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SAZETAK

ABC transporteri sudjeluju u ouvanju crijevne barijere, te utjeCu na biodostupnost
lijekova. Promjene njihove ekspresije mogu doprinijeti naruSavanju barijere i razvoju upale,
kao Sto je slucaj u upalnim bolestima crijeva. Njihova uloga u patogenezi upalnih bolesti
crijeva nije u potpunosti razjasnjena. U ovom istrazivanju odredili smo ekspresiju triju
transportera: MDR1, MRP1 i BCRP, kod odraslih i djece oboljele od Crohnove bolesti
(odrasli; n=25, djeca; n=26) i ulceroznog kolitisa (odrasli; n=27, djeca; n=20). Paralelno smo
odredili i ekspresiju proupalnih citokina interferona (IFN)-v, interleukina (IL)-2, IL-6, IL-1p i
IL-17A, kao i njihove negativne regulatore, SOCS1 i SOCS3. Ispitanici su podijeljeni u etiri
grupe: nelijeceni bolesnici dijagnosticirani de novo, grupa bolesnika pod terapijom, te grupa u
remisiji odnosno grupa zdrave kontrole (odrasli; n=10, djeca; n=15). Ovo istraZivanje
pokazuje izmijenjene ekspresije transportera koji koreliraju s poviSenim ekspresijama
citokina u oboljelih ispitanika. Nadalje, poviSena ekspresija proupalnih citokina, popra¢ena
povisenim ekspresijama njihovih negativnih regulatora, potvrduju upalni proces kao
dominantni patoloski mehanizam u upalnim bolestima crijeva. Dakle, promjene ekspresija

ABC transportera mogle bi imati funkcionalnu vaznost u progresiji bolesti i lijecenju.
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ABSTRACT

Efflux transporters are crucial for the maintenance of gut homeostasis and influence
drug bioavailability. Changes in their expression can disrupt the barrier which consequently
results with inflammatory response, as observed in inflammatory bowel diseases (IBD). Their
exact role in IBD pathogenesis is inconclusive. We have measured the expression of
transporeters MDR1, MRP1 and BCRP in pediatric and adult patients with Crohn's disease
(adults; n=25, pediatric; n=26) and ulcerative colitis (adults; n=27, pediatric; n=20). In
paralell, we have assessed the expression of inflammatory cytokines IFN-y , IL-2, IL-6, IL-1j
and IL-17A, as well as their negative regulators, SOCS1 and SOCS3. Subjects were grouped
as: newly diagnosed/untreated, active disease/treated, remission and controls (adults; n=10,
pediatric; n=15). We showed that altered expression of efflux transporters correlated with
cytokine expressions in IBD patients compared to controls. Furthermore, high cytokine
expression, followed by high expression of their matched negative regulators, confirmed
inflammatory process as the dominant pathological mechanism in IBD. In conclusion,
alterations in ABC transporter expression could have functional importance in disease

progression and treatment.
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1. UvOD

Transporteri koji vezu ATP (ABC transporteri; od engl. ATB binding cassette
transporters) membranski su transporteri ukljuéeni u ocCuvanje crijevne barijere tako Sto
izbacuju potencijalno Stetne tvari van stanice koriste¢i energiju dobivenu iz hidrolize
molekule ATP-a. Upravo zbog te svoje funkcije utjecu i na biodostupnost lijekova [1, 2], te
njihova povecana aktivnost i/ili ekspresija doprinosi razvoju viSestruke rezistencije na
lijekove [3]. Jedni od najbolje opisanih ABC transportera, koji utjeCu na pojavu viSestruke
rezistencije na lijekove, su MDR1, MRP1 i BCRP. Njihova aktivnost, kao i njihov izrazaj [4],
opisani su i u upalnim bolestima crijeva (UBC), no medutim, njihov to¢an doprinos razvoju
same bolesti nije u potpunosti razjasnjen [5-7]. UBC obuhvacaju dvije bolesti, Crohnovu
bolest (CB) i ulcerozni kolitis (UK). Obje bolesti okarakterizirane su pojacanom
proizvodnjom citokina Thl (CB) i Th2 (UK), iako rezultati ne potvrduju jasnu podvojenost
izmedu navedenih bolesti. Nedavno je pokazano da u patogenezi obiju etiologija upalnih
bolesti crijeva vaznu ulogu imaju citokini Th17 [8]. Kako UBC predstavljaju sve veci
problem moderniziranoga svijeta, potpunije poznavanje njihove patogeneze, u smislu
odredivanja ekspresija i uloge transportera odnosno citokina u razli¢itim fazama bolesti, kao i

ranom nasuprot kasnom razvoju bolesti, je od velike vaznosti.

Cilj ovog istrazivanja je odrediti razlikuje li se ekspresija MDR1, MRP1 i BCRP, te
relevantnih proupalnih citokina i njihovih negativnih regulatora, izmedu odraslih i djece
oboljele od UBC-a i odgovaraju¢ih zdravih kontrola, te utvrditi mijenjaju li se njihove
ekspresije ovisno o stadiju bolesti. Ovi podatci bi mogli pokazati da li postoje razlike izmedu
ranog (djeca) i kasnog (odrasli) pocetka razvoja bolesti te kakav je odnos izmedu ABC
transportera 1 citokina u razli¢itim stadijima bolesti. Ekspresija ispitivanih transportera i
medijatora upale biti ¢e odredena na razini mRNA metodom lancane reakcije polimeraze u
stvarnom vremenu. Pretpostavljamo da se ekspresija transportera razlikuje izmedu oboljelih i
kontrola, kao i u razli¢itim fazama bolesti, §to posljedi¢no moZe utjecati na biodostupnost
lijekova koji se koriste u lijeCenju te dodatno doprinijeti pogorSanju upale propustajuci

potencijalno Stetne tvari kroz crijevnu stjenku.



2. LITERATURNI PREGLED
2.1. UPALNE BOLESTI CRIJEVA

Upalne bolesti crijeva (engl. Inflammatory bowel diseases, IBD) predstavljaju grupu
kroni¢nih upalnih bolesti ¢ija su dva glavna oblika Crohnova bolest i ulcerozni kolitis. Za
otprilike 10% slucajeva ne moze se sa sigurno$c¢u re¢i kojem obliku UBC-a pripadaju, pa se
takvi slucajevi opisuju kao meduoblici UBC-a [9, 10], iako je pokazano da se veéina takvih
slu¢ajeva ipak razvije u ulcerozni oblik [10]. Sama patologija bolesti nije u potpunosti
razjasnjena, ali najnovija otkrica ukazuju na to da je bolest rezultat nekoliko ¢imbenika koji
su medusobno isprepleteni [11, 12]. Pad tolerancije na lokalne komenzalne bakterije dovodi
do pokretanja imunosnog odgovora koji je u genetski podloZzne osobe prekomjeran te dolazi
do pretjerane proizvodnje citokina ¢ime se upala dodatno pogorsava. To ukazuje da okolidni i
imunoloski ¢imbenici sinergisticki dovode do razvoja bolesti u genetski podloznoj osobi
(Slika 1.).

Antigeni/adjuvant
luminalnih mikroba

Gienetska Imunosni
posdlodniost UBC odgovor
Okoliini
Limbenici

Slika 1. Medureakcija razli¢itih ¢imbenika koji doprinose razvoju kroni¢ne upale u UBC-u.

Preuzeto i prilagodeno prema Sartor i sur.[13]



Pokazano je da lokalno dolazi do povecane produkcije proupalnih citokina [14] i
kemokina [15] koji doprinose progresiji bolesti. Vaznu ulogu u tom procesu imaju
profesionalne antigen predoc¢ne stanice kao $to su dendriticke stanice (DC, od engl. Dendritic
cells) koje mogu produziti svoje izdanke kroz ¢vrste spojeve medu epitelnim stanicama
crijeva (engl. tight junctions) i na taj nacin ,,okusiti“ sadrzaj lumena, te M stanice (od engl
microfold cells) koje prenose antigene iz lumena crijeva preko epitela do DC. Stovise,
epitelne stanice crijeva imaju karakteristike antigen predocnih stanica (APC, od engl.
Antigen-presenting cell), budu¢i da uz receptore NOD (od engl. Nucleotide-binding
oligomerization domain) i TLR (od engl. Toll-like receptors) na svojoj povrsini mogu

eksprimirati i molekule MHC (od engl. Major histocompatibility complex) 11 [16].

Najces¢i simptomi oba oblika bolesti su nagli gubitak tezine, bolovi u trbuhu, ucestale
meke stolice s primjesama krvi i sluzi, ¢ija uCestalost varira s obzirom na tezinu bolesti, te

temperatura, umor i iscrpljenost. No,oba oblika bolesti se patoloski i imunoloski razlikuju.

CB moze zahvatiti bilo koji dio probavnog sustava, dakle od usta do anusa, s time da je
najcesce zahvaceno mjesto upale terminalni ileum zbog ¢ega se bolest Cesto naziva terminalni
ileitis. Upala je transmuralna, tj. zahvaca cijelu debljinu crijevne stjenke s varijabilnim
stupnjem zahvacéenosti debelog crijeva i pojavljuje se na mahove. Karakteriziraju je stvaranje
otvora u stjenkama crijeva (perforacije), nastanak abnormalnih prolaza i komunikacija
izmedu dvaju organa koje u normalnim uvjetima nisu vezani (fistule), suzenje probavnog
sustava (strikture), te prisutstvo granuloma i ekstranodalnih agregata limfocita u dubljem
sloju crijevnog tkiva (lamini propriji). Iako je bolest vrlo to¢no opisana jo$ 1913. godine, ime
je dobila 1932. nakon $to su Crohn, Ginsberg i Oppenheimer opisali ileitis kao bolest razli¢itu
od crijevne tuberkuloze [17].

Za razliku od CB-a, UK naj¢esc¢e zahvaca rektum (proktitis), ali kod vecine bolesnika Siri
se 1 proksimalno te ukljucuje 1 Citavo debelo crijevo (pankolitis). Upala je povrSinska i
kontinuirana [18], a histoloSka karakteristika bolesti je naruSavanje arhitekture Kkripti, abces
kripti, ulceracija, infiltracija limfocita, plazma stanica i polimorfonuklearnih granulocita. UK
je prvi puta opisan 1859. godine [19].

S obzirom na simptome, CB i UK je u samome pocetku vrlo lako zamijeniti sa
simptomima gripe ili upale slijepog crijeva. Konacna dijagnoza bolesti moze se postaviti tek

nakon specijaliziranih dijagnostic¢kih pretraga poput endoskopije, ultrazvuka i kolonoskopije.



2.2. EPIDEMIOLOGIJA UPALNIH BOLESTI CRIJEVA

Upalne bolesti crijeva najées¢e se pojavljuju izmedu 15-te i 30-godine Zivota kod oba
spola, iako se mogu pojaviti u bilo koje vrijeme. Manje od 10% slu¢ajeva oboljenja javlja se
kod osoba mladih od 18 godina. Ipak, postoji razlika u dobi pojavljivanja pojedinog oblika
bolesti crijeva. Kod UK-a je to najcesc¢e U Cetvrtom, a kod CB-a u tre¢em desetljecu zivota.
Pojavnost kod UK-a je nesto ve¢a kod muskaraca, dok je za CB zabiljeZzena neznatno veca
pojavnost kod Zena. Sama pojavnost UBC-a veca je u sjevernijim, industrijaliziranijim
zemljama i to puno ce$¢e kod bijelaca [20]. Medutim, novija istrazivanja ukazuju na
smanjenje razlika pojavnosti ovih bolesti medu razli¢itim rasnim ili etnickim podgrupama
[21]. Pojavnost UK-a i CB-a je razlicita te je zamijeceno da u slucaju UK-a ona varira
izmedu 0,5-24,5/100.000 ljudi, a kod CB-a izmedu 0,1-16/100.000 ljudi Sirom svijeta. U
Europi je pojavnost za UK 11,2/100.000, a u slu¢aju CB-a 5,9/100.000 ljudi. Omjer UK-a
prema CB-u je otprilike 2:1. Najranije istrazivanje u Hrvatskoj koje je ispitivalo pojavnost
UBC-a provedeno je 1980-ih i pokazalo je ucestalost od 0,7/100.000 za CB i 1,5/100.000
stanovnika za UK [22, 23]. Slika 2. pokazuje raspodjelu pojavnosti CB-a i UK-a u Europi.

Slika 2. Pojavnost CB-a (A) i UK-a (B) na 100.000 u Europi. Preuzeto i prilagodeno iz
Frangos i sur. [24]



2.3. ETIOLOGIJA UPALNIH BOLESTI CRIJEVA

Na razvoj upalnih bolesti crijeva utjecu okolidni i imunosni ¢imbenici U genetski

podlozZnoj osobi.
2.3.1. Okolisni ¢imbenici

Okolisni c¢imbenici ukljucuju pusSenje, oralne kontracepcijske lijekove, prehranu,
infekcije u ranom djetinjstvu i drustveno-ekonomski status. Medutim, ispostavilo se da je
pusenje jedini ¢imbenik koji ima stvaran u¢inak na razvoj UBC-a, sa suprotnim u¢incima na
razvoj UK-a i CB-a. Dok je kod CB-a pusenje povezano s razvojem bolesti [25] i utjece na
kvalitetu Zivota oboljelih [26], kod UK-a pokazuje zastitnu ulogu koja se pripisuje ué¢incima
nikotina [27, 28]. Kao moguéi pokretaci razvoja UBC-a predlagani su razni virusi, poput
virusa ospica [29, 30], paraziti i bakterije, no jednoznaé¢ni dokazi koji bi upucivali na njihovu
povezanost s patogenezom nedostaju. Vise pozornosti, kao moguc¢em ¢imbeniku u razvoju
CB-a, posvecivalo se Mycobacterium paratuberculosis, no i u ovom slucaju nije dokazan
njezin ucinak na etiologiju bolesti [31]. Sli¢no je i za invazivni soj bakterije Escherichia coli
s adhezivnim svojstvima (AIEC, od engl. adherent-invasive escherichia coli), koja je

pronadena u bolesnicima s UK-om, ali ne i zdravim ispitanicima [32].
2.3.2. Imunosni ¢imbenici

Za odrzavanje normalne homeostaze crijevne sluznice vazno je oCuvanje epitelne
barijere, ali i ravnoteza mukoznog imunosnog sustava. NaruSavanje bilo jednog ili drugog
dovodi do rudenja epitelne barijere te razvoja upale Sto moZe rezultirati pojavom upalnih
bolesti crijeva [33, 34]. Budu¢i da su crijeva pod konstantnim antigenskim pritiskom
komenzala odnosno patogena, antigena iz hrane itd, mukozni imunosni sustav mora odigrati
dvije vrlo vazne uloge kako bi ocuvao homeostazu crijeva. Prva je da mora omoguciti
imunosni odgovor na antigene patogena s ciljem njihove eliminacije, a drugi je da istodobno
mora tolerirati antigene komenzala i nutritivne antigene. Upravo zbog toga, mukozni
imunosni sustav je u stalnom aktiviranom stanju, s time da se to ve¢inom odnosi na

sposobnost stiSavanja upalnih reakcija.
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Slika 3. Neravnoteza citokina izmedu efektorskih i regulatornih T stanica u UBC-u.

Prilagodeno prema Sanchez-Mufioz i sur. [35]

U tu svrhu mukozni imunosni sustav je razvio razliite strukture koje sudjeluju u razvoju
imunosnog odgovora. Payerove ploCe predstavljaju mjesto susreta antigena i naivnih T
stanica. Antigeni mogu pro¢i epitelnu barijeru bilo uhvaceni od strane DC-a ili kroz
specijalizirane stanice, tzv. M stanice. Uz epitelne stanice i M stanice, razlikujemo jos i
goblett stanice koje su vazne u proizvodnji mucina klju¢nog za izbacivanje veéih patogena iz
crijeva. Izolirani limfoidni folikuli Payerovih ploca predstavljaju limfoidno tkivo povezano sa
crijevom, tzv. GALT (od engl. Gut associated lymphoid tissues). Razlikujemo i laminu
propriju koja zajedno s epitelnim slojem ¢ini sluznicu crijeva, te mezenterijalne limfne
¢vrove (MLN od engl. Mesenteric lymph nodes) za koje se pokazalo da imaju klju¢nu ulogu u
pokretanju oralne tolerancije [36]. Histopatoloski, UK i CB okarakterizirani su pove¢anom

infiltracijom limfocita, granulocita i plazma stanica te neravnotezom izmedu regulacijskih i
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pomoc¢nickih limfocita T koji su odgovorni za proizvodnju citokina specifi¢nih za pojedini tip
imunosnog odgovora (Thl, Th2 i Thl7 tip odgovora) (Slika 3.). Tako se Crohnova bolest
najéesce opisuje kao ,,bolest Th1“ s poviSenim razinama IL-12 i IFN-y [37-39], dok je UK
,» Th2-sli¢an® buduéi da je zamijecena povisena proizvodnja citokina IL-5 i IL-13 ali ne i IL-
4. No otkricem citokina limfocita Th17, koncept opisivanja UBC-a kao Thl nasuprot Th2
dovoden je u pitanje, buduci da je otkriveno da su oni uklju€eni u patogenezu zivotinjskih
modela UBC-a [40]. Takoder, istrazivanja pokazuju da postoji preklapanje u profilima
ekspresija citokina izmedu CB-a i UK-a, s povisenim mRNA razinama IL-1p i IL-6 [41].
Cimbenici i mehanizmi koji bi mogli biti odgovorni za nekontroliranu aktivaciju limfocita T
u obje bolesti nisu u potpunosti poznati, ali smatra se da je znacajan upravo gubitak
tolerancije prema komenzalnim antigenima koji je vjerojatno prouzrokovan neravnotezom
izmedu proupalnih i regulatornih molekula, gubitkom pravilne regulacije od strane limfocita
T Sto rezultira njihovom prekomjernom aktivacijom i proliferacijom [42]. Dodatno, postoje i
promjene u profilu limfocita B $to se ocituje u prekomjernoj produkciji uglavnom IgG, ali i
IgA i IgM [43]. UBC se ponegdje opisuju i kao autoimune bolesti buduéi da su u nekim
slu¢ajevima zamijecena antitijela protiv antigena citoplazme neutrofila (ANCA, od engl.
Anti-neutrophil cytoplasmic antibodies) [44], s time da su ona viSe povezana s UK-om nego s
CB-om. Kod UK bolesnika pronadeno je i anti-tropomiozin protutijelo ¢iji epitopi mogu
krizno reagirati s bakterijskim produktima i izazvati aktivaciju komplementa preko 1gG1 [45,

46] ukazujuci na aktivaciju mehanizama urodene i steCene imunosti u UBC-u.
2.3.3. Geneticki ¢imbenici

Genetski ¢imbenici imaju vaznu ulogu u razvoju upalnih bolesti crijeva. Poznato je da
je kod rodbine bolesnika oboljelih od UBC-a povecana predispozicija za razvoj bolesti. Ta
pojavnost je puno ¢eSc¢a kod CB-a nego kod UK-a §to bi znacilo da je genetska predispozicija
puno izraZzenija kod CB-a. Genetska je povezanost dodatno potvrdena istraZzivanjima na
jedno- i dvojajéanim blizancima kojima je pokazano da jednojajcani blizanci imaju veéu

vjerojatnost pojave bolesti [47, 48] pri ¢emu je jasno naglasena uloga okolisnih ¢imbenika.
2.4. CITOKINI I MOLEKULE SOCS

Citokini su klju¢ni posrednici odgovarajuéih fizioloskih funkcija unutar probavnog i
imunosnog sustava. Kod bolesnika s UBC-om pokazana je poviSena produkcija I1L-6, IL-1p,
IL-18 i ¢imbenika tumorske nekroze alfa (TNF-a, od engl. tumor necrosis factor alpha) [49].

