.19. i 5.20. Kod rs11209026 polimorfizma uocen je znaCajno smanjeni omjer
izgleda za razvoj UBC-a (Ol 0,27, 95 % IP 0,1-0,72, Tablica 5.20.), koji je vjerojatno
ograni¢en samo na fenotip CB (mue 0,09, 95 % IP 0-0,54), za heterozignote nositelje A/G u
usporedbi s homozigotnim genotipom G/G (Tablica 5.19.). Nisu uoceni homozigoti i
heterozigoti alela u slu¢ajevima CB, a niti u jednoj skupini nisu uoceni rijetki homozigoti AA.

Sto se tice SNP-a rs753051, nije uocen statisticki znacajan ucinak.
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Tablica 5.20. Genotipske asocijacije, IL-23R gen, inacice rs11209026 i rs7530511

SNP Genotip UBC n* (%) kontrole n* (%) Py Ol (95 % IP)

AA 0 0 -
IL-23R

GA 6 (4.2) 14 (14.1) 0,015 0,27 (0,1-0,72) &
rs11209026

GG 137 (95.8) 85 (85.9) Ref

TT 0 3(3,1) 0,19 (0-1,8) 1
IL-23R

CT 30 (21) 14 (14.1) 0,128 1,56 (0,78-3,12)
rs7530511

CC 113 (79) 82 (82.8) Ref

IP interval pouzdanost, Ol omjer izgleda, Ref referentni genotip, SNP polimorfizam jednoga
nukleotida, UBC oboljeli od upalnih bolesti crijeva

* broj raspolozivih opazanja

1+ empirijska P-vrijednost, 10* permutacija, Westfall-Youngova korekcija

1 median unbiased estimate

Za dva analizirana IL-23R polimorfizma, medusobno udaljena 20,571 kb, kreirani su
haplotipni blokovi (D'=1, Tablica 5.21.). U komparaciji s ancestralnim haplotipom,
rs11209026-rs7530511 AC haplotip udruzen je sa smanjenim izgledom obolijevanja od UBC-

a, uz ucinak gotovo u cijelosti posredovan rs11209026A alelom.

Tablica 5.21. Analiza IL-23R rs11209026-rs7530511 haplotipa

Haplotip Frekvencija Frekvencija p* Ol (95 % IP)
(UBC) (kontrole)
GA 0,874 0,828 0,327 Ref
GT 0,105 0,101 1 1,02 (0,56-1,85)
AC 0,021 0,071 0,02 0,28 (0,11-0,75)

Ol omjer izgleda, IP interval pouzdanost, Ref referentni haplotip, UBC upalna bolest crijeva

* empirijska P-vrijednost, 10* permutacija, Westfall-Youngova korekcija

47



5.5.4. STAT3 rs744166

Distribucija genotipa inacice rs744166 u genu STAT3 prikazana je u Tablici 5.22. Nije
uoCena statistiCki znaCajna razlika u ucestalosti alela izmedu dvaju fenotipova UBC-a i
kontrolne skupine ispitanika, kao ni razlika izmedu kontrolne skupine ispitanika i UBC

skupine opcenito.

Tablica 5.22. Usporedba ucestalosti genotipova i alela izmedu oboljelih od upalnih bolesti
crijeva UBC i kontrolne skupine (STAT3 gen, inacica rs744166).

_ Genotip UBe Kontrola Pt Ol (95 % IPP)
Fenotip n* (%) n* (%)
UBC GG 17 (12,1) 11 (11,6) 0,998 1,03 (0,43-2,46)
GA 69 (49,3) 48 (50,5) 0,96 (0,55-1,68)
AA 54 (38,6) 36 (37,9) Ref
CB GG 9 11 (11,6) 0,659 1,03 (0,43-2,46)
GA 24 48 (50,5) 0,96 (0,55-1,68)
AA 16 36 (37,9) Ref
uc GG 8 11 (11,6) 0,872 1,03 (0,43-2,46)
GA 45 48 (50,5) 0,96 (0,55-1,68)
AA 38 36 (37,9) Ref
_ Mutirani  Frekvencija  Frekvencija
Fenotip P Ol (95 % IP)
alel (%, UBC) (%, kontrole)
CB G 42,9 36,8 0,662 1.29 (0,78-2,11)
ucC G 33,5 36,8 0,874 0,86 (0,56-1,32)

CB oboljeli od Crohnove bolesti, IP interval pouzdanost, Ol omjer izgleda, Ref referentni
genotip, UBC oboljeli od upalnih bolesti crijeva, UC oboljeli od ulceroznoga kolitisa
* broj raspolozivih opazanja

1 empirijska P-vrijednost, 10* permutacija, Westfall-Youngova korekcija
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5.6. Epistatske interakcije polimorfizama i izgledi obolijevanja

W-testom, nema znakova statisticki znacajnih epistatskih interakcija izmedu parova

analiziranih lokusa (Tablica 5.23).

Tablica 5.23. Epistatske interakcije izmedu parova lokusa, W-test

Lokus1 Lokus?2

P

IL-23R rs7530511
IL-23R rs11209026
IL-23R rs11209026
IL-23R rs7530511
STAT3 rs744166

IL-6 rs1800795
STAT3 rs744166
IL-6 rs1800795
STAT3 rs744166
IL-6 rs1800795

0,108
0,206
0,299
0,319
0,985

5.7. Povezanost rs1800795 sa serumskom koncentracijom IL-6

Kako bi se ispitala uloga genotipa IL-6 na serumsku koncentraciju IL-6 i serumsku

koncentraciju proteina akutne faze CRP-a provedena je analiza polimorfizma u genu za IL-6

(-174, rs1800795). Slika 5.1. shematski prikazuje Cetiri polimorfizma regije IL-6 gena s

veznim mjestom transkripcijskoga faktora NF-1L-6.

Vezna mjesta za IL-6 transkripcijske &imbenike: AP-1 / NF-IL6 / NF-kappaB

TATA BOX

— e I s —1
—__ _572-557 -466 s _373-283 :}_7,2 -158 -145 -75 26  +1 +62 I
+!
A A
I G- A | | G-0C I 8AS/12Ts IL-6 151800795 (G/C)
9As/11Ts
10As/10Ts
10As/11Ts

Slika 5.1. Polimorfizmi IL-6 regije gena (autorsko djelo)
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Kruskal-Wallisov test pokazao je statisticki znacajnu razlika u koncentraciji IL-6 kod
UC ispitanika s obzirom na genotip IL-6 (P = 0,045) (Tablica 5.24.). Post hoc Bonferroni-
Dunn test pokazao je da je koncentracija IL-6 statisti¢ki znacajno visa u nositelja CC genotipa
u odnosu na GC genotip (Slika 5.2.). Kod CB ispitanika i UBC ispitanika u cjelini nisu

uocene statisti¢ki znacajne razlike koncentracije I[L-6 izmedu genotipova.

Tablica 5.24. Usporedba koncentracije interleukina 6 (IL-6) izmedu rs1800795 genotipova
(GG, GC i CC) s obzirom na fenotip bolesti (podatci su prikazani kao medijan s

interkvartilnim rasponom, Kruskal-Wallisov test).

Genotip
Fenotip, IL-6 GG n* GC n* CcC n* P
(pg/mL)
3,16 2,35 4,62
32 49 0,092
UBC (1,99-7,91) (1,99-5,27) (2,79-9,36)
3,49 2,05 7,17
ucC 23 34 8 0,045%
(1,99-15,80) (1,99-6,28) (3,12-36,85)
2,11 3,19 3,77
CB 9 15 8 0,701
(1,99-5,16) (1,99-4,69) (2,24-8,03)

CB oboljeli od Crohnove bolesti, UC oboljeli od ulceroznoga kolitisa, UBC oboljeli od
upalnih bolesti crijeva

* broj raspolozivih opazanja

1 Kruskal-Wallisov test

T post hoc Dunn-Bonferronijev test (z): GC < CC (P = 0,032)
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Slika 5.2. Serumska masena koncentracija interleukina 6 (IL-6) u oboljelih od ulceroznoga
kolitisa prema rs1800795 genotipu. Ordinata je logaritmska os. Gornje i donje vertikalne
linije box-plot dijagrama predstavljaju granice 1,5 x interkvartilnoga raspona. Prema Tukeyu,

ekstremne vrijednosti oznacene su to¢kom, a prag znacajnosti definiran je kao P < 0,05

(Kruskall-Wallisov test s post hoc Bonferroni-Dunn poredbom).

