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Intestinalna tkivna ekspresija IL17A, IL17F, IL23A i TLR9 gena u zapaljenskim bolestima creva
SAZETAK

Zapaljenske bolesti creva (ZBC) su hroni¢ne, idiopatske bolesti u koje spadaju Kronova bolest (KB) i
ulcerozni kolitis (UK). Nastanak ZBC je posledica poremecenog imunoloskog odgovora na intestinalnu
mikrofloru kod geneticki predisponiranog domacina. Signalna interakcija Toll-like receptora 9 (TLR9),

interleukina (IL)-23 i IL-17 u patogenezi ZBC nije u potpunosti razja$njena.

Cilj ove studije bio je ispitivanje razlika u ekspresiji gena IL17A, IL17F, IL23A i TLR9 izmedu
inflamirane i neinflamirane mukoze intestinuma kod pacijenata sa endoskopski aktivnom ZBC. Dodatni
cilj bila je asocijacija nivoa ekspresije ovih gena sa klinickim parametrima ZBC. S obzirom da je odnos
ILL7A i IL17F vazan za regulaciju zapaljenskog procesa, jos jedan od ciljeva bila je procena medusobnog

odnosa ekspresije navedenih gena u inflamiranoj i neinflamiranoj mukozi ZBC.

U studiju je bilo uklju¢eno 104 novodijagnostikovana pacijenata sa ZBC (50 KB, 54 UK). Ispitivanje
nivoa ekspresije odabranih gena u uparenim uzorcima inflamirane i neinflamirane mukoze intestinuma

izvrSeno je primenom metode real-time PCR.

Rezultati ekspresione analize pokazali su znacajno vise nivoe ekspresije IL17A i IL17F u inflamiranoj
mukozi intestinuma ZBC. Inflamirana mukoza ileuma u KB i mukoza kod UK pokazale su povisenu
ekspresiju IL23A, dok su inflamirani uzorci ileuma kod KB imali poviSen nivo TLR9. Nivo ekspresije
ispitivanih gena bio je povezan sa fenotipom 1 teZinom ZBC. Uocena je znacajna razlika u nivou odnosa

ekspresije ILL7A/IL17F izmedu bolesne i zdrave mukoze kod UK.

Pokazano je da su IL17A, IL17F, IL23A i TLR9 znacajni za nastanak i klini¢ku sliku ZBC. Medutim,
ekspresioni profili ovih gena nisu isti kod razli¢itih fenotipova KB i UK §to moze uticati na precizniju,

molekularnu Klasifikaciju ZBC i primenu personalizovanog pristupa u terapiji ovih bolesti.



Klju¢ne reci (do 10): zapaljenske bolesti creva, Kronova bolest, ulcerozni kolitis, ekspresioni profil

IL17A, IL17F, IL23A i TLR9 gena
Nauéna oblast: Medicina

Uza nau¢na oblast: Molekularna medicina



Intestinal gene expression of IL17A, IL17F, IL23A and TLR9 in inflammatory bowel diseases
ABSTRACT

Inflammatory bowel diseases (IBD) are chronic, idiopathic diseases that include Crohn's disease (CD)
and ulcerative colitis (UC). IBD development is associated with disrupted immune response to the
intestinal microflora in genetically susceptible hosts. The signaling interplay of Toll-like receptor 9

(TLR9), interleukin (IL) -23 and 1L-17 in the pathogenesis of IBD has not been completly claryfied.

The aim of this study was to investigate differences in IL17A, IL17F, IL23A, and TLR9 expression in
paired inflamed and non-inflamed intestinal mucosa in patients with endoscopically active IBD. An
additional goal was to associate the expression levels of these genes with the clinical parameters of CD
and UC. Since the IL17A and IL17F ratio is important for the regulation of the inflammatory process,
another aim was to evaluate the interrelation of their expression in inflamed and non-inflamed I1BD

mucosa.

The study included 104 newly diagnosed IBD patients (50 CD, 54 UC). Expression analysis of selected
genes was performed in paired samples of inflamed and non-inflamed mucosa of the intestinum by real-

time PCR.

Expression profile results showed significantly increased levels of IL17A and IL17F in inflamed IBD
mucosa. Inlamed CD ileal and UC mucosa showed increased IL23A, while only inflamed CD ileal
samples showed increased TLR9 levels. The examined genes expression level was related to the
phenotype and severity of IBD. A significant difference was observed in the level of IL17A / IL17F

expression ratio between inflamed and non-inflamed mucosa in the UC.

We showed that IL17A, IL17F, IL23A and TLR9 are significant for IBD development and clinical

presentation. However, the expression profiles of these genes are not the same for different CD and UC



phenotypes, which may contribute to the more precise, molecular classification of IBD and personalized

approach in the treatment of these diseases.

Key words: inflammatory bowel disease, Crohn disease, ulcerative colitis, expresion profiling of
IL17A, IL17F, IL23A, TLR9 gene

Scientific field: Medicine

Scientific subfield: Molecular medicine
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Zapaljenske bolesti creva (eng. inflammatory bowel disease (IBD)) su hroni¢ne, idiopatske i
relapsirajuce bolesti gastrointestinalnog trakta koje se mogu manifestovati kao Kronova bolest (KB) i
ulcerozni kolitis (UK). Klju¢ni mehanizmi u patogenezi zapaljenskih bolesti creva (ZBC) obuhvataju
defekt u funkciji epitelijalne barijere (povecanje permeabilnosti, adherencije bakterija i smanjene
ekspresije defenzina), disbalans intestinalnog imunskog sistema koji se ogleda u preteranoj aktivaciji
urodenog imuniteta na prisustvo rizi¢nih antigena i odgovoru ste¢ene imunosti sa aktivacijom efektorskih
limfocita. Ulcerozni kolitis predstavlja oboljenje ¢ija kontinuirana inflamacija zahvata mukozu
intestinuma limitiranu isklju¢ivo na debelo crevo, dok se Kronova bolest odlikuje diskontinuiranom

transmuralnom inflamacijom koja moze biti lokalizovana u bilo kom delu gastrointestinalnog trakta.

1.1 Istorijat zapaljenskih bolesti creva

Zapaljenske bolesti creva su inicijalno opisane kao izolovani sluc¢ajevi u Velikoj Britaniji (Samuel

Wilks, 1859) i severnoj Americi (1932, Buriril Bernard Crohn) [1, 2].

Dijagnoza "prost ulcerozni kolitis" je postavljena prvi put 1859. godine autopsijskim nalazom
ulcerativnih i inflamatornih promena kolona nakon letalnog ishoda 42-godisnje Zene sa prethodnom
klinickom slikom prolongiranih krvavih dijareja i febrilnosti [1]. Do pocetka XX veka (1909. godine) u
Londonu hospitalizovano je do 317 pacijenata sa dijagnozom ulceroznog kolitisa, ve¢inom umrlih zbog
perforacije debelog creva, peritonitisa, krvarenja, sepse i pluéne embolije [3]. Porast novotkrivenih
sluc¢ajeva UK registrovan je i u Evropi i Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama (SAD), sa spekulacijama u
nau¢nim krugovima oko etiologije nastanka, uklju¢ujuci alergiju na hranu i psihijatrijske poremecaje.
Primena antibiotika penicilina 1946.godine u uspesnom le¢enju UK ukazala je na potencijalnu infektivnu
etiologiju bolesti, dok je pozitivan terapijski odgovor na ordiniranje kortikotropina 1950. predstavio

prekretnicu u daljem istrazivanju imunoloskih mehanizama patogeneze ZBC [4].



Do XVIII veka slucajevi KB opisani su autopsijskim nalazima "ulcerisanog cekuma i njegove
invaginacije" i perforacijom distalnog ileuma sa uve¢anjem mezenteri¢nih limfnih ¢vorova [5, 6]. U XIX
veku uocene su fistulozne forme Kronove bolesti, 1830.godine kod dece opisane su perianalne,
rektovaginalne i rektovezikularne fistule, a 1889.godine ileokoloni¢ne fistule sa dilatacijom i
hipertrofijom ileuma kod mlade Zene [7, 8]. U XX veku, u Evropi, dokumentovani su sli¢ni slucajevi KB
opisane pojavom ,inflamatornih masa“ limitiranih za hirurS8ko lecCenje, sa klinickom slikom
abdominalnog bola, dijareja, pojedinaénih progresija u intestinalnu obstrukciju i smrt pod sumnjom na
mikobakterijalno intestinalno oboljenje [9, 10]. U SAD registrovane su serije sluc¢ajeva mladih
pacijenata, nakon apendektomije, sa simtomima febrilnosti, bolova u trbuhu, dijareje, gubitka u telesnoj
masi i pojavom granulomatoznih lezija gastrointestinalnog trakta najce$¢e terminalnog ileuma i
ileocekalne regije [11]. lako su Crohn i saradnici 1932. godine prvi put definisali regionalni ileitis kao
nov izolovani patoloski entitet, dijagnoza KB nije bila u potpunosti prihvaé¢ena u SAD sve do 1960

godine [2, 12, 13].

1.2. Klini¢ki pristup i manifestacije zapaljenskih bolesti creva

Dijagnosticki algoritam ZBC ukljucuje anamnesticke podatke pacijenta, laboratorijske analize,
klinicku prezentaciju bolesti, kolonoskopiju sa terminalnom ileoskopijom i uzimanjem biopsija mukoze
za histopatolo§ku potvrdu bolesti, a u odredenim sluc¢ajevima gornju endoskopiju sa biopsijama sluznice
i dopunske radiografske vizuelizacione metode (kompijuterizovana tomografija (CT) ili nuklearna
magnetna rezonanca (NMR) abdomena 1 male karlice, enterografija ili enterokliza). U klinickoj praksi
procena aktivnosti UK i KB je vazna u cilju izbora terapijskog protokola i efekta istog, kao i prognoze
daljeg toka bolesti. Iako ne postoji zlatni standard, primenom klinickih indeksa i skorova odredenih na
osnovu simtoma i ponaSanja bolesti, endoskopske i histoloske aktivnosti ZBC, rezultata laboratorijskih i
radiografskih ispitivanja, procenjuje se aktivnost UK i KB [14, 15].
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ZBC imaju neprevidiv klini¢ki tok, sa fazama relapsa (pogorsanja) i remisije (stabilna bolest).
Faktori koji uti¢u na klini¢ke manifestacije ZBC su lokalizacija (ekstenzivnost) bolesti, stepen aktivnosti,
fenotipske odlike i priustvo ekstraintesinalnih manifestacija [14, 15]. Klinicki tok je najceSée tezi kod

mladih pacijenata u odnosu na stariju zivotnu dob na dijagnozi [16].

Pacijenti sa UK imaju najcese simtome u vidu ucestalih prolivastih stolica sa primesom krvi,
bolove u trbuhu, laZzne pozive na crevno praznjenje uz pojavu malaksalosti, gubitka u telesnoj masi (TM)
1 poviSene telesne temperature. Lokalizacija zapaljenskog procesa u UK moze biti ograni¢ena na rektum
(proktitis), levi kolon (levostrani kolitis), izvan granica levog kolona (ekstenzivni kolitis) ili ceo kolon

(pankolitis). Nezavisno od lokalizacije, aktivnost bolesti moze biti blaga, umerena ili teska [14].

Klinicki simtomi kod KB zavise od lokalizacije bolesti, ¢esto sa pojavom prolivastih stolica,
bolova u trbuhu, gubitka u TM, mucnine, povraéanja i slabosti. Naj¢esci simtom je proliv koji se javlja i
nocu za razliku od funkcionalnih bolesti creva [15, 17]. Aproksimativno u 10% slu¢ajeva dijagnoza KB
se postavlja operativno, dok na dijagnozi 10% pacijenata ima ekstraintestinalne komplikacije [15, 17].
Lokalizacija transmuralne inflamacije u KB moZe biti izolovana u tankom crevu (ileitis), debelom crevu
(colitis), ileumu i kolonu (ileocolitis) i proksimalnim partijama digestivnog trakta. Perianalna bolest se
karakteriSe prisustvom perianalnih fistula i fisura [15, 17, 18]. Prema podacima iz literature,
identifikovana je kod tre¢ine novodijagnostikovanih pacijenata sa KB 1 ¢eS¢e u sluaju koloni¢ne
lokalizacije. Izolovani sluéajevi perianalne bolesti su retki i javljaju se u priblizno 5% pacijenata [18].
KB moze imati nestrikturiraju¢i-nepenetriraju¢i (inflamatorni), fistuliziraju¢i (penetrantni) ili

stenozantni fenotip bolesti [15, 17, 18].

Najcesce intestinalne komplikacija toka ZBC su perforacija kolona, fulminantni tok bolesti,
opstruktivni ileus, pojava abscesnih kolekcija i fistula (komunikacije lumena creva sa ostalim organima)

i nastanak karcinoma [14, 15]. Ekstraintestinalne manifestacije (EIM) se javljaju kod aktivne ZBC ili su
4



prisutne nezavisno od bolesti [19]. Kod UK oko tre¢ina pacijenata ima EIM, dok kod priblizno ¢etvrtine
pacijenata iste su prisutne na dijagnozi [14]. EIM se javljaju u aproksimativno 35% pacijenata sa KB
[20]. Mogu biti udruzene sa aktivnom ZBC, naj¢es¢e kostano-zglobnog porekla, kozne promene u vidu
eriteme nodozum (EN), promene na o¢ima (episkleritis), aftozne ulceracije usne duplje 1 venske
tromboze udruzene sa tromboembolijom. Nezavisno od aktivnosti UK i1 KB javljaju se pridruzene
manifestacije kao Sto je uveitis, ankilozirajuéi spondilitis, pioderma gangrenozum, primarni

slekrozirajuci holangitis kao i druge pridruzene kompliacije vancrevnih sistema [19, 20].
1.3 Epidemiologija zapaljenskih bolesti creva

Poslednjih nekoliko decenija ZBC postale su znacajni ¢inilac ukupnog morbiditeta u opstoj
populaciji, a porast incidence obolevanja od KB i UK predstavlja medicinski problem velikih razmera

[21, 22].

Ukupan broj obolelih od ZBC u Evropi i Severnoj Americi iznosi do oko 2.5-3 miliona ljudi, dok
u Srbiji tacan podatak ne postoj [23]. Epidemioloske studije ukazuju na najveéu prevalencu ZBC u
Evropi (UK 505/100 000 u Norveskoj; KB 322/100 000 u Nemackoj) i Severnoj Americi (UK 286/100
000 u SAD; KB 319/100 000 u Kanadi) [21]. Novije populacione studije ukazuju na potencijalni porast
incidence u Juznoj Americi, isto¢noj Evropi, Aziji i Africi [21, 24]. Porast prevalence ZBC do
proksimalno 3% opste populacije registrovan je u Kanadi, Danskoj, Nemackoj, Madarskoj, Australiji,
Svedskoj i SAD [25-31]. Porast incidence i prevalence ZBC u zemljama istoéne Evrope i Azije
interpretira se boljim dijagnostickim algoritmima, ali i efektu industrijalizacije i promenama faktora
sredine [30]. Novije epidemioloske studije geografskih varijacija ZBC poslednjih godina ukazuju na
efemernost fenomena gradijent sever-jug sa porastom incidence UK i KB u juznim regionima sveta [32,

33].



ZBC se mogu javiti u pedijatrijskoj i adultnoj populaciji, sa bimodalnom starosnom distribucijom
u adultnom periodu, naj¢es¢e kod mladih individua starosti od 20 do 30 godina, dok drugi, redi, starostni
pik se javlja u periodu od 50 do 70 godine [34, 35]. KB naj¢esce pocinje izmedu 20 i 40 godine, dok UK
u periodu od 30 do 40 godine [36, 37, 38]. Na osnovu novih epidemioskih studija, rizik za nastanak ZBC

isti kod muskaraca i Zena [14, 15].

Na osnovu prethodnih istrazivanja koja su ukljucila razli¢ite etni¢ke i rasne grupe stanovniStva,
ASkenazi jevrejska populacija pokazala je veci rizik za nastanak KB u odnosu na nejevrejsku belu
populaciju [39]. Interesantno, medu jevrejskim stanovnistvom postoje znacajne razlike u prevalenci ZBC
u razli¢itim geografskim regionima §to isti¢e efekat faktora sredine [34, 39]. Sprovedena istraZzivanja
ukazivala su da bela populacija predominantno oboleva od ZBC [34, 40]. Medutim, studije sprovedene
u SAD ukazale su na ¢e$ée obolevanje i belaca i Africkih Amerikanaca od KB, dok su Meksikanci ¢esce

imali UK [41].

Tacni podaci o incidenci i prevalenci ZBC u Srbiji 1 dalje ne postoje. Epidemioloske studije u
Istocnoj Evropi su registrovale porast incidence i prevalence ZBC [33]. Prema rezultatima madarske
studije u periodu od 2002. do 2006.godine, incidenca ZBC je bila 18.9/100 000 stanovnika 2002.godine,
a 4 godina kasnije bila je 29.9/100 000 [42]. Populaciona studija uradjena u periodu 2000-2004. godine

u Hrvatskoj ukazala je na prosec¢nu incidencu UK 4.6/100 000, a za KB 6.5/100000 [43]
1.4. Patogeneza zapaljnskih bolesti creva

Dijapazon kompleksnih interakcija imunoloskih, genetickih, mikrobijalnih i faktora sredine
doprinosi povecanju propustljivosti mukoze digestivnog trakta, aktivaciji i amplifikaciji imunskog

odgovora i oStecenju tkiva u patogenezi KB i UK [44, 45]. Aktuelna hipoteza o nastanku ZBC bazira se



na poremec¢enom imunolo§kom odgovoru na intestnalnu mikrofloru pod uticajem sredinskih faktora kod

geneticki predisponiranih osoba [46].

Strachan-ova higijenska hipoteza iz 1989.godine imala je za cilj da objasni dramati¢an porast
atopijskih bolesti poremecajem imunskog odgovora usled poboljSavanja uslova li¢ne higijene |
redukovanom ekspozicijom mikrobima [47]. Noverr i Huffnagle su 2005.godine predstavili higijensku
hipotezu nastanka ZBC kao poremecen odgovor imunskog sistema CD4+T helper (Th)-2 limfocita na

intestinalnu mikrofloru u asocijaciji sa nekim okida¢em faktora sredine [48].

Crevna mikroflora ima metaboli¢ku i imunolosku ulogu u odrzavanju homeostaze i simbioze sa
domac¢inom [49, 50]. Sterilna humana intestinalna flora na rodenju, ve¢ u prvim satima Zivota,
kolonizovana je bakterijama. Porast broja i raznovrsnost bakterija intestinalne flore zavisi od toka
porodaja, nacina ishrane novorodenceta i1 faktora sredine. U toku odrastanja diverzitet crevnih
mikroorganizama se povecava do adultnog doba [49]. Crevna mikroflora je pod dinami¢nim uticajem
genoma domacina, sredinskih faktora, kao i intestinalne inflamacije [49, 51]. Cetiri naj¢e$¢a bakterijska

filuma crevne flore su Firmicutes, Bacteriodetes, Proteobacteria i Actinobacteria [52].

Faktori sredine mogu uticati na promene u sastavu intestinalne mikrobiote [53-55]. Najcesce
proucavani faktori sredine kao faktori rizika za nastanak ZBC su stil zivota (puSenje, izlaganje stresu,
spavanje, dijetetski rezimi, dojenje novorodencadi), upotreba farmakoloskih agenasa (nesteroidni anti-
inflamatorni lekovi, antibiotici, oralni kontraceptivi, vakcinacija), ekoloski faktori (zagadenje vazduha i

vode, deficit vitamina D) i prethodne operacije (apendektomija) [53, 55].

Prolongirane izmene rezima ishrane mogu indukovati promene intestinalne mikrobiote [53, 56].
Studije vezane za ispitivanje faktora rizika za razvoj ZBC ukazale su na potencijalni protektivni efekat

unosa namernica bogatih biljnim vlaknima, za razliku od negativnog efekta povec¢anog unosa proteina



zivotinjskog porekla [57]. EPIC studija (the European Prospective Investigation into Cancer and
Nutrition) koja je ukljucila oko 200 000 Evropljana iz $est razlicitih zemalja ukazala je da povecan unos
omega-6-masne kiseline predstavlja faktor rizika za razvoj UK [57]. Nakon unosa namirnica bogatih
linolnom kiselinom (crveno meso, odredene vrste ulja i margarina) u organizmu dolazi do metabolic¢ke
konverzije u polinezasicenu omega-6 masnu kiselinu koja se naziva arahidonska kiselina. Ona
predstavlja komponentu cCelijske membrane debelog creva, te njeno oslobadanje dovodi do daljeg
metabolisanja u proinflamatorne medijatore prostaglandin E2, leukotrijen B4 i tromboksan A2 koji su
poviseni u mukozi intestinuma UK [57]. Dosada$nja ispitivanja istakla su potencijalno protektivni efekat
unosa ribe, voénih vlakana, kalijuma i cinka na pojavu KB, ali ne i UK [58, 59]. Primena aditiva (Secer
1 zasladivacCi, soli, surfaktanti, organski rastvarai, gluten, nanopatikule, transglutaminaze) u
svakodnevnoj ishrani povecava rizik od autoimunih bolesti, potencijalno uti¢e na permeabilnost
intestinlane membrane preko meducelijskih ¢vrstih veza (,,tight junction®) rezultujuéi prodorom stranih

antigena i aktivacijom autoinflamatorne kaskade [60].

Upotreba visokih doza nesteroidni-antiinflamatornih lekova (NSAIL) u duzem vremenskom
periodu dovedena je u vezu sa rizikom od nastanka KB i UK [17, 61]. Navedeni lekovi mogu dovesti do
oSte¢enja mukoze digestivnog trakta efektom inhibicije sinteze prostaglandin-endoperoksida ili
ciklooksigenaze (COX). COX posredovan poremecaj intestinalne epitelijane barijere doprinosi riziku od
nastanka ZBC tako §to utice na interakciju izmedu crevnih mikroba i intestinalnih imunih ¢elija. Takode,
promene u agregaciji trombocita, oslobadanju proinflamatornih medijatora i mikrovaskularni odgovor
na stres kao posledica upotrebe NSAIL moze imati ulogu u nastanku UK i KB [61]. Neselektivni NSAIL
blokiraju obe izoforme COX-1 i COX-2, dok su selektivni NSAIL COX-2 inhibitori [54, 62]. COX-1
izoforma ucestvuje u produkciji prostaglandina u cilju odrZzavanja intestinalne epitelijalne barijere, a

COX-2 je medijator zapaljenja. Intestinalna inflamacija dovodi do porasta sinteze prostaglandina i



aktivnosti COX-2, ali podatak o potencijalno protektivnom efektu COX-2 inhibicije u ZBC nije dokazan.
lako kauzalni odnos nije utvrden, objavljene su studije konfliktnh rezultata o efektu visih doza NSAIL

na pogorsanje ZBC [62-67].