Njihova signalizacija je pod strogom negativhom kontrolom molekula SOCS (od engl.
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Supressor of cytokine signalling), porodice unutarstani¢nih proteina [50-52] koja se sastoji
od 8 clanova: CIS i SOCS1-7. Svaka molekula ima centralnu SH2 domenu i amino-
terminalnu domenu varijabilne duljine i slijeda, kao i karboksi-terminalnu SOCS kutiju [53].
Signaliziranje preko citokinskih receptora na povrsini stanice dovodi do aktivacije signalne
kaskade koja rezultira ulaskom molekula STAT (od engl. Signal transduction and activator
of transcription) u jezgru te poticanja transkripcije ciljnih gena medu kojima su i molekule
SOCS. Molekule SOCS, dakle, sudjeluju u negativnoj povratnoj sprezi citokinske

signalizacije.
2.4.1. Interleukin-6

IL-6 je visefunkcionalani citokin ukljuéen u regulaciju razli¢itih fizioloskih i
patoloskih dogadaja, poput razvoja granulocita [54], diferencijacije limfocita T [55] i
nastanka autoimunih bolesti [56]. Kod UBC-a ima klju¢nu ulogu u prezivljavanju limfocita T
i rezistencije na apoptozu. Brojne infekcije mogu potaknuti njegovu ekspresiju, kao i neki
proupalni citokini poput IL-1f i TNF-a. Glavni izvor IL-6 predstavljaju mononuklearne
stanice lamine proprije (LPMNC, od engl. lamina propria mononuclear cells) [57].
Aktivacija stanica posredstvom IL-6 dovodi do prijenosa signala bilo preko receptora IL-6R
na povrSini malog broja stanica, koji se sastoji od dviju podjedinica (IL-6R i gp130) ili u
najve¢em broju slu¢ajeva (kao i u UBC-u) preko solubilne molekule sIL-6R (od engl. Soluble
IL-6 receptor) u procesu koji se naziva ,,trans-signalling. U tom sluc¢aju sIL-6R veze IL-6, te
se IL-6/sIL-6R kompleks moZe vezati za gp130 na stanicama koje ne eksprimiraju IL-6R i
koje zbog toga inace ne bi reagirale na IL-6. Studija provedena na miSevima bez ekspresije
supresora SOCS3™ (od engl. knock-out) pokazala je vaznost IL-6 u promoviranju akutne
letalne 1 kroni¢ne upalne bolesti, ali da ne djeluje sam, ve¢ da je potrebna i signalizacija
drugih uzvodnih i paralelnih citokinskih puteva koji su bilo pod izravnom ili neizravnom
regulacijom SOCS3 [58]. Budu¢i da IL-6 pokazuje Sirok spektar aktivnosti, potrebna je
pojacana kontrola njegove produkcije i signalizacije za vrijeme upale. Kod UBC-a
zamijecena je njegova povisena razina u serumu [59-61] 1 u crijevima oboljelih [62], koja
korelira s aktivnosti bolesti [63]. IstraZzivanje provedeno na uzorcima djece oboljele od UBC-
a pokazalo je poveznicu povisenih razina IL-6 i teZine bolesti, kao i da su razine IL-6 nesto
vise kod CB-a nego UK-a [60]. Takoder, njegova razina u serumu mogla bi posluziti kao
svojevrstan prediktor UBC-a kod pedijatrijskih bolesnika [64]. Povecana proizvodnja IL-6
zamijecena je i na neupalnim/inaktivnim oblicima UBC-a, pretezno kod CB-a [65]. Neki

podatci upuéuju na mogucnost uporabe razine IL-6 u serumu kao biljega za kontrolu remisije,
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Sto potvrduje korelacija visokih serumskih razina IL-6 i uCestalosti relapsa. Njegova uloga u
patofiziologiji i klini¢koj vaznosti jako je dobro opisana [66], a jedan od primjera je
eksperimentalni model kolitisa putem prijenosa CD4 limfocita T iz oboljelih miSeva u
imunodeficijentne miSeve SCID (od engl. severe combined immunodeficiency), prilikom ¢ega
dolazi do razvoja kolitisa ovisnog o IL-6 [67]. S obzirom na Sirok spektar uloga koje IL-6
ima kod UBC-a, kao jedan od moguéih terapeutika za ovu bolest predlazu se blokatori IL-
6/STAT3 signalnog puta, kao i protutijela za IL-6R.

2.4.2. Interferon gama

IFN-y tipican je proupalni citokin koji ima brojne funkcije poput antiviralne
aktivnosti, povecanja ekspresije molekula MHC | te stimulacije limfocita T i stanica NK [68].
Izravno utjeCe na povecanje membranske propusnosti (permeabilnost) mijenjajuci epitelne
Cvrste spojeve [69]. Aktivacija urodene imunosti od strane patogena, posredovana ligandima
TLR, dovodi do indukcije IFN-y [70] koji doprinosi zastiti domacina, ali moze imati i
imunopatogene ucinke. Pokazano je da IFN-y porijeklom iz CD4 limfocita T igra vaznu
ulogu u gubitku Panethovih stanica, odgovornih za produkciju antimikrobnih peptida, za
vrijeme mikrobne infekcije [71]. Takoder, za vrijeme upale u CB-u dolazi do znacajne
infiltracije limfocita T karakteriziranih visokom proizvodnjom IFN-y [37, 39]. Povecana
proizvodnja IFN-y zamijeCena je i u zivotinjskim modelima UBC-a poput kolitisa
induciranog dekstran sulfatom (DSS, engl. dextran sulfate sodium) [72]. Dodatna potvrda
njegove kljuéne uloge u patologiji kolitisa induciranog s DSS-om proizlazi iz studije

provedene na IFN-y " migevima koji su pokazali smanjenu upalu crijeva [73].
2.4.3. Interleukin-1p

IL-1B je wviSestruko funkcionalan proupalani citokin za kojeg je pokazano da
stimulacijom crijevnih fibroblasta na proizvodnju enzima za razgradnju matriksa dovodi do
gubitka cjelovitosti crijevne sluznice i pojave ulceracija [74]. Uloga IL-1p u patogenezi
upalnih bolesti crijeva potvrdena je u nekoliko istrazivanja na bolesnicima, [75-77], te u
zivotinjskim modelima Kolitisa gdje njegova poviSena koncentracija u sluznici korelira s
inicijacijom i amplifikacijom crijevne upale. Glavni izvor IL-1B kod upalnih bolesti crijeva
su stanice mijeloidne loze, u prvom redu monociti/makrofagi [78]. IL-1B, s TNF-a,
sinergisticki povecava permeabilnost endotelnih 1 epitelnih stanica, ¢ime doprinosi
pojacavanju upale. Vazan kontrolni mehanizam aktivnosti IL-1B predstavlja endogeni IL-1

receptor antagonist (IL-1Ra) za kojeg je pokazano da sudjeluje u odrZavanju homeostaze
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crijeva [79]. Kod aktivnog oblika UK-a primije¢en je poviSen omjer IL-1B/IL-1Ra [80], iz
Cega je moguce zakljuditi da je IL-1Ra jedan od mehanizma utiSavanja upalnih reakcija [81].
Uz cCinjenicu da je neophodan za promociju diferencijacije limfocita Th17 [82-84], IL-1B
pospjesuje i lokalno nakupljanje CD4 limfocita T i urodenih limfocita (ILC, engl. innate
lymphoid cells) koji proizvode 1L-17A [85].

2.4.4. Interleukin-17A

IL-17A pretezno stvaraju limfociti Th17, iako se pokazalo da ga tijekom kroni¢ne
upale mogu stvarati ¢ak i CDS8 limfociti T [86]. Funkcionira kao klju¢ni posrednik u
imunosnim reakcijama odgodenog tipa time §to povecava produkciju kemokina i novaci
monocite i neutrofile na mjesto upale [87]. IL-17A potice sazrijevanje DC in vitro putem
povecanja ekspresije kostimulatornih molekula i njihove sposobnosti stimulacije limfocita T
[88]. IL-17A je posrednik upalnih procesa u razli¢itim tkivima te je pokazano da potice
ekspresiju nekoliko gena usko povezanih s upalom, poput IL-6, faktora stimulacije kolonije
granulocita i makrofaga (GM-CSF, engl. Granulocyre/macrophage-colony stimulating
factor) i unutarstani¢ne adhezijske molekule-1 (ICAM-1, engl. Intracellular adhesion
molecule 1) [89-93]. Uz to, pojacava upalne odgovore inducirane pomocu IL-1p i TNF-a [94,
95]. IL-17A se povezuje uz nekoliko imunosnih poremecaja poput multiple skleroze,
reumatoidnog artritisa, sistemske skleroze, sistemskog lupusa, bronhijalne astme itd., ali
njegova uloga u UBC-u nije joS u potpunosti razjasnjena [96-100]. Tako je njegova
poveznica s UK-om prili¢no sporna i neka istrazivanja ukazuju na njegovu proupalnu ulogu u
zivotinjskim modelima kolitisa [101, 102], dok druga predlazu da bi mogao imati ¢ak zastitnu
ulogu [103]. Kod bolesnika s upalnim bolestima crijeva pronadene su povisene razine IL-17A
u serumu i upalnom tkivu crijeva [104-109].

2.4.5. Interleukin-2

IL-2 je pleiotropni citokin, te je ujedno i prvi ¢imbenik rasta limfocita T ¢iji je gen
kloniran [110]. Stvaraju ga aktivirani CD4 limfociti T, iako je zabiljezena njegova ekspresija
i od strane naivnih CD8 limfocita T, dendritickih stanica i stanica timusa [111-114]. VaZan je
za stani¢nu smrt induciranu aktivacijom (engl. activation-induced cell death; AICD), razvoj
regulatornih limfocita T, kao i za razvoj citotoksi¢nih CD8 limfocita T, sekundarno Sirenje
memorijskin CD8 limfocita T te moduliranje diferencijacije pomoc¢nickih limfocita T.
Kljucan je za pojacavanje ekspresije IL-4Ra [115] i IL-12RB2 [116], uz IL-2Ra i IL-2Rp, ali

i za smanjivanje ekspresije gp130 [116], ¢ime modulira signale posredovane citokinima IL-2,
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IL-4, IL-12 i IL-6, tj. sudjeluje pri diferencijaciji citokinskog odgovora limfocita Thl, Th2,
Treg i Th17. IL-2, dakle, pojacava ili atenuira signalne puteve potrebne za diferencijaciju u
razli¢ite tipove pomocnickih limfocita T, te ovisno o citokinskom okruzenju nakon
stimulacije antigenom, djeluje kao glavni regulator diferencijacije stanica [117]. Regulira
ekspresiju T-bet te tako potice diferencijaciju Thl, ali i koci diferencijaciju limfocita Thl7.
Djeluje kao glavna homeostatska molekula: kada ga je puno ukazuje na prekomjernu
aktivaciju, a kada je nizak ukazuje na gubitak regulacije. Nadeno je da limfociti T iz periferne
krvi bolesnika oboljelih od UBC-a imaju smanjenu proliferativnu sposobnost Sto je povezano
sa smanjenjem proizvodnje 1L-2 [118]. Medutim, lokalno u sluznici crijeva bolesnika s CB
zabiljeZzene su poviSene razine IL-2 [119]. Ometanje signalnog puta posredovanog IL-2
smatra se dobrim pristupom lijeCenja UBC-a, budu¢i da limfociti T u sluznici aktivne CB
pokazuju poviSenu ekspresiju mRNA IL-2 receptora [120, 121]. Pristup se sastoji u upotrebi
monoklonskih protutijela za IL-2 receptore (CD25 beta-lanac) ¢ime se blokira aktivacija

limfocita i dolazi do smanjenja aktivnosti bolesti u Zivotinjskom modelu Kkolitisa [122].
2.4.6. SOCS1

SOCS1 je otkriven na temelju sposobnosti blokiranja diferencijacije stanica
mijeloidne leukemije u makrofage posredovane IL-6 [123], te njegove uloge u stiSavanju
citokinskih signalnih puteva [124, 125]. Ekspresiju SOCS1 induciraju brojni citokini,
ukljucujuéi IFN-y, IL-4, IL-6, LIF (od engl. Leukemia inhibitory factor) i EPO (od engl.
Erythropoietin) in vitro ili in vivo, koji su ujedno ciljne molekule negativne regulacije [126].
Kinetika proizvodnje mRNA za SOCS1 nakon izlaganja citokinima dostiZze vrhunac unutar 2
sata i vraca se na pocetnu razinu nakon 4 sata od pocetka stimulacije. lako se miSevi s
nedostatkom gena za SOCS1 radaju zdravi, umiru u ranoj dobi od kompleksnih hematoloskih
i patoloskih poremecaja, poput ubrzane apoptoze limfocita u timusu, masne degeneracije jetre
i infiltracije monocita u brojne organe, ukazuju¢i na multifunkcionalnu supresorsku ulogu
[127, 128]. U tankom i debelom crijevu SOCSL1 je konstitutivno eksprimiran [129], medutim
istrazivanja u upalnom tkivu bolesnika s CB-om i UK-om nisu uocila razlike u ekspresiji
SOCS1 naspram zdravih ispitanika [130]. SOCS1 igra vaznu ulogu u imunosnoj homeostazi
crijeva regulirajuci aktivnost dendritickih stanica posredstvom prostaglandina E2 (PEG2),
kao 1 aktivnost makrofaga [131]. Prema tome nije iznenadujué¢e da SOCSI1 sprjecava razvoj
kolitisa u zivotinjskim modelima gdje je patologija posredovana citokinima IL-4 i IFN-y

[132]. Pozitivna uloga SOCSL1 nije samo rezultat aktivne blokade efektorskih mehanizama u
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upalnim bolestima crijeva nego zajedno s drugim c¢imbenicima sudjeluje i u razvoju
regulatornih limfocita T ([133]).

2.4.7. SOCS3

SOCSS3 je, nakon SOCS1, najbolje proucen ¢lan porodice proteina SOCS. Sa SOCS1
dijeli nekoliko zajednickih karakteristika, poput visoke aminokiselinske homologije i
indukcije proizvodnje putem IL-2, IL-3, IL-4, IL-6, IL-10, GH (od engl. Growth hormone),
LIF, EPO, TNF-a, IFN-y, ¢ije signalne puteve ujedno i inhibira. SOCS3 je poviseno
eksprimiran u upaljenom tkivu kolona bolesnika s UBC-om, kao i kod Zivotinjskih modela
spontanog ili induciranog kolitisa [130, 134]. Lokalizacija njegove ekspresije na epitelnim te
na hiperplasti¢énim epitelnim stanicama [130, 135] ukazuje na mogucéu ulogu u obnavljanju
sluznice, ali i u ograni¢avanju ja¢ine i trajanja hiperproliferacije kripti za vrijeme oporavka
sluznice [126, 136]. SloZzena uloga SOCS3 u upalnim bolestima crijeva vjerojatno obuhvaca
protu- i proupalne mehanizme posredovane citokinom IL-6 [137]. Naime, SOCS3 sudjeluje u
biologiji limfocita Th17 na dvojaki nacin, potenciraju¢i njihov nastanak u suradnji s
citokinima 1L-23 i IL-1B, odnosno inhibiraju¢i proizvodnju IL-17A, vjerojatno preko
priguSivanja fosforilacije Stat3, kao izravnog regulatora transkripcije IL-17A [138].
Nuklearna i citoplazmatska ekspresija SOCS3 znacajno je povisena u tkivima s akutnom i
kroni¢nom upalom, posebice u unovacenim populacijama leukocita [139]. Gubitak ekspresije
SOCS3 u makrofagima izravno utjece na IL-6-ovisni put indukcije protuupalnog odgovora
[140]. Smatra se da put IL-6/STAT3/SOCS3 igra vaznu ulogu u regulaciji homeostaze
crijevnih epitelnih stanica, te gubitak ravnoteze izmedu ekspresije SOCS3 i IL-6/p-STAT3
signalizacije moze uzrokovati upalu [141-143]. U prilog tome je i nalaz poviSene ekspresije
SOCS3 kod bolesnika s neaktivnim UK-om gdje predstavlja vazan kontrolni mehanizam

kroni¢nog upalnog procesa [144].
2.5. LIJECENJE UPALNIH BOLESTI CRIJEVA

Glavni cilj lijecenja upalnih bolesti crijeva je uklanjanje simptoma i poboljSanje kvalitete
Zivota. Pristup odabira terapije razlikuje se izmedu UK-a i CB-a, ali se i unutar svake od ovih
bolesti takoder razlikuje s obzirom na stupanj oboljenja. U tu svrhu Koriste se razni
antibiotici, imunosupresivi i imunomodulatori te monoklonska protutijela koja su usmjerena
na neke od klju¢nih citokina i njihovu signalizaciju, poput Infliximaba, usmjerenog na TNF-
a. Kortikosteroidi se koriste u lijeCenju obje bolesti u aktivnoj fazi, no medutim, 20%

bolesnika s upalom crijeva je rezistentno na njih, a otprilike 30% bolesnika koji odgovore na
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ovu terapiju razvijaju steroidnu ovisnost [145]. Kako ¢e pojedini pacijent odgovoriti na danu
terapiju ovisi 0 viSe ¢imbenika, a neki su: jac¢ina bolesti i ozbiljnost komplikacija, okolisni i
genetski ¢imbenici. Postoji vrlo velika varijabilnost u ucinkovitosti odgovora na terapiju
medu populacijom. Na konacni ishod terapije, 0sim navedenih ¢imbenika, veliki u¢inak moze

imati i razvoj viSestruke rezistencije na lijekove.

Antibiotici se upotrebljavaju kako bi se suzbila infekcija i time neizravno utjecalo na
smanjenje upale. U slu¢aju blagog do umjerenog CB-a Koriste se protuupalni lijekovi sli¢ni
aspirinu (tzv. 5-ASA, 5-aminosalicilati), poput mesalamina, dok se u slucaju jake bolesti
upotrebljavaju kortikosteroidi koji smanjuju upalu, blokiraju imunosni odgovor i dovode do
remisije bolesti. Nedostatak uporabe kortikosteroida je taj Sto se smiju upotrebljavati
kratkoro¢no, jer dugoro¢no steroidi mogu uzrokovati neZzeljene simptome, te su stoga
neprikladni za odrzavanje remisije. U tu svrhu bolji su razli¢iti imunosupresivni lijekovi koji
koce urodenu i ste¢enu imunost (Imuran, Remicade itd.). U nekim slucajevima moze doc¢i do
pojave rezistencije na neke od terapeutika [146]. U tim sluc¢ajevima potreban je Kirurski
zahvat kojim se pacijentu ukloni dio upalom zahvacenog crijeva ili u tezim sluéajevima i

¢itavo crijevo.

Lije¢enje UK-a ovisi 0 tome koliko je bolest uznapredovala te najées¢e ukljucuje
razli¢ite terapeutike i promjene u nacinu prehrane. Kao i kod CB-a, u nekim slu¢ajevima je
potrebno bolesnike podvrgnuti operaciji. U slucaju blagih simptoma predlaze se promjena u
nacinu prehrane, koriste se lijekovi protiv diareje, aminosalicilati ili steroidi. Kod umjerenih
do ja¢ih simptoma koriste se jace doze steroida s ciljem postizanja remisije bolesti, koja se
onda odrzava uporabom aminosalicilata. U svrhu lijeenja jakih klinickih simptoma mogu se
upotrijebiti i imunomodulatori kao i bioloski lijekovi. Veliki problem u lije¢enju UBC-a
predstavlja razvoj visestruke rezistencije na lijekove koja je posredovana, izmedu ostaloga, 1

ABC transporterima.