U sljede¢em koraku testiran je model recesivnoga uc¢inka C alela (CC vs. GC+GQG,
Tablica 5.25.). Rezultati Mann-Whitneyeva U testa pokazuju da je koncentracija IL-6 u
nositelja GG ili GC genotipa statisticki znacajno niza od koncentracije u nositelja CC
genotipa kod UC ispitanika (P = 0,02, Slika 5.3.). Razlika izmedu GG+GC i CC nositelja nije
znacajna kod UBC-a (P = 0,052). Kod CB ispitanika nije utvrdena statisticki znacajna razlika
serumske koncentracije 1L-6 izmedu GG + GC i CC genotipa (Tablica 5.25.).
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Tablica 5.25. Usporedba koncentracije interleukina 6 (IL-6) izmedu nositelja rs1800795
GG+GC genotipa i CC genotipa (podatci su prikazani kao medijan s interkvartilnim

rasponom, Mann-Whitneyev U test).

Genotip

Fenotip, IL-6 (pg/mL) eeret " cc " i
UBC 2,46 (1,99-6,44) 81 4,62 (2,79-9,36) 16 0,052
uc 2,31 (1,99-8,94) 57 7,17 (3,12-36,85) 8 0,02
CB 3,16 (1,99-4,68) 24 3,77 (2,24-8,03) 8 0,683

CB oboljeli od Crohnove bolesti, SNP polimorfizam jednoga nukleotida UBC oboljeli od
upalnih bolesti crijeva, UC oboljeli od ulceroznoga kolitisa

* broj raspolozivih opazanja
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Slika 5.3. Koncentracija interleukina 6 (IL-6) u oboljelih od ulceroznoga kolitisa prema
rs1800795 genotipu IL-6 (GG+GC i CC, model recesivnog uc¢inka C alela). Ordinata je
logaritmska os. Gornje i donje vertikalne linije box-plot dijagrama predstavljaju granice 1,5 x
interkvartilnoga raspona. Prema Tukeyu, ekstremne vrijednosti oznacene su tockom, a prag

znacajnosti definiran je kao P < 0,05.
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5.8. Povezanost rs1800795 sa serumskom koncentracijom CRP-a

Isti postupak analize s obzirom na rs1800795 genotipove IL-6 (GG, GC, CC)

proveden je i za koncentracije CRP-a. Kruskal-Wallisov test nije prikazao statisticki zna¢ajnu

razliku izmedu ispitivanih skupina (Tablica 5.26.).

Tablica 5.26. Usporedba koncentracije C-reaktivnog proteina (CRP) izmedu rs1800795

genotipova (GG, GC i CC) s obzirom na fenotip bolesti (podatci su prikazani kao medijan s

interkvartilnim rasponom, Kruskal-Wallisov test).

Genotip
Fenotip,
GG n* GC n* CC n* P
CRP
(mg/L)
8,20 6,70 8,70
UBC 31 15 0,469
(2,00-21,60) (1,85-37,30) (4,30-167,40)
6 6,20 90,20
uc 23 0,068
(1,60-29,10) (2,15-19,23) (6,03-293,23)
9,25 6,70 5,90
CB 8 0,701
(3,30-18,30) (1,10-70,10) (1,70-16,30)

CB oboljeli od Crohnove bolesti, SNP polimorfizam jednoga nukleotida

UBC oboljeli od upalnih bolesti crijeva, UC oboljeli od ulceroznoga kolitisa

* broj raspoloZzivih opazanja

Mann-Whitneyevim testom utvrdeno je da je koncentracija CRP-a kod rs1800795

GG+GC genotipa statistiCki znac¢ajno niza (P = 0,022) od CC genotipa kod UC ispitanika

(Tablica 5.27., Slika 5.4.). Kod UBC-a i CB-a nije utvrdena statisticki znacajna razlika

koncentracije CRP-a za ispitivane genotipove (Tablica 5.27.).
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Tablica 5.27. Usporedba koncentracije C-reaktivnoga proteina (CRP) izmedu rs1800795
GG+GC genotipa i CC genotipa (podatci su prikazani kao medijan s interkvartilnim

rasponom, Mann-Whitneyev U test).

Genotip
Fenotip, GG+GC n* CcC n* P
CRP (mg/l)
UBC 7,40 (2,00-23,25) 76 8,70 (4,30-167,40) 15 0,963
uc 6,00 (2,00-22,70) 53 90,20 (6,03-293,23) 8 0,022
CB 8,20 (1,10-40,70) 23 5,90 (1,70-16,30) 7 0,624

CB oboljeli od Crohnove bolesti, SNP polimorfizam jednoga nukleotida, UBC oboljeli od
upalnih bolesti crijeva, UC oboljeli od ulceroznoga kolitisa

* broj raspolozivih opazanja

4001

Mann-Whitney, p = 0.022
]
300
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Slika 5.4. Koncentracija C-reaktivnoga proteina (CRP) u oboljelih od ulceroznoga kolitisa
prema rs1800795 genotipu interleukina 6 (IL-6) (GG+GC i CC). Gornje i donje vertikalne

linije box-plot dijagrama predstavljaju granice 1,5 x interkvartilnoga raspona. Prema Tukeyu,

ekstremne vrijednosti oznacene su tockom, a prag znacajnosti definiran je kao P < 0,05.
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6. RASPRAVA

UBC predstavljaju kroni¢ne upalne bolesti nepredvidiva tijeka pracene spontanim
remitencijama i relapsima (185, 186). Patofiziologija UBC-a jo$ uvijek nije u potpunosti
jasna, stoga su terapijski modaliteti daleko od idealnih (187). U patogenezu bolesti ukljuceni
su imunoloski, genski, okolisni i mikrobioloski ¢imbenici koji su predmet intenzivnoga
proucavanja koje se provodi s ciljem doprinosa novim spoznajama i unapredenja pristupa

dijagnostici i lijeCenju (188).

Pleiotropnost, signaliziranje u akutnoj i kroni¢noj fazi upalne reakcije, kao i u
regenerativnim mehanizmima bio je razlog ukljuéivanja IL-6 u istrazivanje. CRP, kao
reaktant akutne upalne faze induciran IL-6 signaliziranjem, odabran je zbog mehanizama
povratne sprege kojima pozitivno ili negativno regulira IL-6 sintezu i ujedno predstavlja
imunolosku sinapsu izmedu akutne i kroni¢ne upale. Mutacije u genima za IL-23R,
transkripcijski ¢imbenik STAT3 i IL-6 odabrani su na temelju funkcionalnih podataka,
ekspresijskih i cjelogenomskih asocijacijskih studija. R381Q inacica I1L-23R (rs11209026)
negativno se odrazava na IL-23/STAT3 ovisnu ekspanziju Th17 stanica, fosforilaciju STAT3
i prijepis interleukina 17A (IL-17A). Suprotno tome, rs744166A inacica STAT3 povezana je s
povetanjem membranske frakcije JAK2/IL-6R (receptor za interleukin 6) i povecanom
STAT3 fosforilacijom u odgovoru na IL-6 u transformiranim limfocitima, §to moze imati
utjecaj na razvoj i odrzavanje UBC-a (189-191). Rs1800795 u genu za IL-6 povezan je s
tkivnim izrazajenm gena u tankome crijevu, terminalnome ileumu i sigmiodnome kolonu, kao
globalno znacajan eQTL (prema engl. expression quantitative trait loci) (192), s$to

potencijalno moze utjecati na smjer i ishod UBC-a (193, 194).