Promene u sastavu intestinalna mikrobiote u adultnoj populaciji mogu nastati kao posledica
upotrebe antibiotika [47, 68]. Epidemioloska istrazivanja su pokazala da je upotreba antibiotika bila 1.5
puta ¢esca kod pacijenta sa ZBC 5 godina pre postvljanja dijagnoze, a da le¢enje pneumonije prvih 5
godina zivota povecava rizik od nastanka KB [68, 69]. Sprovedenom meta-analizom registrovan je

povecan rizik od nastanka KB, ali ne i UK kod povecéang izlaganja antibioticima [70]

Upotreba oralnih kontraceptiva je dovedena u vezu sa povecanim rizikom od nastanka KB i
komplikovanog toka bolesti, dok asocijacija nije pokazana sa nastankom UK [71, 72]. Uticaj oralnih
kontraceptiva na razvoj KB se moze objasniti potencijalnom modifikacijom intestinalne permeabilnosti

I promenama u mikrobioti dejstvom endogenih androgena [73].

Uprkos dokazanom protektivnom efektu duvanskog dima na UK, puSenje je jedan od
najpoznatijih faktora rizika za nastanak i agresivniji tok KB [74, 75]. Sprovedena metacentricna
istrazivanja pokazala su dvostruko vec¢i rizik kod puSaca za nastanak KB, kao i znac¢ajniju asocijaciju
izmedu KB i puSenja kod pacijenata zenskog pola. Pusac¢i sa KB imaju veci rizik od relapsa, pogorsanja
nakon operativnog lecenja i reoperacije u poredenju sa nepusacima [76]. Mehanizam efekta puSenja na
nastanak i tok ZBC je i dalje nepoznat, ali podaci studije na animalnom modelu nakon 24 nedelja
izlaganja miSeva duvanskom dimu ukazali su na alteraciju koloni¢ne bakterijske flore, sa porastom
koncentracije Lachnospiraceae, kao i poremecajem iRNA ekspresije intestinalnog mucina i citokina
CXCL2, IFN-y, IL-6 i TGF-B [77]. U humanoj populaciji registrovana je ve¢a koncentracija Bacteroides-

Prevotella kod pusaca sa KB i kontrola u odnosu na nepusace [78].



Dramati¢ne ekoloske okolnosti industrijalizacije u vidu porasta zagadenje vazduha i vode uticu

i na incidencu ZBC, pojavu relapsa i uspeh terapije [79-82].

Podaci o udruzenosti KB i apendektomije su nekonzitentni, ta¢nije, rezultati nekih studija isti¢u
prethodnu operaciju slepog creva kao faktor rizika za razvoj KB i navode vremenski period od 5 godina
nakon operacije posle koga rizik za KB opada, dok rezulati drugih studija opovrgavaju navedeno [83-
86]. Interesantno, studije na miSevima i opservacione studije na humanoj populaciji ukazuju na
protektivni efekat operativnog odstranjenja slepog creva na UK, kao i postojanje inverzne veze izmedu
apendektomije i UK kod pacijenata mladih od 20 godina [87, 88, 89]. Navedene asocijacije su se odnosile
na apendektomije usled apendicitisa ili mezentericnog limfadenitisa, dok asocijacije nisu utvrdene U

sluéaju drugih patoloskih entiteta [88].

Novija istrazivanja ukazuju na znacajnu ulogu deficita kalcitriola (vitamina D) u nastanku i
aktivnosti ZBC [90, 91]. Osim protektivnog efekta na intestinalnu barijeru, kalcitriol uti¢e na urodeni i
steCeni imunski odgovor tako S§to stimuliSe ekspresiju NOD2/CARDI15 (nukleotid-vezujuéi
oligomerizacioni domen 2 / kaspaza regrutuju¢i domen 15) i antimikrobnih peptida, i inhibira

proinflamatorni odgovor Thl 1 Th17 ¢elija [91].

Trajna promena crevnog mikrobioma, sa promenom u interakciji humanog domacina i bakterija,
definiSe se kao disbioza. Primenom tehnologije sekvenciranja nove generacije (‘Next generation
sequencing, NGS) ustanovljeno je da je disbalans crevne mikrobiote ¢inilac nastanka ZBC, a ne neki
specificni patogen. U poredenju sa zdravom populacijom, kod pacijenata sa ZBC uocena je smanjena
zastupljenost i raznovrsnost filuma Firmicutes i Bacteroides, kao i porast Proteobacteria i Actinobacteria
[92-94]. Takode, studije su opisale razlike u sastavu mikrobiote pacijenta sa KB i UK, ukazujuc¢i na ve¢u
disbiozu i nestabilnost bakterijske mikroflore kod KB u odnosu na UK [95]. U ZBC dolazi i do

transformacije metabolizma mikrobioma u vidu promene anaerobnog statusa mikrobiote, metabolizma
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ugljenih hidrata 1 sekretornih enzima. Na osnovu metagenomskih analiza potvrden je 25% redukovan
broj gena, a metaproteinskim istrazivanjima smanjenje broja proteina u celijskim procesima [96].
Promene u mikrobiomu potencijalno mogu nastati usled postojanja izmenjenog imunoloskog odgovora
kod geneticki predisponiranog domacina [97]. Aktuelne su hipoteze o postojanju genetickih defekata kao

uzroku disbioze i potencijalo rizi¢nih alela gena NOD2 i ATG16L1 udruzenih sa disbiozom [98, 99].

Epidemioloske studije su potvrdile asocijaciju pozitivne porodi¢ne anamneze kod KB sa
agresivnijim klini¢kim tokom [100-102]. Familijarna pojava ZBC je u asocijaciji sa ranijim pocetkom
bolesti kod obe forme [102]. Konkordantnost obolevanja monozigotnih blizanaca iznosi oko 50-60% za
KB, dok za UK znatno manje do 18%, a u slu¢aju dizigotnih blizanaca za KB iznosi 12%, dok za UK

oko 5% [101, 103].
1.4.1 Uloga genetike u nastanku zapaljenskih bolesti creva

U brojnim studijama koje su izu¢avale genomske asocijacije (GWAS-Genome Wide Association
Study), do danas je identifikovano oko 240 rizi¢nih genskih lokusa udruzenih sa nastankom KB i UK
[104-106]. Doprinos registrovanih genetickih lokusa u nastanku ZBC je 7.5% u slu¢aju UK, dok je

neznatno visa vrednost 13.6% kod KB [107].

Prvi identifikovan gen udrzen sa KB bio je gen NOD2 (u okviru IBD1 lokusa) koji i do danas
nosi najveci procenat rizika za natanak KB, a potom su detektovani i drugi znacajni geni ukljucujuci

IL23R za ZBC, HLA za UK, autofagne gene ATG16L1 i IRGM udruzene sa KB, itd. [107-115].

NOD2/CARD15 (nukleotid-vezujuci oligomerizacioni domen 2 / kaspaza regrutuju¢i domen 15)
je intracelularni receptor koga eksprimiraju Celije urodenog imuniteta i intestinalne epitelijalne celije
[114, 116]. NOD2 ima sposobnost prepoznavanja peptidoglikana muramil dipeptida (MDP),

komponente ¢elijskog zida Gram pozitivnih 1 Gram negativnih bakterija, aktivirajuci signalnu kaskadu
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koja rezultira translokacijom NF-kB u jedro i transkripcijom proinflamatornih gena [116]. Aktivacija
NOD2 je u asocijaciji i sa transkripcijom defenzina koji ¢ine komponentu mukusnog sloja intestinuma
[116, 109]. Varijante u genu NOD2, posebno R702W, G908R i 3020insC, pokazale su do sada najjacu
udruzenost sa pojavom KB, dok ista nije registrovana za UK [114, 117]. Nosioci jednog rizi¢nog alela
NOD2 imaju 8% veci rizik od razvoja komplikovane forme KB, dok nosioci dva rizi¢na alela (sloZeni
heterozigotni i homozigotni nosioci) imaju priblizno 41% veci rizik [118]. Na osnovu sprovedenih
ispitivanja dokazano je da receptori NOD2 kodirani pomenutim genskim varijantama redukuju NF-kB
aktivaciju i antimikrobni odgovor, suprimiraju transkripciju antiinflamatornog citokina IL-10 Sto
rezultira bakterijskom invazijom i inflamatornom aktivacijom uz redukciju TLR (eng. toll-like receptors)

2 inhibicije i pojac¢an Th1 odgovor [119, 120].

Brojne sprovedene studije opisuju povezanost KB i UK sa IL23R genom, ukazujuéi na znacaj IL-
23 posredovane signalne kaskade u ZBC [121, 122]. Identifikovana varijanta IL23R381Q (rs11209026)
povezana sa protektivnim efektom od nastanka KB, udruzena je sa redukovanom STATS3 fosforilacijom
i smanjenim brojem T celija aktiviranim preko IL-23 [122]. Znacajna asocijacija je utvrdena sa
postojanjem ekstenzivnog UK i HLA A1-B8-DR3-DQ2 haplotipa koji ima recesivni rizik i za razvoj
primarnog skleroziraju¢eg holangitisa koji je udruZen sa poviSenim rizikom za razvoj kolorektalnog

karcinoma [123].

Opisani genski lokusi indikovali su potencijalne nove mehanizme nastanka ZBC ukljucujuci
autofagiju, kao i udruzenost sa drugim autoimunskim bolestima kao §to su reumatoidni artritis, sistemski
lupus eritematozus (SLE), multipla skleroza ili psorijaza [114, 124]. NaruSena intestinalna barijera i
povecéana intestinalna propustljivost kod ZBC moze biti posledica poremecaja u regulaciji apoptoze
epitelijalnih i mukoznih T Celija sa potencijalnim mehanizmima koji ukljucujuju Bcl-2/Bax proteine,
Fas/Fas ligand sistem i NF-kB faktor prezivljavanja [125]. Sprovedena geneti¢ka ispitivanja
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identifikovala su gene udruzene sa funkcijom epitelijalne barijere intestinuma kao znacajne za nastanak
UK, dok je kod KB ustanovljeno da su za nastanak znac¢ajni geni ukljuceni u celularni urodeni imunitet
[111-113]. Varijante gena uklju¢enih u procese autofagije, fagocitoze i regulacije Panetovih ¢elija kao
Sto su NOD2, IRGM, ATG16L1 i NCF4/NCF2 asocirane su sa ranim pocetkom i strikturiraju¢im
fenotipom KB, dok su varijante u genima IL-10/IL10R udruzene sa komplikovanom i ranom formom
ZBC [126, 127]. Jedna od najvec¢ih multicentri¢nih studija koja je objedinila 49 centara iz 16 zemalja
ukazala je na asocijaciju tri genska lokusa NOD2, MHC i MST1 3p21 sa lokalizacijom ZBC prema
Montrealskoj Kklasifikaciji i redefinisala ZBC na tri subtipa oboljenja UK, KB koloni¢éne i KB
tankocrevne lokalizacije [123]. Istrazivanje je pokazalo da je ekstenzivnost ZBC delom geneticki

determinisana i da je glavna smernica daljem ponasanju bolesti kroz vreme [123].

Geneticke studije vezane za ZBC na srpskoj populaciji nisu brojne i do sad su pokazale asocijaciju
izmedu nastanka i prezenetacije ZBC i varijanti u genima NOD2 (Arg702Trp, Gly908Arg,
Leu1007fsinsC), TLR4 (Asp299Gly), TNF-a (G-308A), IL6 (G-174C) i ILLRN VNTR, kao i u genu IL10
rs3024505 [128, 129]. Uocena je veca ucestalost rizi¢nih varijanti NOD2 gena kod pacijenta sa KB
ilealne lokalizacije, kao i udruzenost ovog fenotipa sa prisustvom IL-6 -174C alela. Pacijenti sa KB
nosioci geneticke varijante TLR4 299Gly imali su veci rizik od operativnog leCenja na dijagnozi,
sugeriSu¢i fulminatan i komplikovaniji tok bolesti [130]. Takode, pokazana je veza izmedu varijanti

C1236T, G2677T/A i C3435T u genu MDRL1 i nastanka UK kod ZBC pacijenata u Srbiji [131].

1.4.2 Uloga imunskog sistema u razvoju zapaljenskih bolesti creva

Crevni epitel, u fizioloskim uslovima permeabilan za esencijalne nutritijente, predstavlja
efektivnu barijeru bakterijskoj translokaciji i luminalnim agensima pomoc¢u funkcionalnih meducelijskih
tesnih spojeva, intestinalnih ¢elija i mucinskog glikoproteinskog omotaca [132]. Crevni epitel ¢ine

predominantno enterociti i druge specijalizovane ¢elije ukljucujuéi ,,goblet*¢elije koje produkuju mukus,
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Panetove celije koje sekretuju antimikrobne agense, M (microfold) ¢elije koje omogucavaju transport

luminalnih antigena do sloja lamine proprie i imunskih ¢elija [132, 133].

Promene u integritetu intestinalne barijere zavise od geneti¢ke pozadine domacina i uticaja
razli¢itih egzogenih antigena. [134, 135]. Primarni dogadaj u patofizilogiji ZBC predstavlja naruSen
integritet i povecana propustljivist epitelijalne membrane koja omogucava prodor luminalnih antigena i
bakterija u dublje slojeve tkiva digestivnog trakta [115, 135, 136]. Interakcija izmedju mikrobioma i
imunskog odgovora domacina odvija se preko familije receptora intestinuma koji prepoznaju opste
molekularne obrasce bakterijskih antigena (eng. pattern recognition receptors (PRRS)), odrzavaju
imunolosku toleranciju prema komensalnoj flori i aktiviraju singnalne kaskade sa ciljem eliminacije
invazivnih bakterija [137]. Disbalans homeostaze navedenih mehanizama aktivacije imunskog odgovora

i odrzavanja tolerancije uti¢e na nastanak KB i UK [138].

Razvoj imunoloske tolerancije prema crevnoj mikrobioti u fizioloSkim uslovima omogucéava
minimalna izlozenost mikroorganizmima, adekvatno prepoznavanje mikroflore kao 1 intra/intercelijski
mehanzmi aktivirani signalima mikroba [138, 139]. Celije urodenog imuniteta ukljuujué¢i makrofage,
dendritske ¢elije 1 neutrofile reguliSu aktivnost éelija specifiénog imuniteta [115, 137, 138]. Sinteza
interleukin 10 (IL-10), transformiraju¢eg faktor rasta (eng. transforming growth factor) TGF-B i
retinoi¢ne kiseline uti¢e na diferencijaciju regulatornih Foxp3-Treg limfocita (eng. forkhead box P3)
vaznih za supresiju imunoloskog odgovora [138, 139]. Studije na animalnim modelima dokazale su
nastanak kolitisa kod miseva sa deficitom IL-10 i TGF-f [140]. Smanjenje Treg i povecanja broja
efektorskih T ¢elija usled izostanka navedenih molekula ili promene sastava citokina koje sekretuju ¢elije
urodenog imuniteta doprinosi nastanku ZBC [115, 137]. Navedena naru$ena imunoloS§ka homeostaza

sluznice intestinuma dovodi do sinteze proinflamatornih medijatora kao $to su reaktivni kiseonicni i
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azotni metaboliti, hemokini i citokini (TNF-a, IFN-y, IL-1, IL-6, IL-12, IL-17, 1L-23) koji kaskadno

dovode do nekontrolisane hroni¢ne infamacije [115, 137]

Centralnu ulogu u ostecenju mukoze kod ZBC imaju T limfociti. Aktivacija ¢elija urodenog
imuniteta lamina proprie (makrofaga i dendriti¢nih ¢elija) stimuliSe sekreciju proinflamatornih citokina
[141]. Perzistiranje zapaljenskog procesa odvija se stimulacijom ste¢enog imunskog odgovora, najcesce
posredovanog efektorskim CD4+T pomoc¢nim (Th, eng. T helper) ¢elijama i redukovanom apoptozom
ovih ¢€elija. Diferencijacija efektorskih CD4+Th ¢elija je determinisana profilom citokinske signalizacije
i vrstom invazivnog patogena, interakcijom odredenih citokina i STAT (eng. signal transducer and
activator of transcription) faktora. Stratifikacija Th1 i Th2 ¢elijske linije zasnovana je na imunoloskoj
funkciji, ekspresiji transkripcionih faktora i citokinskom profilu [141, 142]. Th1 ¢elije imaju protektivnu
ulogu u odbrani od intracelijskih patogena kao $to su bakterije i virusi tako $to sekretuju interferon y
(IFN-y). Antigen prezentujuée celije kao odgovor na intracelularne patogene sekretuju IL-12 Koji
promovise Thl Celije i dovodi do povecane ekspresije T-box transkripcionog faktora (T-bet) i sekrecije
IFN-y [138, 142]. Th2 ¢elije uéestvuju u odbrani domacina od helminata, eksprimiraju transkricioni
faktor GATA vezujuéi protein 3 (GATA-3) putem STAT6 fosforilacije i produkuju IL-4, IL-5, IL-13
[138, 143]. Bilaterealna regulacija Th1/Th2 polarizacije odvija se putem IFN-y i IL-4, kao i ekspresijom

specifi¢nih transkripcionih faktora T-bet i GATA-3, principom antagonistickog efekta [142-144].

Prethodno prihvacena paradigma klju¢ne uloge pomoénih CD4+Thl1 ¢elija u KB i Th2 ¢elija u
UK u cilju odrzavanja hroni¢ne inflamacije je prevazidena otkri¢em znacaja imunskog odgovora Th-17
¢elija. Proinflamatorni citokin IL-23 stimulise ekspanziju Th17 ¢elija koje produkuju inflamatorne
citokine i hemokine ukljucujuci IL-17A i IL-17F. Navedeni mehanizam danas predstavlja jedan od

najvaznijih puteva u patogenezi ZBC.
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1.4.2.1 Th17 profil zapaljenskih bolesti creva

Naivne CD4+ ¢elije se delovanjem specifi¢nih citokina diferenciraju u efektorske Thl, Th2, Th9,
Th17 i folikularne helper T (Tfh) ¢elije [138, 144]. Promoteri T ¢éelijske polarizacije su citokini urodenih
imunskih ¢elija koji prepoznaju specificne molekularne obrasce razli¢itih grupa mikroorganizama (eng.
microbe-associated molecular pattern (MAMPS)) [138, 144]. Determinacija T c¢elijskih subtipova i
njihovog citokinskog profila zavisi od ekspresije transkripcionih faktora: T-bet (IFN-y; Thl ¢elije),
GATA 3 (IL-4, IL-5, IL-13; Th2 ¢elije), Bcl-6 (Tfh), Etv5 i PU.1 (IL-9, Th9 ¢elije), RORyt (IL-17A/F,
IL-22; Th17 ¢elije), FoxP3 (FOXp3+Treg), dok su BATF, IRF1 i T ¢elijski receptor IL-2-indukovane
tirozin kinaze (ITK) vazni za Trl ¢elije [145-148]. Medutim, novijim istraZivanjima dokazano je
postojanje transdiferentovanih T Celijskih populacija koje eksprimiraju transkripcione faktore i citokine
vise razli¢itih Th subtipova. Navedene Th ¢elije uljucujuc¢i Th17 se odlikuju takozvanim plasticitetom tj

visestrukim imunskim odgovorima [149].

Th17 ¢elije sekretuju razlicite citokine IL-17A, 1L-17F, 1L-21, 1L-22 i granulocitno-makrofagni
kolonijalno stimulirajuci faktor (GM-CSF), kao i hemokinske CXC ligande CXCL8 i CCL20. Odlikuju
se viSestrukim bioloskim funkcijama, ucestvuju u =zaStiti epitelijalnth 1 mukoznih barijera od
ekstracelijskih mikroba, ali imaju i ulogu u patogenezi razlicitih autoimunskih oboljenja uklju¢ujuc¢i ZBC
[144, 149]. Inflamirana mukoza intestinuma pacijenata sa ZBC odlukuje se masivnom infiltracijom Th17
¢elija i produkcijom Th17 proinflamatornih citokina [150]. Takode, identifikovani genski lokusi
asocirani sa ZBC obuhvatali su gene udruZzene sa ulogom Th17 ¢elija kao $to su IL23R, 1L12B, JAK2,

STAT3 i CCR6 [150].

Razvoj Th17 ¢elija poCinje u timusu, poreklom od naivnih T ¢elija progenitora koje eksprimiraju

membranski C-tip lecitinski receptor CD161, ¢iji ligand i funkcija nisu dovoljno istrazeni, i citokinske

receptore IL-6R, TGFAR, IL-23R, IL-21R i IL-1R [144, 150]. Citokini koji se vezuju za prethodno
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pomenute receptore kombinovano uti¢u na polarizaciju Th17 celije, efektom promocije ili supresije
odredenih transkripcionih faktora [150, 151]. U inflamiranoj mukozi intestinuma povi$ene vrednosti IL-
6, zajedno sa IL-1p i faktorom nekroze tumora alfa (TNF-a) uti¢u na indukciju diferencijacije Th17

¢elija, dok je IL-23 krucijalan za njihovu proliferaciju i opstanak [149].