2.6. VISESTRUKA REZISTENCIJA NA LIJEKOVE

ViSestruka rezistencija na lijekove (engl. Multidrug resistance, MDR) predstavlja ozbiljnu
prepreku u uspjeSnom lijeCenju bolesti. Karakterizira ju pojava rezistencije ne samo na tvar

koja je rezistenciju potakla, ve¢ i1 na Sirok spektar strukturno i1 funkcionalno nevezanih tvari.
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Postoje intrinzicni i steCeni mehanizmi koji mogu doprinijeti nastanku rezistencije. Kod

intrinzi¢nih mehanizama razlikujemo:

e c¢imbenike domacina, poput Smanjenog unutarstani¢énog nakupljanja lijeka zbog slabe
apsorpcije, brzog metabolizma ili izbacivanja lijeka ili pak kao kod tumorskih stanica
zbog nedjelotvorne dopreme lijeka

e genetske i epigenetske promjene preko kojih moze do¢i do promjena u stani¢nom

ciklusu, signaliziranju ili apoptotskim putevima.

Ste¢eni mehanizmi podrazumijevaju: 1) promijenjeno nakupljanje lijekova unutar stanica bilo
zbog povecanog izbacivanja lijeka (povecana ekspresija ABC transportera) ili zbog
smanjenog unosa lijeka (neu¢inkovita endocitoza), 2) indukciju mehanizama detoksifikacije
(povecani popravak DNA, aktivacija citokrom P450 oksidaza) te 3) neosjetljivost na

apoptozu izazvanu lijekovima.

ViSestruka rezistencija na lijekove u upalnim bolestima crijeva je takoder zapaZena nakon
terapije glukokortikoidima [146-148]. Kao moguci uzrok razvoja rezistencije u tom slucaju
navodi se poviSena ekspresija/aktivnost P-glikoproteinske (P-gp) pumpe buduc¢i da je na
stanicama periferne krvi bolesnika s upalnim bolestima crijeva, koji ne odgovaraju na danu

terapiju, zamijecena povisSena ekspresija gena za mdrl [149].
2.7. ABC TRANSPORTERI

Transporteri koji vezu ATP predstavljaju najvecu nadporodicu aktivnih transportera
pokretanih ATP-om (engl. adenosine triphosphate) za iznos Stetnih tvari. Koriste energiju
dobivenu iz hidrolize ATP-a za fizioloSku i detoksikolosku ulogu u izbacivanju odnosno
unosu tvari u stanicu. U prokariotskim stanicama imaju ulogu u unosu tvari, a kod

eukariotskih funkcioniraju prvenstveno kao izbacivaci.

Prvi put su otkriveni u prokariotskim stanicama Escherichia coli (E. coli) i Salmonella
typhimurium. Unos nutrijenata u te bakterijske stanice ovisio je o periplazmatskim proteinima
koji vezu supstrate i upotrebljavaju hidrolizu ATP-a za transport [150]. Prvi transporter
otkriven u eukariota, zbog svoje uloge u viSestrukoj rezistenciji na lijekove, bio je MDR1 (od
engl. Multidrug resistance protein 1, ABCB1, P-gp) [151-154], a uslijedila su otkrica i
drugih transportera povezanih s viSestrukom rezistencijom na lijekove, MRP1 (od engl.
Multidrug-resistance associated protein 1, ABCC1), te BCRP (od engl. Breast cancer

resistance protein, ABCG2). Do danas je otkriveno ukupno 48 ABC transportera u ljudi koji
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su podijeljeni u 7 podporodica (ABCA-ABCG). Struktura ovih transportera pokazuje visoku
homologiju u sekvenci medu razliitim podporodicama. Opcenito, sastoje se od 12
transmembranskih (TM) domena s dva unutarstani¢na mjesta za vezanje ATP-a. ABC
transporteri u eukariota su smjesteni u stani¢noj membrani gdje funkcioniraju kao pumpe za

izbacivanje Stetnih tvari (engl. efflux).

Intenzivna istrazivanja ABC transportera u tumorima pokazala su da visoka ekspresija
rezultira rezistencijom na terapiju kao posljedice izbacivanja antitumorskih lijekova.
Medutim, uz tumorske stanice, ovi transporteri su eksprimirani i na zdravim tkivima, najvise
na onima s barijernom ili ekskretornom funkcijom, poput krvno-mozdane barijere, bubrega,
jetre ili crijeva. Njihova ekspresija u crijevima sustavno je analizirana na bioptatima razli¢itih
odsjecaka probavnog sustava. Pojedini transporteri razlic¢ito su eksprimirani od duodenuma
do zavijenog crijeva. MDRL1 je najvise eksprimiran u terminalnom ileumu, dok je ekspresija
BCRP-a najve¢a u duodenumu i smanjuje se prema rektumu. Ekspresija MRP1 pokazuje
najmanje varijacija unutar crijevnog sustava [4, 155]. Mutacije u ovim transporterima mogu
dovesti do razli¢itih genetskih bolesti, poput krvarenja jetre i poremecaja oka poput renitis
pigmentose [156-158]. Buduci da su mnogi lijekovi koji se koriste u lijeCenju UBC-a ujedno
I supstrati P-glikoproteina i transportera BCRP-a i MRP1 te obzirom na njihovu ulogu u
ocuvanju funkcije crijevne barijere, moguce je da su ovi transporteri uklju¢eni u podloznost

razvoju UBC-a.
2.7.1. Struktura ABC transportera

Tipican ABC transporter sastoji se od dvije transmembranske domene (engl.
membrane-spanning domain; MSD) i dvije citosolne domene koje vezu nukleotide (engl.
nucleotide-binding domain, NBD). Postoje u obliku polutransportera (po jedna MSD i NBD)
kojima je potrebna dimerizacija da bi postigli puni funkcionalni oblik (BCRP), ili su punog
oblika i sadrze sve Ccetiri domene u jednom peptidu (MDR1). Neki sadrze dodatnu
transmembransku domenu (MRP1) (Slika 4.). MSD-ovi se sastoje od nekoliko
transmembranskih heliksa, najcesce Sest, koji su ukljuceni u vezanje supstrata, specificnost i
njegovo kretanje kroz stani¢nu membranu. Transmembranske domene se nastavljaju na
unutarstani¢ne petlje (engl. intracellular loops) koje stupaju u intereakciju s domenama koje
vezu nukleotide i pomazu u konformacijskim promjenama za olakSani transporta supstrata.
Hidroliza ATP-a odvija se u NBD-ovima i pruza strukturalnu promjenu u MSD-u Sto pak

omogucava transport preko lipidnog dvosloja. Domene koje vezu nukleotide sastoje se od
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200-300 aminokiselina i visoko su konzervirane [159]. SadrZze dva konzervirana motiva,

Walker A i B, koji su udaljeni 90-120 aminokiselina te C-petlju.

Struktura Primjer

MDR1 (ABCB1)
MRP4 (ABCC4)
MRPS (ABCCS)
MRP7 (ABCC1)
BSEP/SPGP (ABCB11)

MRP1 (ABCC1)
MRP2 (ABCC2)
MRP3 (ABCC3)
MRP6 (ABCCB)

MXR/BCRP/ABC-P
(ABCG2)

Slika 4. Struktura ABC transportera. Prikaz a) cjelovitog transportera, b) cjelovitog
transportera s tri transmembranske domene, c¢) polu-transportera koji formiraju dimere.

Preuzeto i prilagodeno prema Gottesmani i sur. [160].
2.7.2. Mehanizam izbacivanja supstrata

Na temelju strukture ABC transportera i istrazivanja provedenih u otkrivanju afiniteta
P-glikoproteina, dosSlo se do predlozenog modela mehanizma transporta, nazvanog , ATP-
switch model* [161]. Model upotrebljava prijelaz izmedu niskog i visokog afinitetnog stanja
vezanja supstrata, vezanog uz ATP kataliti¢ki ciklus. Citav proces moze se opisati u Getiri
koraka: vezanje supstrata, vezanje ATP-a i pomak supstrata, ATP hidroliza i povratak u
konformaciju bez supstrata. Kada ATP nije vezan za domene koje vezu nukleotide,
transporter ima otvorenu konformaciju i visoki afinitet prema supstratu. U toj konfiguraciji,
dvije transmembranske domene su otvorene prema citosolu s domenama koje vezu
nukleotide u otvorenoj konformaciji. Supstrati mogu priéi vezuju¢em dZepicu iz unutra$njeg
sloja membranskog dvosloja ili iz citosola [162]. To stvara hidrofilni dZep unutar transportera
za vezanje supstrata. Sirok raspon supstrata proizlazi iz &injenice da gornja polovica

vezujuéeg dzepa sadrzi hidrofobne i aromatske ostatke, dok donja polovica sadrzi vise
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polarnih ostataka [162]. Vezanjem supstrata dolazi do konformacijske promjene u domeni
koja veZze nukleotid prilikom Cega se povecava afinitet prema ATP-u. Vezanjem ATP-a
dolazi do zatvaranja domena koje vezu nukleotide u zatvoreni dimer. To zatvaranje dovodi do
dovoljno velike konformacijske promjene u transmembranskim domenama ¢ime se one
grupiraju prema vanjskoj povrsini membrane uzrokujucéi translokaciju i izbacivanje supstrata
iz stanice zbog smanjenog afiniteta. Povratak u otvorenu konformaciju iziskuje hidrolizu
dviju molekula ATP-a [163]. Ova hidroliza dovodi do destabilizacije zatvorene konformacije
domena koje vezu nukleotide i posljedi¢nog otpuStanja adenozin difosfata i fosfata ¢ime se

transporter vraca U otvorenu konformaciju podloZznu ponovnom vezanju supstrata (Slika 5.).
2.7.3. MDR1

Protein stani¢éne membrane ukljucen u izbacivanje stranih tvari iz stanica, MDR1 (P-
gp, P-glikoprotein), prvi puta je pronaden u jajnim stanicama kineskog hrcka (engl. Chinese
hamster ovary cells, CHO) koje su ispoljavale rezistenciju na lijekove. Clan je porodice ABC
transportera koji za svoje funkcioniranje upotrebljavaju energiju dobivenu iz hidrolize ATP-
a. P-gp je 170 kDa transmembranski glikoprotein sa Sirokim spektrom supstrata [164].
Postoje dva modela transporta supstrata. Prvi, model ,,vakuum c¢istaca“ pretpostavlja da
lijekovi stupaju u intereakciju s P-glikoproteinom unutar hidrofobnog dijela membranskog
dvosloja, ulaze u transporter izmedu dvije polovice te bivaju transportirani U izvanstani¢ni
prostor. U modelu ,,flipaze” smatra se da P-gp moze prebaciti supstrate iz unutrasnjeg u
vanjski sloj dvosloja [165]. P-gp je Siroko rasprostranjen i eksprimiran u razli¢itim tkivima i
stanicama poput hepatocita, stanicama proksimalnih tubula bubrega, krvno-mozdanoj
barijeri, placenti, jajnicima, testisima, te crijevnom epitelu gdje je odgovoran za izbacivanje

ksenobiotika (lijekovi i toksini) iz stanica ¢ime utjeCe na njihovu biodostupnost [6, 7].
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Vanstani¢ni matriks

E0000CORDDIDEEX

Citoplazma

Slika 5. Predlozeni mehanizam izbacivanja supstrata putem ABC transportera. Supstrat
i ATP se vezu za transporter. Nakon hidrolize ATP-a dolazi do otpustanja fosfata i

izbacivanja supstrata u izvanstani¢ni prostor. Preuzeto i prilagodeno prema Chai i sur. [166].

U tkivu crijeva Pgp/MDR1 je eksprimiran apikalno na enterocitima i izbacuje
supstrate u crijevni lumen (Slika 6.). Smjestaj, ekspresija i funkcija P-gp-a ukazuju na
njegovu vaznu ulogu u izbacivanju ksenobiotika i toksina s ciljem zastite organizma. Njegova
povisena ekspresija u brojim tumorskim stanicama ukazuje na rezistentni fenotip; smanjenu
unutarstani¢nu akumulaciju lijeka i pojacano izbacivanje lijeka [167-170]. Gen za MDRL1 je
kloniran u hr¢ku [171], miSu [172], i ljudima [173] te je prvi i ujedno najbolje opisan ABC
transporter otkriven u sisavcima. Takoder, pronadeno je da ima homologne sljedove s
bakterijskim ABC transporterima. U miSeva su pronadena dva gena, Abcbla i Abcblb
(Mdrla i Mdrlb) koji dijele 80% homologije s ljudskim P-gp-om i ¢ini se da imaju sli¢ne
uloge s ljudskim transporterom. Transkripcija P-gp-a je konstitutivna i postoje brojni
Cimbenici Kkoji je mogu inducirati, a vazne regulatore njihove ekspresije predstavljaju
transkripcijski ¢imbenici NF-Y, Spl i MEF1. Transkripciju mogu inducirati i mutacije u p53,
u uvjetima maligne transformacije moze doc¢i do poveéanja njegove ekspresije dok
deacetilacija histona, DNA metilacija kao i sam p53 mogu inhibirati njegovu transkripciju
[174].
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MDR1/
Pgp MRP2 BCRP

LUMEN
CYP3A4
Mg!(?':??“ Glutation-S-transferaze
gp UDP glukuronozil transferaze |
AR
KRV
PROKSIMALNO DISTALNO
NIZAK ' MDR1, MRP3

MRP2, CYP3A4, GST ¢ mime

Slika 6. Ekspresija ABC transportera u tankom crijevu. Ekspresija je pretezito u
enterocitima i varira od proksimalnog prema distalnom. Apikalna ekspresija je zasluzna za
povecano izbacivanje i Ssmanjenu apsorpciju, dok bazolateralana ekspresija povecava

apsorpciju. Preuzeto i prilagodeno prema Chan i sur.[2]

Uloga P-gp-a u patogenezi UBC-a joS uvijek je predmetom rasprave. Brojni lijekovi
koji se koriste u lijeCenju UBC-a su ujedno i supstrati P-gp-a, poput ciklosporina [175],
steroida i 5-aminosalicilata [176-179]. Izgleda da osim uloge u rezistenciji na lijekove, P-gp
sudjeluje u patogenezi UBC-a pogotovo Sto je lokacija MDR1 gena na kromosomu 7 koji se
smatra jednim od lokusa za podloznost razvoja UBC-a. Pokazano je da genetski modificirani
mdrla’ miSevi razvijaju spontanu crijevnu upalu potaknutu normalnom bakterijskom florom
koja nalikuje ulceroznom kolitisu ljudi [180]. Takoder, istraZivanje genetskih polimorfizama

P-gp-a ukazuju na njegovu uklju¢enost u patogenezu UBC-a [181-185].
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2.74. MRP1

Protein povezan s viSestrukom rezistencijom na lijekove, MRP1, prvi puta je otkriven
u stani¢noj liniji karcinoma plu¢a malih stanica (engl. small cell lung cancer) H69AR, koje
su razvile rezistenciju neovisnu 0 MDR1 [186]. MRP1 pripada porodici ABC, podskupini C
koja ukupno broji 12 ¢lanova; ABCC1-ABCC12. MRP1 je jako glikozilirani 190 kDa ABC
transporter i njegov aminokiselinski slijed je konzerviran izmedu ljudi i glodavaca s 88%
homologije. Jako je izraZzen u srcu, kozi, plu¢ima, endotelnim stanicama moZzdanih kapilara i
tankom crijevu [187, 188]. Odgovoran je za izbacivanje konjugata glutationa (GSH), sulfata
ili glukuronske kiseline [189, 190]. Takoder moze transportirati i hidrofobne tvari, ali uz
prisustvo GSH. Neke supstrate MRP1 dijeli s MDR1, poput vinka alkaloida, antraciklina,

kolhicina i nitoksantrona [191].

Transkripcijska regulacija MRP1 uklju¢uje mnoge transkripcijske ¢imbenike poput
Spl, elementa antioksidativnog odgovora (engl. antioxidant response element, ARE), motiva
smjestenog u promotoru Mrpl gena ukazujuéi ne njegovu ulogu u oksidativnom stresu. Poput
P-gp-a, i Mrpl ima zastitnu ulogu izbacujuci supstrate, poput endo i ksenobiotika iz stanice te
na taj nacin smanjiti stani¢nu toksi¢nost. IstraZzivanja na miSevima bez aktivnosti Mrpl
pokazuju da ti miSevi imaju normalan fenotip sve dok nisu izloZeni upalnom stresu [192].
Budu¢i je ukljucen u regulaciju razine glutationa, vjerojatno igra vaznu ulogu u ozljedama

tkiva induciranim oksidativnim stresom.
2.75. BCRP

BCRP je otkriven 1998.u stani¢noj liniji tumora dojke koja je bila visoko rezistentna
na doksorubicin, a nije izrazavala ni MDR1 ni MRP1 ovisnu rezistenciju [193]. Za razliku od
MDR1 i MRP1, BCRP je polutransporter kojemu je za funkcioniranje potrebna
homodimerizacija [194]. Primarno je izraZzen na apikalnoj membrani tankog crijeva, jetri,
mlije¢nim zlijezdama, testisima, krvno-mozdanoj barijeri i placenti [195]. Odgovoran je za
izbacivanje nekoliko kemoterapeutika, poput mitoksantrona, doksorubicina, imatiniba i
metotreksata, kao i nekih karcinogena iz hrane i vitamina poput riboflavina i folne kiseline
[196]. Njegova transkripcijska regulacija sliéna je onoj MDR1 i MRP1 [197], pa ne
iznenaduje preklapanje u funkciji. No ipak, smatra se da je njegova glavna zastitna uloga
sprjecavanje nakupljanja lijekova, endo i ksenobiotika s obzirom na mjesta njegove
ekspresije, poput crijeva, krvno-mozdane barijere i placente. S druge strane, moZe igrati

negativnu ulogu u mlijecnim zlijezdama gdje, unato¢ tome Sto izbacuje vitamine poput
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riboflavina, mnogi njegovi drugi supstrati, poput kemoterapeutika i karcinogena mogu se

takoder koncentrirati u mlijeku [198].
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3. OBRAZLOZENJE TEME I HIPOTEZA

Cilj naSeg rada je istraziti odnos ekspresija triju membranskih transportera uklju¢enih u
zastitu crijevne barijere (MDR1, MRP1 i BCRP), kao i ekspresiju proupalnih citokina, na
razli¢itim lokacijama duz probavnog sustava izmedu djece i odraslih oboljelih od UBC-a (CB
I UK) i odgovarajucih zdravih ispitanika te utvrditi postoji li povezanost izmedu ekspresija

transportera i proupalnih citokina kao i opsega bolesti.

Hipoteza

Upala, odnosno izluCeni citokini i regulatori citokinske signalizacije utjecu na
snizavanje/povisenje ekspresije MDR1, MRP1 i BCRP-a u upalnim bolestima crijeva.
Izazvana promjena u ekspresiji transportera razlikuje se ovisno o stadiju bolesti i moze
utjecati na biodostupnost lijekova koji se koriste u lijecenju bolesti, kao i dodatno doprinijeti

pogorsanju upale propustajuci potencijalno Stetne tvari kroz crijevnu stijenku.