6.1. IL-6

U studiji je istrazena ulogu IL-6 i ispitana serumska koncentracija IL-6 kao parametra
aktivnosti CB-a i UC-a. Utvrdeno je da koncentracija serumskoga IL-6, odredenoga na nacelu
kemiluminiscentne, sekvencijalne imunometricne metode, znacajno korelira s klinickom
aktivnosti UBC-a mjerenoj prema CDAI i MTSWI. Rezultati ove studije pokazuju da postoji
statisticki znacajna razlika izmedu serumske koncentracije 1L-6 skupine ispitanika oboljelih

od UBC-a i kontrolne skupine zdravih ispitanika. Medu ostalim nalazima, zapaZzena je i
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povezanost vise koncentracije IL-6 s hipoalbuminemijom, anemijom i leukocitozom u
oboljelih. Korolkova i suradnici navode da su IL-6 i interferon y (IFN-y) poviseni u CB-u,
medutim, u njihovoj studiji, za razliku od ove, nisu utvrdene poviSene vrijednosti IL-6 kod
oboljelih od UC-a, nego povisene vrijednosti za eotaksin i TNFa (195). Prevladava stav da je
CB pretezno Th1/Th17 reguliran, dok u UC-u prevladava nekonvecionalni pomoénicki
Th2/Th17 stani¢ni odgovor. U takvim okolnostima, IL-6 je, kao multifunkcionalni citokin,
potrebno sagledati i kao citokin koji balansira Thl, Treg, Th2 i Th17 ravnotezu. Feng i
suradnici, slicno ovome istrazivanju, tako navode poviSene vrijednosti IL-6 u UC-u, uz
povisene vrijednosti IL-10, IL-13, IL-17 (prototipski Th17 citokin) i TNFa (196). Beck i
suradnici u svom radu izvjeStavaju o poviSenim vrijednostima IL-6 u oba tipa UBC-a, dok
Rogler definira UBC kao disbalans izmedu upalnih i protuupalnih citokina, gdje su povisene
vrijednosti upravo IL-6 uz TNF, IL-8 i IL-12 (197, 198). Seegert i suradnici takoder
izvjeStavaju o povisenim vrijednostima IL-6 i drugih upalnih citokina u oboljelih od CB-a kao
i od UC-a (199). S druge strane, Mahida i suradnici izvjeStavaju o poviSenim vrijednostima
IL-6 u pacijenata s aktivnim CB-om, ali ne i u pacijenata s UC-om (200). Yoshimoto i
suradnici u obrazlozenju navode da poviSena serumska koncentracija IL-6 upucuje na moguca
ostecenja sluznice i crijevnoga epitela, kao i izlaganje upalnim stimulansima te da obi¢no
korelira s intenzitetom aktivnosti bolesti (201). Kona¢no, Reinisch 1 surdnici utvrdili su da je
koncentracija I1L-6 kod bolesnika s primarnom upalnom bolesti Crohnovoga tipa vi$a nego u

istovrsnih bolesnika s crijevnom stenozom (202).

Ako uzmemo u obzir fenotip bolesti, IL-6 je u ovoj studiji povisen i kod oboljelih od
CB-a i kod oboljelih od UC-a u odnosu na kontrolnu skupinu. Nije bilo statisticki znac¢ajne
razlike u serumskoj koncentraciji IL-6 izmedu oboljelih od CB-a i UC-a. Ispitivanjem odnosa
izmedu koncentracije cirkuliraju¢ega IL-6 i indeksa aktivnosti bolesti utvrdeno je da postoji
tendencija pozitivne korelacije s klinickom aktivnosti bolesti na MTWSI/CDAI skali u oba
ispitivana fenotipa UBC-a (203). Sli¢no ovim rezultatima, Hyams, Reinisch i drugi autori
takoder navode da je serumski IL-6 znacajno povisen u oboljelih od UBC-a, te da pozitivho
korelira s upalnom aktivnosti bolesti (204, 202). Povrh navedenoga, u ovoj je studiji utvrdeno
i da su serumske koncentracije IL-6 kod ispitanika s aktivnim CB-om (CDAI > 150)
statisti¢ki znacajno vise u usporedbi s ispitanicima s neaktivnim CB-om (CDAI < 150), dok je
Brown u svom istrazivanju utvrdio da serumska koncentracija IL-6 korelira znacajnije s
indeksom aktivnosti UC-a nego CB-a (205). Sli¢cno indeksu aktivnosti CB-a, serumske

koncentracije IL-6 ukazuju na snaznu pozitivnu korelaciju s indeksom aktivnosti UC-a
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(MTWSI), s tim da su vrijednosti IL-6 vise u skupini ispitanika s teskim UC-om (MTWSI >
6) od skupine s blagim UC-om (MTWSI < 4) (206). Suprotno rezultatima ovoga istrazivanja,
neke prethodne studije nisu nedvojbeno potvrdile povezanost izmedu koncentracije
serumskoga IL-6 i nalaza klini¢ke aktivnosti bolesti, $to se dijelom pripisivalo ucinku
terapijski primijenjenih kortikosteroida u tim studijama koji farmakoloski inaktiviraju upalne
transkripcijske ¢imbenike na mnogim razinama, ukljuujué¢i i smanjenje dostupnosti, te
poluzivota glasnicke ribonukleinske kiseline (MRNA, prema engl. messenger ribonucleic
acid) brojnih citokina poput IL-6 (207). Nadalje, spominje se i gubitak statisticke snage u
manjem uzorku ispitivanih pacijenata. Tako Gross i suradnici u svom istraZzivanju navode
visu, iako ne i statistiCki zna¢ajnu, koncentraciju IL-6 u oboljelih od CB-a nego u oboljelih od
UC-a. Isto tako ne nalaze pozitivnu korelaciju izmedu serumske koncentracije IL-6 i indeksa
klinicke aktivnosti bolesti (208). In vivo, animalne studije, medutim, podupiru ulogu IL-6 u
tezini bolesti: adoptivni transfer CD4*CD45RBM9" T stanica IL-67- donora u SCID (prema
engl. severe combined immunodeficiency) modelu rezultira blazom upalnom bolesti kolona
(209).

Nadalje, u ovoj je studiji uocen gradijent serumskih koncentracija IL-6 u oboljelih od
CB-a, u smislu aktivne bolesti koja pokazuje visu razinu u usporedbi s inaktivnom bolesti, i
inaktivne bolesti koja pokazuje znacajno visu koncentraciju cirkulirajucega IL-6 u odnosu na
zdravu kontrolnu skupinu. Sli¢no tome, Mitsuyama, Scheller, Kishimoto pokazali su da je, uz
IL-6, popratno poviSena i serumska koncentracija o podjedinice solubilnoga IL-6R (SIL-6Ra),
Sto upucuje na aktivno IL-6 trans-signaliziranje koje se temelji na interakciji IL-6 s sIL-6Ra
(210-212). Kako sintezu mnogih citokina ko-aktiviraju isti transkripcijski Eimbenici,
primjerice vezivanjem NF«B i aktivacijski protein 1 (AP-1) u cis regulacijske elemente unutar
promotorske regije gena, slicni stimulansi Cesto vode zdruzenoj koaktivaciji izrazaja
primordijalnih citokina poput IL-6, TNFa i IL-1f (213-215). U tom smislu, zanimljive
rezultate dobili su Stevens i suradnici koji su ispitivali prisutnost IL-6, TNFa i IL-1p mRNA u
crijevnim uzorcima UBC-a, upalnim poremecajima koji nisu UBC te uzorcima zdravoga
crijevnoga tkiva. Razina mRNA TNFa nije se razlikovala izmedu upalnih bolesti i kontrolnih
uzoraka, dok je razina IL-1p mRNA bila najvisa u aktivnom UC-u, a IL-6 transkripti bili su
poviseni samo u uvjetima aktivnoga UC-a i CB-a (216). Takvim tkivnim studijama povezane
su serumske koncentracije citokina s njihovom tkivnom, in situ izrazajem u oboljeloj sluznici
crijeva, zbog ¢ega cirkulirajuci IL-6, izmedu ostaloga, vjerojatno barem dijelom zrcali i1 tkivna

zbivanja u oboljelome organu. U ovome posljednjem segmentu potrebne su dodatne studije za
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puno rasvjetljivanje doprinosa razli¢itih stanicnih i tkivnih izvora IL-6 njegovoj serumskoj
razini 1 dinamici. U takvome je kontekstu posebno zanimljiva povisena koncentracija 1L-6 u
serumu bolesnika s klinicki inaktivnom bolesti, §to otvara prostor mnogobrojnim hipotezama
o njegovom podrijetlu: od rezidualne, subklinicke upale, preko uloge crijevne flore, do

procesa cijeljenja tkivne ozljede.