Transkripcioni faktor kljucan za Th17 ¢éelijsku diferencijaciju je RORyt. On se aktivira preko IL-
61 IL-23 JAK/STATS3 singalne kaskade i dalje regulise ekspresiju proinflamatornih gena, ukljucujuéi i
ILL7A/F i 1L23 [151, 152]. Medutim, RORYt ima ulogu u regulaciji transkripcije samo nekoliko genskih
lokusa u Th17 ¢elijama, dok je njegova ekspresija pod uticajem sredinskih faktora $to ¢ini Th17 ¢elije
sklone funkcionalnoj modifikaciji [152]. Citokin IL-21 uti¢e na povecanu ekspresiju IL-23R na
membrani Th17 ¢elija koji dalje aktivira STAT3 i RORyt [151, 153, 154]. Uloga TGFp u Thl17
diferencijaciji je dvostruka i dozno zavisna. Nizak nivo TGFf uz IL-6 favorizuje dalju Th17 polarizaciju,
dok visoke koncentracije inhibiraju RORyt i indukuju FOXP3 ekspresiju u pravcu dalje Fox3+Treg
diferencijacije [151]. Ulogu u regulaciji genske ekspresije i Th17 ¢elijskoj diferencijaciji imaju i drugi
traskripcioni faktori, uklju¢ujuci i bazi¢ni leucin ziper TF (BATF), interferon regulatorni faktor 4 (IRF4),

aril-hidrokarbonski receptor (AHR) kao i RORa [151, 155-158].

Inflamatorni hemokini stimuliSu migraciju Th17 ¢elija do intestinalnog tkiva zahvaéenog
zapaljenjem. Ekspresija hemokinskih receptora (CCR6R) koji imaju ulogu u proliferaciji Th17 ¢elija u
intestinalnoj mukozi regulisana je PLZF proteinom (eng. promyelocytic leukemia zinc finger protein)
pomoc¢u CCL20 liganda [159]. Takode, TGFp 1 IL-6/ IL-21 indukuju ekspresiju IL-23R na povrsini Th17
¢elija, a citokin IL-23 preuzima dalju ulogu stabilizatora ovog ¢elijskog tipa. Istrazivanja su pokazala da
citokini IL-12, IFN-y i IL-24 deluju inhibitorno na Th17 polarizaciju, dok IL-21 ima autokrini efekat na

proces dalje determinacije i opstanka Th17 ¢elija [160-162]
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Identifikacija Th17 ¢elija koje produkuju IL-17 i IFN-y je prvi put opisana u intestinumu
pacijenata sa KB [163]. TGFS je neophodan za ekspresiju IL-17A/F, ali u nedostatku istog IL-23 i IL-
12 mogu suprimirati IL-17 i mehanizmom STAT4 i T-bet signalne kaskade doprineti produkciji IFN-y
[164]. Polarizacija Th1l7 ¢elija u Thl celije se odvija stimulacijom IL-12 i ekspresijom Thl
transkripcionog faktora T-bet, sa smanjenjem ekspresije RORyt i IL-17. Navedene ¢elije se nazivaju
Th17.11imaju moguénost sekrecije IL-17 i dominantno IFN-y. U poredenju sa klasi¢énim Thl, ove ¢elije
se karakteri$u ekspresijom membranskog CD161 receptora progenitora Th17 ¢elija. (Slika 1). In vivo
istrazivanja isticu ulogu 1L-23 kao promotora konverzije IL-17A sekretujuc¢ih u IFN-y produkujuce T
¢elije [165]. Navedena transdiferencijacija Th17 ¢elija opisana je u humanim i animalnim uzorcima ZBC,

intestinalnim infekcijama Helicobacter hepaticus i Citobacter rodendium [151, 163, 165-167].

Th17
CcD161* TGE-3

APC CD4
Naive @
(@)
OO O
(O]

Slika 1. Sematski prikaz diferencijacije Th17, Th1/Th17 i Thl éelijskih podtipova. Modifikovano iz

rada Julio Galvez iz 2014.godine [144]
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Uzajamna regulacija proliferacije Th17 i Treg celija odrzava homeostazu u intestinumu.
Diferencijacija navedenih celijskih tipova je po uticajem TGFfS. On vrsi promociju Treg celija
indukcijom ekspresije Foxp3, dok u prisustvu IL-6 navedena ekspresija je inhibirana stimulacijom
ekspresije IL-23R i RORy i daljom diferencijacijom Th17 ¢elija [169, 170]. Studije na animalnim
modelima identifikovale su postojanje Th17/Treg celije prekursora koja simultano vrsi dvostruku
ekspresiju RORyt i Foxp3 (Sika 2). Kontrola Th17/Treg ¢elija u smeru promocije Th17 ¢elija preko
STAT3 mehanizma iz prekursorne Celije odvija se pomocu heterodimeri¢nog hipoksija inducibilnog

faktora Lo (HIF-1 o)[171].

CD4
Naive

TGF-B

Foxp3 RORyt

IL-23
N X
O
AN IL-23R
RORyt
Treg Th17/iTreg Th17

Slika 2. Sematski prikaz diferencijacije Treg, Th17/iTreg i Th17 ¢elijskih podtipova. Modifikovano iz

rada Julio Galvez iz 2014.godine [144]

Disbalans proinflamatornih i antiinflamatornih signala kod ZBC dovodi do migracije leukocita u

regiju intestinalne mukoze i preteranog imunskog odgovora T ¢elija. Razli¢ite T ¢elije mogu biti dalji
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okidaci imunskog odgovora u intestinumu kod KB 1 UK, §to se u klini¢koj praksi manifestuje razli¢itim
fenotipovima bolesti kao i individualnim terapijskim odgovorima [171]. Povisene vrednosti Th17
citokinskog profila registrovane su u tkivu pacijenata sa UK i KB uklju¢ujuéi IL-17A/F, IL22, IL-26, IL-
21 i 1L-23 [151, 161]. Prethodno je opisano da je KB povezana sa aktivnosti Thl i Th17 ¢elija, dok je

UK najverovatnije posledica citokinskog profila Th2 ¢elija [171, 172].

Stimulisane sekrecijom IL-12, Th1 ¢elije sekretuju IFNy, TNFa i IL-12, dok IL-13 indukuje Th2
¢elijski odgovor i sekreciju IL-4, IL-5 i IL-13. Poremeéen Thl imuni odgovor udruzen sa povisenim
vrednostima IL-18 i IL-12 doveden je u vezu sa nastankom KB, dok NK ¢elije u UK oslobadaju vece

koli¢ine IL-13 i imaju zna¢ajno mesto patogenezi [138].

U poredenju sa KB, sekrecija IL-5 kod UK dovodi do efikasnije aktivacije B ¢elija [173].
Medutim, opisane Th ¢elije u UK nemaju tipi¢ne osobine Th2 ¢elija, produkujuéi niske nivoe 1L-4.
Citokinski profil antigen prezentujuéih ¢elija u KB koji ukljucuje citokine IL-12, I1L-18, IL-23 i TGF
dovodi do diferencijacije Th1 i Th17 ¢elija [171, 173]. Dalja proliferacija Th1 i Th17 ¢elija u KB vrsi se
daljom sintezom proinflamatornih citokina IL-17, INF-y i TNFo uz ciklicnu stimulaciju antigen
prezentujucih Celija, makrofaga, fibroblasta i endotelnih ¢éelija koje sekretuju citokine IL-1, IL-6, IL-8,
IL-12 i IL-18 [136, 171]. O uticaju Th17 celija na razvoj ZBC govori i to da su varijante u genima STAT3
I IL23R, vaznim za Thl17 celijski odgovor, asocirane sa nastankom ZBC [151, 174]. Rezultati
sprovedenih studija isticu da su u perifernoj krvi i inflamiranom intestinumu pacijenata sa ZBC

detektovane Th17.1 ¢elija koje produkuju IL-17 i IFN-y [151, 175].

U uslovima normalne crevne homeostaze TGFf vrsi promociju Treg ¢elija [176, 177]. Kod ZBC
TGFP uz druge signale proinflamatornih citokina i mikroba dovodi do prolferacije Th17 ¢elija [171,
177]. Prema rezultatma istraZivanja na eksperimentalnim modelima, inflamatorni proces u kolonu je

posledica aktivacije Th17 ¢éelija i supresije Treg. Signalna kaskada indukovana sa IL-1 blokira inhibitorni
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molekul supresor citokinske signalizacije 3 (SOCS3) STAT3 mehanizma, naru$ava ravnotezu
STAT3/STATS i rezultira promocijom Th17 ¢elija, $to moze objasniti konvertovanje Treg u IL-17+
Foxp3+ T ¢elije [178]. Takode, u slucaju mutacije transkripcionog faktora Treg ¢elija Foxp3, prisustvu
nefukcionalnih Treg ili njihovom odsustvu u mukozi, registrovana je izraZenija inflamacija intestinuma
udruzena sa limfocitnom infiltracijom kod pacijenata sa ZBC [171, 179, 180]. Podaci 0 povisenom nivou
apoptoze Treg u inflamiranoj sluznici kolona ZBC u poredenju sa neinflamiranom je ukazala na

potencijalnu ulogu ovih ¢elija u nastanku bolesti [181]

1.5. Uloga citokina u razvoju zapaljenskih bolesti creva

Infamacija posredovana Th17 ¢éelijama predstavlja jednu od centralnih mehanizama patogenneze
ZBC [144]. Navedene celije imaju sposobnost produkcije proinflamatornih citokina IL-17A i IL-17F,
IL-21, IL-22, IL-26, IL-8, IL-10, TNF-a i GM-CSF koji kaskadno vrse stimulaciju imunskih c¢elija i
direktno ili indirektno dovode do oSteéenja tkiva digestivnog trakta [144]. Imaju sposobnost sekrecije
CXC liganda CXCL8 i CCL20. Centralnu ulogu u inflamaciji imaju citokini IL-17A/F koji vrSe
aktivaciju i inicijaciju migracije granulocita, ¢elija epitela i endotela, fibroblasta i makrofaga, stimuliSuci
dalju sekreciju proinflamatornih medijatora kao $to su IL-6, TNF-a, IL-18, GM-CSF, G-CSF,
prostaglandina E2, hemokini, azot-oksid, i matriksne metaloproteinaze [182]. CCL20 predstavlja ligand
za hemokin CC receptor CCR6 koji se eksprimira na razliitim imunim celijama ukljucujué¢i Th17,
dendritske celije i B ¢elije. Oslobadanje CCL20 iz Th17 ¢elija nakon aktivacije IL-17 dovodi do dalje
proliferacije Th17 ¢elija na mestu inflamacije u intestinumu [183]. Th17 ¢elije produkuju IL-21 koji ima
ulogu u promociji Thl ¢elijskog odgovora i diferencijaciji Th17 iz ¢elije prekursora [184]. Th17 ¢elije
vrse sekreciju TNF-a i GM-CSF $to rezultira daljom aktivacijom neutrofila u procesu inflamacije kod
ZBC [144]. Signalna kaskada IL-23/Th17 predstavlja vazan regulator intestinalne homeostaze i Cinilac
u patogenezi ZBC [185].
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Novi studijski protokoli u ZBC su aktuelno bazirani na proflisanju terapijskih algoritama
usmerenih na IL-23/Th17 osovinu. Prema dosada$njim rezultatima, blokada aktivacije receptora IL-23
(IL-23R) sprecava nastanak kolitisa kod miSeva, dok se u klini¢kim studijama monoklonska antitela
usmerena na p40 subjedinicu IL-23R primenjuju u le¢enju KB kao inhibitori kako 1L-12, tako i IL-23
[186-188]. Medutim, studije bazirane na testiranju AIN457, monoklonskog anti—IL17A antitela u terapiji

KB, ukazale su da inaktivacija IL-17A dovodi do pogorsanja bolesti [189].

Znacajna uloga inflamatornih citokina u razvoju ZBC predstavlja stimulaciju i odrzavanje
hroni¢nog zapaljenskog procesa pomoc¢u promocije i transkripcije drugih proinflamatornih medijatora.
Analiza ekspresionih profila u oboleloj mukozi intestinuma i njihovih interakcija, uticaj iste na fenotip i
dalji tok bolesti, vazna je za identifikaciju mehanizama patogeneze kod ZBC, kao i na poboljsanje
terapijskog odgovora u njihovom le¢enju [190, 191]. Takodje, analiza zdrave mukoze pacijenata sa ZBC
moze biti informativna za razumevanje nastanka i toka bolesti, s obzirom da je pokazano da i1 delovi
intestinuma nezahvaceni inflamacijom kod pacijenata sa ZBC imaju povisenu ekspresija

proinflamatornih citokina [192, 193].

1.5.1 Uloga citokina IL-23 u nastanku zapaljenskih bolesti creva

IL-23 je proinflamatorni medijator koga sekretuju dendritske ¢elije, monociti i makrofagi u
perifernim tkivima kao $to su submukoza intestinuma, koza i plu¢a. Citokin IL-23 je heterodimer sa dve
subjedinice, subjedinice IL-12p40 koja je kodirana IL12B genom (koja pored IL-23 ulazi i u sastav

citokina IL-12), kao i subjedinice 1L-23p19 kodirane IL23A genom [194, 195].

IL23A gen se nalazi na hromozomu 12 u regionu q13.3 (HGNC: 15488) i obuhvata regiju od 1531

baznih parova (bp) koju ¢ine 4 egzona i 3 introna. Transkript IL23A iznosi 1041bp sa 166 bp 5'

nekodiraju¢ih delova egzona (UTR, eng. untranslated region), 570 bp kodiraju¢e sekvence i 305 bp 3'
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UTR [196]. Protein kodiran IL23A genom (IL-23p19 subjedinica) se kovalnetno vezuje za p40

subjedinicu da bi formirao kompletan IL-23 [197].

IL-23 svoju biolosku funkciju ostvaruje vezujanjem za IL-23 receptor (IL-23R), prisutan na
aktiviranim T ¢elijama, NK ¢elijama, monocitima/makrofagima i DC. Nakon vezivanja za receptor,
dolazi do aktivacije Janus kinaze 2 (JAK2) i tirozin kinaze 2 (TYK2) koje dovode do fosforilacije
receptora, kao i fosforilacije STAT3 i STAT4 po vezivanju za receptor [198]. Proces fosforilacije dovodi
do formiranja STAT3/STAT4 heterodimera i njihove translokacije u jedro gde kaskadno aktiviraju
ciljane gene. Dok je fosforilacija STAT4 od znacaja za povecanu produkciju IFN-y i dalju diferencijaciju
Thl Celija, STAT3 je esencijalan za ekspresiju IL- 17A, IL-17F 1 transkripcionog faktora ROR yt kod

Th17 ¢elija [194, 195, 198].

lako IL-23 ima sli¢nu biolosku strukturu kao IL-12, njihova funkcionalna uloga nije ista. IL-23
ucestvuje u regulaciji Th17 celijskog odgovora, dok IL-12 ima esencijalnu ulogu u odbrani od

intracelularnih patogena aktiviranjem Th1l ¢elija i porastu sekrecije IFN-y i TNF-a [195] (Slika3.)

IL-12

IL-12Rg2 <®
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IL-17A, IL-17F, IL-22 IFN-v
Th17 stabilizacija Th1 determinacija

Slika 3. Sematski prikaz IL-23 i IL-12 signalnog mehanizma. Modifikovano iz rada Teng MW i

saradnika iz 2015 godine [195]
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Diferencijaciji Th17 ¢elija doprinose citokini TGF-p i IL-6. Th17 ¢elije sekretuju IL-21 koji dalje
autokrino stimuliSe njihovu proliferaciju. IL-23 ima klju¢nu ulogu u odrzavanju i ekspanziji Th-17
imunoloskog odgovora sekrecijom IL-17 i ekspresijom transkripcionog faktora RORyt [197, 199].
Prema sprovedenim studijama u mukozi intestinuma identifikovano je nekoliko mehanizama regulacije
intestinalne inflamacije supresijom IL-23 ukljucju¢i efekat LAG3 (eng. Lymphocyte-activation gene 3),
interakcijom Treg i MHC Il molekula na CX3CR1+makrofagima, kao i smanjenom ekspresijom IL-23R

delovanjem vitamina D [200, 201].

Intestinalna sluznica predstavlja tkivo sa najve¢om ekspresijom IL-23. Jedna od potencijalnih
funkcija 1L-23 u odrzavanju intestinalne homeostaze je supresivni efekat na Treg Celije i aktivacija

celularnog imuniteta u slu¢aju infekcije [197].

Proinflamatorni profil mukoze intestinuma pacijenta sa KB odlikuje se povisenim nivoom
sekrecije IL-23 od strane makrofaga lamine proprije i daljom promocijom Thl i Th17 imunskog
odgovora [202]. Imunomodulatorna uloga IL-23 se primarno moze odvijati u mezenteri¢nim limfnim
¢vorovima kao odgovor mijeloidnih dedriti¢nih ¢éelija na stimulaciju bakterijskim antigenima [202, 203].
Sakuraba i autori dokazali su da mijeloidne dedriti¢ne ¢elije u KB sekretuju vecu koli¢inu IL-23, a manju
IL-10. Navdena neravnoteza u koli¢ini IL-23 i IL-10 uti¢e na indukciju dominantno Thl ¢elijskog

odgovora u KB [203].

Sprovedene GWAS studije su ukazale na veliki broj genetickih varijanti u regionu IL23R gena
udruzenh sa nastankom KB i UK [198, 204-206]. Nastanak KB je asociran sa IL23R genom na
hromozomu 1p31, dok je kodiraju¢a varijanta u ovom genu rs11209026 (c.1142G>A, p.Arg381GIn)
povezana sa smanjenim rizikom za nastanak KB [204]. Pokazana je udruZzenost IL23R G149R sa

nastankom KB, a varijante G149R i Q3H oznacene su kao rizi¢ne za nastanak UK [204]. Geneticka
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varijanta IL23R R381Q (Arg381GlIn) asocirana je sa protektivnim efekatom od razvoja KB u

pedijatrijskoj populaciji [207].

Studije koje su ispitivale seroloske vrednosti IL-23 u ZBC potvdile su vaznu proinflamatornu
ulogu ovog citokina u patogenezi KB i UK. U serumu pacijenta sa ZBC registrovane su znacajno vise
vrednosti IL-23 u odnosu na kontrole, sa izrazito visim vrednostima kod KB u odnosu na UK. Takode,
znacajan porast je uocen kod ZBC pacijenata sa perifernim ili aksijalnim artritisom [208]. Takode,
utvrdena je pozitivna korelacija izmedu seroloskih vrednosti IL-23 i nivoa azot-monoksida kod
pacijenata sa KB [209]. Brojne sudije su potvrdile povisene vrednosti 1L-23 u serumu pacijenata sa UK

u odnosu na kontrole, kao i pozitivnu korelaciju sa aktivno$¢u bolesti kod UK [198, 210, 211].

Na osnovu sprovedene meta-analize genske ekspresije celih genoma (tzv. transkriptomske
analize), ustanovljeni su sli¢ni ekpresioni profili u oboleloj sluznici kolona UK i KB, osim u slucaju
IL23A koji je znacajno bio povisen kod UK u odnosu na KB [212]. Analiza IL-23 mRNA i proteinske
ekspresije u mukozi intestinuma pacijenata sa ZBC ukazala je na poviSene vrednosti u oboleloj sluznici
kod KB u poredenju sa UK i zdravm kontrolama, dok su rezulati jedne studije detektovali povisenu
ekspresiju 1L-23 p19 subjedinice u pozitivnoj korelaciji sa IL17A kod UK, a kod KB pozitivno je
korelisala sa IFNy [213, 214]. Navedeni rezultati ukazali su da bi IL-23 mogao biti potencijalni regulator
diferencijacije Th1/Th17 u ZBC. Pokazano je da su pacijenati sa KB koji su imali 1o§ odgovor na terapiju
anti-TNF imali poviSen nivo ekspresije IL-23 mMRNA u intestinalnoj mukozi pacijenata, i ukazalo na IL-

23 kao potencijalan molekurani faktor rezistencije [213].

Stimulus antigenom mikroba u lamini propriji moze biti esencijalni pokreta¢ dalje produkcije IL-
23 u ZBC. Primenom imunohstohemijske analize je pokazano da makrofagi i mijeloidne dendritske ¢elije
pacijenata sa KB imaju sposobnost produkcije viseg nivoa IL-23 i nizeg nivoa IL-10 u odnosu na kontrole

po stimulaciji Toll-like receptora bakterijskim antigenima [198, 203]. Takode, pokazano je da makrofagi
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pacijenata sa KB koji eksprimiraju CD14 (eng. cluster of differentiation) kao ko-receptora u detekciji
bakterijskih lipopolisaharida, sintetisu vise IL-23 u poredenju sa UK ili kontrolama [198, 202]. Sekrecija
IL-23 od strane makrofaga u ZBC moze biti inhinbirana delovanjem anti-TNF terapije (infliksimab,

adalimumab) [215].

Uzimajuéi u obzir ulogu IL-23, kao i singnalnog puta IL-23/Th17 u aktivaciji intestinalne
inflamacije, predlozeno je nekoliko smernica za nove terapijske algoritme u le¢enju ZBC. Jedna od
strategija predstavlja blokadu zajednicke subjedinice p40 koja ulazi u sastav IL-23 i IL-12 ¢ime se
zajedno modulira i Thl i Th17 ¢elijski odgovor. Druga strategija se odnosi na blokadu IL-23 specifi¢ne
p19 subjedinice selektivno usmerene na obolelu mukozu digestivnog trakta (Slika 4) [199]. Farmakoloski

potencijal za le¢enje ZBC uocen je primenom inhibitora tirozin kinaze Jak-STAT signalnog puta [216].

IL-23 IL-12
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Slika 4. Sematski prikaz molekularnog targetiranja IL-23/Th17 signalnog puta u ZBC. Modifikovano

prema radu M. Allocca i saradnika iz 2018[199].
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1.5.2 Uloga citokina IL-17 u natanku zapaljenskih bolesti creva

IL-17 je proinflamatorni citokin koji u¢estvuje u odbrani domacina od ekstracelularnih bakterija
i gljiviénih infekcija. Sa druge strane, neregulisana produkcija IL-17 dovodi do hroni¢nog zapaljenja,

oStecenja tkiva i potencijalnog razvoja autoimunskih oboljenja ukljué¢ujuc¢i ZBC [217].

Th17 celije i ¢elije urodenog imuniteta kao $to su prirodne celije ubice (NK celije), Celije
induktori limfoidnog tkiva, Panetove ¢elije i neutrofili produkuju proinflamtorne citokine IL-17A i IL-
17F [217, 218]. Navedeni citokini imaju ulogu u zastiti mukoznih barijera od invazivnih patogena i
aktivaciji fibroblasta, epitelnih i endotelnih ¢elija i migracije neutrofila. Simultano ucestvuju i u indukeiji
sekrecije drugih proinflamatornih medijatora (IL-6, IL-1, TNFa), antimikorobnih faktora kao $to su
defenzini, hemokini i matriksne metaloproteinaze (MMP1, MMP3, MMP13). Matriksne
metaloproteinaze su proteoliticki enzimi koji u¢estvuju u remodelovanju tkiva razgradnjom komponenti

ekstracelijskog matriksa i uticu na ¢elijsku diferencijaciju, proliferaciju, migraciju i apoptozu [218-220].