Specifiéni ciljevi su:

1. odrediti profil ekspresije MDR1, MRP1 i BCRP-a na Sest lokacija duz probavnog
sustava (terminalni ileum te uzlazno, poprecno silazno i zavijeno debelo crijevo i
ravno crijevo) kod odraslih, kao i na lokacijama terminalni ileum i silazno crijevo
kod djece oboljele od CB-a i UK-a te zdravih ispitanika

2. utvrditi razlike u ekspresiji MDR1, MRP1 i BCRP-a izmedu triju grupa
(novodijagnosticirana bolest bez terapije, bolesnici pod terapijom i remisija)
oboljelih od UBC-a i odgovarajuéih zdravih ispitanika

3. odrediti ekspresiju citokina i regulatora citokinske signalizacije kod odraslih i
pedijatrijskih ispitanika oboljelih od CB-a i UK-a u trima razli¢itim fazama bolesti
(novodijagnosticirana bolest bez terapije, bolesnici pod terapijom i remisija), kao i
odgovarajucih zdravih ispitanika

4. utvrditi razlike u ekspresiji citokina i regulatora citokinske signalizacije izmedu
oboljelih i zdravih ispitanika

5. utvrditi postoji li poveznica izmedu ekspresija citokina i regulatora citokinske

signalizacije s ekspresijom transportera od interesa, kao i s opsegom bolesti
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4. MATERIJALI | METODE

4.1.1spitanici i uzorci

U istrazivanje su bile ukljucene Cetiri skupine ispitanika. Prvu skupinu ispitanika
¢inile su odrasle osobe oboljele od UBC-a. Bolesnici su lijeceni u Klini¢koj bolnici “Sestre
Milosrdnice” 1 Klinickoj bolnici Dubrava. Uzorci bioptata crijevne sluznice uzeti su za
vrijeme rutinske kolonoskopije sa Sest lokacija duz probavnog sustava: terminalni ileum,
uzlazno crijevo, popre¢no crijevo, silazno crijevo, zavijeno crijevo te ravno crijevo. Drugu
skupinu ispitanika, odrasle zdrave kontrole, ¢inile su 0sobe koje su na pregled dolazile zbog
anemije, rektalnog krvarenja ili funkcionalnih poremecaja poput iritabilnog sindroma crijeva.
Trecu skupinu ¢inila su djeca oboljela od upalnih bolesti crijeva koja su se lijecila u Klinici
za djecje bolesti Zagreb. Uzorci bioptata uzimani su takoder za vrijeme rutinske
ileokolonoskopije s lokacija terminalni ileum i silazno crijevo. Uzimanje uzoraka s ostalih
lokacija uzetih kao kod odraslih ispitanika ovdje nije bilo moguce buduci da je rije¢ o djeci.
Zbog toga su, u dogovoru s nadleznim lije¢nicima, odabrane upravo ove dvije lokacije koje
obuhvacaju mjesta najée$ée zahvacena kod svakog oblika upalnih bolesti crijeva. Cetvrtu
skupinu ispitanika, djecje zdrave kontrole, ¢inila su djeca koja su na preglede dolazila zbog

anemije, rektalnog krvarenja ili diareje.

Kod svih odraslih bolesnika dijagnoza je postavljena na temelju klinic¢kih karakteristika, kao i
rezultata endoskopskih, patohistoloskih i laboratorijskih ispitivanja. Dijagnoza upalnih bolesti
crijeva kod djece je postavljena na temelju modificiranih Porto dijagnostickih kriterija [199].
Aktivnost bolesti u djece ocijenjena je pomocu Indeksa aktivnost pedijatrijske Crohnove
bolesti (engl. Pediatric Crohn’s Disease Activity Indeks, PCDAI) [200] za CB i Indeksa
aktivnost pedijatrijskog ulcerativnog kolitisa (engl. Pediatric Ulcerative Colitis Activity
Index, PUCAI) [201] za UK. Aktivna bolest je definirana s PCDAI >10 ili PUCAI >10 i
prisutno$¢u mukoznih lezija prilikom ileokolonoskopije. Kod svih ispitanika kontrolne grupe
(odrasli i djeca) ileokolonoskopija je bila potpuno normalana (prema makroskopskim i

patohistoloskim pokazateljima).
Obje skupine oboljelih su podijeljene u tri grupe ovisno o statusu bolesti:
e N (nelijeCeni) grupa koju ¢ine novodijagnosticirani bolesnici koji nisu primili

terapiju za lijeCenje upalnih bolesti crijeva
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e A (lijeceni) grupa koju ¢ine bolesnici s aktivnom upalom i koji su pod
odgovarajuom terapijom

e R grupa koju ¢ine bolesnici u remisiji

Dodatno, cetiri odrasla bolesnika s UK-om pracena su tijekom terapije od postavljanja
dijagnoze do remisije bolesti. Tri ispitanika pracena su u dvjema tockama buduci da su
odmah nakon postavljanja dijagnoze i primitka terapije usli u remisiju bolesti. Medutim,
jedan ispitanik je pracen u Cetirima to¢kama, odnosno, nakon postavljanja dijagnoze primio je
terapiju, no nakon tri mjeseca bolest je jo$ uvijek bila u aktivnoj fazi. Sest mjeseci nakon
postavljanja dijagnoze, ispitanik je usao u remisiju, medutim, Sest mjeseci nakon remisije je

relapsirao.

Istrazivanje je odobrilo Eticko povjerenstvo Klinickih bolnica ,,Sestre Milosrdnice® 1
Dubrava, kao i Klinike za djecje bolesti Zagreb. Svaki ispitanik potpisao je suglasnost za
sudjelovanje u istrazivanju nakon usmenog objasnjenja dizajna istrazivanja i predocenja
iscrpne obavijesti o istrazivanju prilagodene opcoj populaciji radi boljeg razumijevanja. U
slu¢aju uzimanja uzoraka od djece, suglasnost su potpisali roditelji ili zakonski ovlasteni

staratelji.
4.2. Stabilizacija tkiva

Bioptat tkiva sluznice crijeva uzet prilikom kolonoskopije odmah je stabiliziran s ciljem
ocuvanja kvalitete RNA buduci da je RNA iznimno osjetljiva i podloZna razgradnji RNazama

koje se nalaze posvuda.

Tkivo je odmah po uzimanju uronjeno u otopinu RNAlater i ostavljeno preko no¢i u
hladnjaku pri +2 do +8°C. Tako stabilizirano tkivo moZe stajati tjedan dana na sobnoj
temperaturi, mjesec dana u hladnjaku na +4°C ili nekoliko godina pohranjeno na -80°C. U

svrhu dugoroéne pohrane na -80°C potrebno je ukloniti otopinu prije same pohrane.
4.3. Homogenizacija tkiva

Tkivo stabilizirano otopinom RNAlater izvadeno je pincetom i izmjerena je masa tkiva.
Prema protokolu proizvodaca kompleta koriStenog za izolaciju, procesirati se mozZe
maksimalno 15-20 mg RNAlater stabiliziranog tkiva. Prije izolacije ukupne RNA potrebno je
homogenizirati tkivo kako bi se razbile stanice i omogucio izlazak RNA. U tu svrhu koristen

je homogenizator (IKA Ultra-turax t 25, Labortechnik, Staufen, Njemacka) i pufer RLTkoji
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je dio kompleta za izolaciju RNA. Pufer RLT sadrZi gvanidin-isotiocijanat koji je inaktivator
RNaza. U plocice s jazicama dodano je po 600 pL pufera RLT i 6 pL B-merkaptoetanola te je
tkivo uronjeno i homogenizirano na najnizoj brzini izmedu 15-20 sek. Nakon homogenizacije
smjesa je pazljivo resuspendirana i prenesena u ¢istu Eppendorf epruvetu. Homogenizat je
centrifugiran 3 min na maksimalnoj brzini centrifuge (> 10,000 rpm). Nakon centrifugiranja,
pipetiranjem je paZljivo pokupljen nadtalog paze¢i da se ne pokupi talog koji je izrazito

viskozan te je prenesen u novu epruvetu.
4.4. 1zolacija ukupne RNA

Izolacija ukupne stanicne RNA provedena je pomocu kompleta RNAeasy Mini kit
(Qiagen, Hilden, Njemacka) prema protokolu proizvodaca. U dobiveni nadtalog iz
homogenizacije dodan je 1 volumni dio 70% etanola (naspram volumena nadtaloga) i smjesa
je promijeSana. Na kolonu RNeasy spin smjeStenu u 2 ml kolekcijskoj epruveti preneseno je
do 700 uL uzorka koji je centrifugiran 15 sek. na > 8000 g. Nakon centrifugiranja otopina
koja je prosla kroz kolonu je uklonjena, a kolona je vra¢ena u kolekcijsku epruvetu. Ukoliko
je volumen uzorka bio veci od 700 pL, prethodni postupak je ponovljen. Zatim je u kolonu
dodano 700 pL pufera RWL1 te je uzorak centrifugiran 15 sek. na > 8000 g. Otopina koja je
proSla kroz kolonu je uklonjena. Nakon toga je u dva navrata dodano po 500 pL pufera RPE,
samo Sto je prvi puta uzorak centrifugiran 15 sek. na > 8000 g, a drugi puta 2 min. na istoj
brzini. Duze centrifugiranje je neophodno za isuSivanje membrane kolone Sto osigurava da se
etanol ne prenese za vrijeme elucije RNA. RNeasy kolona je zatim pazljivo uklonjena iz
kolekcijske epruvete i stavljena u novu 2 mL kolekcijsku epruvetu i centrifugirana na
maksimalnoj brzini centrifuge. Ovaj korak se radi s ciljem eliminacije mogucéeg prijenosa
pufera RPE. Potom je RNeasy kolona izvadena i stavljena u 1,5 mL kolekcijsku epruvetu te
je dodano 30-50 pL vode bez prisutnosti RNaze izravno na membranu kolone. Nakon
centrifugiranja 1 min. na> 8000 g. epruveta s eluatom RNA je pohranjena na -80°C. Prije
toga je mala koliCina uzorka odvojena za odredivanje Cistoce i koli¢ina izolirane RNA

spektrofotometrijski (Bio Photometer, eppendorf) mjerenjem apsorbancija na 260 i 280 nm.
4.5. Reverzna transkripcija RNA

Reverzna transkripcija (RT) je metoda pomocu koje RNA od interesa prepisujemo u
komplementarnu DNA (cDNA, engl complementary DNA) pomocu enzima reverzne
transkriptaze. Dobivena cDNA sluzi kao predlozak za eksponencijalnu amplifikaciju pomocu

standardne lanc¢ane reakcije polimerazom (engl. polymerase chain reaction, PCR). Do 2 ug
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ukupne izdvojene RNA podvrgnuto je procesu reverzne transkripcije uporabom kompleta
High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit i RNA-znog inhibitora (Applied Biosystems)
prate¢i protokol proizvodaca. Ukratko, sastojci kompleta ostavljeni su na ledu s ciljem
polaganog otapanja. Odredi se zeljeni broj reakcija i prema uputama proizvodaca izra¢una
potrebna koli¢ina svakoj pojedinog reagensa. U svaki uzorak RNA (u ukupnom volumenu od
10 pL) dodano je 10 pL 2xRT smjese dobivene mijeSanjem potrebnih reagencija (2,0 pL 10x
pufera RT; 0,8 pL 25x dNTP; 2,0 uL 10x nasumicnih RT pocetnica; 1uL enzima reverzne
transkriptaze; 1L inhibitora RNaza; 3,2uL vode bez prisutnosti RNaza). Ukupni volumen
reakcije iznosio je 20 pL. Epruvete s uzorcima stavljene su u PCR uredaj programiran na: 25
°C/10min, 37 °C/120min, 85 °C/5 min, 4 °C/c0, prema uputama proizvoda¢a. Dobivena cDNA

pospremljena je na — 20 °C do daljnje obrade.
4.6. Kvantitativna lancana reakcija polimeraze

Kvantitativna lanana reakcija polimerazom (engl. Quantitative Polymerase chain
reaction, qPCR) je laboratorijska tehnika koje se bazira na lancanoj reakciji polimerazom u
kojoj se istodobno odvija umnozavanje (amplifikacija), detekcija i kvantifikacija ciljnog
dijela DNA molekule. cDNA od interesa umnoZena je i analizirana opisanom metodom
pomocu uredaja ABI PRISM 7000 Sequence Deetection System (Applied Biosystems) pod
sljede¢im cikli¢kim uvjetima: 95 °C/10min, 40 ciklusa: 95 °C/15sek., 60 °C/1 min., prema
uputama proizvodaca. Analizirana je ekspresija ABC transportera (MDR1, MRP1 i BCRP),
proupalnih citokina (IL-2, IL-6, IL-1pB, IL-17A, IFN-y), te supresora citokinske signalizacije
(SOCS1 1 SOCS3) pomocu komercijalno dostupnih setova kemikalija TagMan Gene
Expression Assay (Applied Biosystems) i TagMan Gene Expression Master Mix (Applied
Biosystems) prema uputama proizvodaca. Kod odraslih ispitanika i njihovih kontrola,
ekspresija ABC transportera odredena je na svih Sest lokacija, dok je ekspresija citokina i
supresora citokinske signalizacije odredena samo na lokacijama terminalni ileum i zavijeno
crijevo, dok su kod djece obradene obje lokacije za sve ispitivane molekule. Popis koristenih
kompleta pocetnica i sondi TagMan nalazi se u Tablici 1. Kompleti TagMan sastoje se od
para specificnih pocetnica i probe koja na 5' kraju ima vezanu fluorescentnu boju, a na 3'-
kraju hvata¢ fluorescencije (NFQ, engl. nonfluorescent quencher). Dok god se hvata¢
fluorescencije i fluorescentna boja nalaze na probi, signal izostaje. No, kako dolazi do
umnazanja dolazi i do cijepanja probe, oslobadanja NFQ od fluorescentne boje te porasta

fluorescencije u stvarnom vremenu. Relativna koli¢ina RNA u uzorku izrazena je u odnosu
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na koli¢inu RNA za GAPDH (engl. Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) koji je

koriSten kao ,,endogena“ kontrola.

Tablica 1. Kompleti pocetnica i sondi TagMan koriStene za kvantitativnu lan¢anu

reakciju polimerazom

Gen TagMan assay
MDR1 Hs00184491 m1l
MRP1 Hs00219905 m1
BCRP Hs00184797_m1
IFN-y Hs00989291 m1
IL-2 Hs01555413 m1
IL-6 Hs00985641 _m1
IL-1p Hs00174383_m1
IL-17 Hs00174114 ml
SOCs1 Hs00705164_s1
SOCS3 Hs02330328_s1

4.7. Statisticka obrada podataka

Svako odredivanje ekspresije gena radeno je u triplikatu. Znacajnu razliku pri testiranju

predstavljala je vrijednost P<0,05.

Podatci su analizirani pomoc¢u komparativne Ct metode (delta delta Ct metoda) i dobiveni
rezultati su prezentirani kao odnos relativne razine transkripata kod bolesnika s UBC-om i
razine transkripata zdravih osoba. Nakon odredivanja distribuiranosti podataka pomocu
Shapiro-Wilk W testa, 1 naknadne logaritamske transformacije ne-normalno distribuiranih

varijabli, ekspresija ispitivanih molekula u svakom isjecku crijeva ispitanika s UBC-om
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usporedena je s onima dobivenim za kontrolnu skupinu ispitanika multivarijabilnom
regresijskom analizom. Prilikom toga, godine, spol i terapija za lije¢enje UBC-a uzete su kao
potencijalni ¢imbenici koji bi mogli utjecati na rezultate. Za analizu korelacija izmedu
ekspresije mRNA transportera i ispitivanih citokina, kao i za korelaciju izmedu ekspresije
transportera/citokina i aktivnosti bolesti izracunali smo Spearman korelacijski koeficijent.
Sve statisticke analize su napravljene pomo¢u STATA 13.0 (StataCorp. 2013. Stata
Statistical Software: Release 13. College Station, TX: StataCorp LP) statistickog programa.

28



5. REZULTATI
5.1. Karakteristike ispitanika

U ovom radu istrazena je ekspresija ABC transportera (MDR1, MRP1, BCRP),
proupalnih citokina (IFN-y, IL-2, IL-6, IL-1pB, IL-17A) i supresora signalizacije citokina
(SOCS1 i SOCS3) kod dvije grupe bolesnika. Osnovne karakteristike ispitanika prikazane su
u Tablici 2., za odrasle, te Tablici 3., za djecu. Skupinu odraslih bolesnika s UBC-om ¢inilo
je 25-ero oboljelih od CB-a prosje¢ne dobi 43.46+13,7 godina, i 27-ero oboljelih od UK-a
prosjecne dobi 53,82+15,3 godina. Skupinu bolesne djece ¢inilo je 26-ero oboljelih od CB-a
prosjecne dobi 14,1+3,0 godina i 21 oboljelih od UK-a prosjec¢ne dobi 13,7+4,1. Kontrolnu
skupinu za odrasle Cinilo je 10-ero ispitanika prosjecne dobi 57,86 + 17,4 godina, a za djecu
15-ero ispitanika prosjeéne dobi 13,1+4,1. Izmedu skupina odraslih oboljelih i kontrola
postojala je statisticka razlika po dobi (P=0,024 za CB; P=0,038 za UK), dok izmedu skupina
djece nije bilo razlika.

Od ukupno 17 odraslih bolesnika s aktivnom upalom, 76,5% je imalo umjerene simptome,
dok je njih 23,5% imalo teSke simptome bolesti. Kod djece, od ukupno 19 bolesnika s
aktivnom upalom, 42,1% je imalo blage simptome, 36,8% umjerene, te 21,1% teSke
simptome bolesti. PatoloSka jacina bolesti u slu¢aju CB-a odredena je pomocu CDAI indeksa

aktivnosti bolesti, a u slu¢aju UK-a pomocu indeksa jacine bolesti Truelove-Witts.
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Tablica 2. Karakteristike odraslih ispitanika

Br. ispitanika
Godine (srednja
vrijednost)
Spol
Z
M
Prosirenost bolesti
CB
Ileum
Ileokolon
Kolon
UK
Lijevostrani
Pankolitis
Proktitis
Terapija
5-aminosalicilati
Kortikosteroidi
Imunosupresivi
NiSta
Patoloska jacina
(Truelove-Witts)
blaga
umjerena
jaka
Patoloska jacina
(CDAI)
remisija
blaga
umjerena

jaka

Kontrole  CBN CBA CBR UK N UK A UKR
10 8 9 8 9 10 8
5786+ 41,38+ 4022+ 4688+ 4822+ 507+ 5043+

17,4 11,46 13,78 16,87 20,40 14,81 12,99
1 4 3 1 4 4 2
9 4 6 7 5 6 6
- 8 9 8 - - -
- - - - 4 7 6
- - - - 5 3 2
- - 7 6 - 10 5
- - 5 3 - 4 2
- - 4 3 - 2
10 8 - - 9 - -
- - - - 3 5 -
- - - - 3 4 -
- - - - 3 1 -
- - - 8 - - -
- 7 7 - - - -
- 1 2 - - - -
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CB, Crohnova bolest; UK, Ulcerozni kolitis; N, novodijagnosticirani (nelijeceni); A, aktivna
upala pod terapijom (lijeceni); R, remisija; CDAI, Indeks aktivnosti Crohnove bolesti;

Truelove-Witts, Indeks aktivnosti ulceroznog kolitisa

Tablica 3. Karakteristike pedijatrijskih ispitanika

CB UK Kontrole
(n=26) (n=21) (n=15)
N A R N A R
Br. ispitanika 10 8 8 9 8 4 15
Godine (srednja 14,143 13,7+4,1 13,1+4,1
vrijednost)
Spol
M 14 11 8
VA 12 10 7
Lokacija CB
Terminali ileum 7 6 7 - - - -
lleokolon 3 2 1 - - - ;
Prosirenost UK
Lijevostrani - - - 4 3 - -
Ekstenzivni - - - 3 4 4 -
Pankolitis - - - 2 1 - -
Terapija
Nista 10 - - 9 - - 15
Antibiotici - - - - 2 - -
Sulfasalazin - - 1 - 2 3 -
Azatioprin - 7 4 - 2 1 -
Methotrexate - 1 - - - - -
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Kortikosteroidi - 2 1 - 4 1 -

Mesalamine - - 3 - 12 2 -
PCDAI

< 10 remisija - - 8 - - - -

10-27.5 blaga 8 6 - - - - -

30-37.5 umjerena 2 2 - - - - -

> 40 jaka - - - - - - -
PUCAI

< 10 remisija - - - - - 4 -

10-34 blaga - - - 8 7 - -

35-64 umjerena - - - 1 1 - -

> 64 jaka . . . . . . .