U pogledu potonjega, osim upalnoga signaliziranja, opisana je i uloga IL-6 u
procesima regeneracije crijevnoga epitela i time smanjenju upalnih stimulansa. U prilog tomu
su i slucajevi paradoksnoga pogorsanja bolesti nakon primjene tocilizumaba, monoklonalnih
protutijela koja blokiraju sIL-6R reduciraju¢i na taj nacin IL-6 signaliziranje. Medu takvim
ishodima, Atreya, Shetty i suradnici opisali su prvi puta egzacerbaciju UC-a nakon terapije
tocilizumabom (217, 218).

Ovi rezultati ukazuju da IL-6 treba promatrati u Siremu kontekstu, odnosno, da pored
njegovoga proupalnoga signaliziranja, IL-6 ima i protuupalno i regeneracijsko djelovanje, te
je kao takav potencijalno aktivno ukljuen u mehanizme cijeljenja crijevnoga epitela i
sluznice (219, 220). U prilog otvorenoga bioloskoga znacaja, razina > 4000 genskih prijepisa
pune krvi korelira sa serumskim IL-6, od ¢ega > 1500 u inverznoj asocijaciji, a > 2300 u
pozitivnoj sprezi (221). Medu njima, znafajno mjesto ¢ine komponente glukokortikoidnoga
receptorskoga signalnoga puta, §to upucuje na mogucu ulogu IL-6 u razvoju kortikosteroidne
rezistencije (222) i posljedi¢ni neuspjeh steroidne terapije. Steroidna rezistencija vazna je
komponenta klini¢koga i farmakoloskoga zbrinjavanja bolesnika, a uloga IL-6 kao biljega i/ili
aktivnoga Cimbenika u prevladavanju steroidne rezistencije moguc¢i je smjer buducih
istrazivanja. Nadalje, izrazaj brojnih gena povezanih s eritrocitnom funkcijom izravno i
snazno korelira sa serumskim IL-6 (223), dajuc¢i mehanisticki doprinos zapazenoj vezi izmedu
anemije i serumskoga IL-6 u oboljelih. Anemija u oboljelih od UBC-a posljedica je
malapsorpcije i kroni¢ne bolesti, u ¢emu slojevitost uloge IL-6 zahtijeva pojasnjenje buduc¢im

istrazivanjima.

Mjerenje serumske koncentracije IL-6 moze stoga biti korisno za stratificiranje
pacijenata s visokim rizikom relapsa ili stratificiranje tezine bolesti. Rezultati ove studije
pokazuju da serumska koncentracija I1L-6 barem dijelom odrazava upalnu aktivnost kod
ispitanika oboljelih od CB-a i UC-a. S obzirom na znacaj signaliziranja u UBC-u, IL-6 bi se

mogao smatrati potencijalno znacajnim ciljem za citokin specifi¢nu terapiju, pri ¢emu treba
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uzeti u obzir prostorni 1 vremenski okvir upalne reakcije i mogucéu interferenciju s
protuupalnim odnosno regenerativnim mehanizmima. Time je otvorena i moguca uloga IL-6 U

individualiziranom probiru bolesnika za biolosku ili drugu terapiju.

6.2. C-reaktivni protein

CRP nije samo biokemijski biljeg, ve¢ je i aktivni ¢imbenik u kontekstu UBC-a, jer
predstavlja imunolosku sinapsu izmedu upalne i protuupalne aktivnosti te urodene i steene
imunosti. Izmjerene povisene vrijednosti CRP-a kod skupine ispitanika oboljelih od UBC-a
pozitivno Koreliraju sa serumskom razinom IL-6. PoviSene vrijednosti CRP-a u studiji
izmjerene su i kod skupina ispitanika oboljelih od CB-a i oboljelih od UC-a s tim da nema
statisticki znacajne razlike izmedu tih dviju skupina. Sli¢no tome, Yang i suradnici u svome
radu definiraju CRP kao marker aktivnosti CB-a koji pozitivno korelira s CDAI, ali i sa
serumskom koncentracijom IL-6 (224). Istrazivanja Solema i suradnika takoder navode
povisene serumske koncentracije CRP-a kod oboljelih od UC-a i CB-a, uz pozitivhu
korelaciju s indeksom aktivnosti bolesti (225), dok rezultati Fagana i suradnika indiciraju da
su koncentracije CRP-a poviSene u oba fenotipa, s tim da su znacajnije viSe u oboljelih od
CB-a od onih u oboljelih od UC-a (226). Vrijednosti CRP-a u studiji pozitivno koreliraju s
indeksom aktivnosti UC-a mjerenom skalom MTWSI, ali ne i indeksom aktivnosti CB-a

mjerenom skalom CDAI.

IL-6, osloboden iz neutrofila, monocita i makrofaga TLR/NOD2 kaskadom, glavni je
citokin koji inducira sintezu reaktanata akutne faze u jetri, kao $to su CRP, serumski amiloid
A, haptoglobin i fibrinogen (227-229). CRP proteoliti¢ki odcjepljuje (solubilizira)
ektodomenu membranski vezanoga IL-6Ra pospjesujuéi uéinak IL-6 trans-signaliziranjem
(230). Interakcija IL-6 s novonastalim sIL-6Ra potom stabilizira kompleks i na taj nacin
povecava biodostupnost i poluzivot IL-6 za 50% (231). To je kljucni mehanizam aktivnosti
IL-6, budu¢i da samo ograniceni broj stanica, uglavnom polimorfonuklearne stanice,
monociti, hepatociti, makrofagi, epitelne stanice te Thl i Th2 limfociti, izrazavaju
membranski vezan IL-6Ra (232, 233). Posljedi¢no, IL-6 u aktiviranim T limfocitima
povecava izrazaj protuapoptotskih gena, poput Bcl-2 i Bcl-xI, poglavito posredstvom STATS3,
Sto omogucuje prezivljenje, akumulaciju i1 klonsku ekspanziju antigen-specificnih T stanica
(234, 235).
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U ovome radu, serumski CRP kao i SE ocekivano odraZzavaju razine cirkuliraju¢ega
IL-6, direktnim i indirektnim mehanizmima (236). Slicne rezultate dalo je istrazivanje
osjetljivoséu od oko 82 % 1 specifinos¢u od €ak 100 % (205, 237). Suprotno navedenim
istrazivanjima, Jones i suradnici utvrdili su da su vrijednosti CRP-a i IL-6 povisene u
oboljelin od CB-a, ali da postoji pozitivna korelacija s endoskopskom, a ne klinickom
aktivnosti bolesti (238), dok Poullis i suradnici navode kako su koncentracije CRP-a poviSene
i u oboljelih od CB-a i oboljelih od UC-a uz povisenu SE, s tim da su vrijednosti CRP-a bile
vise u skupini oboljelih od CB-a (239). Florin i suradnici izvjeStavaju o poviSenim
vrijednostima CRP-a u oboljelih od CB-a, ali isto tako opisuju pacijente s aktivnim CB-om uz
perzistirajué¢e niske vrijednosti CRP-a (240). Ovaj bi fenomen mogao upucivati na nizak
indeks tjelesne mase (podatak nedostupan u ovom radu), te stenozirajuci nasuprot penetrativni

CB.

PoviSene bi koncentracije IL-6 i CRP-a u ispitanika s inaktivnim CB-om u studiji
mogle upuéivati na aktivaciju mukoznoga imunoloskoga sustava ili povecanje crijevne
propusnosti. Svi navedeni stimulansi mogu aktivirati sintezu IL-6 i CRP-a u osoba s
inaktivnim CB-om, ali se isto tako povecana IL-6 produkcija moze pripisati moguéem
postojanju subklinicke, ali ipak relevantne rezidualne upalne aktivnosti bolesti. Van Kemseke,
Schreiber, Wyatt i drugi autori navode da ove bioloske abnormalnosti, utvrdene u ranijim
studijama, mogu biti povezane s povecanim rizikom relapsa, obi¢no unutar godine dana (241-
243). Gross 1 suradnici izvjeStavaju o pozitivnoj korelaciji izmedu serumske koncentracije
CRP-a i drugih proteina akutne faze koji pozitivno koreliraju s indeksom klini¢ke aktivnosti
UBC-a za razliku od IL-6 (208). Moguce objasnjenje ovakvih rezultata lezi u relativno
brzome raspadu IL-6, tehnickim potesko¢ama u mjerenju IL-6 komercijalno dostupnim
kitovima, nafinu Cuvanja i obrade seruma, diurnalnim varijacijama, razli¢itim obiljeZjima
populacije, te brzom klirensu putem jetre, za razliku od proteina akutne faze koji imaju duzi

poluzivot (244).