Gen IL17 je kloniran iz hibridoma koji je nastao fuzijom citotoksicne T ¢elije miSa i limfoma
pacova i inicijalno nazvan CTLA-8 (eng. Cytotoxic T-Lymphocyte-associated Antigen 8). Tako je pocetna
pretpostavka bila da je ovaj gen poreklom iz miSijeg citotoksi¢nog T-limfocita, dalja ispitivanja su
potvrdila gensko poreklo iz T éelija pacova, sa velikim brojem adenin-uracil bogatih ponovaka u
3'regionu IRNK [221, 222]. Ova osobina iRNK identifikovanog gena ukazala je na veliku sli¢nost sa
IRNK faktora rasta, citokina i onkogena [221]. Dajim ispitivanjima kodirani protein ovim genom je
oznacen kao IL-17, a uspeSnim sekvencioniranjem genoma coveka utrdeno je da familiju IL-17 €ini
Sest srodnih citokina (IL-17A-F) [222]. Geni IL17A i IL17F se nalaze na hromozomu 6 u regionu p12.2
(HGNC: 5981; HGNC 16404). IL17A je duzine 4252 b, sa 3 egozna i 2 introna. Transkript IL17A iznosi
1859 bp (45bp 5'UTR, 468 bp kodirajuce sekvence i 1346bp 3' UTR). Gen IL17F obuhvata 7.86 kb koju

¢ine tri egzona i 2 introna [182].
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Familija IL-17 (A-F) su homodimerni glikoproteini sa 4 visoko o¢uvana cisteinska ostatka koja
formiraju dva disulfidna mosta [223]. IL-17A moZe da formira homodimer disulfidnom vezom ili
heterodimer sa IL-17F proteinom [223]. Filogenetickim ispitivanjem utvrden je visok stepen homologije

izmedu IL-17A i IL-17F koji iznosi 50% aminokiselinskih sekvenci [223, 224].

Bioloska uloga IL-170stvaruje se preko familije transmembranskih receptora IL-17 (IL-17R)
koju ¢ine pet subjedinica (IL-17RA-E) sa konzerviranim aminokiselinskim sekvencama (motivima)
ukljuéujuci dva ekstracelijska domena sli¢na fibronektinu (FN) tipa III i citoplazmati¢ni SEFIR domen
(eng. similar expression to fibroblast growth factor genes, IL-17 receptors) [225, 226]. lako IL-17R
predstavlja receptorski kompleks, IL-17RA predstavlja subjedinicu koja je najcesce ukljucena u procese
signalizacije razli¢itih liganda. IL-17RA omogucava trasmisiju signala IL-17A i IL-17F. Na osnovu
prethodnih istrazivanja ustanovljen je slabiji afinitet IL-17RA prema IL-17A i IL-17F, §to je rezultiralo
detekcijom dodatne subjedinice IL-17C recptora koja je ukljucena u vezivanje liganda i proces dalje
signalizacije [226, 227]. Glavna karakteristika navedenog receptorskog kompleksa su citoplazmatiéni
domeni u okviru kojih su detektovani konzervisani homologi TIR (eng. Toll-IL-1 Receptor) koji se
nazivaju SEFIR domeni. Signalni put IL-17 u ¢eliji po¢inje fosorilacijom TIR-like loop (TILL) motiva
koji se nalazi na C-terminalnom kraju SEFIR domena u okviru IL-17RA i C-terminalnog C/EBPf
aktivacionog domena (CBAD, eng. C-terminal C/EBPf-activation domain). Nakon aktivacije IL-17R,
aktivator 1 NF-xB (Actl) vezuje se za SEFIR i TILL domene kompleksa. Adaptorni protein Actl, klju¢an
U autoimunim procesima, uz aktivnost E3 ligaze ucestvuje u regrutaciji faktora povezanog sa TNF
receptorom 6 (eng. TNF-Receptor-Associated Factor) promovisué¢i dalju TRAF6 zavisnu aktivaciju

NFkB i MAPK (eng. mitogen-activated protein kinase) signalizacije [228-230].

Proces transkripcije proinflamatornih gena Kkoji su regulisani IL-17 zavisi od aktivacije
trankripcionog faktora NF-kB receptorskim kompleksom (IL-17RA i IL-17RC) i adaptornim proteinom
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Actl [229]. Posttranslaciona modifikacija TRAF6, vezivanjem Actl, odvija se lizin-63 udruzenom
ubikvintacijom. Po izvrSenoj modifikaciji dolazi do regrutovanja TAK1 (eng. transforming growth
factor-activated kinase) vezuju¢ih proteina TAB2 i TAB3 (eng. TGF-Beta Activated Kinase 1 (MAP3K7)
Binding Protein), aktivacije TAK1 i IKK (eng. inhibitor of NFkB kinaze) kompleksa i NF-«kB, rezultujuci
daljom transkripcijom gena [227, 228]. Takodje, IKK moze fosforlisati Actl na mestu Ser311 u okviru
IL-17R—Actl kompleksa i formirati mesto vezivanja za TRAF2 i TRAF5, nezavisno od TRAF6

signalizacije i uticati na stabilnost iRNK ciljanih gena [227, 228] (Slika 5)

IL-17F

@@

IL-17A/IL-17F

TRAF2/5

iRNK stabilizacija m

[ C/EBP ][ MAPK ][ NFkB J

v

transkripcija gena

Slika 5. Sematski prikaz signalizacije IL-17A i 1L17-F aktivacijom receptorskog kompleksa.

Modifikovano iz rada Brembilla NC i saradnika iz 2018 [229]
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U zavisnosti od vrste Celije, IL-17 moze aktivirati MAPK (mitogen-activated protein kinase) signalnu
kaskadu koja obuhvata ekstracelijsku signal-regulisanu kinazu (EPK), p38 i JUN N-terminal Kinazu
(JNK) [224]. Dodatni transkripcioni regulator znacajan u IL-17 signalizaciji je C/EBP (eng.
CCAAT/enhancer-binding protein) koji je doveden u vezu sa aktivacijom IL17 pomo¢u TNF-a [224,

231].

Incijalna istrazivanja uloge IL-17 u patogenezi ZBC detektovala su povecan nivo ovog citokina
u mukozi creva zahvacéenoj inflamacijom kod KB i UK, u poredenju sa zdravim kontrolama i pacijentima
sa ishemijskim kolitisom [230]. Analiziraju¢i ¢éelije intestinalne mukoze kod KB metodom proto¢ne
citometrije detektovano je znacajno veéi broj IL-17 sekretujuéih ¢elija sa ko-ekspresijom IFNy u odnosu
na zdrave ispitanike [163]. Celije koje eksprimiraju IL-17 su kod UK lokalizovane u lamini propriji, dok
su kod KB rasprostranjene kroz submukozu i misi¢ni sloj, $to moze objasniti transmuralnu inflamaciju.
U proredenju sa zdravom populacijom, mukoza creva zahvacena inflamacijom kod ZBC je imala
povisene nivoe ekspresije gena IL17A kao i IL17F. S druge strane, ekspresija IL17F je bila zna¢ajno
poviSena u koloni¢noj mukozi zahvaéenoj inflmacijom u poredenju sa zdravom mukozom kod pacijenata
sa KB, ali ne i kod UK [232]. Opisana je i pozitivna korelacija izmedu stepena aktivnosti UK i nivoa IL-

17 sekretuju¢ih mononuklearnih ¢elija periferne krvi [144, 232].

IL-17A i IL-17F svoju biolosku aktivnost ostvaruju preko zajedni¢kog IL-17RA, pa je tesko
razlikovati pojedina¢ne efekte i doprinos u patogenezi ZBC. Studije koje su ispitivale kolitis indukovan
dekstran sodijum sulfatom (DSS) na IL17 knockout miSevima (misevi sa inaktiviranim IL17 genom),
pokazale su da deficijencija IL-17F rezultira redukcijom kolitisa, dok u slu¢aju IL17 knockout miseva
kolitis ima agresivniji tok [233]. U eksperimentalnim istrazivanjima dokazano je da tranfer CD4+
CD45RBhi T ¢elija u imunodeficijentne miseve dovodi do intestinalne inflamacije. Posredovan
protektivni efekat IL-17A pokazan je modelom IL17A—/— CD45RBhi ¢elija, koje nakon transfera u RAG
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(eng.recombination-activating gene) -/- dovode do agresivnije intestinalne inflamacije, a dalja
polarizacija 1L17a”~ CD45RBhi u Thl ¢elije rezultira povisenoj ekspresiji IFN-y [234]. Navedena
istrazivanja sugerisala su da u ZBC poviSen nivo ekspresije IL-17A moze imati protektivni efekat na
mukozu, dok IL-17F dovodi do egzacerbacije inflamacije. Razlike u ravnotezi nivoa ekspresije gena

IL17A i IL17F mogu imati vaznu ulogu u patogenezi ZBC.
1.6. Uloga TLR9 u nastanku zapaljenskih bolesti creva

Receptori TLR (Toll-like receptor) predstavljaju transmembranske receptore tip 1 koji detektuju
patogene preko odredenih molekulskih obrazaca, kao $to su PRRS (eng.pathogen pattern recognition
molecules), PAMPs (eng.pathogen-associated molecular pattern) i DAMPs (eng.damage-associated
molecular patterns), igrajuci klju¢nu ulogu u urodenom imunskom odgovoru. Signalni put je posredovan
adapternim proteinom mijeloidne diferencijacije faktorom 88 (MYD88) koji putem intracelularnih

mehanizama aktivira transkripciju NF-kB i gene koji reguliSu proces inflamacije [235].

Dosadasnja istrazivanja su pokazala da je pristustvo varijanti u TLR genima, kao i poremecaj
funcije ili ekspresije ovih receptora povezan sa razvojem ili relapsom ZBC. Takode, njihova povisena
ekspresija pokazana kod UK i KB moze biti posledica poremec¢aja u homeostazi komensalne intestinalne

flore [235] .

TLR9 se eksprimira na apikalnim i bazolateralnim stranama membrana razlicitih celija
gastrointestinalnog trakta ukljucujuéi intestinalne epitelne ¢elije (IEC), monocite/makrofage i dendritske
¢elije [235]. TLR9 prepoznaje i vezuje bakterijsku i virusnu DNK, tacnije sekvence koje se sastoje od
nemetilovanih CG dinukleotida nakon ¢ega dovodi do aktivacije urodenog imunskog odgovora. Dok
aktivacija apikalnih TLR9 dovodi do tolerancije, stimulacija bazolateralnih receptora pokrece

signalizaciju koja vodi do aktivacije NFKB i sekrecije 1L-8 [236-239].
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Transport kompleksa CpG oligodeoksinukleotida (ODNS) i TLR9 u endozom omogucava klasa
Il fofatidilinozitol 3 kinaze (PI13K). Interakcija CpG DNA i TLR9 dovodi do aktiviranja MYD88
pomoc¢u TIR domena TLR9. Potom MYD88 dovodi do regrutovanja IRAK (eng. interleukin-1 (IL-1)
receptor-activated kinase) 1 i 4, sto rezultuje fosforilacijom IRAK-1. Nakon interakcije sa TRAF6,
IRAK-1 se odvaja od receptora. Nadalje, kompleks sastavljen od TRAF6, TAK1, TAB 1 i 2 aktivira
IKK, $to rezultuje translokacijom NFkB u jedro. Navedeni kompleks dovodi i do aktivacije signalne
kaskade mitogen-aktivirane protein kinaze (MAPK: JNK1/2 i p38). Opisani signalni mehanizmi
rezultiraju stimulacijom razli¢itih transkripcionih faktora ukljucuju¢i NF-«B i aktivirajuéeg proteina 1

(AP1) sto dovodi do ekspresije gena odredenih citokina i hemokina [239] (Slika 6).

ekstracelularno -

S a—
——

intracelularno

Slika 6. Mehanizam signalnog puta TLR9. Modifikovano iz rada Klinman DM. 2004 godine [239]
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TLR9 ima ulogu u povezivanju mikrobijalne 1 imunoloske osnove nastanka ZBC. Na osnovu
sprovedenih in vitro ispitivanja, pokazano je da detekcija patogenih bakterija Salmonella i Escherichia
coli posredstvom TLR9 receptora dovodi do intestinalnog ostec¢enja [240]. TLR9 ima sposobnost da kao
odgovor na DNK komensalnih bakterija inhibira diferencijaciju Treg i doprinosi otpustanju Th1 citokina
ukljucujuéi IL-6, 1L-10, IL-12 | TNF-a [241]. Aktiviran TLR9 moze indukovati ekspresiju IL-12 i IL-23
doprinoseéi ekspanziji Th17 éelija [242, 243]. Studije na TLR9”" misevima detektovale su porast broja
Treg intestinalne mukoze i redukovan broj Th17 i Thl ¢elija [244]. Studija Torok HP i saradnika
pokazala je asocijaciju varijante -1237C u promotoru gena TLR9 sa nastankom KB, dok su Fuse K i
saradnici ukazali da nosioci TLR9 1486CC, 1174GG i 2848AA genotipova imaju veci rizik od nastanka
UK [245, 246]. Takode, varijanta TLR9 -1237T/C je pokazala udruzenost sa varijantama IL23R
(rs1004819) i NOD2 (Arg702Trp, Gly908Arg, Leul007fxX1008) u asocijaciji sa rizikom za nastanak
KB [247]. S obzirom na navedeno, pretpostavlja se da TLR9 moze delovati sinergisticki sa 1L-23

signalnim putem kod suspetibilnosti za KB.

Postoje podaci da intestinalna inflamacija sa neutrofilnom infiltracijom i postojanjem
mikrobijalne disbioze uti¢e na povecanje ekspresije TLR9 u mukozi kolona kod pacijenta sa UK [248].
Naime, povisena ekspresija TLR9 iRNA u submukoznim imunskim celijama i kriptalnom epitelu
intestinuma korelisala je sa klinickom, endoskopskom i histoloskom aktivnoséu bolesti [248]. U
poredenju sa zdravim kontrolama i pacijentima sa UK koji su bili u remisiji, nivo TLR9 iRNK je bio
zna¢ajno veéi u biopsijama rektuma kod aktivne bolesti, dok je uocena i pozitivna korelacija sa
ekspresijom IL6 [249]. Takode, znacajno povisena ekspersija proteina TLR9 i iRNK registrovana je u
citoplazmi epitelijalnih ¢elija intestinuma kod UK [250]. Poveéana ekspresija IRNK i proteina TRL9
registrovana kod pacijenta sa UK i KB sugerise da ZBC mogu biti udruzene sa promenama u TLR9

ekspresiji u epitelu intestinuma.
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Na osnovu dosadasnjih istrazivanja, centralna uloga TLR u odbrani domacina od invazivnih
mikroorganizama, obnavljanju tkiva i zapaljenskim procesima, oznacila ih je kao potencijalne
komponente buduce terapijske strategije u leCenju ZBC. Primenom specificnih TLR agonista ili
antagonista uticalo bi se na proces signalizacije koji je u osnovi razvoja UK i KB. Tako je na pacijenatima
sa teSko aktivnom formom UK, refraktornim na terapiju glukokortikoidima, ispitana lokalna primena
TLR9 agonista u vidu imunomodulisane DNK sekvence (DIMS0150). Aplikacija DIMS0150 dovela je
do uspostavljanja pozitivnog terapijskog odgovora na kortikosteroide. Tac¢nije, ovaj eksperimentalni
terapeutik je doveo do aktiviranja TLR9 receptora i otpustanja IL-10 i tip | interferona iz mononuklearnih
¢elija periferne krvi. Dokazano je da navedeni citokini doprinose porastu senzibilizacije Celija

intestinuma na kortikosteroide [251]

Takode, novija istrazivanja 0 primeni TLR9 agonista su potvrdila efekat jednolatane DNK
imunomodulatorne sekvence (DIMS-cobitolimod) koja sadrzi nemetilovane CpG motive na supresiju
nivoa iIRNK IL6, IL17A, IL17F, dok su ekspresije IL10 i Foxp3 bile povisene. In vitro rezultati ukazali
su da dodavanje TLR9 agonista doprinosi smanjenju broja CD4+IL17+¢elija, dok dodavanje inhibitornih

anti-IL10 antitela obustavlja efekat aktivacije TLR9 signalizacije i smanjuje IL17 ekspresije [252]

Na osnovu prethodnih istrazivanja ustanovljena je veza TLR9, IL-23, IL-17 sa nastankom ZBC,
ali zajednicka signalna kaskada nije detaljno proucavana. Uprkos dokazima o postojanju njihove uloge
u razvoju ZBC, do sada nije ispitivana veza sa razli¢itim podtipovima bolesti i klinickim parametrima.
Cilj ove doktorske disertacije predstavja odredivanje detaljne molekularne klasifikacije UK i KB sa

idejom primene personalizovanog pristupa u terapiji pacijenata obolelih od ZBC.
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2. CILJEVIISTRAZIVANJA




Cljevi istrazivanja ove studije su:

1. Optimizacija metode za odredivanje nivoa ekspresije gena TLR9: dizajn prajmera i probe za

TagMan tehnologiju, izbor endogene kontrole, validacija metode i kriva efikasnosti.

2. Ispitivanje razlika u ekspresiji gena IL17A, IL17F, IL23A i TLR9 izmedu zapaljenjem zahvacene
i nezahvacene mukoze creva (kolon i ileum) kod pacijenata sa endoskopski aktivnom Kronovom bolesti

i ulceroznim kolitisom.

3. Korelacija ekspresije gena IL17A, IL17F, IL23 i TLR9 sa klinickom i endoskopskom

prezentacijom Kronove bolesti i ulceroznog kolitisa.

4. Odredivanje medusobnog odnosa ekspresije gena IL17A i IL17F u zapaljenjem zahvacenoj i
nezahvacenoj mukozi intestinuma kod pacijenata sa endoskopski aktivnom Kronovom bolesti i

ulceroznim kolitisom.
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3. MATERIJAL | METODE




3.1. Ispitanici

Istrazivanje po tipu studije preseka sprovedeno je na Klinici za gastroenterologiju i hepatologiju,
Klini¢kog centra Srbije, u Beogradu i Institutu za molekularnu genetiku i geneti¢ko inZenjerstvo,
Univerziteta u Beogradu u okviru projekta 41004 Ministarstva za nauku u periodu od 2011. do 2017.
godine. Sprovedena studija je u saglasnosti sa eti¢kim principima Helsinske deklaracije i odobrena je od
strane Etickog odbora Klinickog Centra Srbije (broj odluke 1393/12). Pre pocetka istrazivanja, svi
ispitanici su detaljno upoznati sa ciljevima studije, a potpisan informisani pristanak je bio osnovni uslov
za ucesce.

U studiju su ukljué¢ena 104 novodijagnostikovana pacijenta sa ZBC, od kojih je 50 obolelo od
KB, dok je kod 54 ustanovljen UK. Dijagnoza KB i UK je potvrdena konvencionalnim klinickim,
laboratorijskim, endoskopskim i histopatoloskim nalazima u skladu sa savremenim evropskim
preporukama iz 2019. godine [253]. Kod 9 pacijenata dijagnoza KB postavljena je intraoperativno usled
znakova intestinalne opstukcije. Kriterijumi za iskljucenje iz studije bili su prisustvo nedeterminisanog
oblika ZBC, trudnoca 1 starost manja od 18 godina. Novodijagnostikovani pacijenti sa ZBC nisu
prethodno leceni slede¢im lekovima: kortikosteroidi, azatioprin/6-merkaptopurin, metotreksat i bioloska
terapija.

U toku istrazivanja analizirani su demografski i epidemioloski podaci pacijenta sa KB i UK koji
su obuhvatili pol, godine, duzinu trajanja simtoma do postavljanja dijagnoze, prethodnu upotrebu
nesteroidnih antiinflamatornih lekova (NSAIL), puSenje, pozitivhu porodi¢nu anamnezu na ZBC,
operativno leCenje zbog osnovne bolesti 1 postojanje ekstraintestinalnih manifestacija (EIM).

Kod pacijenata ukljucenih u studiju belezeno je postojanje artritisa, promena po kozi u vidu
eriteme nodozum, pioderme gangrenozum, febrilne neutrofilne dermatoze (Sweet syndrom), oralnih
aftoznih ulceracija, promena na o¢ima ukljucujuci episkleritis i uveitis, kao 1 udruzenih hepatobilijarnih

bolesti (primarni sklerozirajuci holangitis).
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Stepen uhranjenosti pacijenata sa ZBC procenjen je prema indeksu telesne mase (eng.Body mass
index, BMI), koji se dobija na osnovu vrednosti telesne mase (TM) izmerene u jutarnjim satima (izraZzene
u kilogramima (kg)) i telesne visine (TV) (izrazene u metrima (m)), formulom BMI =TM (kg)/TV? (m?).
Vrednosti manje od 18kg/m? su oznadavale pothranjene pacijente, normalnu uhranjenost su imali
ispitanici sa BMI do 25kg/m?, dok su veée vrednosti od 25 kg/m? ukazivale na gojaznost, a vise od
30kg/m? na morbidnu gojaznost [254].

U sklopu rutinskih biohemijskih analiza u laboratoriji Klinike za gastroenteroogiju i hepatologiju
Instituta za medicinsku biohemiju KCS odredivane su vrednosti C-reaktivnog proteina (CRP)
imunohistohemijsko-turbidometrijskim merenjem sa vrednostima veéim od 5mg/l za detekciju
inflamacije.

3.1.1 Klini¢ka klasifikacija pacijenta sa Kronovom bolesti i ulceroznim kolitisom

Fenotipske karakteristike ispitanika sa ZBC, ukljucujuéi godine starosti kada je ustanovljena
dijagnoza, lokalizaciju u gastrointestinalnom traktu (GIT) i tok/formu oboljenja odredene su prema
Montrealskoj klasifikaciji [255] (Tabela 1).