N, novodijagnosticirani (nelijeceni); A, aktivna grupa pod terapijom (lijeeni); R, remisija;
PCDAI, Indeks aktivnosti pedijatrijske Crohnove bolesti; PUCAI, Indeks aktivnosti

pedijatrijskog ulcerativnog kolitisa

5.2.Ekspresija ABC transportera
5.2.1. Ekspresija ABC transportera kod odraslih

U prvom nizu pokusa utvrdili smo profil ekspresije mRNA za gene MDR1, MRP1 i
BCRP-a na lokacijama terminalnog ileuma te od uzlaznog do ravnog crijeva zdravih
ispitanika, da bi se vidjelo je li ekspresija analiziranih gena duz kolona konstantna te mogu li
se utjecaji upale na razli¢itim lokacijama kolona medusobno usporedivati. Rezultati su
prikazani kao relativna ekspresija u odnosu na ekspresiju GAPDH. Kao Sto je vidljivo na
Slici 7., ekspresija MDR1 i BCRP-a prati slican trend i kod kontrola i oboljelih od UBC-a, sa
najve¢om ekspresijom na terminalnom ileumu te nizom, konstantnom ekspresijom duz

kolona.
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MRP1 ekspresija duZ ispitanih lokacija svih triju grupa ne pokazuje znacajne razlike

te se moze zakljuciti da je njegova ekspresija od terminalnog ileuma do ravnog crijeva

konstantna. Ovi rezultati pokazuju kako se ucinci upale promatrani na razli¢itim lokacijama

duz kolona mogu medusobno usporedivati.
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Slika 7. Profil ekspresije ABC transportera kod odraslih. Analizirana je ekspresija mRNA

ABC transportera MDR1, MRP1 i BCRP na bioptatima crijevne stjenke zdravih kontrola

(n=10), ispitanika oboljelih od CB-a (n=25) i UK-a (n=27). Ekspresija je analizirana

kvantitativnom lan¢anom reakcijom polimerazom (RT-gqPCR) inormaliziranaje u odnosu na

gen GAPDH. Analiza ekspresije svakog gena provedena je u triplikatu. T.il:= terminalni

ileum; Uz.c.= uzlazno crijevo; Pop.c.= poprecno crijevo; Sil.c.= silazno crijevo; Rav.c.=

ravno crijevo; CB= Crohnova bolest; UK= ulcerozni kolitis; A.J.= Arbitrarne jedinice.
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5.2.2. Ekspresija ABC transportera kod djece

Najprije smo odredili bazalnu ekspresiju triju ABC transportera u tkivu s dvije
lokacije (terminalni ileum i silazno crijevo) uzetom tijekom ileokolonoskopije zdravih
ispitanika te smo nakon toga odredili ekspresiju i kod oboljelih. Rezultati su prikazani kao
relativna ekspresija u odnosu na ekspresiju GAPDH. Kao sto je vidljivo na Slici 8., i kod
dje¢jih uzoraka primjetan je profil ekspresija za MDR1, MRP1 i BCRP-a kao kod odraslih
osoba. MDR1 i BCRP pokazuju najvisu ekspresiju na terminalnom ileumu u odnosu na kolon,

dok za MRP1 nisu zamijecene razlike izmedu ispitivanih lokacija.
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Slika 8. Profil ekspresije ABC transportera kod djece. Analizirana je ekspresija ABC
transportera MDR1, MRP1 i BCRP na bioptatima crijevne stjenke kontrola (n=15), ispitanika
oboljelih od CB-a (n=26) i UK-a (n=20). Ekspresija je analizirana kvantitativnom lan¢anom
reakcijom polimerazom (RT-qPCR) i normalizirana u odnosu na gen GAPDH. Analiza
ekspresije svakog gena provedena je u triplikatu. T.il:= terminalni ileum; Sil.c.= silazno
crijevo; CB= Crohnova bolest; UK= ulcerozni kolitis; A.J.= Arbitrarne jedinice.
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5.3. Odnos ekspresija ABC transportera izmedu oboljelih od upalnih bolesti crijeva i
zdravih ispitanika

5.3.1. Analiza ekspresije ABC transportera kod odraslih

Ekspresija MDR1, MRP1 i BCRP na razini mRNA kod tri definirane grupe oboljelih

od UBC-a usporedena je s ekspresijom istih kod zdravih ispitanika pomoc¢u metode AACt.

Na Slici 9. vidljivo je snizena ekspresija MDR1 na upaljenom tkivu bolesnika s CB-
om i UK-om u svim definiranim grupama u odnosu na zdrave ispitanike. Tako je kod CB-a
ekspresija MDR1 kod nelije¢enih bolesnika snizena za 56%, te za 72% u skupini pod
terapijom u odnosu na zdrave ispitanike. U skupini bolesnika u remisiji je snizenje manje
izrazeno (58%), ali i dalje statisticki znac¢ajno. Kod bolesnika s UK-om snizenje u ekspresiji
MDR1 medu definiranim grupama je podjednako i iznosi prosjecno 53% u odnosu na zdrave
ispitanike. DuZ kolona bolesnika s CB-om, koji nije zahvacen bole$¢u, nisu pronadene razlike
u jacini ekspresije MDR1 izmedu grupa. Kod bolesnika s UK-om nadene su razlike u jacini
MDR1 ekspresije i na nezahva¢enom terminalnom ileumu i to u sve tri definirane grupe (53%

za N, odnosno 69% za A i R), te takoder na uzlaznom i poprecnom crijevu (Slika 10.).

Kao i kod MDR1, ekspresija BCRP-a je takoder sniZzena na terminalnom ileumu
bolesnika s CB-om, a najvece razlike pronadene su u skupini lijeCenih gdje je ekspresija
BCRP-a sniZzena za 41% u odnosu na zdrave ispitanike. Kod nelije¢enih bolesnika s CB-om
ekspresija BCRP-a je statisti¢ki grani¢no snizena (P=0.070) dok u remisiji nisu pronadene
razlike. U bolesnika s UK-om pronadeni su drugaciji odnosi; ekspresija BCRP-a snizena je u
obje grupe s aktivnom upalom (66% u N, odnosno 73% u A), dok je u remisiji s prolaskom
upale ekspresija BCRP-a normalizirana na razinu ekspresije zdravih ispitanika. Sto se tice
ekspresije BCRP-a duz kolona bolesnika s CB-om, kao i za MDR1, nisu pronadene razlike
izmedu definiranih grupa, dok je kod bolesnika s UK-om ekspresija BCRP-a snizena u grupi
nelijecenih bolesnika na nezahva¢enom terminalnom ileumu i duz preostalih lokacija kolona i

to prosjecno za 57% (Slika 10.).
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Slika 9. Ekspresija ABC transportera u upaljenom tkivu odraslih bolesnika s UBC-om.
Vrijednosti ekspresija normalizirane su prema genu za GAPDH i prikazane u odnosu na
odgovarajuce lokacije kontrola. Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost £ SEM.
Bioloski znacajne razlike prikazane su s *P< 0,05 i **P<0,01. Analiza ekspresije svakog
gena provedena je u triplikatu. Crni stupi¢i = N grupa (nelijeceni); Tamno sivi stupi¢i= A
grupa (lijeceni); Svijetlosivi stupi¢i= R grupa (remisija); Bijeli stupi¢i= kontrole; CB=

Crohnova bolest; UK= ulcerozni kolitis.

Ekspresija MRP1 na upaljenom ileumu bolesnika s CB-om snizena je za 54% u grupi
nelijeenih bolesnika, dok se ekspresija u A i R grupi ne razlikuje od zdravih ispitanika. Kod

bolesnika s UK-om nisu pronadene razlike u MRP1 ekspresiji medu definiranim grupama.
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Takoder, nisu pronadene razlike u njegovoj ekspresiji duz kolona bolesnika s CB-om, kao ni

na terminalnom ileumu i duz preostalih lokacija kolona bolesnika s UK-om.
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Slika 10. Ekspresija ABC transportera u ileumu i kolonu odraslih bolesnika s UBC-om.
Vrijednosti ekspresija normalizirane su prema genu za GAPDH i prikazane u odnosu na
odgovarajuce lokacije kontrola. Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost + SEM.
Bioloski znac¢ajne razlike prikazane su s *P< 0,05 i **P<0,01 u odnosu na kontrole. Analiza
ekspresije svakog gena provedena je u triplikatu. Crni stupi¢i = N grupa (nelijeceni); Tamno
sivi stupi¢i= A grupa (lijeCeni); Svijetlosivi stupi¢i= R grupa (remisija); Bijeli stupiéi=
kontrole; T.il:= terminalni ileum; Uz.c.= uzlazno crijevo; Pop.c.= popre¢no crijevo; Sil.c.=

silazno crijevo; Rav.c.= ravno crijevo; CB= Crohnova bolest; UK= ulcerozni kolitis.
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5.3.2. Analiza ekspresije ABC transportera kod djece

Ekspresiju gena za MDR1, MRP1, BCRP-a i GAPDH analizirali smo u 15 zdravih
ispitanika (bazalna ekspresija transportera) i usporedili sa svima trima definiranim grupama

ispitanika oboljelih od UBC-a.

Ekspresija MDR1 na upaljenom tkivu bolesnika s CB-om i UK-om je znacajno
snizena u odnosu na zdrave ispitanike (Slika 11.). Kod bolesnika s CB-om, MDRL1 ekspresija
je sniZena za 66% u nelije¢enoj grupi, 43% u lije¢enoj grupi i za 52% u remisiji, dok je kod
bolesnika s UK-om njegova ekspresija smanjena za 68%, odnosno 83% u nelije¢enoj,
odnosno lijecenoj grupi u odnosu na zdrave ispitanike. Snizena ekspresija MDR1 primije¢ena
je i u remisiji, ali je to snizenje statisticki grani¢no znacajno (P=0,053). Nismo primijetili
razliku u ekspresiji MRP1 izmedu CB grupa, dok je na upaljenom kolonu bolesnika s UK-om
njegova ekspresija > 2,5x visa u nelije¢enoj grupi (Slika 11.). Nadalje, ekspresija BCRP-a na
upaljenom ileumu bolesnika s CB-om smanjena je za 63% u nelijeCenoj grupi i 57% u
lijecenoj grupi (Slika 11.). Nismo pronasli razliku u ekspresiji BCRP-a u kolonu bolesnika s
UK-om, iako je postojalo statisticki grani¢én0 znaéajno snizenje njegove ekspresije (P=0,064)

u nelijeCenoj grupi.

Zanimljive rezultate dobili smo na tkivu koje nije zahvaceno s bolesti. Tako smo na
nezahva¢enom kolonu bolesnika s CB-om takoder dobili znacajno sniZenje ekspresije MDR1
od oko 78% u sve tri definirane grupe u odnosu na kontrole, dok se ekspresije MRP1 i BCRP-
a nisu razlikovale medu grupama (Slika 12.). Na nezahva¢enom ileumu ispitanika s UK-om
nismo pronasli razlike u ekspresiji MDR1 niti BCRP-a, dok je MRP1 pokazivao 2,5x visu

ekspresiju u nelije¢enoj grupi.
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Slika 11. Ekspresija ABC transportera u upaljenom tkivu djece s UBC-om. Vrijednosti
ekspresija normalizirane su prema genu za GAPDH i prikazane u odnosu na odgovarajuce
lokacije kontrola. Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost + SEM. Bioloski znacajne
razlike prikazane su s *P< 0,05, **P<0,01 i ***P<0,001. Analiza ekspresije svakog gena
provedena je u triplikatu. Crni stupi¢i = N grupa (nelije¢eni); Tamno sivi stupi¢i= A grupa
(lije€eni); Svijetlosivi stupi¢i= R grupa (remisija); Bijeli stupi¢i= kontrole.CB= Crohnova

bolest; UK= ulcerozni kolitis.
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Slika 12. Ekspresija ABC transportera u nezahvaéenom tkiva djece s UCB-om.
Vrijednosti ekspresija normalizirane su prema genu za GAPDH i prikazane u odnosu na
odgovarajuce lokacije kontrola. Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost £ SEM.
Bioloski znacajne razlike prikazane su s **P<0,01 i ***P<0,001. Analiza ekspresije svakog
gena provedena je u triplikatu. Crni stupi¢i = N grupa (nelijeceni); Tamsno sivi stupi¢i= A
grupa (lijeCeni); Svijetlosivi stupi¢i= R grupa (remisija); Bijeli stupi¢i= kontrole; CB=

Crohnova bolest; UK= ulcerozni kolitis.
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5.4. Odnos ekspresije citokina i molekula SOCS izmedu bolesnika s upalnim
bolestima crijeva i zdravih ispitanika

5.4.1. Analiza ekspresije citokina i molekula SOCS kod odraslih

Kako su upalne bolesti crijeva okarakterizirane kroni¢nom upalom i pretjeranom
proizvodnjom brojnih citokina, usporedili smo ekspresiju mMRNA za citokine i molekule
SOCS izmedu zdravih ispitanika i triju grupa oboljelih od upalnih bolesti crijeva na

lokacijama terminalni ileum i zavijeno crijevo.

Dobiveni rezultati ne ukazuju na razlike u ekspresijama ispitivanih upalnih medijatora
na upaljenom tkivu nelije¢ene grupe s CB-om u odnosu na zdrave ispitanike (Slika 13.).
Medutim, uvodenjem terapije dolazi do prolaznog poviSenja razina IFN-y (7,7x visa
ekspresija) i IL-17A (3,5x viSa ekspresija), koje ostaju povisene i u remisiji. Primije¢en porast
u razinama za IFN-y i IL-17A u lijecenoj grupi s CB-om prati i poviSenje razine njihovog
negativnog regulatora SOCS3 (bx viSa ekspresija). Takoder, u remisiji se ekspresije
ispitivanih molekula ne razlikuju znacajno od zdravih ispitanika. Nismo pronasli razlike u
MRNA niti za IL-6, IL-/f 1 SOCS1 izmedu definiranih grupa oboljelih i zdravih ispitanika.

Medutim, na neupaljenom kolonu pronasli smo povisene razine IFN-y, IL-2 1 IL-/5 u
nelijeCenoj grupi bolesnika s CB-om, s jasnim sniZzavanjem na razinu zdravih ispitanika
nakon uvodenja terapije (Slika 13.). U remisiji bolesti su razine IFN-y i IL-2 poviSene, dok je
ekspresija IL-75 nepromjenjena u odnosu na zdrave ispitanike. Takoder smo pronasli
povisenu razinu IL-17A, ali statisticka znacajnost je postignuta samo u remisiji bolesti (3.4x
visa ekspresija). Kao i na upaljenom ileumu, i na nezahvac¢enom kolonu nismo pronasli
razlike u ekspresiji IL-6 izmedu definiranih grupa oboljelih i kontrola. Ekspresije SOCS1 i
SOCS3 pratile su isti uzorak pronaden za IFN-y i IL-2, s vi§im razinama u nelijecenoj grupi,
snizenim u lijeCenoj grupi i ponovno povisenim U remisiji. U usporedbi za upaljenim

ileumom, razina SOCS1 na nezahva¢enom kolonu je zna¢ajno povisena.
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Slika 13 Ekspresija citokina i SOCS molekula u tkivu ileuma i kolona bolesnika s CB-
om. Vrijednosti ekspresija normalizirane su prema genu za GAPDH i prikazane u odnosu na
odgovarajuce lokacije kontrola. Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost £ SEM.
Bioloski znacajne razlike prikazane su s *P< 0,05 i **P<0,01. Analiza ekspresije svakog
gena provedena je u triplikatu. Crni stupi¢i = N grupa (nelijeeni); Tamno sivi stupi¢i= A
grupa (lijeCeni); Svijetlosivi stupi¢i= R grupa (remisija); Bijeli stupi¢i= kontrole; uokvireno=

upaljeno tkivo.

Za razliku od tkiva bolesnika s CB-om, na upaljenom tkivu bolesnika s UK-om razina
IFN-y viSa je u sve tri definirane grupe u odnosu na zdrave ispitanike (3,7x za N, 28x za A i
16x za R grupu). Takoder su pronadene povisene razine IL-6 i IL-17A u obje grupe s
aktivnom upalom (7x i 11x za IL-6, odnosno 11x i 6,3x za IL-17A). Ekspresija IL-1 nije se
znaajno razlikovala medu definiranim grupama. Razina SOCS1 je 4x visa u sve tri
definirane grupe, dok je razina SOCS3 poviSena u nelije¢enoj grupi i remisiji (5,7x odnosno
4,2x visaekspresija). Ekspresija IL-2 nije se razlikovala od zdravih ispitanika za vrijeme

aktivne upale, dok su u remisiji razine IL-2 viSe ¢ak 8x (Slika 14.).
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Nezahvaceni ileum bolesnika s UK-om pokazuje poviSene razine IL-6, IL-1f5 i IL-17A
u nelijecenoj grupi (9,8x, 6,2x odnosno 2,7x visa ekspresija). Obje molekule SOCS takoder
imaju 2x viSu razinu u nelijeCenoj grupi u odnosu na zdrave ispitanike (Slika 14.). Nisu
pronadene razlike u ekspresijama za IFN-y i IL-2 medu definiranim grupama na

nezahvac¢enom tkivu bolesnika s UK-om.
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Slika 14. Ekspresija citokina i SOCS molekula u tkivu kolona i ileuma bolesnika s UK-
om. Vrijednosti ekspresija normalizirane su prema genu za GAPDH i prikazane u odnosu na
odgovarajuce lokacije kontrola. Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost £ SEM.
Bioloski znacajne razlike prikazane su s *P< 0,05 i **P<0,01. Analiza ekspresije svakog
gena provedena je u triplikatu. Crni stupi¢i = N grupa (nelijeceni); Tamno sivi stupi¢i= A
grupa (lijeceni); Svijetlosivi stupi¢i= R grupa (remisija); Bijeli stupi¢i= kontrole; uokvireno=

upaljeno tkivo.

Da bismo vidjeli mijenja li se ekspresija ispitivanih transportera na upaljenom tkivu ovisno o
ekspresiji ispitivanih citokina, proveli smo korelacijsku statisticku analizu. Dobivene
korelacije pokazuju da bolesnici s UK-om koji su imali viSu razinu IL-2 su ujedno imali i viSu
razinu MDR1 i BCRP-a (r= 0,72, P=0,0148, odnosno r= 0,75, P=0,0114). Suprotno tome,
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bolesnici s viSim vrijednostima razine IL-6 imali su niZe razine MDR1 u sluc¢aju UK (r= -
0,667, P=0,0315). Zanimljivo je da je mRNA ekspresija MRP1 kod ispitanika s UK-om
pozitivno korelirala s ekspresijom IFN-y (r= 0,654, P=0,0065).

5.4.2. Analiza ekspresije citokina i molekula SOCS kod djece

Budu¢i da upala utje¢e na ekspresiju nekih ABC transportera odlucili smo izmjeriti
ekspresiju IFN-y, IL-2, IL-6, IL-1p, IL-17A, SOCS1 i SOCS3 u 15 kontrola, te dobivene
vrijednosti za citokine usporediti kod tri definirane grupe oboljelih od CB-a i UK-a.
Ekspresija molekula je mjerena na terminalnom ileumu i silaznom crijevu. Najprije smo
odredili razlike u razini bazalne ekspresije upalnih medijatora od interesa kod zdravih
ispitanika. Razine IFN-y, IL-2, IL-17A i SOCS1 su bile vise u ispitivanom tkivu ileuma u
odnosu na kolon. Nismo pronasli razlike u bazalnoj ekspresiji za IL-6, IL-14 i SOCS3 izmedu

ileuma i kolona (Slika 15.).
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Slika 15. Ekspresija citokina i molekula SOCS u zdrave djece. Vrijednosti ekspresija
normalizirane su prema genu za GAPDH i prikazane u odnosu na kolon. Vrijednosti su

prikazane kao srednja vrijednost = SEM. Bioloski znacajne razlike prikazane su s *P< 0,05.
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Analiza ekspresije svakog gena provedena je u triplikatu. Crni stupi¢i = kolon; Bijeli stupiéi=

terminalni ileum.