S druge strane, na poluzivot CRP-a ne utjeCu fizioloski ili patofizioloski mehanizmi,
Sto rezultira smanjivanjem njegove koncentracije u razdoblju smanjene upalne aktivnosti,
obi¢no 19 sati nakon sinteze, ¢ime se omogucuje primjena CRP-a kao biomarkera terapijske
ucinkovitosti (245, 246). Pri tome, potencijalna patobioloska uloga samoga CRP-a varijabilna
je 1 nejasna, 1 vjerojatno nadmaSuje ulogu pukoga biokemijskoga i1 terapijskoga biljega.
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Naime, Zouki i suradnici isticu da CRP i peptidi proizasli iz CRP-a inhibiraju L-selektinom
posredovanu interakciju neutrofila s endotelnim stanicama, vjerojatno vezuci se za CD32, §to
je prvi korak ekstravazacije neutrofila (247). Takoder, CRP proteoliticki odcjepljuje
ekstracelularnu domenu L-selektina mehanizmom sli¢énim odcjepljivanju ekstracelularne
domene membranskoga IL-6R. Nize koncentracije CRP-a takoder favoriziraju asocijaciju
CRP-a za FcyRI, FcyRIla i FcyRIlla receptore makrofaga, Sto za posljedicu ima dodatnu
sintezu 1 otpuStanje upalnih citokina poput IL-1, IL-6 TNFa (248, 249). Visa koncentracija
CRP-a, naprotiv, favorizira vezivanje s FcyRIIb makrofaga, Sto rezultira supresijom sinteze
proupalnih citokina u negativnoj povratnoj sprezi, dijelom posredstvom IL-10*Treg stanica.
Nadalje, Reinisch i suradnici navode da serumske koncentracije razlicitih proteina akutne faze
mogu predvidjeti klinic¢ki relaps, iako samo kombinacija viSe laboratorijskih testova moze
pruziti pouzdaniji prediktivni indeks (202). lako usporedba ispitanika oboljelih od CB-a s
intestinalnom resekcijom s ispitanicima oboljelim od CB-a koji nisu imali prethodnu resekciju
u ovoj studiji nije dala statisti¢ki zna¢ajnu razliku u serumskim koncentracijama IL-6 i CRP-
a, odsustvo razlike nije moguce definitivno iskljuéiti, prvenstveno zbog male veli¢ine uzorka.
Nadalje, odredene razlike mogu biti posljedica i1 razli¢itih medikamentnih terapijskih
modaliteta, terapije odrzavanja (dijelom kortikosteroidne, premda nije uocena formalno
znacajna razlika u koncentraciji IL-6 ili CRP-a u ispitanika lijecenih i nelijeenih steroidima),
ali i dvojnih u¢inaka samoga IL-6 i CRP-a. Kona¢no, spol, pusenje, udjel masnoga tkiva i

komorbiditeti takoder mogu doprinijeti razlikama (250, 251).

6.3. Utjecaj polimorfizama gena u UBC-u

Genetske varijacije, kao $to su polimorfizmi jednoga nukleotida, odnosno mutacije,
mogu imati utjecaj na transkripcijsku efikasnost gena, poluzivot mRNA, 1 strukturu
proteinskoga produkta, a samim time i na njegovu funkciju (252). Stoga, kada su varijacije
gena vezane za upalne citokine, a upalni proces je jedan od faktora rizika, odredene varijacije
mogu rezultirati ve¢im intenzitetom upalnoga procesa i time povecanim rizikom za nastanak 1
razvoj upalnih ozljeda tkiva. (253). Medutim, istrazivanja utjecaja genskih mutacija na tkivni
izrazaj i serumsku razinu citokina u UBC-u jo$ su uvijek proturjecna, iako novije studije
upucuju na mogucu ulogu genskih polimorfizama u razvoju 1 progresiji bolesti (254).
Mutacije su stoga potencijalni terapijski i dijagnosticki markeri mnogih bolesti (255), a kako

je frekvencija alela rezultat akumulacije mutacija i selekcijskih procesa u populaciji,
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frekvencija moze varirati izmedu razli¢itih populacija, pa bi se raspodjela polimorfizama 1
njihov znacaj mogli razlikovati medu razli¢itim etnickim skupinama (256). Cilj je ove studije
bio utvrditi imaju li genske inaCice upalnih medijatora utjecaj na povecani rizik razvoja
upalnih bolesti crijeva, ispitati postoji li razlika u frekvenciji izabranih genskih polimorfizama
izmedu pacijenata s UBC-om i zdrave kontrolne skupine ispitanika, te ima li razlika u
frekvenciji polimorfnih inacica izmedu UC-a i CB-a. Nadalje, testirano je postoji li
povezanost izmedu serumske koncentracije IL-6, CRP-a i polimorfizama IL-6 gena kod obaju

fenotipova UBC-a.

6.4. Polimorfizam IL-6 gena

Najvise je proucavan funkcionalni polimorfizam, transverzija -174 G/C promotorske
regije gena za IL-6 (rs1800795, 7_22766645 C_G, GRCh37.p13), koji je bio i predmet ovoga
istrazivanja. Gen za IL-6 smjeSten je na kraCem kraku kromosoma 7 (7p15.3), i sadrzi 6
eksona (257), dok je ispitivani polimorfizam lociran 174 parova paza uzvodno od TATA
slijeda IL-6 gena. Uoc¢eno je da G/C izmjena na poziciji 174 promotorske regije utjeCe na
transkripciju aktivnost gena §to rezultira promjenama u produkciji 1L-6 (258, 259). Uz alel G
koji pojedini autori smatraju visokoproduciraju¢im (genotip GG i1 GC), opisan je pojafani
izrazaj IL-6 u serumima nositelja (260), dok se alel C (CC) povremeno opisuje kao
niskoproducirajuca inacica u nekim manjim studijama, upucujuéi na mogucu zastitnu funkciju
(261). Ograniceni, in vitro rezultati transfekcijskih studija podupiru ovu podjelu (262). Drugi
rezultati, medutim, nalazu oprez u ovako pojednostavljenom shvacanju njihove uloge.
Primjerice, vrlo robustan genotipski gradijent izrazaja zabiljezen je za transkripte IL-6 lokusa
(AC073072.5) u tkivnim uzorcima (n = 203) sigmoidnoga i transverzalnoga kolona GTEXx

projekta, a sli¢an ucinak zapazen je i u nizu drugih tkiva (192).

Skupina ispitanika oboljelih od UBC-a iz ove studije i kontrolna skupina zdravih
ispitanika ne razlikuju se znacajno razdiobom alelnih i genotipskih frekvencija rs1800795. Pri
tom, zabiljezena frekvencija mutiranoga alela u kontrolnoj populaciji slijedi ocekivane
vrijednosti za europske populacije i populacije europskoga podrijetla (263). Takoder nije bilo
statistiCki znacajne razlike u razdiobi alelnih frekvencija izmedu dvaju fenotipova UBC-a, §to
navodi na zaklju€ak da predispozicijska uloga ovoga polimorfizma u UBC-u nije snazna, niti

diferencijalna, ili je ocekivana veli¢ina ucinka manja od dosega statistiCke snage ovoga
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uzorka. lako se drugi funkcionalni ili regulacijski polimorfizam u neravnotezi alelne
povezanosti s analiziranom ina¢icom ne moze iskljuciti, trenutno nema takvih ociglednih

kandidata u podru¢ju IL-6 lokusa.