Dijagnoza UK ili KB mozZe biti ustanovljena u pedijatrijskom dobu (do 16 godine zivota) ili u
adultnom periodu (pre ili posle 40 godine). Lokalizacija KB moze biti izolovana u tankom crevu (ileum),
debelom crevu (kolon), ileumu i kolonu, kao i proksimalnim partijama GITa. Ekstenzivnost UK
ukljucuje lokalizacije u kolonu distalno od rektosigmoidalnog prelaza (E1), distalno od lijenalne fleksure
(E2) ili zahvata regiju kolona iznad lijenalne fleksure ukljucujuci i1 celokupan kolon (pankolitis) (E3).
Dok inflamatorna forma KB (B1) iskljuuje postojanje stenoza ili penetracije, KB moze imati i
stenozantu formu sa registrovanim suzenjima lumena creva (B2) ili penetrantnu formu fistulizirajuceg
karaktera (B3). Perianalna bolest obuhvata postojanje perianalnih fistula i fisura [255]. Procena toka UK
bazira se na klinickoj prezentaciji bolesti: remisija tj. asimtomatski pacijenti (S0), pojava 4 ili manje

stolica sa/bez prisustva krvi uz normalne zapaljenske markere (sedimentacija eritrocita) (S1), vise od 4
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stolice sa/bez krvi sa minimalnim znacima sistemske toksi¢nosti (S2), vise od 6 krvavih stolica/24h,
sr¢ana frekvenca veca od 90 otkucaja/min, telesna temperatura minimum 37.5 °C, nivo hemoglobina
manji od 105¢/1 i sedimentacija eritrocita minimum 30 mm/h (S3) [255]

Tablela 1. Montralska klasifikacija zapaljenskih bolesti creva

Montrealska klasifikacija

Zapaljenska bolest creva Kronova bolest Ulcerozni kolitis

Al manje od 16 godina

Godine zivota kada je )
) - A2 od 16-40 godina
ustanovljena dijagnoza

A3 posle 40 godina

L1 ileum E1 proktits

L2 kolon E2 levostrani kolitis
Lokalizacija bolesti

L3 ileum i kolon E3 ekstenzivni kolitis

L4 proksimalne partije GITa

B1 inflamatorna SO klinicka remisija
B2 stenozantna S1 blaga
Tok bolesti (forma)
B3 penetrantna S2 umerena
p* perianalna bolest S3 teska

3.1.2 Klini¢ka aktivnost zapaljenske bolesti creva
Procena aktivnosti KB izvr§ena je prema vrednostima indeksa aktivnosti Kronove bolesti (eng.
Crohn's disease activity index CDAL), dok je kod pacijenata sa UK primenjen ukupan Mayo skor [17,

256].
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Pacijenti sa KB ukljuceni u studiju su popunjavali dnevnike tokom sedam dana i unosili podatke
bazirane na broju stolica za 24h, abdominalnom bolu (0-nema, 1-blag, 2-umeren, 3-jak), opStem stanju
(0-dobro; 1-malo losije, 2-lose, 3-veoma loSe, 4-teSko), prisustvu ekstraintestinalnih manifestacija
ukljucujuéi artralgije, eritemu nodozum, pioderme gangrenozum, aftozni stomatitis, iritis, prisustvo
fistula, fisura i telesne temperature vise od 37.8 °C, primeni opijata i telesnoj masi. Odredivanje CDAI
skora je prikazano u Tabeli 2. kao zbir svih kriterijuma, sa izraCunatim vrednostima CDAI < 150 Koji
ukazuju na klini¢ku remisiju, CDAI 150-220 blagu aktivnost bolesti, CDAI 220-450 umerenu aktivnost,
dok vrednosti CDAI> 450 su ukazivali na tesku aktivnost KB.

Tabela 2. Klini¢ka procena aktivnosti KB primenom CDAI

Indeks aktivnosti Kronove bolesti (CDAI)
Broj te¢nih/kasastih stolica za 24h (tokom 7 dana) X2
Abdominalni bol za 24h (tokom 7 dana) (procena od 0-3) x5
Opste stanje za 24h (tokom 7 dana) (procena od 0-4) X7
Ekstraintestinalne manifestacije (tokom 7 dana) x 20
Opijati 0-ne; 1-da x 30
Abdominalana masa 0-ne; 2-nesigurno; 5-da x 10
Hematokrit (Hct) muskarci (47- Hct); zene (42-Hct) X 6
Odstupanje od standardne telesne mase (%) x1

Aktivnost bolesti kod pacijenta sa UK odredena je prema ukupnom Mayo skoru koji ukljucuje
broj stolica za 24h, prisustvo krvi u stolici, kolonoskopski nalaz (Mayo endoskopski skor), procenu
opSteg stanja od strane lekara. Na osnovu zbira pojedina¢nih parametara skora bolest je kod UK
okarakterisana u remisiji (0-2), blaga (3-5), umerena (6-10) ili teska (11-12) (Tabela 3).
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Tablela 3. Klinicka procena ulceroznog kolitisa primenom ukupnog Mayo skora

Ukupan Mayo skor

Broj stolica za 24h
0- normalan (uobicajen) broj stolica za pacijenta
1- 1 do 2 vise uobicajenog
2- 3 do 4 vise od uobicajenog

3- vise od 5 stolica od uobicajenog

Reklano krvarenje
0- nije uoc€ena krv
1- trag krvi u stolici u manje od 50% praznjenja
2- krv u stolici u vecini crevnog praznjenja

3- izolovano krvarenje na ¢mar

Endoskopski nalaz (Mayo endoskopski skor)
0- normalna sluznica (neaktivna bolest)
1- eritem, smanjena vaskularna Sara, blaga vulnerabilnost sluznice
2- 1izraZen eritem, izostanak vaskularne Sare, fragilnost i erozije sluznice

3- spontano krvarenje i ulceracije sluznice

Klini¢ka procena opsteg stanja

0- normalno opste stanje

[EN
1

blaga bolest

N
1

umerena bolest

3- tesSka bolest
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3.1.3. Endoskopska aktivnost zapaljenskih bolesti creva

Kolonoskopija sa terminalnom ileoskopijom je uradena koris¢enjem Olympus endoskopa (model
CF-H180AL video colonoscop High Definition Television-HDTV) kod svih pacijenta koji su uklju¢eni
u ispitivanje.

Procena endoskopske aktivnosti kod pacijenata sa KB izvrSena je primenom pojednostavljenog
endoskopskog skora za KB (SES-CD, eng. Simple Endoscopic Score for Crohn Disease) na osnovu
prisusva ulceracija (povrsinskih i dubokih), ulcerativnih/neulcerativnih stenoza u razli¢itim segmentima
creva ukljucujuéi terminalni ileum, ascendens, transverzum, descendens, sigma i rektum (Tabela 4.)
[257]. Izracunate vrednosti SES-CD do 2 su ukazivale na endoskopsku remisiju, blaga endoskopska
bolest okarakterisana je vrednostima 3-6, umerena 7-15, dok vrednosti iznad 15 su ukazivale na teSku
aktivnu formu KB.

Tabela 4. Kriterijumi endoskopski indeks za procenu aktivnosti Kronove bolesti (KB)

SES-CD SKOR
0 1 2 3
Prisustvo i veli¢ina ulceracije / 0,1-0,5cm 0,5-2cm >2cm
Ekstenzivnost ulcerisanih povrSina / <10% 10%-30%  >30%
Ekstenzivnost zahvacene povrsine / <50% 50-75% >75%
Prisustvo i tip stenoza / jedna viSestruke ~ neprolazna

Endoskopska aktivnost kod UK je procenjena na osnovu vrednosti endoskopskog Mayo skora od
0 do 3 nakon analize eritema, vaskularne Sare sluznice, vulnerabilnosti, kao i prisustva erozija, spontanog

krvarenja i ulceracija [256] (Tabela 3.).

43



3.2. Prikupljanje bioptata mukoze intestinuma

U toku ileokolonoskopije uzimane su biopsije ileuma ili kolona, u zavisnosti od lokalizacije
bolesti, za svakog pacijenta iz dve regije: regije endoskopski aktivne bolesti (mukoze zahvacene
inflamacijom) i regije koja je na pregledu prepoznata kao mukoza nezahvacéena inflamacijom od strane
iskusnog gastroenterologa. Odmah nakon uzimanja biopsija intestinalnog tkiva, bioptati su zaronjeni u
200 pl rastvora Allprotect Tissue Reagenta (Qiagen, Hilden, Germany) u cilju stablizacije RNK. Uzorci
dobijeni tokom endoskopskih pregleda su potom inkubirani preko no¢i na 4°C i ¢uvani na -20°C do
planirane izolacije. Sa istih lokalizacija odakle su uzete biopsije predvidene za analizu iRNK, uzeti su i
uzorci tkiva sa ciljem njihove histopatoloSke analize. Ukoliko je histopatoloska analiza potvrdila
inflamaciju u endoskopski aktivnim delovima intestinuma okarakterisanim neutrofilnom infiltracijom
mukoze, kriptitisom ili kriptalnim apscesima, ona je uklju¢ena u ispitivanje kao obolela mukoza. Ukoliko
je pokazano da su biopsije iz regije intestinuma bez vidljive endoskopske aktivnosti bili histopatoloski

bez prisustva zapaljenja, oni su dalje ukljuceni u ispitivanje kao neinflamirana mukoza.

3.3 Analiza ekspresije gena IL17A, IL17F, IL23A i TLR9

Za ispitivanje ekspresije odabranih gena (IL17A, IL17F, IL23A i TLR9) koris¢ena je metoda PCR
u realnom vremenu (eng. real-time PCR) kojom se meri koli¢ina PCR produkta u toku svakog ciklusa
amplifikacije ciljne sekvence. Kao matrica za amplifikaciju ciljne sekvence koris¢ena je komplementarna
DNK (cDNK) dobijena metodom reverzne transkripcije izolovane totalne RNK iz uzoraka intestinalne
mukoze pacijenata sa ZBC.

3.3.1 Izolacija RNK matrijala iz bioptata intestinalnog tkiva

Zaizolovanje RNK materijala iz uzorala intestinalnog tkiva pacijenata sa ZBC kori$¢en je Rneasy
Mini Kit (Qiagen), po protokolu proizvodaca. Za izolaciju RNK materijala koris¢eno je 3-5mg

intestinalnog tkiva. Uzorci bioptata su ¢uvani na -20°C, a pre izolacije su otopljeni 15-30 minuta na
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sobnoj temperaturi. Uzorci tkiva su homogenizovani u tubi od 10ml u prisustvu 350 pl denaturisSuceg
pufera RTL (10 pl B-merkaptoetanola, 1 ml pufera RTL) kori$¢enjem homogenizatora TissueRuptor
(Qiagen). Po zavrsenoj homogenizaciji lizat je 3 minuta centrifugiran u mikrotubi od 1.5ml na 13200
rpm. Supernant dobijen centrifugiranjem je prikupljen i njegova ukupna zapremina je pomesana sa istom
zapreminom 70% DEPC (dietil pirokarbonat) (etanol razblazen sa 0.1% DEPC vodom) u cilju vezivanja
RNK za kolonu. Uloga dietil pirokarbonata je da inaktivira ribonukleaze u rastvorima za izolaciju RNK.
Ova smesa je zatim nanoSena na kolonu i centrifugirana na 13000 rpm tokom 15 s. Dobijeni eluat se
odbacivao a kolona sa vezanom RNK se dalje ispirao sa 700 pl pufera RWI, §to je bilo pra¢eno
centrifugiranjem 15 s na 13000 rpm. Nakon toga se eluat odbacivao a na kolonu se dodavalo 500 pl
pufera RPE i ista je centrifugirana na 13000 rpm, 15 s, uz ponovno odbacivanje eluata. U postupku
finalnog ispiranja kolone koris¢eno je 500 ul pufera RPE, nakon ¢ega je sledilo centrifugiranje na 13000
rpm u toku 2 min. Dodatno se kolona centrifugirala na maksimalnoj brzini u trajanju od 1 min u ¢istoj
mikrotubi od 1.5ml kako bi se potpuno uklonio zaostali etanola. Po zavrSetku centrifugiranja, RNK sa
kolone je eluirana sa 30 ul vode oslobodene od Rnaza (Rnase-free) u novoj mikrotubu od 1.5ml. Do
upotrebe, izolovana RNK je ¢uvana na -80°C. Koncentracija i1 ¢isto¢a RNK materijala je izmerena na
spektrofotometru NanoVue, prema uputstvu za rad na aparatu. Cisto¢a se procenjivala odnosom
apsobancije na talasnim duzinama 260nm/280 nm, a optimalan koeficijent za ¢isto¢u je bio preko 1.9.

3.3.2 Sinteza komplementarne DNK (cDNK) metodom reverzne transkripcije

Proces reverzne transkripcije koji podrazumeva sintezu komplementarne DNK (cDNK) iz
izolovane RNK izvrSen je koriS¢enjem kita RevertAid Reverse Transcriptase (Thermo Sceintific), prema
uputstvu proizvodaca. Reverzna transkripcija je radena u PCR aparatu.

Sastav reakcione smese finalne tapremine 20 pul se sastojao od: 1 pg totalne RNK, 5uM nasumi¢nih
heksamera kao prajmera (Thermo Scientific), 1 x RT pufera (Thermo Scientific), 20 U Ribo-Lock

RNaznog inhibitora (Thermo Scientific), 1 mM dNTP (Thermo Scientific) i 200 U RevertAid reverzne
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transkriptaze (Thermo Scientific). Priprema reakcione smese je obuhvatala inkubaciju RNK i prajmera
u zapremini od 11 ul na temperaturi od 70°C u trajanju od 5 min, nakon ¢ega je u svaki dodavano 9 ul
smese koja je sadrzala RT pufer, Ribo-Lock RNazni inhibitor, INTP i RevertAid reverznu transkriptazu.
Ova smesa je inkubirana na 25°C u trajanju od 10 min, zatim 1 h na 42°C, nakon Cega se reakcija
zaustavljala inkubacijom na 70°C 10 minuta. Dobijeni uzorak cDNK imao je koncentraciju 50 ng/ul i do
dalje upotrebe je ¢uvan na -20°C.

3.3.3 Kontrola kvaliteta cDNK

Kako bi se proverio kvalitet sintetisane totalne komplementarne DNK (cDNK) izvrSeno je
umnozavanje cDNK regiona gena Abll koji je konstitutivno eksprimiran u ¢eliji, koris¢enjem metode
PCR. Na ovaj nadin je proveren integritet izolovane RNK 1 efikasnost reverzne transkripcije. Prajmeri

kori$éeni za umnozavanje regiona Abl1 gena prikazani su u Tabeli 5.

Tabla 5. Prajmeri primenjeni u proceni kvaliteta cDNK

Naziv prajmera Sekvenca (5’ - 3” smer)
AbI1 F ATCTGCCTGAAGCTGGTGGGCT
Abl1 R TGTGATTATAGCCTAAGACCCGGAG

Napomena: Skracenice F - (eng. forward) uzvodni prajmer (5'—3"); R - (eng. reverse) (3'—5") nizvodi
prajmer

Reakcija za umnozavanje Abl1 cDNK regiona bila je finalne zapremine 25 ul i sastojala se od: 100 ng
cDNK, 1 x PCR pufer (Qiagen), 1 x Q rastvor (Qiagen), 3 mM MgCI2 (Qiagen), 0.2 uM dNTP (Thermo
Scientific), 0.4 uM prajmera (uzvodni i nizvodni), 1 U Taqg polimeraze (KAPA Biosystems). Nakon toga,
umnozen fragment je analiziran na 2% agaroznom gelu. U slucaju da je u PCR reakciji umnozen fragment
duzine od 277 bp, procenjeno je da je cDNK adekvatnog kvaliteta za analizu ekspresije gena primenom

metode real-time PCR.
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3.3.4 Analiza kvaliteta cDNK na agaroznom gelu

Analiza kvaliteta cDNK je izvrSena elektroforezom na horizontalnom agaroznom gelu
koncentracije (2 - 4%) u koje je pre polimerizacije dodavan etidijum bromid (zavr$ne koncentracije 0.7
ng/mL). Naveden proces elektroforeze je vrSen u TAE puferu (40 mM Tris, 20 mM sircetna kiselina, 1
MM Na2EDTA), pri naponu od 5 V/cm 1 amperazi od 5 A/cm. Osvetljavanjem gela UV svetlom na CCD

kameri BioDocAnalyze sistomom registrovana je cONK

3.3.5 TagMan real-time PCR

U cilju kvantifikacije ekspresije gena u uzorcima intestinalnog tkiva primenjena je metoda
TagMan real-time PCR (Slika 7.). U ovoj metodi se pored prajmera specifiénih za sekvencu koristi i
oligonukleotidna proba koja se vezuje za matricu nizvodno od prajmera i komplementarna je delu
sekvence koji se umnozava. Proba sadrzi fluoroscentni reporterski molekul (fluoroforu) na 5 kraju i
takozvani kvencer molekul (prigusivac) na 3’ kraju. Kada su ova dva molekula blizu jedan drugom,
fluorescencija reporterskog molekula je utiSana zbog procesa transfera fluorescentne rezonantne energije
(eng. Fluorescence Resonance Energy Transfer, FRET). Tokom PCR amplifikacije, proba se prvo vezuje
za DNK matricu, a zatim se tokom elongacije fragmenta pod dejstvom 5°-3° egzonuklearne aktivnosti
Taq polimeraze reporter oslobada od kvencera. Ovo dovodi do emitovanja fluorescentnog signala koji je
proporcionalan broju umnozenih PCR fragmenata. Tako ¢e jac¢ina emitovanog signala eksponencijalno
rasti tokom svakog ciklusa amplifikacije. Kada fluorescentni signal prede prag detekcije, taj ciklus se
naziva Ct ciklus (eng. threshold cycle). Ct vrednost odrazava kvantitet produkta, tacnije, obrnuto je
proporcionalna pocetnom nivou ciljne mRNK. Glavna prednost TagMan metode je njena visoka

specificnost [258].
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Slika 7: Osnovni principi TagMan real-time PCR metode. Modifikovano iz rada Schaad NW i

saradnika iz 2003[259].

Prajmeri i probe upotrebljeni za analizu ekspresije izabranih gena navedeni su u Tabeli 6. Za
analizu gena IL17A, IL17F, IL23A koris¢eni su komercijalno dostupni eseji, TagMan Gene Expression
Assays (Applied Biosystems). Prajmeri i probe kori$éeni za analizu ekspresije TLR9 su dizajnirani za
potrebe ove studije. Koraci u dizajnu prajmera za gen TLR9 i provera njihove efikasnosti opisani su u
Tabeli 7.

Kvantifikacija produkta real-time PCR metodom moze biti apsolutna i relativna. Apsolutna
kvatifikacija se koristi za dobijanje apsolutnog broja produkta koji se meri, dok se kod relativne
kvantifikacije ona predstavlja kao relativni odnos merenog i kontrolnog produkta (kalibratora). U oba
slucaja je neophodno normalizovati mereni produkt u odnosu na referentni gen, takozvanu endogenu

kontrolu, kako eventualne razlike u ekspresiji ne bi bile posledica razliCitog kvaliteta analiziranih
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uzoraka. Kao endogena kontrola koristi se gen koji je konstitutivno eksprimiran u celiji (eng.
housekeeping gen), tj. gen koji ima stabilnu ekspresiju u svim uzorcima koji se koriste za kvantifikaciju.
Zbog toga je vazno da prajmeri za umnozavanje ciljnog gena i endogene kontrole imaju slicnu
temperaturu topljenja, kao i da je efikasnost amplifikacije u ova dva eseja podjednako visoka kako bi
mogli da se analiziraju zajedno tokom real-time PCR amplifikacije. Kao endogena kontrola za
kvantifikaciju ekspresije analiziranih gena odabran je gen GAPDH (eng. Glyceraldehyde-3-Phosphate
Dehydrogenase), prethodno koris¢en kao endogena kontrola za merenje genske ekspresije u
intestinalnom tkivu [260]. Prajmeri i proba za analizu ekspresije gena GAPDH su opisani u Tabeli 6.

Tabela 6. Prajmeri i probe kori$éeni za real-time PCR analizu

Gen Prajmeri i probe (sekvenca 5'-3' smer)
IL17A TagMan Gene Expression Assay *Hs00174383_m1 Applied Biosystems
ILL7F TagMan Gene Expression Assay *Hs00369400_m1 Applied Biosystems
IL23A TagMan Gene Expression Assay *Hs00900828 g1 Applied Biosystems
TLROF GGACCTCTGGTACTGCTTCCA
TLRIR AAGCTCGTTGTACACCCAGTCT
TLR9 proba FAM-ACGATGCCTTCGTGGTCTTCGACAAA-TAMRA
GAPDH F GAAGGTGAAGGTCGGAGT
GAPDH R GAAGATGGTGATGGGATTTC
GAPDH proba FAM-CAAGCTTCCCGTTCTCAGCC-TAMRA

Napomena: *komercijalno dostupni prajmeri i njihov kataloski broj. FAM — fluorofora, TAMRA —
kvencer. Skracenice: F - uzvodni prajmer, R - nizvodni prajmer.
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Ekspresija gena je analizirana koris¢enjem KAPA PROBE FAST gPCR Kit Master Mix (2X)
Universal (KAPA Biosystems), po uputstvu proizvodaca. Merenje je uradeno na ABI PRISM 7500 Real
Time PCR aparatu (Applied Biosystems, USA).