Kod djece s CB-om, upaljeni ileum povezan je s poviSenim razinama sljedecih
citokina u odnosu na zdrave ispitanike: IFN-y (7x visa kspresija), IL-6 (7,6x viSa ekspresija) i
SOCS3 (~10 visa ekspresija). Dodatno, pokazalo se da IL-/4 ima 7x viSu razinu ne samo u
nelijecenoj, ve¢ i u lijeGenoj grupi. Takoder, rezultati pokazuju da se ekspresije povisenih
citokina smanjuju s terapijom, te da najniZu razinu imaju u remisiji gdje su dobivene
vrijednosti u rasponu zdravih ispitanika (Slika 16.). Sli¢ne smo rezultate dobili 1 za djecu s
UK-om. U nelijecenoj i lijeenoj grupi dobili smo povisene vrijednosti razina za IFN-y (viSe
od 11x), IL-6 (viSe od 10x) i IL-1p (viSse od 20x), dok je razina SOCS3 znacajno povisena

samo u nelijecenoj grupi (4,4x).

Nadalje, suprotno nalazima kod djece s CB-om gdje nismo dobili razliku u ekspresiji
za IL-17A izmedu tri definirane grupe oboljelih, kod djece s UK-om razina IL-17A je 14x visa
u nelijeenoj i lijecenoj grupi. Ekspresija IL-2 nije se razlikovala medu definiranim grupama

djece s CB-om, dok je kod djece s UK-om bila 3x viSa u remisiji bolesti.
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Slika 16. Ekspresija citokina i molekula SOCS u upaljenom tkivu djece s UBC-om.
Vrijednosti ekspresija normalizirane su prema genu za GAPDH i prikazane u odnosu na
odgovarajuce lokacije kontrola. Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost £ SEM.
Bioloski znacajne razlike prikazane su s *P< 0,05, **P<0,01 i ***P<0,001. Analiza
ekspresije svakog gena provedena je u triplikatu. Crni stupié¢i = N grupa (nelijeceni); Tamno
sivi stupi¢i= A grupa (lijeCeni); Svijetlosivi stupi¢i= R grupa (remisija); Bijeli stupiéi=

kontrole; CB= Crohnova bolest; UK= ulcerozni kolitis.

S ciljem odredivanja utjecaja ekspresije upalnih citokina na opazeno snizenje ekspresije
transportera u upaljenom tkivu, napravili smo statisticku analizu korelacija (Tablica 4.).
Rezultati koje smo dobili upucuju na negativnu povezanost ekspresija za MDR1 i BCRP-a te
IFN-y, IL-6 i IL-/f kod CB-a, dok smo kod UK-a dobili negativhu povezanost izmedu
ekspresija MDRL1 te IFN-y, IL-6 i IL-/4. Suprotno MDR1 i BCRP-u, za MRP1 nismo pronasli

povezanost s ekspresijama ispitivanih citokina.
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Tablica 4. Korelacijska analiza ekspresija citokina, molekula SOCS i ABC transportera

u upaljenom tkivu djece s UBC-om.

CB UK
MDR1 MRP1 BCRP MDR1 MRP1 BCRP
IEN-y r=-0,52 nz r=-0,58 r=-0,71 ns ns
P=0,0056 P=0,002 P=0,0005
IL-2 r=0,61 nz r= 0,58 nz nz nz
P=0,001 P=0,0019
IL-6 r=-0,57 nz r=-0,68 r=-0,66 nz nz
P=0,0033 P=0,0005 P=0,0029
IL-1p r=-0,71 nz r=-0,61 r=-0,56 nz nz
P<0,0001 P=0,001 P=0,0089
IL17 nz nz nz nz nz nz
SOCS1 nz nz nz nz nz nz
SOCS3 r=-0,69 nz r=-0,68 r=-0,53 nz nz
P=0,0001 P=0,0001 P=0,0116

nz = nije znagajno. CB= Crohnova bolest; UK= ulcerozni kolitis; r= Spearmanov koeficijent

korelacije; P= statisti¢ka zna¢ajnost.

Na neupaljenom tkivu bolesnika s CB-om i UK-om sniZzena razina MDR1 nije

pokazala povezanost s ekspresijama ispitivanih citokina. Nadalje, vrijednosti ekspresija

upalnih citokina na upaljenom tkivu CB-a i UK-a pokazale su pozitivhu povezanost s

aktivnosti bolesti, tj. bolesnici s tezom klinickom slikom imali su i viSe vrijednosti ekspresija

upalnih citokina i obratno (Tablica 5.).
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Tablica 5. Korelacijska analiza upalnih citokina i aktivnosti bolesti kod djece oboljele
od UBC-a.

CB UK
PCDAI PUCAI

IL-18 r=0,5781 IL-6 r=0,7258
P=0,0019 P=0,0057

IL-18 r=0,6125

P=0,013

IL-17 r=0,7339

P=0,0051

PCDAI= Pedijatrijski indeks aktivnosti CB-a; PUCAI= Pedijatrijski indeks aktivnosti UK-g;
CB= Crohnova bolest; UK= ulcerozni kolitis; r= Spearmanov koeficijent korelacije; P=

statisticka znacajnost

Na nezahva¢enom kolonu djece s CB-om pronaSli smo poviSene razine svih
medijatora upale od interesa. Tako IFN-y ima >5x viSu razinu u sve tri definirane grupe u
odnosu na zdravu djecu (Slika 17.). Kod nelijeCene 1 lijecene grupe takoder su pronadene
povisene vrijednosti za IL-6 (>9x), IL-1f (>5x), IL-17A (>6,7x), SOCS1 (>3,7x) te SOCS3
(>4x). Kao $to je vidljivo, suprotno rezultatima na upaljenom ileumu bolesnika s CB-om gdje
se ekspresija IL-17A nije razlikovala medu grupama, na nezahva¢enom kolonu ona pokazuje
poviSenu razinu. U slucaju bolesnika s UK-om, na nezahva¢enom ileumu pronasli smo
povisene razine IFN-y (6,5x), SOCS1 (3x) i SOCS3 (4,4x) u nelijecenoj grupi. Razina IL-6 i
IL-1/ visa je u nelijeCenoj i lijeCenoj grupi (>4,8x odnosno >4,4x) dok je razina IL-6 bila visa
¢ak i u remisiji (5,5x) (Slika 17.).
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Slika 17. Ekspresija citokina i molekula SOCS u nezahvaé¢enom tkivu djece s UBC-om.
Vrijednosti ekspresija normalizirane su prema genu za GAPDH i prikazane u odnosu na
odgovarajuce lokacije kontrola. Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost £ SEM.
Bioloski znacajne razlike prikazane su s *P< 0,05 i **P<0,001. Analiza ekspresije svakog
gena provedena je u triplikatu. Crni stupi¢i = N grupa (nelijeeni); Tamno sivi stupi¢i= A
grupa (lijeceni); Svijetlosivi stupi¢i= R grupa (remisija); Bijeli stupi¢i= kontrole; CB=

Crohnova bolest; UK= ulcerozni kolitis.

5.5. Pracenje tijeka lijecenja bolesnika s ulceroznim kolitisom

Cilj ovog dijela ispitivanja bio je da se utvrdi mijenja li se ekspresija ispitivanih molekula
tokom terapije do trenutka u kojem bolesnici ulaze u remisiju. Ukupno su pracena Cetiri
bolesnika s UK-om od kojih su tri imala isti tijek bolesti i oznaceni su kao Slucaj 1, a
preostali bolesnik kao Slucaj 2. Bolesnici u Sluc¢aju 1 su usli u remisiju Cetiri mjeseca nakon
Sto im je postavljena dijagnoza i terapije aminosalicilatima. Prate¢i promjene u ekspresiji

molekula od interesa vidjelo se da one prate isti ,,uzorak* promjena $to je dodatno omogucilo
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svrstavanje tih triju bolesnika u istu grupu. Bolesnik oznacen kao Slucaj 2 je tri mjeseca
nakon postavljanja dijagnoze i primitka terapije i dalje imao aktivnu upalu, a remisiju je
dostigao nakon ukupno Sest mjeseci terapije. Medutim, Sest mjeseci nakon dostizanja remisije
bolesnik je usao u relaps. Dakle, za razliku od Slu¢aja 1 u kojem smo imali samo dvije tocke

pracenja, u Slucaju 2 imamo cetiri tocke pracenja.
5.5.1. Sluc¢aj 1

Rezultati pracenja tijeka bolesti u Slucaju 1 pokazuju da je razina MDR1 u remisiji
nesto viSa u odnosu na trenutak postavljanja dijagnoze, ali i dalje niza u odnosu na zdrave
ispitanike. Ekspresija MRP1 se nije bitno mijenjala tokom pracenja, dok je razina BCRP-a u

trenutku postavljanja dijagnoze niska i prolaskom upale raste na razinu zdravih ispitanika.

(Slika 18.).
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Slika 18. Ekspresija ABC transportera na upaljenom tkivu u Slu¢aju 1 pracenja
tijeka lije¢enja. Vrijednosti ekspresija normalizirane su prema genu za GAPDH i prikazaneu
odnosu na ekspresiju u trenutku postavljanja dijagnoze (nelijeceno). Vrijednosti su prikazane
kao srednja vrijednost + SEM. Analiza ekspresije svakog gena provedena je u triplikatu. Crni
stupi¢i = N grupa (nelijeceno); Tamno sivi stupi¢i = R grupa (remisija); Bijeli stupici=
kontrole.
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Razina ispitivanih citokina i molekula SOCS snizava se uvodenjem terapije i
rezolucije upale, te je u remisiji niza nego u trenutku postavljanja dijagnoze, ali su vrijednosti
joS uvijek su nesto viSe nego kod zdravih ispitanika. lzuzetak su razine za IL-6, IL-17A i
SOCSL1 koje se u remisiji vracaju na kontrolne vrijednosti, dok je razina IL-/f ¢ak i niza
(Slika 19.).
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Slika 19. Ekspresija citokina i SOCS molekula u Slu¢aju 1 pracenja tijeka lijeCenja.

Vrijednosti ekspresija normalizirane su prema genu za GAPDH i prikazane u odnosu na
ekspresiju u trenutku postavljanja dijagnoze (nelijeceno). Vrijednosti su prikazane kao
srednja vrijednost £ SEM. Analiza ekspresijesvakog gena provedena je u triplikatu. Crni

stupi¢i = N grupa (nelijeCeno); Svijetlosivi stupi¢i = R grupa (remisija); Bijeli stupic¢i =

kontrole.
5.5.2. Slucaj 2

Rezultati pracenja tijeka bolesti u Slucaju 2 pokazuju da je razina MDR1 neSto visa od
zdravih kontrola u trenutku postavljanja dijagnoze, no uvodenjem terapije dolazi do

postupnog sniZzavanja njegove ekspresije, te se najniZe vrijednosti postizu u remisiji.
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Medutim, iako niza i od kontrola i od pocetne toCke pracenja, ekspresija MDR1 u tocki

relapsa pokazuje tendenciju povisenja prema zdravim ispitanicima.

Sli¢no, razina MRP1 se postepeno snizavala nakon postavljanja dijagnoze i uvodenja
terapije, te je ujedno i neSto niza u odnosu na zdrave ispitanike. Medutim, u tocki relapsa
dolazi do naglog poviSenja MRP1 ekspresije, koja je visa u odnosu na zdrave ispitanike i
izmjerene vrijednosti kod postavljanja dijagnoze. Najzanimljivije otkriée je da razina BCRP-a
u relapsu pada na razinu u trenutku postavljanja dijagnoze, dok je u tocki primitka terapije i u

remisiji viSa nego u trenutku postavljanja dijagnoze i zdravih ispitanika (Slika 20.).
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Slika 20. Ekspresija ABC transportera u Slu¢aju 2 pracenja tijeka lije¢enja. Vrijednosti
ekspresija normalizirane su prema genu za GAPDH i prikazane u odnosu na ekspresiju
trenutku postavljanja dijagnoze (nelijeCeno). Analiza ekspresije svakog gena provedena je u
triplikatu. Crni stupi¢i = N grupa (nelijeCeno); Tamno sivi stupi¢i= A grupa (tretirano);

Srednje sivi stupi¢i= R grupa (remisija); Svijetlo sivi stupici = relaps; Bijeli stupici= relaps.

Ekspresija IL-2 i IL-1B u Sluc¢aju 2 u trenutku postavljanja dijagnoze visa je nego kod
zdravih ispitanika. Medutim, dok su u Slucaju 1 vrijednosti razina ispitivanih molekula u

remisiji nize u odnosu na trenutak postavljanja dijagnoze, u Slucaju 2 dobili smo suprotne
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rezultate, odnosno razine ispitivanih molekula pokazuju najviSe vrijednosti u remisiji.

Takoder, razine IFN-y, IL-17A i obje molekule SOCS su vise i u tocki relapsa u odnosu na

prve dvije tocke pracenja. Izuzetak od zapazenog je IL-1f ¢ija je razina najvisa u trenutku

postavljanja dijagnoze, te je uvodenjem terapije i ulaska u remisiju, ali i nakon relapsa,

njegova ekspresija blizu razine zdravih ispitanika (Slika 21.).
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Slika 21. Ekspresija citokina i molekula SOCS u Slu¢aju 2 pracenja tijeka lijeCenja.

Vrijednosti ekspresija normalizirane su prema genu za GAPDH i prikazane u odnosu na

ekspresiju u trenutku postavljanja dijagnoze (nelijeCeno). Analiza ekspresije svakog gena

provedena je u triplikatu. Crni stupi¢i = N grupa (nelijeceno); Tamno sivi stupi¢i= A grupa

(tretirano); Svijetlosivi stupi¢i= R grupa (remisija); Bijeli stupi¢i= relaps.
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6. RASPRAVA

Netaknuta crijevna barijera vazna je za odrzavanje crijevne homeostaze u cijem
odrzavanju sudjeluju i ABC transporteri. Njihova uloga u upalnim bolestima crijeva je
kontroverzna i do danas samo je nekoliko istrazivanja odredilo profile ekspresija vise ABC
transportera istodobno. Istrazivanje koju su proveli Zimmerman i sur. [202] ukljucivalo je
uzorke tkiva od duodenuma do zavijenog crijeva na kojima su odredene ekspresije MDR1 i
MRP1-5 , no nedostatak ovog istraZzivanja je taj Sto su ekspresije odredene samo kod zdravih

ispitanika.

U naSem smo istrazivanju odredili profile mRNA ekspresija za gene MDR1, MRP1 i
BCRP-a od terminalnog ileuma do ravnog crijeva kod odraslih, te na terminalnom ileumu i
silaznom crijevu kod pedijatrijskih ispitanika, koji su bolovali od CB-a i UK-a, odnosno
zdravih ispitanika. Na temelju dobivenih rezultata proizlazi da je profil ekspresija triju
ispitivanih ABC transportera slican kod zdravih kontrola te odraslih i djece s UBC-om (Slika
7.-8.). Toc¢nije, MDR1 i BCRP pokazuju najvisu razinu na terminalnom ileumu, te nizu i
konstantnu razinu duz kolona i ravnog crijeva, dok se ekspresija MRP1 ne razlikuje duz

ispitivanih lokacija Sto je u skladu s rezultatima mjerenja prijasnjih istrazivanja [4, 203].

Razina MDR1 je generalno sniZzena, u odnosu na zdrave ispitanike, u obje etiologije
upalnih bolesti crijeva kod odraslih i djece neovisno o stadiju bolesti (Slika 9.). Medutim,
usporedna analiza ekspresija MDR1 na tkivu nezahva¢enom bolesti pokazala je snizenu
razinu i to kod CB-a na kolonu djece (Slika 12.), ali ne i odraslih, te kod UK-a na ileumu
odraslih (Slika 10.), ali ne i djece. Ovaj neocekivani nalaz iskljucuje upalni proces kao jedini
¢imbenik koji posljedi¢no doprinosi snizenju MDR1 razine te upucuje na izravnu ulogu
MDRL1 u patogenezi UBC-a. Posljedica snizene MDR1 razine na patologiju UBC-a potvrdena
je u istraZivanju na misevima mdrla’koji spontano razvijaju crijevnu upalu [180], §to znadi
da gubitak kapaciteta crijeva za izbacivanjem tvari iz stanica putem MDR1 moze doprinijeti
razvoju kolitisa. Osim uloge u transportu razli¢itih ksenobiotika, pokazano je da MDR1
posreduje u adheziji bakterija na enterocite, smanjujuci rizik nastanka probavnih poremecaja
[204]. Imunomodulatorna aktivnost MDR1 moze se povezati s funkcijom REG3G (engl.
regenerating islet-derived protein 3 gamma) proteina budu¢i da miSevi mdrla-/- istovremeno
pokazuju njegovu sniZzenu ekspresiju u sluznici crijeva [205]. Pokazano je da REG3G aktivno
sprje¢ava prekomjernu upalu uslijed baktericidne aktivnosti i blokade proizvodnje citokina

[206]. Medusobno djelovanje MDR1 i REG3G u odrzavanju ravnoteze crijevne homeostaze
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jo§ uvijek nije poznato, ali oboje su regulirani mikrobnom kolonizacijom [207]. SniZena
MDR1 razina na ileumu je u suprotnosti s povisenom razinom REG3G u bolesnika s CB-om i
pretpostavlja razliCite regulatorne mehanizme [206]. Takoder, poznato je da sulfasalazin,
koriSten u lijeenju UBC-a, inhibira signalizaciju NFxB §to bi moglo objasniti sniZenu razinu
MDRL1 u lijeCenoj grupi i remisiji, budu¢i da NFxB ima ulogu u regulaciji MDR1 ekspresije
[208]. U miseva mdrl” s izrazenom upalom crijeva dolazi do patoloske slike koja ukljucuje
pojacanu infiltraciju upalnih stanica, produkciju IL-1B i aktivnost mijeloperoksidaza (MPO,
engl. Myeloperoxidase) [209] Sto su ujedno i karakteristike kolitisa kod ljudi. Osim vazne
uloge MDRI1 u mehanizmima urodene imunosti, nedavno istraZivanje pokazalo je da
inducibilni limfociti Treg (od engl. regulatory T cells) imaju smanjenu aktivnost supresije u
odsutstvu MDR1 [210] Sto upuéuje na aktivnu ulogu MDR1 u mehanizmima regulacije

specifiéne imunosti.

Dobiveni rezultati snizene razine MDR1 u upaljenom epitelu bolesnika s UBC-om slazu
se s rezultatima drugih istraZzivanja [6, 203, 211, 212]. Englund i sur. [213] su utvrdili
snizenje MDR1 razine na upaljenom tkivu bolesnika s UK-om. U istom istraZivanju,
pokazano je da se u remisiji ekspresija MDR1 vra¢a na razinu zdravih ispitanika Sto je
suprotno nasim nalazima i ne mozZe se objasniti bez obzira na slicne karakteristike bolesnika,
njihov broj i lokaciju uzorkovanja tkiva za analizu. Paralelna analiza ekspresije MDR1 kod
djece i odraslih bolesnika s UK-om rezultirala je gotovo jednakim nalazima (Slike 9. i 11.).
Medutim, apsolutna potvrda promjena u ekspresiji MDR1 ovisno o stadiju bolesti pruzila bi

analiza veceg broja bolesnika s UK-om odnosno potvrda nalaza na proteinskoj razini.

NasSim istrazivanjem po prvi puta pokazujemo da je MDRL1 razina snizena kroz
razli¢ite stadije bolesti na upaljenom dijelu crijevne sluznice pedijatrijskih ispitanika s UBC-

om, §to ukazuje na njegovu sveukupnu redukciju neovisno o dobi bolesnika.