Istrazivanja koja su u Dublinu proveli Balding i Livingstone pokazuju da je rs1800795
ukljucen u upalni odgovor i da doprinosi osjetljivosti na bolest i fenotipu kod pacijenata s
UBC-om (264). Istrazivanja Guerreira u $panjolskoj populaciji pokazuju da GG homozigoti
imaju Sest puta veéi rizik obolijevanja od CB-a (141). Medutim, Pawlik i suradnici navode
kako distribucija IL-6 genotipa ne pokazuje znacajnu razliku izmedu pacijenata i kontrolne
skupine (265), dok su Banday i suradnici utvrdili kako je CC inacica rs1800795 nije znacajno
povezana s izgledima pobola, nego s izgledima za dugoro¢ne komplikacije, poput razvoja
kolorektalnoga karcinoma kao jedne od posljedica dugotrajnoga UBC-a (266). Kod tumacenja
takvih rezultate potrebno je ipak uzeti u obzir i statisticke teSkoc¢e u pravilnoj analizi
sekundarnih podobiljezja bolesti koje obic¢no zahtijevaju primjenu novijih postupaka za
pravilnu kontrolu greske tipa I (267, 268). Medu drugim uzrocima nehomogenih i
nedosljednih rezultata dominira skromna veli¢ina uzoraka, ¢emu vjerojatno doprinosi klinicka

heterogenost bolesti, kao i brojni tehnicki i eksperimentalni detalji.

Na razini regulacije prijepisa gena, Sawczenko i suradnici izvjeStavaju o viSim
serumskim razinama IL-6 vezanima za GG genotip u djece oboljele od CB-a, kao i o vi§im
razinama CRP-a. Visoke razine IL-6 povezuju se tako sa zaostajanjem u rastu kod djece
oboljele od CB-a (269). Takoder, nakon mjerenja razine IL-6 u plazmi kod 102 zdrava
ispitanika s podrucja Londona, alel C bio je povezan sa znac¢ajno nizom razinom IL-6 plazmi
od alela G (270). Ostaje nejasno, medutim, je li ovakav rezultat samostalan i neovisan uc¢inak
rs1800795, ili rezultat sinergije viSe kolokaliziranih, netipiziranih inacica unutar istoga
haplotipnoga bloka. Osim ovakvih cis-u¢inaka, opisani su i trans-ucinci na izrazaj IL-6 (271),
Sto ne iskljucuje niti u¢inak udaljenih alelnih inacica (260). Ispitivanjem odnosa rs1800795 i
serumskih razina CRP-a i IL-6 u ovom radu pronadene su statisticki znaCajne vise
koncentracije IL-6 i CRP proteina u oboljelih nositelja genotipa CC u usporedbi s nositeljima
GG 1 GC genotipa, poglavito u modelu recesivnoga ucinka C alela. Uzroci proturjecnih
asocijacija ostaju nejasni, stoga ne bi trebalo izvoditi snazne zakljucke iz ovih studija. Izmedu
ostaloga, maleni ukupni broj opaZanja i marginalna razlika nalazu oprez, a drugi uzroci
obuhvacaju razli¢itost populacija bolesnika po dobi, spolu, aktivnosti i trajanju bolesti,

terapijskim modalitetima, epigenetici, naslijedu i rasi. U in vitro studijama izrazaja gena treba
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primijetiti i mogucu razliku rezultata prema stani¢nim linijama i izboru referentnih prijepisa,
uz poseban oprez pri tumacenju rezultata izrazaja IL-6 u Hela kulturama (272-274).
Rezultate ove studije treba stoga prije svega shvatiti kao doprinos raspravi o utjecaju genskih
mutacija na izrazaj serumskoga IL-6 u UBC-u. Iz svega navedenoga jasno je da regulacija
izrazaja IL-6 daleko nadmasSuje jednostavne podjele, poput one na univerzalne, nisko- I

visokoproducirajuce alelne inacice 1L-6 gena.

6.5. IL-23R i STAT3 transkripcijski ¢imbenik

Efektorske CD4" T stanice imaju visok stupanj heterogenosti povezan s razli¢itim
profilom sinteze citokina (275). Medu njima, primjerice, IL-6 ima klju¢nu ulogu u regulaciji
ravnoteze izmedu Th17 i tolerogenih T stanica tako $to inhibira razvoj perifernih FoxP3*Treg
limfocita i preusmjerava razvoj zajednickih naivnih prekursora u Th17 liniju indukcijom
izrazaja 1L-23R, transkripcijskoga faktora RORyt i STAT3 (276-278). Jedan od mogucih
uzro¢nika narusene Th17/Treg ravnoteze ukljucuje stoga i varijacije u strukturi gena za IL-6,
STAT3, i IL-23R (279). STATS izravno regulira izrazaj IL-23R, a funkcijski ili regulacijski
polimorfizmi IL-23R, poput rs11209026 ili rs7530511, moduliraju djelovanje 1L-23 na Th17
diferencijaciju (280-282). Ove bi se promjene mogle primijeniti u klinickoj dijagnostici
pacijenata s UBC-om i drugih multifaktorijalnih genetickih poremecaja koji rezultiraju
upalnim procesom, budu¢i da bi se polimorfizmi mogli primjenjivati kao bioloSki markeri

rizika pobola.

6.6. Utjecaj polimorfizma IL-23R i STATS3 transkripcijskoga ¢imbenika

Gen za IL-23R lociran je na kromosomu 1 (1p31.3) i sadrzi 13 eksona (283). Sastoji se
od IL-12pB1 i IL-23R lanca i visoko je eksprimiran na stanicnim membranama memorijskih T
stanica, NK stanica (prema engl. natural killer cells), monocita i dendriticnih stanica (284).
STAT3 gen kodira transkripcijski faktor koji ima klju¢nu ulogu u moduliranju izrazaja gena
posredovane signaliziranjem citokina, a lociran je na duzem kraku kromosoma 17 (17q21.2)
(285, 286).
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Rezultati ispitivanja rs11209026 (1_67705958 G_A) u genu za IL-23R u ovoj studiji
ukazuju na znacajno ¢es¢u pojavnost rs11209026A u zdravih ispitanika u odnosu na oboljele,
Sto sugerira da ovaj polimorfizam ima zaStitni u¢inak. U studiji je uocena i odsutnost A alela
u UC-u za razliku od CB-a, vjerojatno uslijed ocekivano niske populacijske frekvencije ove
mutacije u europskih bijelaca (287). GA genotip pokazao se kao zastitni, poglavito za CB.
Ispitivanje rs7530511 (1_67685387_T_C) inacice za IL-23R nije ukazalo na povezanost s
CB-om ili UC-om, niti s UBC-om opcenito. Promatraju¢i rs7530511, nedostatak povezanosti
upucuje na to da ovaj polimorfizam nema utjecaj na razvoj i smjer UBC-a, iako je povezan s
drugim autoimunim poremecajima, kao §to je ankilozantni spondilitis i psorijaza. Mala
veli¢ina uzorka, medutim, ne iskljucuje efekte umjerenih ucinaka, ispod dosega statisticke
snage uzorka. S obzirom na to da je rs7530511 dio haplotipa zajedno s rs112090026, u
ispitivanju osjetljivosti prema bolestima moZze biti potrebno ispitati haplotip umjesto

samostalnoga polimorfizma (288).

Zastitni uc¢inak SNP rs11209026 gena za IL-23R u ovoj populaciji ispitanika sukladan
je s objavljenim podatcima drugih ispitivanja, kao i meta-analiza u kojima je takoder uoc¢ena
statisticki znacajno manja zastupljenost ovoga polimorfizma u ispitanika oboljelih od CB-a.
Istrazivanja u njemackoj, ceSkoj, Spanjolskoj, novozelandsko-belgijskoj, madarskoj 1
britanskoj populaciji bijelaca potvrduju ove rezultate (289-294). Duerr, Lacher, Weersma, i
drugi autori, sliéno ovim rezultatima, utvrdili su kako nema povezanosti izmedu ovoga
polimorfizma s UC-om (161, 162, 295), premda niska populacijska frekvencija A alela znaci
potrebu za iznimno velikim brojem ispitanika za isklju¢enje malih ucinaka (< 5 %). Ovakvi
rezultati stoga upucuju kako na potencijalne razlike u patofizioloSkome mehanizmu izmedu
CB-a i UC-a, tako jo$ vise na razlike uvjetovane razli¢itom zastupljeno$cu ovih mutacija u
razli¢itim populacijama. Tako, suprotno ovome istraZivanju, Biining i suradnici navode
rs11209026 inacicu kao zastitnu i za UC (296). Cilj je ovakvih istrazivanja geneticke
podloznosti za kronicne bolesti prilagodavanje dijagnostickih modaliteta tocno odredenome
genetskome profilu bolesnika u svrhu optimiziranja terapije, primjerice ustekinumabom -
IgG1x monoklonskim protutijelima protiv p40 podjedinice humanoga IL-12 i IL-23 (297).
Budu¢i da su rezultati ovakvih 1 sliénih studija jo§ uvijek uvelike heterogeni, klinicka
vrijednost genotipizacije za sada nije jasna. Jedan od razloga Cesto opre¢nih rezultata moze se
povezati s velikim brojem polimorfizama i varijacijama blok strukture u humanome genomu,
ali i genetickim studijama suboptimalne snage. Tako, suprotno navedenim studijama, rezultati