Sve reakcije su radene u duplikatu i imale su odgovarajuc¢e kontrole bez matrice, takozvane blank

kontrole. Reakciona smesa finalnog volumena 10 ul sastojala se od slede¢ih komponenti:

75ng cDNK za IL17A i IL17F, 20 ng cDNK za IL23A i TLR9 (koli¢ina cDNK kori§¢ena za endogenu
kontrolu odgovarala je koli¢ini cDNK kori§¢enoj za ciljni gen)

e 1x KAPA PROBE FAST Universal gPCR Master Mix (KAPA Biosystems)

e 1xROX Low referentna boja (KAPA Biosystems)

e 1xIL17A/IL17F/I1L23A TagMan Gene Expression Assay (Applied Biosystems) / u slu¢aju TLR9:
300 nM F i R prajmera i 200 nM probe/ u slu¢aju endogene kontrole GAPDH: 300 nM F i R prajmera

i 200 nM probe
Temperaturni profil reakcije koris¢ene za amplifikaciju svih gena bio je isti:

e 2min/50°C
e 3min/95°C
e 45 ciklusa:
e 15s5/95°C

e 1 min/60°C (aniling)

Za izrazavanje relativne vrednosti ekspresije gena koriS¢ena je ddCt metoda [261]. Nivo ekspresije
ispitivanog gena (Q), koji je normalizovan u odnosu na endogenu kontrolu i relativno izraZzen u odnosu

na kalibrator racuna se po sledecoj formuli:
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Q = 2'99Ct: brj ¢emu je ddCt = dCt uzorak — dCt kalibrator = (Ct gen uzorak— Ct endogena uzorak) — (Ct
gen kalibrator — Ct endogena kalibrator)

Kao kalibrator za dobijanje relativne ekspresije gena izabrana je medijana dCt vrednosti ekspresije gena
u zdravom tkivu pacijenata. Dalje je relativna vrednost Q kori$¢ena za statistiCku obradu podataka.

3.3.5.1 Dizajn prajmera za merenje nivoa ekspresije gena TLR9

Da bi TagMan real-time PCR metoda mogla biti kori$¢ena za kvantifikaciju iIRNK, umnoZavanje
produkta mora da bude specifi¢no i efikasno, §to najviSe zavisi od odabira prajmera. Pozeljno je da
sekvenca koja se umnozava bude duzine 80-200 bp, zbog toga §to se kraci fragmenti umnozavaju sa
ve¢om efikasnoS¢éu. Optimalna duzina prajmera je 18—24 bp. Temperatura topljenja izmedu prajmera bi
trebalo da bude sli¢na (sa razlikom ne ve¢om od 1-2°C) i u temperaturnom opsegu 59-68°C (optimalno
63-64°C). Optimalni aniling prajmera za real-time PCR rekaciju je oko 59-60°C. Prajmeri koji su visoko
specifi¢ni (homologi samo sa jednom ciljnom sekvencom), ne formiraju sekundarne strukture i nisu
medusobno komplementarni na 3’ kraju (“prajmer-dimer” strukture), mogu se uzeti u obzir kao optimalni

za real-time PCR metodu [262, 263].

TagMan proba bi trebalo da ima temperaturu topljenja koja je 5-10°C visa u poredenju sa
prajmerima. Ovo je vazno kako bi se osiguralo da proba ostane vezana za matricu tokom ekstenzije
prajmera. U vecini slu€ajeva, probe imaju duzinu manju od 30 bp i ne sadrze G bazu na svom 5’ kraju
jer ona moze da indukuje fluorescentni signal ¢ak 1 nakon hidrolize. Optimalno je da ciljna sekvenca
sadrzi 30-80% GC parova. Probu treba dizajnirati tako da ona sadrzi viSe C baza komplementarnih

matrici koja u tom slucaju sadrzi viSe G baza.

U cilju odabira optimalnih prajmera i probe za kvantifikaciju genske ekspresije TLR9, koriS¢ena
je RTPrimerDB baza (http://www.rtprimerdb.org/). Ova baza sadrzi sekvence prajmera i proba

prethodno koris$c¢enih u real-time PCR esejima. Medutim, kako efikasnost svake real-time PCR reakcije
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zavisi od specifi¢ne hemije koja se koristi, aparata, kao i vrste tkiva u kome se genska ekspresija prati,
neophodno je izvrsiti validaciju metode i proveriti krivu efikasnosti [264]. Specificnost TLR9 prajmera i
probe, njihove temperature topljenja, kao i predikcija sekundarnih struktura i 3’ komplementarnost,
provereni su koriS¢enjem PrimerBLAST alata dostupnog na National Center for Biotechnology
Information (NCBI) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/), kao i Beacon Designer alata
(http://www.premierbiosoft.com/qOligo/). Sekvence izabranih prajmera i probe dizajniranih za analizu

ekspresije gena TLR9 prikazani su u Tabeli 7.

Tabela 7. Prajmeri i probe kori$¢eni za merenje nivoa ekspresije gena TLR9

. Duzina Duzina
m
Naziv Sekvenca (5’ - 3’ smer) cC) prajmera amplikona
(bp) (bp)
TLRIOF GGACCTCTGGTACTGCTTCCA 69.3 21
TLROR AAGCTCGTTGTACACCCAGTCT 69.6 22 151
FAM-ACGATGCCTTCGTGGTCTTCGACAAA-
TLR9 proba 73.7 26
TAMRA

Napomena: FAM — fluorofora, TAMRA — kvencer. Skracenice: F - uzvodni prajmer, R - nizvodni
prajmer.

3.3.5.2. Validacija metode za merenje nivoa ekspresije TLR9

Optimizovan TaqMan esej treba da pokazuje visoku efikasnost amplifikacije koja pokriva Siri
spektar koncentracija analiziranih uzoraka. Da bi se procenila efikasnost TagMan eseja, treba konstruisati
standardnu krivu koriS¢enjem raznih razblazenja uzorka poreklom iz tkiva koje se analizira, koja ce

obuhvatiti koncentraciju test uzorka. Ona se konstruiSe tako §to se na X osi grafikona prikazuju
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logaritamske vrednosti koli¢ine uzoraka, dok se na y osi predstavljaju Ct vrednosti za svako testirano
razblaZenje. Jednacdina standardne krive, kao i koeficijent determinacije R? Koriste se za procenu
efikasnosti real-time PCR reakcije. R? vrednost pokazuje koliko su eksperimentalni podaci dobro opisani
u regresionoj krivi, tj koliko odstupaju od nje. Manja odstupanja da¢e veéu R? vrednost i pozeljno je da
ona bude >0.98. Ukoliko se savrSeno dupliranje matrice desava u svakom PCR ciklusu, razmak
amplifikacionih kriva bi¢e odreden jedna¢inom 2"=faktor razblazenja. Efikasnost amplifikacije se moze
predstaviti i preko nagiba standardne krive, koriste¢i formulu: E=10"/n9" stkive dealno, u svakom
ciklusu trebalo bi da dode do dvostrukog poveéanja broja kopija produkta, §to znagi 2=10/nagibstkrive
tom slucaju, o¢ekivani optimalni nagib iznosio bi -3.32. Efikasnost se moze prikazati i u procentima: %
Efficiency = (E-1) x 100%, gde bi u idealnim uslovima efikasnost bila % Efficiency = (2-1) x 100% =
100%. Efikasnost manja od 90% ukazuje na lo§ dizajn prajmera i suboptimalne uslove reakcije.

Efikasnost veca od 100% moze ukazivati na koamplifikaciju nezeljenih produkata.

Sve reakcije koriS¢ene za pravljenje standardne krive su radene u duplikatu i imale su blank
kontrolu. Reakciona smeSa za TLR9 bila je ukupnog volumena 10 pl i sastojala se od slede¢ih
komponenti:

. Ukupno 5 razblaZzenja cDNK iz biopsije intestinalnog tkiva (50, 25, 12.5, 6.25, 3.12 ng)
. 1x KAPA PROBE FAST Universal gPCR Master Mix (Kapa Biosystems)

. 1x ROX Low referentna boja (KAPA Biosystems)

. Prajmer uzvodni (forward, F) i nizvodni (reverse, R) finalne koncentracije 300 nM

. Proba finalne koncentracije 200 nm

Temperaturni profil reakcije bio je:

1.2 min/50°C

2.3 min/95°C
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3. 40 ciklusa:
. 15s/95°C

. 1 min/ 60°C (aniling i ekstenzija)

3.4. Statisticka analiza rezultata
Statisticka analiza je uradena primenom softverskog paketa SPSS 21.0 (IBM SPSS Statistics,

Chicago,USA) i softvera R 3.4.3 (R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria).

Normalna raspodela merenih varijabli testirana je Sapiro-Vilk testom. Za analizu nivoa genske
ekspresije primenjene su mere centralne tendencije uklju¢ujuci medijanu, opseg i vrednosti prvog i treceg
kvartala. Za analizu razlika u nivou ekspresije gena izmedu testiranih grupa kori$¢eni su neparametrijski
testovi, Vilkoksonov test ekvivalentnih parova (za testiranje razlika izmedu uparenih uzoraka
inflamacijom nezahvacene i zahvaéene mukoze) i Man-Vitnijev U test (za testiranje razlika izmedu
definisanih fenotipskih grupa pacijenata). za ispitivanje korelacija izmedu analiziranih varijabli kori$¢en
je neparametrijski Spirmanov test. Svi primenjeni testovi su bili nedirekcioni, a grani¢na vrednost za

statisticku znacajnost bila je 0.05 (p <0.05).
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4. REZULTATI




4.1 Karakteristike studijske grupe pacijenata sa zapaljenskim bolestima creva

Istrazivanje je ukljucilo 50 novodijagnostikovanih pacijenata sa KB i 54 sa UK. Ispitivane

demografske 1 klinicke karakteristike pacijenta sa ZBC prikazane su u Tabeli 8.

U grupi od 50 pacijenata sa KB, 26 je imalo dominanto aktivnu bolest u predelu ileuma, dok je

kod 24 ispitanika najizrazenija aktivnost bila u predelu kolona.

Podgrupu KB aktivne ilealne lokalizacije ¢inilo je 14 osoba muskog pola (53.8%), prosecne
starosti 36 godina (raspon 25-44 godina), normalne uhranjenosti (BMI 24.6kg/m?) sa prethodnim
trajanjem simptoma od prose¢no 9.5 meseci (raspon 4.5-13 meseci) do postavljanja dijagnoze. Prema
Montrealskoj Kklasifikaciji 16 ispitanika je imalo izolovanu ilealnu lokalizaciju bolesti, dok je kod 10
pacijenata verifikovana ileokoloni¢na bolest sa dominantnom endoskopskom aktivnosti u tankom crevu.
Inflamatorna forma bolesti je verifikovana kod 11 pacijenata, kao i stenozantna, dok je penetrantna KB
ilealne lokalizacije sa perianalnom bolesti uocena kod 4 ispitanika. Prose¢na vrednost CRP u ovoj grupi
iznosila je 11.5 mg/l (opseg 8.0-6.0). Pacijenti ove podgrupe su prose¢no imali blagu klini¢ku aktivnost
bolesti prema vrednostima CDAI 180 (opseg 137.5-222.5) uprkos endoskoskoj aktivnosti. U 6 slu¢aja

dijagnoza je postavljena postoperativno zbog pojave subokluzivnih tegoba.

Aktivnu koloni¢nu lokalizaciju KB imalo je 19 ispitanika muskog (79.2%) 1 5 zenskog (20.8%)
pola, prose¢ne starosti 34 godina (opsega 28-47), normalne uhranjenosti (poseéan BMI 24.4kg/m?) i
prosecnog trajanja simtoma do postavljanja dijagnoze od 7.5 meseci (opseg 6-12). Izolovana koloni¢na
KB je opisana u 15 ispitanika, dok je 9 imalo ileokoloni¢nu lokalizaciju sa aktivnom bolesti u predelu
debelog creva. Kod 15 slucajeva bolest je bila inflamatorne forme, kod 6 pacijenata je opisana
stenozantna bolest, dok je 3 pacijenta imalo penetriraju¢u formu od kojih su 2 imala perianalnu bolest.

Prosecna vrednost CRP je bila 14.5mg/I (opsega 9-30). Dok je klini¢ka aktivnost KB aktivne koloni¢ne
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lokalizacije prema prose¢nim vrednostima CDAI okarakterisana kao blaga (CDAI 180, opsega 154-246),

kod 3 pacijenta dijagnoza je postavljena postoperativno.

Grupa pacijenata sa UK je bila prosecne starosti 43 godina (opseg 34-57) i ukljucila je 24
muskarca (44.4%) i 30 ispitanika Zenskog pola, normalne uhranjenosti (BMI 23.7kg/m2, opseg 21.2-
24.7), prose¢nog trajanja simtoma od 6.5 meseci (opseg 6-12 meseci) do postavljanja dijagnoze. Aktivan
ulcerozni proktitis je registrovan kod 16 pacijenata, levostrani kolitis je imalo 19, dok je ekstenzivnu
bolest imalo 19 ispitanika sa UK. Tok bolesti prema Montrealskoj klasifikaciji procenjen je kao blag kod
36 (66.7%) pacijenta, umeren kod 15 (27.8%) ispitanika, dok je tezak UK verifikovan kod 3 (5.6%)
pacijenta. Vrednost proseénog CRP iznosila je 12.0 mg/I (8.0-18.8). Prose¢na vrednost ukupnog Mayo

skora ispitanika je iznosila 6 (opsega 4-8) i okarakterisana kao umereno aktivna bolest.

Prema anamestickim podacima, pacijenti sa ilealnom lokalizacijom KB su imali vise
porodi¢ni¢nih slucajeva ZBC (23.1%) u odnosu na ostale ispitanike. [ako se pusenje smatra znacajnim
faktorom rizika u KB, pusacki status je bio uniforman izmedu grupa sa KB 1 UK. Redovna upotreba
NSAIL je bila ¢es¢a u grupi pacijenata sa UK u odnosu na KB. Razlika u ucestalosti ekstraintestinalnih

manifestacija izmedu analiziranih grupa pacijenata sa UK i KB nije registrovana.

57



Tabela 8. Demografske i klinicke karakteristike pacijenata sa UK i KB

Karakteristike
Starost (godine), medijana (opseg) 36.0 (25.0 - 44.3) 34.0(28.3-46.8) 43.5(33.8-57.0)
14 /12 (53.8/46.2)  19/5(79.2/20.8)  24/30 (44.4/55.6)
246 (225-26.8) 24.4(205-26.1) 23.7(21.2-24.7)

KBi (n = 26) KBc (n = 24) UK (n =54)

Pol muski/zenski (broj, %)
BMI (kg/m?), medijana (opseg)

Trajanje simtoma do dijagnoze,

(meseci), medijana (opseg) 9.5 (4.5 - 13.0) 7.5 (6.0 - 12.0) 6.5 (6.0 - 12.0)
Lokalizacija bolesti
L12/ E1° (%) 16 (61.5) NA 16 (29.6)
L22/ E2P (%) NA 15 (62.5) 19 (35.2)
L3%/ E3 (%) 10 (38.5) 9 (37.5) 19 (35.2)
Fenotip ZBC
B1¢/S19 (%) 11 (42.3) 15 (62.5) 36 (66.7)
B2°/ S2¢ (%) 11 (42.3) 6 (25.0) 15 (27.8)
B3¢/ S3¢ (%) 4 (15.4)* 3 (12.5)* 3(5.6)
CRP (mg/l), medijana (opseg) 11.5(8.0 - 16.0) 14.5 (9.0 - 30.0) 12.0 (8.0 - 18.8)
CDAI, medijana (opseg) 1600 1600 NA
(137.5 - 222.5) (154.0 - 246.3)
Mayo skor, medijana(opseg) NA NA 6.0 (4.0-8.0)
Operacija na dijagnozi (%) 6 (23.1) 3(12.5) 0 (0.0
Prethodna upotreba NSAIL (%) 4 (15.4) 6 (25.0) 18 (33.3)
EIM (%) 3 (11.5) 3 (12.5) 8 (14.8)
Pusenje (%) 8 (30.8) 11 (45.8) 21 (38.9)
Porodi¢na anamneza ZBC 6 (23.1) 1(4.2) 2(3.7)

Napomena KBi-uzorci tkiva ilealne mukoze KB; KBc-uzorci tkiva koloni¢ne mukoze KB; UK-uzorci
tkiva mukoze kolona UK. *sve penetrantne forme KBi su imale perianalni modifikator, # 2 pacijenta sa
KBc su imala perianalnu bolest; BMI-indeks telesne mase; CRP-C-reaktivni protein; NSAIL-nesteroidni
antiinflamatorni lekovi; EIM-ekstraintestinalne manifestacije. Fenotip ZBC je klasifikovan prema
Montealskoj klasifikacij (}lokalizacija KB; Plokalizacija UK; “forma KB; %ok UK).
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4.2 Optimizacija metode za odredjivanje nivoa ekspresije gena TLR9

U cilju validacije metode za kvantifikaciju TLR9 ekspresije, podaci su analizirani i standardna

kriva efikasnosti je bila konstruisana koris¢enjem 7500 System SDS softvera v.1.3.1 (Applied

Biosystems).

Na Slici 8A prikazane su amplifikacione krive koje odgovaraju razblazenjima cDNK (50, 25,
12.5, 6,25, 3.125 ng) sintetisane iz totalne RNK poreklom iz intestinalne mukoze. Faktor razblazenja je
u ovom slucaju bio 2, §to znaci da krive amplifikacije treba da budu medusobno razmaknute za 1 ciklus

(na osnovu formule 2" = faktor razblaZenja), $to je potvrdeno analizom podataka (Slika 8A).

Delta Rn vs Cycle
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Slika 8A. Amplifikaciona kriva validacije za kvantifikaciju TLR9 ekspresije

Na Slici 8B prikazana je standardna kriva koja opisuje Ct vrednosti u zavisnosti od merenih razblazenja.
R? vrednost standardne krive iznosila je 0.99, §to je optimalna vrednost za krivu efkasnosti. Nagib krive

iznosio je -3.5. Efikasnost real-time PCR reakcije se moze dalje preracunati:
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E=10"Y-3%=1.93
% Efficiency = (1.93-1) x 100%=93%

Parametri standardne krive su bili optimalni, a metoda validirana za dalje kori$é¢enje prilikom merenja

genske ekspresije TLR9 u intestinalnom tkivu poreklom od ZBC pacijenata.
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Slika 8B. Standardna kriva validacije metode merenja genske ekspresije TLR9 u intestinalnom tkivu

ZBC
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4.3. Ispitivanje nivoa ekspresije ciljanih gena u intestinalnom tkivu pacijenata sa zapaljenskim

bolestima creva

4.3.1 Ispitivanje razlika u nivoima ekspresije gena IL17A, IL17F, IL23A, TLR9 izmedu

inflamacijom zahvacene i nezahva¢ene mukoze intestinuma

U ovoj studiji analiziran je nivo ekspresije IL17A, IL17F, IL23A i TLR9 u intestinalnom tkivu
pacijenata sa aktivnom ZBC. U toku ileokolonoskopije uzimane su uparene biopsije iz 2 regiona, regiona
mukoze zahvaéene inflamacijom (obolela/inflamirana mukoza) i mukoze bez znakova zapaljenja
(zdrava/neinflamirana mukoza). Uparene biopsije uzorkovane su sa istog lokaliteta (ileuma ili kolona

kod KB i kolona kod UK).

Rezultati su pokazali znacajan porast ekspresije IL17A i IL17F u mukozi koja je zahvacéena
inflamacijom u poredenju sa nezahvacenom, kako u ileumu (p = 0.0001 i p = 0.0002) tako i u kolonu (p
= 0.00004 i p = 0.001) pacijenata sa KB. Nivo ekspresije IL17A i IL17F je takode bio znaéajno visi u
oboleloj u odnosu na zdravu mukozu kolona kod pacijenata sa UK (p = 0.000001 i p = 0.000005) (Slika

9.).

Znacajno visi nivo ekspresije IL23A detektovan je u bolesnoj u poredenju sa zdravom ilealnom
mukozom pacijenata sa KB (p = 0.007). U slu¢aju mukoze kolona kod pacijanta sa KB, uo¢ena je
povisena ekspresija IL23A u inflamiranoj u odnosu na neinflamiranu sluznicu, ali bez statisti¢ki znacajne
razlike (p = 0.08). Uzorci inflamacijom zahvacene mukoze kolona kod UK imali su znacajno visu
ekspresiju IL23A u poredenju sa mukozom koja nije bila zahvacena inflamacijom (p = 0.00004) (Slika

9).

Rezultati su pokazali znacajni porast nivoa ekspresije TLR9 u oboleloj mukozi u odnosu na

mukozu koja nije bila zahvacena zapaljenjem u ileumu pacijenata sa KB (p = 0.03), dok u uzorcima
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kolona pacijenata sa KB i UK nije uocena razlika izmedu obolele i zdrave sluznice u nivou ovog

membranskog receptora (Slika 9).

Navedeni rezultati ukazuju na postojanje diferencijalne ekspresije gena IL17A i IL17F u mukozi
zahvacenoj inflamacijom u odnosu na mukozu koja nije bila zahvacena zapaljenskim procesima kod
pacijenata sa ZBC. Takode, moze se pretpostaviti da ekspresija gena IL23A ima veci znacaj za nastanak

hroni¢ne inflamacije kod UK u odnosu na KB sa dominantno koloni¢nom lokalizacijom (Slika 9).