Za razliku od MDR1, kod odraslih oboljelih od CB-a razina BCRP-a na upalno
promijenjenom ileumu grani¢no je sniZzena u nelije¢enoj grupi, te dodatno u lijeGenoj grupi
(Slika 9.), dok je kod pedijatrijskih ispitanika s CB-om snizena samo u nelijeCenoj grupi te se
uvodenjem terapije i ulaskom u remisiju njegove razine normaliziraju na one zdravih kontrola
(Slika 11.). Ovi podatci potencijalno ukazuju na uklju¢enost BCRP-a u patogenezu
pedijatrijskog CB-a i iskljucuju upalni proces kao jedini ¢imbenik koji doprinosi opazenom
snizenju razine buduci da je u lije¢enoj grupi upala jos uvijek prisutna s obzirom na povisene

vrijednosti IL-75 ekspresije (Slika 16.). Suprotno pretpostavci da upalni citokini reguluraju
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ekspresiju ABC transportera, mogu¢ je i suprotan u¢inak. Poznato je da je BCRP odgovoran
za izbacivanje ureata iz stanica [214-216] koji su jedan od proupalnih ¢imbenika buduci da
sudjeluju u aktivaciji inflamasoma i posljedi¢no proizvodnji aktivnog IL-1B. Prema tome,
snizenje razine BCRP-a i visa razina IL-/f mogu biti povezani s stalnom aktivacijom
inflamasoma uslijed nemoguc¢nosti stanica da eliminiraju kristale ureata [217-220]. Osim
toga, BCRP direktno sudjeluje u upalnoj reakciji buduci da snizena razina BCRP-a doprinosi
pojacanoj aktivnosti NF-kB 1 rezultira pojacanom proizvodnjom citokina, naglaSenim

oksidativnim stresom i poja¢anim upalnim odgovorom [221].

Na nezahvacenom kolonu bolesnika s CB-om nismo pronasli razlike u ekspresiji
BCRP-a ni kod djece ni kod odraslih (Slika 10. i Slika 12.).

Kod UK-a pedijatrijski bolesnici nisu pokazivali promjene u ekspresiji BCRP-a na
upalom zahvacenoj niti nezahvacenoj crijevnoj sluznici (Slike 11.-12.), dok je kod odraslih
ispitanika razina BCRP-a sniZena za vrijeme aktivne upale na zahva¢enom dijelu kolona i
normalizira se u remisiji na vrijednosti zdravih ispitanika(Slika 9.). Kao i kod CB-a, razina
BCRP-a kod odraslih bolesnika s UK-om se dodatno snizava u lijeCenoj grupi $to bi se moglo
objasniti ué¢inkom sulfasalazina, terapeutika koji se koristi u lijeCenju UBC-a. Sulfasalazin
povisuje razinu homocisteina te sniZzava razinu folata, buduci da djeluje kao inhibitor folat
reduktaze [222], uslijed ¢ega dolazi do snizavanja ekspresije BCRP-a [223]. Medutim, to je u
suprotnosti s pronadenom ekspresijom BCRP-a u remisiji koja je na razini zdravih ispitanika.
Mogu¢i razlog tomu je vrijeme izlozenosti sulfasalazinu $to rezultira kumulativnim

povisenjem razine BCRP-a [224].

Takoder, pronasli smo da je razina BCRP-a sniZzena i na nezahva¢enom ileumu i duz
kolona odraslih oboljelih od UK-a u novodijagnosticiranoj grupi (Slika 10.). To moze
objasniti povec¢anu proizvodnju citokina IL-6, IL-74 i IL-17A (Slika 14.) [225], budu¢i da
BCRP ima sposobnost negativne regulacije NFkB i inflamasoma [221]. Zanimljivo je da iako
postoji povecana proizvodnja citokina, nije zapazeno oSteenje tkiva, Sto je vjerojatno
rezultat povisSene razine SOCS3 kao njihovog negativnog regulatora (Slika 14.) Nismo
pronasli pojedina¢ne korelacije izmedu ekspresija MDR1 i BCRP-a te proupalnih citokina na
nezahva¢enom terminalnom ileumu ispitanika s UK-om. Budu¢i da u patologiji UBC-a
sinergisti¢ki sudjeluju brojni ¢imbenici, potrebno je napraviti multifaktorijalne statisticke
analize za jednozna¢no tumacenje. Nazalost, broj ispitanika ukljucenih u istrazivanje ne

zadovoljava kriterije za takvu obradu podataka.
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Izgleda da je za sniZzenu razinu BCRP-a kod odraslih bolesnika s UBC-om odgovoran
sam upalni proces, te se dolazi se do zaklju¢ka da BCRP najvjerojatnije nema ulogu u
patogenezi UBC-a kod odraslih. Medutim, rezultati koje smo dobili pra¢enjem tijeka bolesti
ispitanika koji je usao u relaps govore u prilog mogucoj ulozi BCRP-a budu¢i je ekspresija u
relapsu jednaka onoj pri nastanku bolesti, dok je za vrijeme aktivne upale pod terapijom i u
remisiji visa. Uloga BCRP-a u pedijatrijskom CB-u moguca, ali da bi se to potvrdilo,

potrebna su dodatna istrazivanja.

Istrazivanja Englund i sur. [213] i Gutmann i sur. [226] takoder su potvrdila snizene
razine MDR1 i BCRP-a u upalom zahva¢enom dijelu sluznice ispitanika s UK-om, §to je u
sukladu s naSim rezultatima dobivenim na odraslim bolesnicima te ekspresiji MDR1 kod
djece. Medutim, ckspresija BCRP-a kod djece s UK-om u skupini novodijagnosticiranih
bolesnika je tek pokazivala trend snizavanja u odnosu na zdrave ispitanike. Nadalje, Englund
I sur. pokazuju da ne postoje razlike u razini MDR1 izmedu UK remisije i zdravih ispitanika
dok smo mi pronasli grani¢no znac¢ajno sniZzenje MDRL1 razine u pedijatrijskoj UK remisiji.
Vazno je za napomenuti da su rezultati ovih istraZzivanja provedeni na odraslim ispitanicima
Sto bi moglo objasniti opazene razlike u rezultatima. Takoder, vidljivo je da je uz silazno
crijevo terminalni ileum takoder mjesto gdje smo primijetili znacajno snizenje razine MDR1 i
BCRP sukladno rezultatima istrazivanja Langman i sur. [6], $to je interesantno bududi je
ulcerozni kolitis uglavnom ograni¢en na kolon i samo manje razlike bi se ocekivale na

ileumu.

Poznato je da BCRP i MRP1 sudjeluju u izbacivanju glutationa (GSH) i njegovih
konjugiranih oblika [227] zbog ¢ega sudjeluju u odrzavanju unutarstani¢nog redoks statusa.
Snizene razine MDR1 i BCRP-a nisu dio sveukupnog snizenja ekspresije ABC transportera
buduci da smo kod pedijatrijskih bolesnika s UK-om pronasli poviSenu razinu MRP1 i to na
upalom zahvac¢enom i nezahva¢enom dijelu crijevne sluznice (Slike 11.-12.). Ovi rezultati se
djelomicno slazu s rezultatima Blokzijl i sur. [228] koji su pronasli poviSenu razinu MRP1 u
odraslih i predlozili da bi MRP1 mogao igrati zastitnu ulogu u patogenezi UBC-a. Suprotno
tome, mi nismo pronasli razlike u ekspresiji MRP1 medu definiranim grupama odraslih
bolesnika s UK-om (Slike 9.-10.). Nasi rezultati jasno pokazuju povisenu MRP1 razinu samo
u nelijeenoj grupi pedijatrijskih bolesnika s UK-om, dok u prethodno spomenutom
istrazivanju nema podataka o tome da li su bolesnici bili novodijagnosticirani ili pod
terapijom. Heijden i sur. [224] ukazuju da terapija sulfasalazinom sniZava razinu MRP1 i

moguce objas$njava prolaznu normalizaciju MRP1 ekspresije na razinu zdravih kontrola u
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lijeCenoj grupi pedijatrijskih ispitanika s UK-om (Slika 11.). Dodatno, stimulacija mikroglija
stanica rezultira poviSenim razinama MRP1 i MRP5 [229] s objaSnjenjem da poviSena
ekspresija predstavlja kompenzatorni odgovor na smanjenu funkciju §to bi mogao biti slucaj i
kod UK-a gdje je opisano smanjenje mukoznog GSH, kosupstrata MRP1 potrebnog za
njegovo normalno funkcioniranje [230]. MRP1 pozitivno regulira izbacivanje LTC4,
kemokina koji dodatno moze aktivirati dendriticke stanice [231]. LTC4 povecava kapacitet
DC-a za izlucivanje vecih koli¢ina IL-23 i pomice polarizaciju limfocita T u Th17 tip [232].
Sukladno, poviSeni MRP1 u nelijecenoj grupi pedijatrijskog UK-a (Slika 11.) popracen je
povisenom razinom IL-17A (Slika 16.), i pracenjem kinetike nakon terapije ukazuje na
pozitivnu ulogu MRP1 u ranoj patologiji UBC-a, no potrebna su dodatna istraZivanja za jasnu
procjenu njegove uloge u ranoj i kasnoj fazi bolesti. Ekspresija MRP1 na upalom
zahvaéenom dijelu crijevne sluznice nije se razlikovala medu definiranim grupama ispitanika
kod odraslih s UK-om (Slika 9.), kao ni kod djece s CB-om (Slika 11.). Njegova ekspresija
kod odraslih s CB-om je sniZena na upaljenoj sluznici u novodijagnosticiranoj grupi (Slika
9.) te se normalizira uvodenjem terapije i posljedi¢nim ulaskom u remisiju. Ovi rezultati
ukazuju na razli¢ite uloge BCRP i MRP1 u razvoju bolesti ovisno o dobi bolesnika. Snizena
razina MRP1, kao i BCRP-a, na tkivu ileuma u CB-u moZe utjecati na izbacivanje reaktivnih
kisikovih radikala izvan stanice ¢ime one postaju osjetljivije na apoptozu posredovanu
ligandom Fas i LTC4 [228, 233]. Nadalje, Hove i sur. [234] pokazuju da misevi mrpl™
razvijaju puno jaci oblik bolesti nakon izlaganja dekstran-sulfatu uslijed ozbiljnih ostecenja

epitela Sto potvrduje zastitnu ulogu MRP1 u patogenezi UBC-a.

Sto se ti¢e razvoja rezistencije, nismo pronasli zna¢ajna povisenja u ekspresiji ispitivanih
ABC transportera. Isto nismo niti ocekivali obzirom da grupa bolesnika s aktivnhom upalom
koja je bila u procesu lijeCenja nije pokazivala naznake razvoja rezistencije naspram
koristenih terapeutika. Nadalje, zbog tehnicke nemoguénosti prikupljanja specificne grupe
oboljelih koji pokazuju rezistenciju na uvedenu terapiju, bilo kakvo detaljnije zakljuéivanje o
razvoju rezistencije i lokalnoj promjeni razina povezanih transportera bilo bi spekulativno.
Medutim, za ocekivati je da bi u grupi bolesnika s rezistencijom pronasli znac¢ajno povisenje
razina MDR1, BCRP-a i MRP1. Sli¢ne rezultate objavili su Farell i sur. gdje su pokazali
znacajno povisenje razine MDR1 u limfocitima periferne krvi ispitanika oboljelih od UBC-a

koji nisu odgovorili na danu terapiju [149].

Pracenje tijeka bolesti odraslih ispitanika s UK-om omogucilo je analizu kinetike

ekspresije ABC transportera 1 prouplanih citokina gdje u Slucaju 1 ekspresije svih triju
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ispitivanih ABC transportera pokazuju ve¢ opisan trend, sa snizenim razinama MDRI,
konstantnim MRPL1 i snizenim BCRP-om koji se normaliziraju u remisiji. Isto tako, ekspresije
citokina i molekula SOCS u Sluc¢aju 1 jasno pokazuju kako se njihove vrijednosti
normaliziraju nakon uvodenja terapije i ulaska u remisiju. No, kod Slucaja 2 dobili smo
suprotne rezultate. Ekspresija MDR1 nije se razlikovala od kontrola u svim to¢kama lijeenja,
dok je BCRP bio najvisi za vrijeme terapije, te se u remisiji vratio na razinu u trenutku
postavljanja dijagnoze. Razina MRP1 je povisena u tocki relapsa, u trenutku kada pacijent ne
odgovara na danu terapiju Sto bi moglo implicirati na mogucu pojavu rezistencije putem
poviSene MRPL1 ekspresije, no da bi se to potvrdilo bilo bi potrebno daljnje pracenje lijeCenja

tog ispitanika, Sto tehnicki nije bilo moguce.

Jedan od mogucih uzroka za opaZeno sniZenje razine ispitivanih transportera mogao bi
biti sam upalni proces, tj. povisene ekspresije upalnih citokina koji imaju vaznu ulogu za
vrijeme crijevne upale i oSteéenja tkiva u UBC-u. Nekoliko istrazivanja na zivotinjskim
modelima pokazala su da upalni procesi imaju utjecaj na ekspresiju i funkciju MDR1 i BCRP
[235, 236], sto je takoder uoceno i kod ljudi [203, 226]. Opce je prihvaceno da upalni proces
moze suprimirati ekspresiju i aktivnost nekoliko jetrenih transportera [237-239]. Nasi
rezultati ukazuju da se ekspresije proupalnih citokina razlikuju izmedu CB-a i UK-a, odnosno

izmedu odraslih i djece oboljele od UBC-a i zdravih ispitanika.

Pronasli smo da ileum zahvacéen upalom u odraslih bolesnika s CB-om ne pokazuje
o¢ekivani citokinski profil s povisenom razinom IFN-y u nelijeCenoj grupi (Slika 13.).
Medutim, zapazena je poviSena razina IFN-y u lijeCenoj grupi te je moguce da je posljedica
terapije sulfasalazinom koja moze povisiti njegovu ekspresiju [240] ukazujuéi da se posebna
paznja mora obratiti u utvrdivanju uloge pojedinih medijatora u patogenezi bolesti ovisno o
izboru ispitanika. Takoder, nismo pronasli razlike u ekspresijama IL-6 i IL-/f medu
definiranim grupama, iako je IL-6 bio grani¢no povisen u nelijeenoj grupi odraslih bolesnika
s CB-om (P=0,0625). Njihove poviSene razine su ve¢ prethodno utvrdene u CB-u, a i terapija
s anti-IL-6 antitijelom postaje novi obecavajué¢i nacin lijeCenja ove bolesti [241, 242].
Neocekivano, kod ispitanika pod terapijom uocili smo prolazno povisenje razine IL-17A u
remisiji. IL-17A je povezan s patologijom UBC-a preko pojacavanja mehanizama urodene
imunosti [92]. Reguliran je od strane IL-23 koji je potreban i za indukciju 1L-22 kao joS
jednog citokina vezanog za Th17 tip imunosti. Nazalost, nismo mijerili ekspresiju IL-22, koji
pokazuje zastitnu ulogu u CB-u [243], s ciljem odredivanja IL-17A/IL-22 odnosa. Moguce je

da se oc€iti manjak poviSenih ekspresija ispitivanih citokina na upalnom tkivu odraslih
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bolesnika s CB-om moZe objasniti prisutstvom poviSene razine drugih proupalnih citokina
koji nisu ukljuceni u istrazivanje, posebice TNF-a, za kojeg se zna da je povisen u UBC-u i
cilj uspjesne anti-TNF-a terapije [244]. Manjak povisene razine IL-1f i IL-17A u nelije¢enih
bolesnika je u sukladu s neu¢inkovito$¢u primjene specificnih anti-citokinskih monoklonskih
protutijela u CB-u [245, 246].

Za razliku od upalom zahvaéenog ileuma, pronasli smo povisene razine IFN-y i IL-2 na
nezahva¢enom kolonu u nelijeCenoj grupi odraslih s CB-om, koji su normalizirani na
vrijednosti zdravih ispitanika u lije¢enoj grupi, ali su zadrzali poviSenu razinu u remisiji
(Slika 13.). Razina IL-1p je takoder povisena u nelijeCenoj grupi, ali se normalizira nakon
smirivanja upalnog procesa. Ovi podatci ukazuju da je nezahvaceni kolon odraslih bolesnika
s CB-om Kkarakteriziran citokinskim profilom limfocita Thl tipa i poviSenim ekspresijama

urodenog citokina IL-7/ kao Sto je opisano u CB-u [247].

Za razliku od CB-a pronasli smo da je kolon zahvac¢en upalom u odraslih bolesnika s
UK-om karakteriziran poviSenim razinama IFN-y, IL-17A i IL-6, Sto je u skladu s objavljenim
rezultatima istrazivanja [213, 248, 249] i predstavlja ,,mijeSoviti* citokinski profil limfocita
Th1/Th17 tipa (Slika 14.). Zanimljivo je da nismo pronasli razlike u ekspresiji IL-1f izmedu
definiranih grupa bolesnikai zdravih ispitnika. Od vaznosti je pronalazak povisenih razina IL-
6, IL-14 1 IL-17A na nezahvacenom ileumu novodijagnosticiranih odraslih bolesnika s UK-
om (Slika 14.), kao i poviSenih razina IFN-y, IL-6 i IL-/f na nezahva¢enom ileumu djece s
aktivnim UK-om (Slika 17.) Ovi rezultati upucuju da se i zdravi dijelovi probavnog sustava
bolesnika s UK-om ponaSaju kao podrucja zahvacena upalom. Jedan od mogucih
mehanizama kojim djeluju ispitani citokini mogla bi biti indukcija ekspresije jednog glavnog
citokina koji bi onda bio odgovoran za opazeno snizenje ekspresija transportera, kao Sto su
predlozili Stein i sur. [250].

Zapazili smo razli¢itu ekspresiju ispitivanih citokina i molekula SOCS tijekom
terapije odraslih bolesnika s UK-om. Primjerice, u Slu¢aju 1 pracenja tijeka bolesti razina
citokina i molekula SOCS opada ulaskom u remisiju, $to je najvisSe izrazeno za IL-6, IL-17A i
SOCS1, dok su u Slucaju 2 dobiveni suprotni rezultati, tj. najviSe vrijednosti ekspresija
citokina i molekula SOCS dobivene su u toc¢ki remisije i relapsa. Ovi podatci upucéuju na to
da povisene razine ispitivanih citokina u remisiji mozda mogu sluziti kao svojevrsni biljeg

buduceg tijeka bolesti odnosno relapsa.
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Suprotno odraslima, kod pedijatrijskih bolesnika smo pronasli poviSene razine
proupalnih citokina kod obje etiologije UBC-a. Tako upalno tkivo pedijatrijskih bolesnika s
CB-om pokazuje poviSene razine IFN-y, IL-6 i IL-/f u nelijeCenoj grupi, dok se njihova
razina snizava s uvodenjem terapije te je u remisiji blizu razina zdravih ispitanika (Slika 16.).
Upaljeno tkivo pedijatrijskih bolesnika s UK-om karakterizirano je povisenim razinama IFN-
y, IL-17A, IL-6 i IL-14 za vrijeme aktivne upale, dok su u remisiji razine usporedive sa
zdravim ispitanicima (Slika 16.). Ekspresije citokina u obje bolesti pozitivno su povezane s
aktivnosti bolesti Sto potvrduje upalu kao dominantni patoloski mehanizam u upalnim
bolestima crijeva. Ovi rezultati slaZzu se s istrazivanjem koje pokazuje poviSene vrijednosti
IFN-y i IL-17A u upalom zahva¢enom dijelu kolona bolesnika s UK-om, kao i povisene IFN-
v, IL-17A 1 IL-6 u upaljenom tkivu ileuma kod CB-a [251]. PoviSena razina citokina IL-17A
se povezuje s patogenezom CB-a kod odraslih bolesnika [104, 252]. Medutim, mi nismo
pronasli povisenu razinu IL-17A u upaljenom ileumu pedijatrijskih ispitanika (Slika 16.).
Sukladno naSim rezultatima, Holtta i sur. [249] pronasli su poviSene razine IL-6 i IL-17A u
sluznici kolona pedijatrijskih bolesnika s CB-om i UK-om, bez promjene u razini IL-17A u
ileumu izmedu grupa ispitanika i kontrola. Suprotno, IL-2 ekspresija nije se razlikovala
izmedu zdravih kontrola i definiranih grupa oboljelih od CB-a, dok je bila zna¢ajno povisena
u remisiji UK-a. NaSi podatci pokazuju da je CB kod pedijatrijskih bolesnika karakteriziran
citokinskim profilom limfocita Thl tipa, a UK s mijeSovitim citokinskim profilom limfocita
Th1/Th17 tipova. Obje bolesti takoder pokazuju povisene razine proupalnih citokina IL-6 and
IL-15. S obzirom da je citokin IL-6 vazan u Thl i Th17 imunosnom odgovoru smatra se da
igra kljuénu ulogu za vrijeme akutne faze UBC-a [253, 254]. Vaznost IL-6 u UBC-u
dokazana je u istrazivanju gdje je izmjerena niska razina IL-6 u histoloSki normalnim
bioptatima ispitanika oboljelih od UBC-a, nasuprot poviSenoj razini u lamini propriji
novodijagnosticiranih ispitanika s UBC-om [64]. Takoder, povisena razina IL-6 zapaZena je u
perifernoj krvi ispitanika s akutnim UBC-om u usporedbi s remisijom [255]. VazZnost IL-
6:STAT3 signalnog puta u UBC-u [256, 257] je dodatno potvrdena povisenom aktivnoscu
STAT3 i njegovih ciljnih gena [258, 259].