u litvanskoj i ¢ileanskoj populaciji ne ukazuju na povezanost rs11209026 ni s CB-om ni s
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UC-om (298, 299). Kontradiktorni rezultati mogli bi ukazivati na utjecaj etnickoga ¢imbenika
u genetskoj pozadini UBC-a, s obzirom na razlike u polimorfnom sadrzaju genoma
evolucijski divergentnih populacija, Sto namece potrebu opseznih ispitivanja u razli¢itim
etnickim skupinama kako bi se dobila jasnija slika. Izmedu navedenih kohortnih studija
provedeno je i nekoliko velikih meta-analiza koje su odredivale povezanost IL-23R inacica S
UBC-om. Meta-analiza koju su proveli Li i suradnici potvrduje polimorfizam rs11209026 i
rs7517847 IL-23R gena kao zastitni za razvoj CB-a (300). Povezanost nadalje potvrduje i
veza s drugim imunoloSkim poremecajima. Tako je uz rs7530511 vezana psorijaza,
psorijaticni artritis 1 ankilozantni spondilitis (160, 301, 302) dok je uz rs11209026 vezana

psorijaza, reumatoidni artritis, kroni¢ni sarkoiditis, ankilozantni spondilitis (303-306).

U istrazivanju je ispitan utjecaj 1 intronskoga polimorfizma 15744166
(17_40514201_A_G) unutar STAT3 gena na omjere izgleda za pobol od UBC-a. STAT3 je
unutarstani¢na efektorska molekula signaliziranja citokina i faktora rasta i glavni je regulator
Th17 i FoxP3*Treg polarizacije (307, 308). U bolesnika s CB-om zabiljezena je aktivacija
STATS3 u crijevnim i perifernim CD4" T stanicama dok je kod bolesnika s UC-om uoceno
prekomjerno nakupljanje aktiviranoga STAT3 u mononuklearnim stanicama laminae

propriae i epitelnim stanicama kolona (309).

U humanim i animalnim modelima kolitisa ograni¢ena aktivacija STAT3 posreduje
zaStitnim mehanizmima, kao $to je akutno cijeljenje povrede crijevnoga epitela 1 protuupalni
ucinak IL-10 (310). Takoder je u studijama potvrdeno da je STAT3 potreban za odrzavanje
cjelovitosti crijevnoga epitelnoga monosloja. Suprotno, perzistirajuéa aktivacija STAT3

doprinosi progresiji bolesti i malignoj transformaciji (311).

Cilj je studije bio ispitati ima li funkcionalni SNP rs744166 u STAT3 genu utjecaj na
rizik obolijevanja od CB-a i UC-a i bi li njegova fenotipska povezanost bila korisna u
klini¢kim prognozama. STAT3 rs744166 lociran je u intronskoj regiji izmedu eksona 1 i 2
STAT3 gena i regulira izrazaj gena (312). Uocena frekvencija alela kontrolne skupine
ispitanika u studiji podudara se sa slicnim ispitivanjima bjelac¢ke populacije (36,8 %, alel G).
Nije uocena statisticki znacajna razlika u frekvenciji gena i alela izmedu kontrolne 1 skupine
ispitanika oboljelih od UBC-a, sto upucuje na to da STAT3 rs 744166 inacica nije povezana s
osjetljivos¢u na CB 1 UC kao ni s intenzitetom bolesti u hrvatskoj populaciji. Za rs744166

inacicu Ferguson 1 suradnici ustanovili su da alel G 1 GG genotip imaju zastitni uc¢inak protiv
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CB-a (313), a sli¢ni rezultati dobiveni su studijom u kineskoj Han populaciji (191), dok su
Waterman i suradnici u kanadskoj studiji utvrdili povezanost rs744166 i s CB-om i UC-om
(314). Suprotno, studija u njemackoj populaciji Franke i suradnika nije pokazala povezanost s
CB-om (315). U turskoj je populaciji ispitanika rs744166 povezan s rizikom obolijevanja od
CB-a, ali ne i UC-a. Takoder je u istoj studiji utvrdena povezanost rs744166 sa stenozirajuéim
CB-om (316). Sli¢no, Kanadska studija provedena na djeci oboljeloj od CB-a upucuje na
povezanost rs744166 s CB-om (317).

Iako neke studije upucuju na to da bi razlicite inacice gena mogle imati utjecaj na
izrazaj ili aktivnost STAT3 povezujuéi s tim osjetljivost prema UBC-u ili pove¢anom riziku
razvoja karcinoma, rezultati su tih studija nedosljedni, a mehanizmi kojim djeluju na
patogenezu bolesti nejasni. Isto tako UBC u razli¢itim populacijama moZe imati razlicite
imunogeneticCke mehanizme, Nadalje, STAT3 lokus moze imati drugaciju strukturu
neravnoteze alelne povezanosti u razli¢itim populacijama. Studije s ve¢im uzorkom kao i

izmedu razli¢itih etnickih skupina omogucile bi pouzdaniju interpretaciju rezultata.

6.7. Ogranicenja studije

Ova je studija djelomi¢no ograni¢ena nedostatkom longitudinalnoga mjerenja
serumskoga IL-6 u pacijenata s remisijom induciranom steroidima, kao i terapijom
odrzavanja, $to bi, vjerujemo, dalo bolji uvid u dinamiku i vrijednost IL-6 kao prediktora
relapsa. U trenutku uzimanja uzorka UBC ispitanici imali su razliCite terapijske modalitete
kao i razli¢ito trajanje bolesti. Broj analiziranih citokina bio je ograniCen, stoga nije bilo
moguce procijeniti eventualni doprinos drugih kemokina, budu¢i da je izrazaj citokina obi¢no
koordinirani dogadaj i ukljucuje istovremeni suizrazaj vise Clanova obitelji. Takoder, s
obzirom na to da vecinu dobrovoljnih davatelja krvi ¢ine muskarci, kontrolna populacija
ispitanika nije potpuno uravnotezena. Svakako treba uociti i ogranic¢enu veli¢inu uzorka, kao i
nepotpunu dostupnost podataka o nekim klini¢ko-laboratorijskojm varijablama u pojedinih
ispitanika. Nedostatak podatka o endoskopskoj aktivnosti bolesti, kao i histopatoloskim
tkivnoga izrazaja kemokina, te fenotipizaciju tkivnih populacija imunosnih stanica. Konacno,
sociodemografske varijable, Zivotne navike, sastav tijela, i razlike u crijevnom mikorobiomu

takoder mogu utjecati na rezultate.
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7. ZAKLJUCCI

Temeljem provedenoga istrazivanja i dobivenih rezultata mogu se izvesti sljedeci

zakljucci:

- Serumske koncentracije IL-6 povisene su u oba fenotipa UBC-a s obzirom na
kontrolnu skupinu ispitanika i pozitivnho koreliraju s klinickom aktivnosti bolesti
mjerenom prema skalama CDAI i MTWSI. Uocene su i poviSene vrijednosti I1L-6 kod
ispitanika s aktivnim CB-om (CDAI > 150) u odnosu na ispitanike s neaktivnim CB-
om (CDAI < 150). Koncentracije IL-6 kod ispitanika s neaktivnim CB-om bile su vise
nego kod ispitanika u kontrolnoj skupini.

- Analizom polimorfizma promotorske regije IL-6 rs1800795 nisu uocene razlike u
ucestalosti alela izmedu CB, UC i kontrolne skupine ispitanika, ni razlike izmedu
kontrolne skupine ispitanika i UBC skupine opéenito. Utvrdena je statisticki znacajna
razlika u koncentraciji IL-6 kod UC ispitanika s obzirom na genotip IL-6.
Koncentracija IL-6 visa je kod CC genotipa u odnosu na GC i GG genotip, u prilog
recesivnog modela alelnih u¢inaka rs1800795C inacice.