U cilju daljeg definisanja inflamatornog profila u mukozi KB i UK, sprovedena je korelaciona analiza
ekspresije ispitivanih gena (Tabela 9). Analiza je pokazala pozitivnu korelaciju izmedu nivoa ekspresije
gena IL17A i IL17F (rs=0.745, p<0.001 i rs=0.813, p<0.001 kod ilealne KB; rs=0.923, p<0.001 i
rs=0.834, p<0.001 kod koloni¢ne KB; rs=0.771, p<0.001 i rs=0,871, p<0.001 kod UK) kao i izmedu
nivoa ekspresije IL23A i TLR9 (rs=0.815, p<0.001 i rs=0.751, p<0.001 kod ilealne KB; rs=0.786,
p<0.001 i rs=0.820, p<0.001 kod koloni¢ne KB; rs=0.686, p<0.001 i rs=0,771, p<0.001kod UK) u svim
analiziranim tipovima mukoze ZBC (inflamacijom zahvaceni 1 nezahvaceni uzorci ileuma 1 kolona kod
pacijenata sa KB, kao i uzorci kolona kod pacijenata sa UK). Nivoi ekspresije IL17A i IL17F su korelisali
sa IL23A (rs=0.370, p=0.006 u svim analiziranim uzorcima; rs=0.311, p=0.022 u inflamiranoj sluznici i
rs=0.332, p=0.014 u neinflamiranoj sluznici) kod UK. Navedeni rezultati sugeriu pozitivnu ko-
regulaciju ekspresije TLR9 i IL23, kao sinergiju ekspresije IL17A i IL17F u patogenezi KB i UK.
Pozitivna korelacija izmedu nivoa ekspresije IL17A kao i IL17F sa nivooom ekspresije IL23A kod UK,
moze ukazivati na direktnu vezu izmedu TLR9-IL23A-1L17 kod ovog fenotipskog oblika ZBC, dok je

kod KB regulacija verovatno kompleksnija i ukljucuje druge medijatore
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Slika 9. Relativni nivo ekspresije IL17A, IL17F, IL23A i TLR9 u uparenim uzorcima bolesne i zdrave

intesinalne mukoze kod KB i UK

Napomena za Sliku 9: Nivoi ekspresije gena u mukozi koja nije zahvacena inflamacijom (NI) i mukozi
zahvacenoj inflamacijom (I) od istog pacijenta povezani su linijom. Razlike izmedu uparenih uzoraka
ispitivane su neparametarskim Vilkoksonovim testom ranga. Ekspresija gena izrazena je u relativnim
jedinicama RU (eng relative units) ¢ije su vrednosti dobijene ddCt metodom. Statisticki znacajne razlike

oznacene su * p < 0.05, ** p < 0.01.
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Tabela 9. Korelaciona analiza genske ekspresije u intestinalnoj mukozi pacijenata sa KB i UK

KBi (n = 26) KBc (n = 24) UK (n =54)
NI | NI | NI |
. rs = 0.657' .
IL17A IL17A ns 0 <0.001 ns
IL17E rs =0.813 rs= 0.745 rs =0.834 rs= 0.923 rs= 0.871 rs=0.771
p <0.001 p <0.001 p <0.001 p <0.001 p <0.001 p <0.001
rs= 0.370 rs= 0.370
IL23A ns ns Ns ns 0 = 0.006 0 = 0.006
TLR9 ns ns Ns ns ns Ns
‘ rs = 0.764' ;
IL17F IL17F ns 0 <0.001 ns
rs= 0.332 rs=0.311
IL23A ns ns Ns ns 0 =0.014 0 =0.022
rs= 0.292
TLR9 ns ns Ns ns ns D = 0.032
. : rs = 0.464'
1L23 IL23A ns ns 0 = 0.0004
TLR9 rs =0.751 rs= 0.815 rs = 0.820 rs= 0.786 rs=0.771 rs= 0.686
p <0.001 p <0.001 p <0.001 p <0.001 p <0.001 p <0.001
rs = 0.420" rs =0.417" rs = 0.543f
TLR9  TLR9 p=0.03 p=0.04 p <0.001

Napomena za Tabelu 9: Stepen korelacije je odreden primenom neparametarskog Spirmanovog testa i
prikazan koeficijentom korelacije rho (rs). Statistéka znacajnost je odredena p < 0.05. * Nivo ekspresije
specificnog gena koji je korelisao izmedu obolele i zdrave mukoze. KBi — uzorci ilealne mukoze
pacijenata sa KB, KBc — uzorci koloni¢ne mukoze pacijanta sa KB, UK — uzorci kolona pacijenata sa
UK, NI-mukoza koja nije zahvacena inflamacijom; I-mukoza zahvaéena inflamacijom.
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4.3.2 Korelacija nivoa ekspresije gena IL17A, IL17F, IL23A i TLR9 sa Kklinickom i

endoskopskom prezentacijom KB i UK

Lokalizacija tj ekstenzivnost UK 1 KB je vazan faktor koji doprinosi odluci u klini¢koj praksi o
terapijskom pristupu kod pacijenata. Zbog toga su ispitivane razlike u profilima ekspresije izmedu
koloni¢ne mukoze KB i UK, obzirom da je ove fenotipske entitete nekada teSko determinisati (Slika 10).
Osim boljeg razumevanja molekularne patogeneze navedenih bolesti, ovaj tip molekularne klasifikacije
ZBC bi mogao potencijalno doprineti odredivanju precizne dijagnoze i primeni boljih terapijskih

algoritama u lecenju KB i UK.

Rezultati ispitiavnja su ukazali na povisenu ekspresiju IL17A kod pacijenata sa UK, kako u
bolesnoj, tako i u zdravoj mukozi kolona u poredenju sa ekspresijom u tkivu kolona kod KB (p = 0.007

izmedu KB i UK u zdravoj mukozi i p = 0.001 izmedu KB i UK u oboleloj mukozi kolona) (Slika 9A).

Nivoi ekspresije IL17F, IL23A i TLR9 se nisu znacajno razlikovali izmedu obolele i zdrave
mukoze kolona kod KB i UK (Slika 10B, C i D). Medutim, nivoi ekspresije IL17F i IL23A su bili u
proseku visi u bolesnoj mukozi kolona kod UK u poredenju sa KB (UK vs KB redom za IL17F 5.91 vs
4.4211L23A 2.01 vs 1.43). Navedeni rezultati ukazuju na dominantniju ulogu medijatora Th17 imunskog

odgovora u procesima hroni¢ne inflamacije kod UK u odnosu na KB.
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Slika 10. Razlike u nivou genskoj ekspresiji izmedu bolesne i zdrave mukoze kolona kod KB (n = 24) i

UK (n = 54).

Napomena za Sliku 10. Za ispitivanje razike izmedu navedenih grupa primenjen je neparametarski Man-
Vitnijev U test, a kao prag za statisticki znacajne razlike odredena je vrednost p < 0.05. KB — Kronova
bolest, UK — ulcerozni kolitis, ns — nema statisticke znacajnosti, NI — mukoza koja nije zahvac¢ena
inflamacijom, zdrava mukoza, | — mukoza zahvacena inflamacijom, bolesna mukoza, RU — relativne

jedinice genske ekspresije.
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U cilju identifikovanja potencijalno vaznih klinickih biomarkera za KB 1 UK, ispitivana je
korelacija izmedu nivoa genske ekspresije 1 klinickih parametara ZBC. Analizirana je korelacija nivoa
intesinalne ekspresije IL17A, IL17F, IL23A i TLR9 sa endoskopskim i klinickim skrovima aktivnosti za
KB (SES-CD i CDAI) i UK (endoskopski i ukupni Mayo skor) a rezultati analize su prikazani u Tabeli

10.

Iako u slu¢aju KB nije uocCena korelacija izmedu nivoa ekspresije analiziranih gena i
endoskopskog skora aktivnosti (SES-CD), korelacija je utvrdena sa indeksom klini¢ke aktivnosti KB
(CDAI) kod koloni¢ne lokalizacije. Nivo ekspresije IL17A i ILF u zapaljenjem nezahvacenoj mukozi
kolona korelisao je sa CDAI (rs=0.405, p=0.049; rs=0.506, p=0.012), dok je ekspresioni profil IL23A i
TLR9 u inflamiranoj mukozi kolona negativno korelisao sa klinickom aktivnosti KB (rs= - 0.413,
p=0.045; rs= - 0.406, p=0.049). Navedeni rezultati ukazuju na znacaj ekspresije IL17A i IL17F u
neinflamiranoj sluznici na stepen kinicke aktivnosti procenjene kod pacijenta sa KB koloni¢ne
lokalizacije. Kod UK, kada je genska ekspresija korelisala sa endoskopskim Mayo skorom, ista je uo¢ena
i sa ukupnim Mayo skorom. Naveden rezultat se mozZe objasniti ¢injenicom da je endoskopski Mayo skor
komponenta ukupnog Mayo skora. Kod pacijenata sa UK, pokazana je pozitivna korelacija izmedu nivoa
ekspresije IL17A u bolesnoj i zdravoj mukozi sa endoskopskim (rs=0.359, p=0.008 i rs=0.405, p=0.002)
i ukupnim Mayo skorom (rs=0.351, p=0.009 i rs=0.384, p=0.004). Endoskospki i ukupni Mayo skor je
pozitivno korelisao i sa ekspresije IL17F u bolesnoj mukozi kolona pacijenata sa UK (rs=0.327, p=0.016;
rs=0.290, p=0.034). Takode, nivo ekspresije IL23A u bolesnoj mukozi UK je pokazao pozitivhu
korelaciju sa vrednostima klinickog i endoskopskog Mayo skora (rs=0.359, p=0.008; rs=0.311, p=0.022).
Kod ilealnih uzoraka KB, nivo ekspresije analiziranih gena nije korelisao sa vrednostma endoskopskih
niti klinickih skorova aktivnosti bolesti (SES-CD, CDAI). Navedene ispitivane znacajne korelacije za

KB i UK su okarakterisane kao umerene.
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Tabela 10. Korelacija nivoa intestinalne ekspresije ciljanih gena sa klinickom i endoskopskom

aktivnosti UK i KB.

SES-CD* / CDAI* /
endoskopski ukupni
Mayo* Mayo*
. Neinflamirana Ns ns
KBI )
Infamirana Ns ns
] . rs = 0.405
KBC Neinflamirana Ns 0 = 0.049
IL17A Inflamirana Ns ns
Neinflamirana rs = 0.405 rs = 0.384
UK p = 0.002 p =0.004
Inflamirana rs = 0.359 rs = 0.351
p = 0.008 p = 0.009
. Neinflamirana Ns ns
KBI .
Inflamirana Ns ns
) . rs = 0.506
KBC Neinflamirana Ns 0= 0.012
IL17F )
Inflamirana Ns ns
Neinflamirana rs = 0.327 rs = 0.290
UK p=0.016 p=0.034
Infamirana Ns ns
. Neinflamirana Ns ns
KBI .
Inflamirana Ns ns
Neinflamirana Ns ns
KBc . rs=-0.413
IL23A Inflamirana Ns 0 = 0.045
Neinflamirana Ns ns
UK Inflamirana rs = 0.359 rs =0.311
p = 0.008 p =0.022
] Neinflamirana Ns ns
KBI )
Infamirana Ns ns
Neinflamirana Ns ns
TLR9 KBc Inflamirana Nis rs = - 0.406
p = 0.049
Neinflamirana Ns ns
UK )
Infamirana Ns ns

* SES-CD (Pojednostavljen endoskopski skor za Kronovu bolest) i CDAI (Indeks aktivnosti Kronove
bolesti) — klini¢ki skorovi procene aktivnosti KB, # Endoskopski i ukupni Mayo skor — klini¢ki skorovi
za procenu aktivnosti UK. ns —nema statisticke znac¢ajnosti, rs = Spirmanov rho koeficijent korelacije.
KBi —ilealna mukoza pacijenata sa KB; KBc — mukoza kolona pacijenata sa KB, UK — mukoza kolona
pacijenata sa UK.
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Da bi se ispitalo da li je nivo ekspresije selektovanih gena udruZen sa tezim fenotipom ZBC,
poreden je nivo genske ekspresije izmedu pacijenta sa nestenozantnom-nepenetrantnom (NS/NP)
inflamatornom formom bolesti i stenozantnom ili penetrantnom formom (S/P) KB. U slu¢aju UK,

analizirana je veza izmedu nivoa ekspresije gena sa blagom i umereno/teSkom formom bolesti.

Zncajno visi nivoi ekspresije IL17F i IL23A su detektovani u zdravoj ilealnoj mukozi KB
pacijenata sa S/P formom bolesti u poredenju sa pacijentima sa NS/NP formom (p = 0.008 i p = 0.015).
U zdravoj mukozi kolona kod KB nivo ekspresije IL17A je bio znacajno nizi kod S/P u poredenju sa
NS/NP formom (p = 0.041). Generalno, u mukozi kolona KB prose¢ne vrednosti nivoa ekspresije IL17A
i IL17F su bile niZze u S/P formi bolesti u poredenju sa NS/NP, kako u zdravoj tako i u bolesnoj mukozi.

Razlike u nivou ekspresije TLR9 izmedu analiziranih fenotipova KB nisu uocene (Slika 11).
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Slika 11. Nivo ekspresije selektovanih gena u mukozi intestinuma sa KB

nestenozantnog/nepenterantnog (NS/NP) fenotipa i stenozantne/penetrantne (S/P) bolesti.

Napomena za Sliku 11. Za analizu razlika izmedu NS/NP i S/P grupe koris¢en je Man-Vitnijev U test, a
vrednosti p < 0.05 su smatrane statisticki znacajne. ns —nema statisticke znacajnosti NS/NP-
nestrikturiraju¢a/nepenetriraju¢a forma, S/P strikturiraju¢a/ penetriraju¢a forma, NI-neinflamirana

sluznica, | —inflamirana sluznica; RU-relativne jedinice genske ekspresije.
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Kod pacijenata sa UK, pokazani su znacajno visi nivoi ekspresije IL17A i IL17F kod umerene i

teSke forme u poredenju sa blazom formom bolesti, ali samo u mukozi kolona nezahvacenoj

inflamacijom (p = 0.001 i p = 0.013). Takode, kod pacijenata sa umerenom i teSkom formom UK uoc¢en

je visi nivo ekspresije IL23A u zdravoj i bolesnoj mukozi kolona u poredenju sa blagom formom bolesti

(p=0.078ip=0.035). Nivo ekspresije TLR9 se nije razlikovao izmedju umerene/teske i blage forme

UK kolon
blaga=36; umerena/teska=18
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Slika 12. Nivoi ekspresije seletovanih gena u mukozi kolona kod blage i umerene/teske forme UK.

Napomena za Sliku 12. Za analizu razika u nivoima ekspresije ispitivanih gena izmedu grupa sa blagom

i umerenom/teSkom formom UK koris¢en je Man-Vitnijev U test, vrednosti p < 0.05 su smatrane

statisticki znacajne. NI- neinflamirana sluznica; I-inflamirana sluznica; RU-relativne jedinice ekspresije
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U daljoj analizi, ispitivane su razlike u genskoj ekspresiji izmedu pacijenata sa KB koji nisu bili
operisani i koji su operisani na dijagnozi (Slika 13). Pacijenti operisani na dijagnozi su imali
komplikovaniji klinicki tok, te je bilo interesantno porediti ekspresione profile i identifikovati
potencijalni molekularni marker teZzeg toka KB. Detektovani su znacajno visi nivoi ekspresije IL17A i
IL17F u ilealnoj zdravoj mukozi operisanih pacijenata u poredenju sa pacijentima koji nisu imali
indikaciju za hiruskim lecenjem (p = 0.0003 i p = 0.03). U uzorcima kolona kod KB, nivoi ekspresije
IL23 i TLR9 su bili znacajno visi u bolesnoj mukozi pacijenata opersanih na dijagnozi u poredenju sa
pacijentima koji nisu operativno leceni (p = 0.023 i p = 0.05). Rezultati su ukazali da ekspresija IL17A i
IL17F u zdravoj ilealnoj mukozi KB moZe uticati na dalji tok bolesti i ukazali na potencijalni prognosticki

znacaj ekspresionog profila neinflamirane sluznice.
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Slika 13. Nivoi intestinalne ekspresije ispitivanih gena kod operisanih i neoperisanih pacijenata sa KB

Napomena za Sliku 13. Za analizu razlike izmedu neopersane i operisane grupe KB pacijenta koris¢en
je Man-Vitnijev U test, statisticka znacajnost je podrazumevala vrednosti p < 0.05. NO-neoperisani; O-

operisani; NI-neinflamirana sluznica; I-infamirana sluznica; RU-relativne jedinice ekspresije
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4.3.3. Odredivanje medusobnog odnosa ekspresije gena IL17A i IL17F u zapaljenjem

zahvaéenoj i nezahvac¢enoj mukozi intestinuma kod pacijenata sa endoskopski aktivnom KB i UK

Meduobni odnos ekspresije IL17A/IL17F u inflamiranoj i neinflamiranoj mukozi intestinuma kod
ZBC odreden je primenom uparenog Vilkoksonovog testa. Vrednost medijane i IQR relativnog odnosa
ekspresije ILL7A/IL17F u zdravom tkivu ileuma je iznosila 0.9738267 (IQR 0.6376057- 1.2375691), a u
inflamiranoj sluznici 1.022901 (IQR 0.6821053-1.7638037). Nije registrovana statisticka znacajnost u

odnosu ekspresije IL17A/IL17F izmedu inflamirane i neinflamirane sluznice ileuma u KB (p=0.25).
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Slika 14. Odnos ekspresije IL17A/IL17F izmedu zdravog i bolesnog tkiva ileuma kod KB

Napomena za Sliku 14: Za analizu odnosa ekspresije 1L17A/IL17F izmedu zdravog i bolesnog tkiva

intestinuma koris$¢en je uparen Vilkoksonov test, vrednosti p < 0.05 su smatrane statisti¢ki znacajne.
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Na Slici 15. prikazan je odnos ekspresije IL17A/IL17F izmedu neinflamirane i inflamirane
mukoze kolona kod KB. Vrednost medijane i IQR relativnog odnosa ispitivane ekspresije u zdravoj
mukozi kolona je bila 0.6130286 (0.4611038-1.0103285), dok je u inflamiranoj sluznici kolona vrednost
iznosila 0.7381966 (0.5660588-1.2561075). Nije uocena statistiCka znacajnost u odnosu ekspresije

IL17A/IL17F izmedu inflamirane i neinflamirane sluznice kod koloni¢ne lokalizacije KB (p=0.12)
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Slika 15. Odnos ekspresije IL17A/IL17F izmedu zdravog i bolesnog tkiva kolona kod KB

Napomena za Sliku 15: Za analizu odnosa ekspresije 1L17A/IL17F izmedu zdravog i bolesnog tkiva

intestinuma kori$éen je uparen Vilkoksonov test, vrednosti p < 0.05 su smatrane statisticki znacajne.
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Kod pacijenata sa UK, uocena je statisticka zna¢ajnost u odnosu ekspresije IL17A/IL17F izmedu
neinflamirane i inflamirane mukoze kolona (p=0.013) (Slika 16) Medijana i IQR relativhog odnosa
ekspresije IL17A/IL17F u zdravom tkivu kolona iznosila je 1.335367 (0.7678976-1.7582428), dok je u

inflamiranoj mukozi kolona kod UK bila 1.640522 (1.095009-2.648934)
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Slika 16. Odnos ekspresije IL17A/IL17F izmedu zdravog i bolesnog tkiva kolona kod UK

Napomena za Sliku 16. Za analizu odnosa ekspresije IL17A/IL17F izmedu zdravog i bolesnog tkiva

intestinuma koris$¢en je uparen Vilkoksonov test, vrednosti p < 0.05 su smatrane statisticki znacajne.
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5. DISKUSIJA




Novija istrazivanja imunopatogeneze ZBC ukazala su na ulogu Th 17 ¢elija, subpopulacije CD4+
T limfocita, u nastanku hroni¢ne intestinalne inflamacije [149-151, 265]. Nacelno, razvoj ZBC je
posledica poremecaja funkcije epitelne barijere 1 permeabilnosti intestinuma udruzen sa porastom
bakterijske translokacije [46, 135]. Kao odgovor na invaziju mikrobima, specijalizovani detektori
bakterijskih antigena, kao S§to su receptori iz familije NOD i TLR, indukuju aktivaciju specifi¢nih
efektorskih citokina, koji u kaskadi dogadaja promovisu porast proinflamatornih medijatora kao $to je
IL-17 [217, 235]. Medutim, nedovoljno je razjasnjeno kako su ovi mehanizmi regulisani kod ZBC 1 koji
proinflamatorni medijatori doprinose nastanku odredene lokalizacije i tipu bolesti. Distinkcija KB od UK
je u aproksimativno 10-20% sluc¢ajeva otezana zbog prisutnih preklapajucih karakteristka, §to uti¢e na
efikasnost primenjene terapije i dalji algoritam leenja [266]. Stoga, vazno je definisati specifi¢ne
molekularne profile koji karakteriSu razli¢ite fenotipove ZBC. Naué¢ni doprinos ove studije ogleda se u
odredivanju ekspesionih profila gena za koje se smatra da ucestvuju u nastanku ZBC (IL17A, IL17/F,
IL23A i TLR9) u cilju identifikacije specifi¢nih molekularnih markera za pojedinacne fenotipske forme i
tezi klinicki tok ovih bolesti. Identifikacija biomarkera specificnih za odredene podtipove ZBC znacajno
bi doprinela personalizaciji terapije i primeni efikasnijih terapijskih algoritama u lecenju. Takode,
predvidanje klinickog toka na osnovu pouzdanih markera moglo bi da spreci razvijanje tezih formi ZBC
i selektuje pacijente koji su pod veéim rizikom, kao kandidate za terapijske protokole koji bi smanjili

Sansu za pojavu komplikacija kao §to su stenoze 1 fibroze.