Na nezahvacenom kolonu pedijatrijskih bolesnika s CB-om takoder smo pronasli
povisene razine IFN-y u svim trima grupama, kao i IL-6, IL-14 i IL-17A za vrijeme aktivne
upale Cije se ekspresije normaliziraju na vrijednosti zdravih ispitanika u remisiji (Slika 17.).
Takoder, pronasli smo i poviSene razine IFN-y, IL-6 i IL-/f na nezahvacenom ileumu

pedijatrijskih ispitanika s UK-om (Slika 17.). Ovi podatci, kao i oni u slucaju ileuma kod
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odraslih ispitanika s UK-om, u sukladu su s istrazivanjem koja ukazuje na ukljucenost ileuma
u UK-u [260]. Za razliku od naSih rezultata, istraZivanje koju su proveli Drastich i sur. [261]
nije pokazalo povisenje IL-6 razine na upalom nezahva¢enom dijelu ileuma u ispitanika s
UK-om. Nadalje, dodatna potvrda o postojanju aktivacije imunosti u ileumu ispitnika s UK-
om proizlazi iz podataka o poviSenim razinama IFN-y i IL-/8 kod pedijatrijskih, kao i IL-6,
IL-1f i IL-17A kod odraslih, u nelijeCenoj i lije¢enoj grupi, koji padaju na razine kontrola u

remisiji, bas kao i na upalnom podrucju kolona.

Dakle, prema naSim rezultatima, CB kod odraslih nije karakteriziran citokinskim
profilom limfocita Thl tipa, za razliku od djece. To¢no objasnjenje za nedostatak tipicnog
citokinskog profila limfocita u odraslih ispitanika s CB-om nije u potpunosti jasno. Prema
nalazima kod djece s CB-om IFN-y je prisutan te je upitno postoji li promjena citokinskog
odgovora ovisno o vremenskom tijeku bolesti. To bi upuc¢ivalo da mozda dolazi do promjene
u citokinskom odgovoru te da mozda drugi citokini preuzimaju glavnu ulogu u odrzavanju
patogenetske slike kao S$to je sluéaj za TNF-o. koji je ujedno cilj uspjesne terapije
Infliksimabom i Adalimumabom u odraslih i bolesne djece. Za razliku od CB-a, UK je kod
odraslih i djece karakteriziran mijeSovitim citokinskim profilom limfocita Th1/Th17 tipova,
S izrazenom povisenom razinom IL-2 u remisiji, §to bi moglo upucivati na vaznost

regulatornih limfocita T [262] bez obzira na dob u kojoj se bolest razvila.

Regulacija citokinske signalizacije je pod strogim nadzorom molekula SOCS Ssto je
nuzno za ograni¢avanje prekomjernog upalnog odgovora [263]. Takoder, budu¢i da molekule
SOCS negativno reguliraju bioloSku aktivnost citokina, mogle bi imati vaznu ulogu u kontroli

oStecenja sluznice u UBC-u [133].

Nasi rezultati pokazuju da na upaljenom tkivu odraslih s CB-om nema razlika u
ekspresiji SOCS1 medu definiranim grupama (Slika 13.). SOCS1 negativno reguliraput
posredovan molekulama STAT1 [134, 264, 265] te je nedostatak poviSene razine SOCS1 u
novootkrivenih bolesnika sukladan s nepromjenjenim ekspresijama IFN-y i IL-/5. Medutim,
SOCS1 je negativni regulator i signalnog puta za TNF-a te izostanak poviSene razine
molekula SOCS1 na upalnom dijelu ileuma CB-a moZe dodatno doprinijeti upali
posredovanoj tim citokinom. PoviSena razina SOCS3 na upaljenom ileumu odraslih s CB-om
prati kinetiku ekspresija IFN-y 1 IL-17A (Slika 13.). Zanimljivo, pronasli smo poviSene razine
SOCS1 i SOCS3 na nezahvacenom kolonu odraslih s CB-om koji su popra¢eni poviSenim
ekspresijama IFN-y, IL-2 i IL-/# (slika 13). Visoka ekspresija SOCS1 i SOCS3 na
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nezahvacéenim podruc¢jima nelijeCene grupe moze biti razlog tome $to nezahvaceni dijelovi ne

pokazuju histolo§ke promjene unato¢ poviSenim razinama proupalnih citokina.

Kod odraslih oboljelih od UK pronasli smo povisene razine SOCS1 i SOCS3 na dijelu
kolona zahvaéenog upalom i na nezahvacenom ileumu, koji su u sukladu s povisenim
ekspresijama IFN-y, IL-6, IL-15 i IL-17A (Slika 14.). PoviSena razina SOCS3 u remisiji
pokazala se kao potencijalni biljeg relapse bolesti [266], Sto je u naSem ispitivanju
primije¢eno u Slucaju 2 kod pracenja tijeka bolesti gdje su najviSe vrijednosti ekspresija

citokina i SOCS molekula dobivene u tocki remisije i relapsa.

Sli¢éni rezultati pronadeni su i kod pedijatrijskih ispitanika oboljelih od CB-a i UK-a
(Slike 16.-17.). Naime, iako je jacina ekspresije IFN-y sli¢na i kod pedijatrijskog CB-a i UK-
a, samo je kod UK-a razina SOCS1 znacajno povisena. Izostanak povisSene razine SOCSI,
unato¢ VviSim vrijednostima za IFN-y, ukazuje na nedovoljnu negativnu regulaciju signalnog
STATI puta i posljedicnog pogorSanja Thl-posredovane upale u bolesnika s CB-om. IL-6 i
SOCS3 su uskladeno poviseni u tkivima s UBC-om. PoviSena razina SOCS3 je i prije
pokazana u kolonu ispitanika oboljelih od CB-a i UK-a [130, 134, 136] i moze biti rezultat
visoke ekspresije IL-6 i IL-17 kao i povratne regulacije aktivacije STAT3 [130, 138, 267].
lako su vrijednosti viSe nego kod zdravih ispitanika, razina SOCS3 kod bolesnika s UK-om je
znacajno niza u usporedbi s CB-om unato¢ visokim razinama IL-6 i IL-17A. Niza razina
SOCS3 mogla bi doprinijeti nereguliranoj aktivaciji STAT3 puta i naknadnom pogorSanju IL-
6/1L-17 pokrenute upale opazene kod pedijatrijskog UK-a [249]. To¢na uloga SOCS3 u
UBC-u nije potpuno razjasnjena. lako je povezan s odrZzavanjem ravnoteze izmedu
zacijeljivanja rana sluznice i hiperplazije [268], SOCS3 bi takoder mogao doprinijeti akutnoj
crijevnoj upali pomocu povisene proizvodnje citokina TNF-a [269]. Nedavni unos SOCS3
posredovan adenovirusima u zglobove Zivotinja s artritisom doveo je do znac¢ajnog smanjenja

znakova bolesti [270], Sto bi se moglo iskoristiti i kod UBC kao moguca nova terapija.

S obzirom na dobivene rezultate izmijenjenih ekspresija ABC transportera i
citokina/molekula SOCS u upalnim bolestima crijeva , proveli smo statisticku analizu
korelacija (Tablica 4.). Kod odraslih bolesnika s CB-a nismo pronasli meduovisnosti
ispitivanih molekula, dok su kod ispitanika s UK-om uoc¢ene pozitivne povezanosti za MDR1
i IL-6 odnosno MRP1/IFN-y. Rezultati na pedijatrijskim bolesnicima pokazuju negativnu
povezanost za IFN-y, IL-6 i IL-/f naspram MDR1 i BCRP, odnosno pozitivnu korelaciju za
MRPL1 i IFN-y te IL-6. Kod pedijatrijskog UK-a, uz IFN-y, IL-6 i IL-/, MDR1 negativno
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korelira i s ekspresijom IL-17A, suprotno od MRP1. lako su ekspresije transportera korelirale
s vrijednostima ekspresija citokina, pronasli smo jedino da je MDRL1 u pedijatrijskom UK-u
pozitivno povezan s aktivnosti bolesti, Sto je i prije opisano [271]. 1z navedenih podataka
proizlazi da je promijenjena ekspresija ABC transportera u UBC-u modulirana upalom i
vjerojatno dodatnim c¢imbenicima. Pozitivna korelacija izmedu MRP1 i upalnih citokina
mogla bi upucivati na njegovu zastitnu ulogu u patogenezi UBC-a. Rezultati pokazuju da je
IL-6 povezan sasnizenom razinom MDR1 kod UBC-a bez obzira na dob pri kojoj je bolest
dijagnosticirana.

Ukupno, ovi rezultati ukazuju da se nezahvaceno tkivo odraslih bolesnika i djece s CB-
om i UK-om, razlikuje od zdravih ispitanika buduc¢i da su izmjerene poviSene ekspresije
citokina i molekula SOCS. Visoka razina SOCS1 i SOCS3 na nezahvacenom tkivu
novodijagnosticirane grupe mogla bi biti razlog zasto nezahvaceni dijelovi ne pokazuju
histoloSke promjene unato¢ visokoj ekspresiji citokina, budu¢i da SOCS1 sudjeluje u
negativnoj regulaciju IFN-y signalizacije, dok SOCS3 negativno regulira IL-6/IL-17 signalni
put [130, 133, 136, 138, 272]. Takoder, ovo je prema naSem znanju prvo istraZzivanje koje
pokazuje snizenje ekspresije BCRP i/ili MDR1 te poviSenu ekspresiju MRP1 kod
pedijatrijskih upalnih bolesti crijeva, koji koreliraju s ekspresijama upalnih citokina. Nadalje,
citokinski profil limfocita Thl u ileumu CB-a kod pedijatrijskih bolesnika kao i mijeSoviti
citokinski profil limfocita Th1/Th17 na upaljenom tkivu odraslih i pedijatrijskih bolesnika
oboljelih od UK-a mogli bi biti povezani s nedovoljnom ekspresijom SOCS1 i SOCS3, kao i
nereguliranim putevima STAT1 i STAT3 u patologiji UBC-a. Citokini i ABC transporteri
imaju razli¢ite profile ekspresija u CB-u i UK-u koji se mijenjaju ovisno o stadiju bolesti.
Ukljucenost BCRP-a u patogenezu CB-a, kao i MRP1 u patogenezu UK-a kod pedijatrijskih
bolesnika, kao i kod odraslih s CB-om je moguca, ali su potrebna dodatna istraZivanja.
Opazena snizena razina MDR1 u tkivu bolesnika ukazuje na njegovu moguéu ulogu u
patogenezi UBC-a kroz odredenu fiziolosku ulogu, vjerojatno kroz modulaciju medureakcija
s komenzalima [205], ali isto tako kroz modulaciju imunosne reakcije. Nasuprot tome, druga
istrazivanja isklju¢uju ulogu transportera koji sudjeluju u izbacivanju lijeka u patogenezi
UBC-a [273]. Ocito je da su potrebna dodatna istrazivanja koja bi poblize otkrila stvarnu
uklju¢enost MDR1 u patogenezi UBC-a.

Vazno je za napomenuti da je ovo istrazivanje provedeno samo na mRNA razini i
obuhvaca heterogenu populaciju stanica te stoga predstavlja prosjek razliitih populacija

stanica. Za potpuniji uvid u povezanost ABC transportera s patogenezom upalnih bolesti
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crijeva, kao i za jasniju sliku o promjenama njihovih ekspresija u razli¢itim stadijima bolesti,
trebalo bi analizirati 1 ekspresiju njihovih proteina S§to u ovom istrazivanju tehnicki nije bilo

moguce.
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7. ZAKLJUCAK

Ovo istrazivanje imalo je dva glavna cilja i ukljucivalo je odrasle i pedijatrijske
bolesnike oboljele od upalnih  bolesti crijeva podijeljene u tri  skupine:
novodijagnosticirani/nelijeceni, oboljeli pod terapijom/lijecenii u remisiji, te odgovarajuce
zdravi ispitanici. Prvo je odreden profil ekspresija triju ABC transportera (MDR1, MRP1,
BCRP) na terminalnom ileumu, duZz kolona i rektumu; zatim, ekspresije MDR1, MRP1 i
BCRP, kao i ekspresije odabranih proupalnih citokina i njegovih negativnih regulatora,
molekula SOCS, usporedene su izmedu grupa oboljelih i zdravih ispitanika, te je ispitana
povezanost izmedu razina ABC transportera i proupalnih citokina od interesa, kao i njihova

povezanost s aktivnosti bolesti.

Rezultati su pokazali da je profil ekspresija ABC transportera duz ispitivanih lokacija
probavnog sustava sli¢an izmedu zdravih ispitanika i bolesnika s UBC-om bez obzira na dob.
Medutim, u usporedbi s dobno podudarnim zdravim kontrolama, i pedijatrijski i odrasli
ispitanici oboljeli od UBC-a imali su snizene razine MDR1 bez obzira na stadij bolesti,
snizenu razinu BCRP-a za vrijeme aktivne upale, te sniZzenu razinu MRP1 kod odraslih
bolesnika s CB-om, odnosno povisenu razinu MRP1 kod pedijatrijskih bolesnika sUK-om.
Ekspresija proupalnih citokina, kao i molekula SOCS, poviSena je u odraslih i pedijatrijskih
bolesnika s UBC-a u odnosu na zdrave ispitanika sto potvrduje upalni proces kao dominantni
patoloski mehanizam u upalnim bolestima crijeva. Uklju¢enost BCRP- u patogenezu CB-a,
kao i MRP1 u patogenezu UK-a kod djece, kao i kod odraslih s CB-om je moguca, ali su
potrebna dodatna istrazivanja. Ovo istrazivanje po prvi puta pokazuje izmjenjene ekspresije
MDR1, MRP1 i BCRP kod bolesne djece koji koreliraju s povisenim razinama citokina te
ukazuje na moguce razli¢ite uloge ovih transportera u ranoj nasuprot kasnoj patogenezi
upalnih bolesti crijeva. Ekspresija ispitanih ABC transportera, citokina i molekula SOCS nije
konstantna ve¢ je podlozna promjenama ovisno o stadiju bolesti. Prema tome, promjene u
njihovim ekspresijama mogle bi imati funkcionalnu vaznost u progresiji bolesti i izboru

lijeCenja.
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10. PRILOG 1

POPIS KRATICA

5-ASA

ABC

ADP

ANCA

AP1

APC

ARE

BCRP

CB

CD

CD4+

CD8+

cDNA

CIS

Ct

DC

DSS

od engl. 5- aminosalicylates
od engl. ATB-binding casette transporters, ATP-vezaju¢i transporteri
od engl. Adenosine diphosphate, adenozin difosfat

od engl. anti-neutrofil cytoplasmic antibodies, citoplazmatska antitijela protiv

neutrofila

od engl. activator protein 1

od engl. Antigen presenting cells, antigen predo¢ne stanice
od engl. antioxidant response element

od engl. Breast cancer resistance protein

Crohnova bolest

od engl. cluster of differentiation

pomo¢nicki T-limfociti

citotoksi¢ni T-limfociti

od engl. complementary deoxyribonucleic acid, komplementarna
deoksiribonukleinska kiselina

od engl. cytokine-inducible SH2-containing supressors, citokinima inducirani

supresori sa SH2 domenom
od engl. cycle treshold
od engl. dentritic cells, dentriti¢ke stanice

od engl. dextrane sulphate sodium
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GALT

GAPDH
GMCSF
gp130
GSH
IFN

ICAM

ILC
KO
LIF

LPMNC

LTC4
MDR
MDS

MHC

MLN
MRNA

MRP1

od engl. gut associated lymphoid tissue, limfodno tkivo povezano sa
crijevima

od engl.Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase

od engl. granulocyte macrophage colony-stimulationg factor

od engl. glycoprotein 130

od engl. glutathione, glutation

Interferon

Od engl. Intracellular adhesion molecule-1

od engl. immunoglobulin

interleukin

od engl. Intracellular loops, unutarstanic¢na petlja

od engl. knock-out

od engl. Leukemia inhibitory factor

od engl. lamina propria mononuclear cells, mononuklearne stanice lamine
proprije

od engl. Leukotriene C4

od engl. Multidrug resistance, visetruka rezistencija na lijekove

od engl. Membrane spaning domain

od engl. major histocompatibility complex, glavni kompleks tkivne

podudarnosti
od engl. mesenteric lymph nodes, mezentericki limfni ¢vorovi
od engl. messenger ribonucleic acid, ribonukleinska kiselina

od engl. Multidrug resistance associated protein 1, Protein 1 povezan sa
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MPO
MTX
NFQ
NF-xB
NF-Y
NK
NVD
PCR

PEG2

REG3G
RNA
RT
SCID
SH2
SOCS
Spl
STAT

TCR

viSestrukom rezistencijom na lijekove

Matriks metaloproteinaze

od engl. methotrexate

od engl. nonfluorescent quencher

od engl.nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
od engl. nuclear factor Y

od engl. natural killer, urodenoubilacke

nukleotid-vezaju¢a domena

od engl. polymerase chain reaction, lanc¢ana reakcija polimeraze

od engl. Prostaglandin E2

P-glikoprotein

od engl. quantitative polymerase chain reaction, kvantitativna lan¢ana
reakcija polimeraze

od engl.Regenerating islet-derived protein 3 gamma

od engl. ribonucleic acid, ribonukleinska kiselina

od engl. reverse transcription, reverzna transkripcija

od engl. severe combined immunodeficiency

od engl. Src homology 2

od engl. Supressors of cytokine signalling, supresori citokinske signalizacije
od engl. specificity protein 1

od engl. Signal Transducer and Activator of Transcription

od engl. T cell receptor
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Thl
Thl7
Th2
TLR
™
TNF
Treg
uUBC

UK

od engl. Type 1 helper T cell, pomoénicka T stanica tip 1

od engl. Type 17 helper T cell, pomo¢nicka T stanica tip 17
od engl. Type 2 helper T cell, pomo¢nicka T stanica tip 2

od engl. toll-like receptors, receptori slicni molekuli toll

od engl. Transmembrane domain, transmembranska domena
od engl. tumor necrosis factor, ¢imbenik nekroze tumora

od engl. T regulatory cells, regulatorne T stanice

Upalne bolesti crijeva

Ulcerozni kolitis
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