- Distribucije genotipa inacica rs744166 u genu STAT3 ne razlikuju se znacajno u CB,
UC, kao ni UBC opcenito.

- Analiza polimorfizma IL-23R rs11209026 ukazuje na znaajno smanjenje Omjera
izgleda za razvoj UBC-a medu nositeljima mutiranoga alela, poglavito za CB fenotip.
Inacica rs7530511 nije povezana s CB-om, UC-om niti s UBC-om op¢éenito.

- Nisu uocene statisticki znacajne epistatske interakcije izmedu parova analiziranih
lokusa.

- Serumske koncentracije CRP-a povisene su i u CB i UC skupini ispitanika u odnosu
na referentne vrijednosti. Pozitivno su korelirale s indeksom klinicke aktivnosti UC-a,
mjerenom prema skali MTWSI. Koncentracije CRP-a bile su niZze u grupi ispitanika s
prethodnom intestinalnom resekcijom u usporedbi s ispitanicima bez intestinalne
resekcije.

- Koncentracija serunmskog CRP-a u nositelja IL-6 rs1800795 GG + GC genotipa niza
je od CC genotipa kod UC ispitanika.
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8. SAZETAK

Ci]j istrazivanja: Crohnova bolest i1 ulcerozni kolitis obiljezeni su kroni¢nom upalom
crijeva nepredvidiva tijeka koja je imunoloski posredovana. U uvjetima dugotrajne upale
mogu¢ je razvoj prekancerogenih displasti¢nih lezija i karcinoma crijeva povezanih s
mjestima aktivne upale. Cilj ovoga istrazivanja bio je ispitati ucinke citokina, biokemijskih
biljega i polimorfizama gena na razvoj CB-a, UC-a i UBC-a opcenito te utvrditi razlike

izmedu UBC i kontrolne skupine ispitanika.

Nacrt studije: U 143 ispitanika, podijeljenih s obzirom na dijagnosticke kriterije u CB i
UC skupinu ispitanika, te 100 ispitanika kontrolne skupine izmjerene su serumske
koncentracije IL-6 i CRP-a te su odredene genske inaCice gena Ciji se genski produkti
smatraju posrednicima upale (IL-6) ili su povezani s proupalnim signaliziranjem (STAT3 i

IL-23R). Studija je ustrojena kao istrazivanje parova.

Materijal i metode: Serumska koncentracija IL-6 odredena je kemiluminiscentnom
sekvencijalnom imunometri¢nom, a koncentracija CRP-a imunoturbidimetrijskom metodom.
Analiza polimorfizama gena IL-6 rs1800795, IL-23R rs11209026 i rs7530511 i STAT3
1s744166 provodila se na uredaju LightCyclerTM PCR 1.2 u stvarnome vremenu temeljem

prijenosa energije uslijed fluorescentne rezonancije.

Rezultati: Serumske koncentracije I1L-6 bile su statisti¢ki znac¢ajno vise u UBC skupini
u usporedbi s kontrolnom skupinom, uz pozitivnu korelaciju s klinickom aktivnosti bolesti.
Koncentracija IL-6 nije se razlikovala izmedu dobnih skupina UBC ispitanika kao ni izmedu
zena 1 muskaraca. Serumske koncentracije CRP-a vise su u CB i UC populaciji ispitanika od
referentnog intervala. Utvrdena je pozitivna korelaciju CRP-a s indeksom aktivnosti UC-a
mjerenoj prema skali MTWSI i serumskom koncentracijom IL-6. Koncentracija CRP-a visa je
kod CB ispitanika bez intestinalne resekcije obzirom na CB ispitanike koji su prethodno
operativno lijeceni. Kod IL-6 nisu uocene razlike izmedu ovih dvaju skupina ispitanika.
Serumske koncentracije IL-6 i CRP-a kod CC genotipa IL-6 znacajno su vise kod UC
ispitanika s obzirom na GG + GC genotip. Polimorfizam IL-23R rs11209026 povezan je s
UBC-om za razliku od rs7530511 kod kojega nije utvrdena statisticki znaCajna razlika.

STAT3 rs744166 ne pokazuje statisticki znacajnu razliku distribucije genotipa izmedu UBC i
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kontrolne skupine ispitanika. Nisu utvrdene statisticki znacajne interakcije izmedu odabranih

genskih inacica u UBC-u.

Zakljucak: Serumske koncentracije IL-6, CRP-a te polimorfizam IL-23R rs11209026
imaju utjecaj na sklonost pobolu i obiljezju UBC-a. CC genotip IL-6 povezan je s visSom
koncentracijom IL-6 i CRP-a kod UC-a obzirom na GG + GC genotip. IL-23R rs11209026
ima zaStitni u¢inak za CB dok polimorfizmi IL-23R rs7530511 i STAT3 rs744166 ne

pokazuju povezanost s CB-om i UC-om kao ni s UBC-om opéenito.

Kljuéne rijeci: Crohnova bolest, ulcerozni kolitis, upalne bolesti crijeva interleukin 6,

C-reaktivni protein, STATS3, receptor za interleukin 23, polimorfizam jednog nukleotida
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9. SUMMARY

The Role of Interleukin 6, Polymorphisms of Interleukin 6, Transcription Factor STAT3
and Interleukin 23 Receptor and their Relationship with C-Reactive Protein in Crohn’s

Disease and Ulcerative Colitis

Objectives: Crohn's disease (CD) and ulcerative colitis (UC) are marked by chronic
immunologically mediated intestinal inflammation with an unpredictable disease course.
Prolonged inflammation can lead to precancerous lesions and colon cancer associated with
active inflammation sites. The present study aims at exploring the effects of cytokines,
biochemical markers and gene polymorphisms on CD, UC and inflammatory bowel diseases

(IBDs) overall and determine the differences between IBD patients and healthy controls.

Study Design: IL-6 and CRP levels were measured and genetic variants whose genetic
products are considered inflammatory mediators (IL-6) or are associated with
proinflammatory signalling (STAT3 and IL-23R) in 143 patients diagnosed with CD or UC
and 100 healthy controls. A paired research design was applied in the study.

Material and Methods: Quantitative assessment of IL-6 and CRP sera was performed
with solid-phase, enzyme-labeled, chemiluminescent sequential immunometric and
immunoturbidimetric assay, respectively. A real-time fluorescence resonance energy transfer-
based method in LightCyclerTM PCR 1.2 was used for genotyping of polymorphisms IL-6
rs1800795, IL-23R rs11209026 and rs7530511 and STAT3 rs744166 genes.

Results: 1L-6 serum levels were statistically significantly higher in IBD than in healthy
controls and were positively correlated with clinical disease activity. 1L-6 levels were not
significantly different between age groups or male and female IBD patients. In CD and UC
patients, CRP serum levels were higher than the reference intervals. Positive correlations
between CRP and IL-6 serum levels and CRP serum levels and UC activity index as
measured by MTWSI were observed. CRP serum level was higher in CD patients without
intestinal resection than in CD patients with prior intestinal resection. No differences were
observed in IL-6 serum levels in the two patient groups. In UC patients, IL-6 and CRP serum
levels are statistically significantly higher in CC IL-6 genotype in comparison to GG+GC
genotype. Polymorphism 1L-23R rs11209026 is associated with IBD, unlike rs7530511 for
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which no statistically significant difference was observed. For STAT3 rs744166 no
statistically significant difference in genotype distribution was observed between IBD and
healthy controls. No statistically significant interactions between selected gene variants were
found in IBD.

Conclusion: IL-6, CRP serum levels and IL-23R rs11209026 polymorphism affect the
tendency to morbidity and characteristics of IBD. The CC IL-6 genotype is associated with
higher IL-6 and CRP serum levels than GC+CC genotype in UC patients. IL-23R rs11209026
has a protective effect in CD, while no association was observed between IL-23R rs7530511
and STAT3 rs744166 polymorphisms and CD, UC or IBD overall.

Keywords: Crohn's Disease, Ulcerative Colitis, Inflammatory Bowel Disease,
Interleukin 6, C-reactive Protein, STATS3, Interleukin 23 Receptor, Single Nucleotide
Polymorphism
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