U ovom istrazivanju analizirani su profili iRNK u uparenim uzorcima inflamacijom zahvacene i
nezahva¢ene mukoze ileuma i kolona kod KB, kao i kolona kod UK, za gene udruzene sa Thl7
inflamatornom kaskadom, IL23A, IL17A i IL17F i TLR9. Rezultati su ukazali na povisen nivo ekspresije
ILL7A i IL17F u bolesnoj mukozi svih analiziranih fenotipova ZBC, ukazujuc¢i na znacaj Thl7

efektorskih ¢elija u nastanku KB 1 UK $to je i u saglasnosti sa drugim podacima iz literature [214, 267-
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269]. | pored rezultata koji ukazuju na njihov znacaj, uloga citokina IL-17 u inflamaciji ZBC je i dalje
nedovoljno razjasnjena. Th17 ¢elije imaju heterogenu funkciju i njihova uloga moze obuhvatati
regulaciju kako proinflamatornog tako i antiinflamatornog procesa. Postoje indikacije da IL-17 pored
neregulisane inflamacije moze doprineti i anti-zapaljenskim procesima u intestinumu [270, 271].
Neravnoteza izmedu IL-17A i IL-17F moze imati vaznu ulogu u imunopatogenezi ZBC. Studije su
ukazale na potencijalno protektivni efekat IL-17A i patogenu ulogu IL-17F u eksperimentalnim
studijama DSS indukovanog kolitisa na knockout misevima deficijentnih za IL17-F ili IL-17, kao i znacaj
IL-17A u modulaciji Th1 polarizacije in vitro na CD45RBhi transfer modelu kolitisa [233, 234]. Tokom
proucavanja eksperimentalnog kolitisa kod miseva deficijentnih za IL-17A, IL-17F ili oba citokina, Tang
i saradnici ukazali su na protektivnu ulogu IL-17A koja je dovedena u vezu sa porastom frekvencije
intestinalnih regulatornih T Celija kao posledice kolonizacije bakterija Clostridium klastera XIVa i
Lactobacilusa murinis [272]. IL-17F je uticao na promociju antimikrobnih peptida koji su inhibirali
navedene sojeve bakterija 1 time doprinosili nastanku kolitisa. TeZina klinicke slike 1 tok kolitisa
suprimiran je nakon ordiniranja terapije anti-IL-17F antitelima [272]. Na$i rezultati potvrduju
postavljenu hipotezu, obzirom da smo pokazali povisen nivo ekspresije IL17A i IL17F u bolesnoj mukozi
ileuma i kolona kod KB i UK. Takode, detektovali smo i pozitivnu korelaciju nivoa ekspresije IL17A i
IL17F Sto ukazuje na njihovu udruzenu regulaciju transkripcije u ZBC. Navedena korelacija se moze
objasniti i postojanjem IL-17A/F heterodimera [218, 270, 273]. IL17A i IL17F gen su locirani na istom
hromozomskom lokusu u humanoj populaciji i kod miseva, te je njihova transkripcija najverovatnije
koordinisana, ali novije studije sugeriSu da ekspresija navedenih gena moze biti razlicito regulisana u
zavisnosti od proinflamatornog okruzenja osnovne bolesti [274]. Kao potencijalni modulatori sekrecije
IL-17 od strane Th17 ¢elija identifikovani su prostaglandin E2 (PGE2), IL-23 i IL-1p [274]. Pokazano
jedalL17A 11IL17F imaju razli¢itu epigeneticku strukturu, a njihova transkripcija uslovljena je razli¢itim

histonskim modifikacijama. Prema sprovedenom istrazivanju, PGE2, IL-23 i IL-1f objedinjeno regulisu
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ekspresiju Th1l7 medijatora, promovisu IL-17A, ali ne i IL-17F imuni odgovor. Zajednicki efekat
citokina IL-23 i IL-1B dovodi do indukcije ekspresije IL-17F [274]. Rezultati nekih studija ukazuju na
veci proinflamatorni uticaj IL-17A u odnosu na IL-17F i heterodimer IL17-A/F [267, 271, 273, 275].
Ekspesioni profili IL17 gena su varirirali u zavisnosti od tipa ZBC i lokalizacije iste. Ekspresija IL17F
je bila znacajno povisena u koloni¢noj oboleloj mukozi u poredenju sa zdravom kod KB, ali ne 1 kod UK
[232]. Takode, Nemeth i saradnici su detektovali povisenu ekspresiju IL17 u bolesnoj sluznici kod KB,
dok je ista izostala kod UK, ukazaju¢i na veci zna€aj Th17 imunog odgovara u nastanku KB [276].
Medutim, nasi rezultati kod UK su ukazali na znacajno visi nivo ekspresije IL17A u oboleloj mukozi,

kao i znacajno visi nivo u odnosu ekspresije IL17A/IL17F izmedu bolesne i zdrave sluznice intestinuma.

Nasuprot IL17A i IL17F, ekspresioni profili IL23A i TLR9 nisu bili podjednako izrazeni u
ispitivanim fenotipskim podtipovima ZBC u prikazanoj studiji. Obolela ilealna sluznica kod KB je
ukazala na znacajan porast nivoa ekspresije TLR9 u poredenju sa zdravom mukozom, ali navedeno nije
uoceno kod koloni¢ne lokalizacije. Bez obzira na odsustvo znacajnosti, obolela mukoza kolona imala je
visi nivo ekspresije IL23A u odnosu na zdravu kod KB. Sa druge strane, pacijenti sa UK su imali znac¢ajno
poviSen nivo ekspresije IL23A u sluznici zahvacenoj inflamacijom u odnosu na zdravu mukozu, dok se
ekspresija TLR9 nije znacajno razlikovala. Izrazito povisena ekspresija TLR9 u oboleloj sluznici ileuma
moze bii udruZena sa postojanjem Panetovih celija koje eksprimiraju TLRY [277]. Pokazano je da
bakterijski oligonukleotidi koji sadrze CpG sekvence mogu dovesti do degranulacije Panetovih ¢elija 1
daljeg otpustanja razlic¢itih antimikrobnih molekula. Aktivacija receptora TLR9 dovodi do
predominantne sekrecije citokina Th1l imunskog odgovora [277]. Na intracelijskom endozomu TLR9
imaju ulogu u prepoznavanju CpG sekvenci bakterijske DNK [235, 278, 279]. U nekoliko
eksperimentalnih modela kolitisa, aktivacija TLR9 je doprinela prevenciji mukozne inflamacije i

zaceljenju sluznice [280, 281]. Rezultati in vitro studija ukazali su na znacaj TLR9 signalnog puta u
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prepoznavanju patogenih bakterija i poslediénom intestinalnom oStecenju preko citokina Thl imunskog
odgovora kao §to su IL-6, IL-10, IL-12 i TNF-a [240, 245, 282]. Povisen nivo ekspresije TLR9 u ZBC je
asociran sa postojanjem polimorfne sekvence u promotoru TLR9 pacijenata, neutrofilnim infiltratom u
obolelom intestinumu i disbiozom kod UK [235, 248]. Nekoliko studija je pokazalo povisen nivo TLR9
iRNK u mukozi zahvacenoj inflamacijom kod UK, medutim ekspresioni profili su bili bazirani na
poredenju zdravih individua i bolesne mukoze u UK, dok su u ovom istrazivanju analizirani upareni
uzoraci zdrave i bolesne mukoze pacijenata [249, 250]. Jedna studija je pokazala da je ekspresioni profil
TLR9 bio povisen u mukozi kolona aktivnog UK u poredenju sa pacijentima koji su bili u remisivnoj fazi
[249]. Medutim, neke studije nisu ustanovile znacajnu razliku u nivou ekspresije TLR9 iRNK izmedu
mukoze kolona kod UK i zdravih kontrola, kao i u slu¢aju UK i KB u aktivnoj i remisivnoj fazi [283,

284]. Ipak, podaci o ulozi receptora TLR9 u ZBC su oskudni i neophodna su dalja istrazivanja.

lako je ekspresioni profil IL23A i TLR9 bio specifican za fenotipske podtipove ZBC, jaka
pozitivna korelacija navedenih gena je detektovana u svim analiziranim uzorcima intestinuma. Na
osnovu dobijenih rezultata i postojece literature, verovatno je postojanje pozitivne sprege tool-like
receptora (TLR) u indukciji IL23/Th17 signalizacije, iako ona nije u potpunosti razjasnjena [285-287].
Studija na dendritskim ¢elijama eksperimentalnih miSeva ukazala je na TLR9-zavistan IL-23/IL-17
imunski odgovor u toku granulomatozne infekcije u plu¢ima i aktivaciju ekspresije IL23A nakon
stimulacije TLR9 antigenom preko NF-kB signalnog puta [288]. Medutim, potrebno je ista¢i da Th17
¢elijski odgovor moze biti pokrenut nezavisno od TLR aktivacije [289, 290]. U naSoj studiji, nivo
ekspresije TLR9 nije korelisao sa nivoima IL17A i IL17F, osim u oboleloj mukozi kolona kod pacijenata

sa UK, §to ukazuje na razli¢itu regulaciju Th17 ¢elijskog odgovora kod UK u odnosu na KB.

Znacajno visi nivo ekspresije IL17A detektovan je kako u inflamacijom zahvacenoj tako
1 nezahvacenoj mukozi pacijenata sa UK u odnosu na KB, dok su u proseku viSe vrednosti nivoa
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ekspresije IL23A i IL17F identifikovane u oboleloj mukozi UK, $to je u saglasnosti sa rezultatima drugih
studija [214, 269]. Zanimljivo je da su Granlund i saradnici u meta-analizi transkriptoma pokazali da je
ekspresija gena asociranih sa Thl i Th17 ¢elijskim odgovorom vrlo sli¢na izmedu KB i UK, osim nivoa
ekspresije IL23A koja je bila zna¢ajno visa u UK u poredenju sa mukozom KB [212]. Takode, Kobayashi
i saradnici su sugerisali da IL-23 moze usmeravati produkciju razli¢itih citokina kod UK i KB,
uklju€uju¢i Th17 imunski odgovor zna¢ajan za patogenezu UK, kao i Th1/Th17 koji je dominantan u

nastanku KB [214]. Rezultati naSe studije su u saglasnosti sa navedenom hipotezom.

Jedan od ciljeva nase studije je bio da ispitamo znacaj nivoa analiziranih iRNK kao potencijalnih
markera toka bolesti i fenotipskih podtipova. U uzorcima kolona pacijenata sa KB, nivo ekspresije IL17A
i IL17F u inflamacijom nezahvac¢enoj mukozi pozitivno je korelisao sa vrednostima indeksa klinicke
aktivnosti CDAI. Medutim, nivo ekspresije 1L23A i TLR9 u oboleloj mukozi kolona negativno je
korelisao sa CDAI. Nasuprot klini¢koj aktivnosti, kod pacijenata sa KB nije detektovana korelacija nivoa
iIRNK analiziranih gena sa indeksima za endoskopsku aktivnost bolesti. Navedeni rezultati su u
saglasnosti sa podacima iz literature koji ukazuju na slabu korelaciju endoskopske aktivnosti KB sa
CDAI [291]. U grupi pacijenata sa UK, nivoi ekspresije IL17A i IL17F u zdravoj mukozi, kao i IL17A i
IL23A u oboleloj mukozi pozitivno su korelisali sa endoskopskim i ukupnim Mayo skorom. Roman i
saradnici su analizom transkriptoma identifikovali brojne transkripte u mukozi pacijenata sa UK koji su
korelisali sa ukupnim Mayo skorom, ukljucuju¢i iRNK IL17A i IL23A, §to je pokazano i u nasem
istrazivanju [292]. Takode, Olsen i saradnici su ukazali na pozitivnu korelaciju nivoa ekspresije IL17A i
IL23A u infamiranoj mukozi sa indeksom klinicke i endoskopske aktivnosti kod UK, a u slucaju KB sa
vrednostima CDAI [269]. Treba uzeti u obzir da su se u studijama koje su ispitivale ZBC ¢esto koristili
razliciti endoskopski skorovi za procenu aktivnosti, Sto mozda moze objasniti varijabilne rezultate

nadene u literature. Na primer, u studiji Schmidt i saradnika identifikovana je pozitivna korelacija izmedu
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nivoa ekspresije IL23A i Rutgeert skora, koji se koristi za procenu endoskopske aktivnosti kod KB [293].
Iboshi i saradnici nisu pokazali povezanost izmedu tezine UK i ekspresije iRNK IL17A i IL17F u oboleloj
mukozi kolona, ali su zato nasli da poviSen odnos IL-17A/IL-17F pozitivno korelise sa Rachmilewitz
skorom endoskopske aktivnosti [267, 294]. U nasoj studiji nije nadena korelacija izmedu skorova
aktivnosti UK i intestinalne ekspresije TLR9 iRNA. Medutim, neke studije su pokazale pozitivhu

korelaciju izmedu ekspresije TLR9 i stepena endoskopske i histoloske aktivnosti bolesti [248, 249].

Analiziraju¢i klinicu teZinu ZBC, identifikovali smo znacajno viSe nivoe intestinalne ekspresije
IL17F i IL23A u zdravoj mukozi ileuma kod KB sa strikturiraju¢im/penetriraju¢im (S/P) u poredenju sa
nestrukturiraju¢im/nepenetrirajuéim (NS/NP) fenotipom. S druge strane, zdrava mukoza kolona kod S/P
forme je imala znacajno niZe nivoe ekspresije IL17A u poredenju sa inflamatornom formom (NS/NP)
bolesti. Kerami i saradnici su ukazali na IL-17 kao modulatora intestinalne fibroze, ¢ija poviSena
ekspresija kod KB indukuje ekspresiju proinflamatornog hemokina CXCL1 i transkripcionog faktora
NFKBIZ kod intestinalnih fibroblasta [295]. Transkripcioni faktor NFKBIZ je predstavnik NFkB
familije proteina koji je znacajno eksprimiran u Th17 ¢elijama, dok hemokin CXCL1 simuliSe aktivaciju
neutrofila i inflamatorni odgovor. Izolacijom intestinalnih fibroblasta poreklom od pacijenata sa KB,
detektovana je znacajno viSa ekspresija IL-17 receptora na ovim celijama [295]. lako detaljan
patofizioloski mehanizam nastanka fibroznih stenoza u KB nije u potpunosti razjasnjen, treba imati u

vidu mali uzorak studije Kerami i saradnika.

Rezultati ove studije su pokazali da kod UK postoji zna¢ajno visi nivo ekspresije IL17A i IL17F
kod pacijenata sa umerenom i teSkom u poredenju sa blagom formom bolesti, ali samo na nivou mukoze
kolona koja nije zahvacena inflamacijom. Verma R. 1 saradnici su opisali poviSenu ekspresiju IL17A u
mukozi kolona umerene 1 teske aktivnosti UK, u poredenju sa pacijentima u remisiji i zdravim
kontrolama [296]. Povisen nivo iRNA IL17A je detektovan u oboleloj sluznici kolona kod umerenog i
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teSkog UK [297]. Jedna studija je pokazala prediktivni znacaj nivoa IL-17A za klinicki tok UK, tacnije
seroloske vrednosti IL-17A su znacajno korelisale sa teZzinom bolesti. U istoj studiji je nivo ekspresije
IL17A u oboleloj mukozi bio povisen, ali je korelacija sa tezinom UK izostala [298]. Nasi rezultati su
pokazali vi$i nivo intestinalne ekspresije IL23A u oboleloj i zdravoj mukozi kolona kod pacijenata sa
umerenom 1 teSkom formom UK u odnosu na blagu formu. Ovo se moze objasniti ulogom IL-23 u
regulisanju intestinalne inflamacije, od redukcije Treg ¢elijske aktivnosti do indukcije ekspresije drugih

Th17 proinflamatornih citokina [299].

Operativno lecenje kod ZBC je indikovano u slu¢aju agresivnog toka osnovne bolest, intestinalne
opstrukcije kao posledice pojave strikutura na terenu hroni¢ne inflamacije i fibroze intestinuma, obilnog
krvarenja, perforacije intestinuma, pojave fistula i abscesa, toksi¢nog megakolona ili kolorektalnog
karcinoma [300]. Rezultati ove studije ukazali su na udruZenost operativnog lecenja i poviSenog nivoa
ekspresije IL17A i IL17F u zdravoj mukozi ileuma kod KB pacijenata. Takode, pokazano je da je
operativno le¢enje udruzeno sa povisenim nivoom ekspresije IL23A i TLR9 u mukozi kolona zahvaéenoj
inflamacijom. Medutim, grupa operisanih KB pacijenata bila je mala, te je neophodan ve¢i uzorak

ispitanika u cilju validacije navedenih rezultata i procene realnog znacaja u klini¢koj praksi.

Na osnovu rezultata dobijenih u ovoj studiji, interesantno je zapazanje vezano za merenje
potencijalnih markera bolesti u sluznici koja u momentu biopsije nije bila zahvacena inflamacijom (u
ovoj tezi navodenoj pod terminom zdrava sluznica). Nivo analizirane iRNK u aktuelno zdravoj sluznici
kod ZBC je bio specifi¢niji za fenotip 1 tezinu bolesti u poredenju sa nivoima iRNK u mukozi koja je ve¢
zahvacena inflamacijom. Leon AJ 1 saradnici su ukazali na povisenu ekspresiju odredenog seta citokina
u zdravoj sluznici kod ZBC ukljuéuju¢i IFN-y, TNF-a, IL-23, IL-6, IL-15 i IL-18. Prema navedenoj
studiji mukoza nezahvacena inflamacijom kod ZBC je ukljucena u aktivni imunoloski proces koji jos§
nije doveo do tkivnog ostecenja [193]. Takode, razlike u genskoj ekspresiji u zdravoj sluznici intestinuma

84



ZBC u odnosu na zdrave kontrole registrovali su Wu F i saradnici, sa povisenom ekspresijom PSKH1 (
eng.serine/threonine-protein kinase H1) koji reguliSe sintezu iRNK i PPID (eng. peptidylprolyl
isomerase D) koja ima ulogu u inhibiciji apoptoze [301]. S obzirom na ucestalo nepoklapanje
endoskopske slike i klinicke slike pacijenata sa ZBC, Xu L i saradnici su pokazali da pacijenti sa
umerenom formom ZBC pokazuju izmenjenu gensku ekspresiju zdrave mukoze kolona u odnosu na
zdrave kontrole, kao i poviSen nivo ekspresije IL17 [302]. Na osnovu navedenog moze se zakljuditi da
inflamatorni proces u ZBC nije ograni¢en makroskopskim lezijama intestinalnog tkiva kao i da genski
ekspresioni profili sluznice koja aktuelno nije zahvacena zapaljenjem u ZBC moze biti potencijalni
prediktor daljeg toka bolesti. lako ambicozna pretpostavka, nivo iRNK ciljnih gena u mukozi intestinuma
koja nije zahvacena inflamacijom moze biti pokazatelj fenotipskih karakteristika ZBC. Medutim,
potrebno je sprovesti joS§ istrazivanja sa pracenjem pacijenata sa ZBC kako bi se ova pretpostavka

potvrdila.

Analiza profila genske ekspresije u bioptatima inestinalne mukoze ZBC je vazna u daljem
rasvetljavanju molekularne patogeneze bolesti i identifikovanju novih signalnih puteva specifi¢nih za
KB i UK u cilju daljeg lecenja. Rezultati nase studije ukazali su na znacaj genske ekspresije TLR9-1L23-
IL17 u nastanku i klini¢koj prezentaciji ZBC. Analizirani ekspresioni profili su specificni za tip 1 fenotip
ZBC, ukazuju¢i da UK ima profil koji bi je svrstao vise u ,,Th17 bolest“u poredenju sa profilom KB.
Ovo istrazivanje moze doprineti boljem razumevanju i definisanju ekspresionog profila razli¢itih
fenotipa ZBC. Takode, prikazani rezultati ukazuju na znacaj analize nivoa iRNK u mukozi ZBC koja
nije zahvacena inflamacijom. S obzirom da se efikasnost lekova koji su antagonisti citokina I1L-23, IL-
17 kao i TLR9 ispituje u brojnim klinickim studijama, bolje razumevanje inflamatornog procesa kod
razli¢itih fenotipova ZBC moze usmeriti i optimizovati aktuelne terapijske protokole u cilju boljeg

ishoda.
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6. ZAKLJUCCI




Na osnovu dobijenih rezultata ove studije, mogu su izvesti slede¢i zakljucci:

1. Analizom genskih ekspresionih profila intestnalnog tkiva, detektovana je povisena ekspresija IL17A i
IL17F u mukozi koja je zahvacena inflamacijom u poredenju sa mukozom Kkoja nije zahvacéena

inflamacijom, kod ilealne i koloni¢ne forme KB, kao i u slu¢aju UK.

2. Kod pacijenata sa KB, povisen nivo ekspresije IL23A registrovan je u oboleloj mukozi ileuma, dok je
u oboleloj mukozi kolona bio povisen ali bez statistiCke znacajnosti. Kod pacijenata sa UK, obolela
mukoza kolona imala je znacajno visu ekspresiju IL23A u poredenju sa zdravom mukozom. Navedeni
rezultati ukazuju na znacajniju ulogu IL23A u hroni¢noj inflamaciji kod UK u poredenju sa KB koloni¢ne

lokalizacije.

3. Nivo ekspresije TLR9 je bio znacajno visi u oboleloj u odnosu na zdravu mukozu ileuma pacijenata sa

KB, dok u uzorcima kolona KB i UK, razlika izmedu zdrave i bolesne mukoze u nivou TLR9 nije uocena.

4. Intestinalni ekspresioni profili IL17A i IL17F su pozitivno korelisali sa nivoom ekspresije 1L23A i
TLR9 u svim analiziranim tipovima mukoze ZBC. Znac¢ajna pozitivna korelacija registrovana je izmedu
nivoa ekspresije IL17A i IL23A, IL17F i IL23A, kao i IL17F i TLR9 u mukozi kolona UK, dok je ista

izostala u uzorcima intestinuma KB.

5. Znacajno visi nivo ekspresije IL17A zabeleZen je u oboleloj 1 zdravoj mukozi kolona pacijenta sa UK
u poredenju sa KB. Iako znacajna razlika nije pokazana u nivoima ekspresije IL17F, IL23A i TLR9
izmedu KB i UK, poviseni nivoi iRNK IL17F i IL23A su uoceni kod UK ukazju¢i na veéi znac¢aj Th17

medijatora u inflamatornom procesu ovog tipa ZBC.

6. Indeks klini¢ke aktivnosti KB pozitivno je korelisao sa nivom ekspresije IL17A i IL17F, a negativno
sanivoom IL23 i TLR9 u inflamiranoj sluznici kolona. U UK detektovana je pozitivna korelacija izmedu

endoskopske 1 klinicke aktivnosti prema vrednostima Mayo skora 1 nivoa koloni¢ne ekspresije IL17A u

87



svim analiziranim uzorcima mukoze, IL17F u neinflamiranoj mukozi i IL23 u inflamiranoj sluznici

intestinuma.

7. Obolela mukoza ileuma kod stenozantne/penetrantne forme KB je ukazala na visi nivo ekspresije
IL17F i IL23A u poredjenju sa nestenoziraju¢om/nepenetriraju¢om, dok kod koloni¢ne lokalizacije nivo
ekspresije IL17A je bio znacajno nizi u poredenju sa inflamatornom (nestenozantnom/nepenetrantnom)

formom bolesti.

8. Pacijenti sa umerenom i teSkom formom UK su imali znacajno vise nivoe ekspresije IL17A 1 IL17F u
zdravoj mukozi, i visi nivo ekspresije IL23A u zdravoj i oboleloj mukozi kolona u poredenju sa blagom

formom UK.

9. Pacijenti sa KB koji su operisani na dijagnozi su imali zna¢ajno visi nivo ekspresije IL17A i IL17F u
zdravoj mukozi ileuma u poredenju sa onima koji nisu bili podvrgnuti operativnom tretmanu. Takode,
operisani pacijenti su imali poviSene nivoe IL23A i TLR9 u oboleloj sluznici kolona u odnosu na

neoperisane.

10. Uocena je znacajna razlika u nivou odnosa ekspresije IL17A/IL17F izmedu bolesne i zdrave mukoze

kod UK
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