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Uvod

Crohnova bolest je kroni¢ni, idiopatski, upalni poremecaj koji moze
segmentalno zahvatiti bilo koji dio probavnog sustava s predilekcijom za
terminalni ileum. Crohnova je bolest zajedno s ulceroznim kolitisom kroni¢na,
upalna bolest crijeva, u osnovi kojih je imunoloski poremecaj. Ponekad maniji
dio bolesnika (oko 10%) u samom zacetku bolesti nije moguce Klini¢ki i
dijagnosticki uvrstiti niti u jednu od navedenih fenotipskih grupa, pa tada

govorimo o nedeterminiranom kolitisu.

1.1. EPIDEMIOLOGIJA

Rezultati niza epidemioloSkih istrazivanja pokazali su visoku incidenciju
Crohnove bolesti u industrijaliziranim zemljama Europe (3-11/100 000) i
sjeverne Amerike (7/100 000). U nasSoj se zemlji, u razdoblju 80-ih i po¢etkom
90-ih godina pojavnost Crohnove bolesti kretala izmedu 0,7-2,4 na 100 000
stanovnika godiSnje (1,2). Nakon Sto je posljednjih desetlje¢a zabiljezen
znacCajni porast ucestalosti i prevalencije upalnih bolesti crijeva u visoko
industrijaliziranim zemljama, novija istrazivanja govore u prilog stabilizacije
broja oboljelih u tim regijama. Naprotiv, u zemljama u razvoju, pa tako i u
Hrvatskoj, zamjeCena je tendencija porasta novo oboljelih. Upalne bolesti
crijeva pokazuju bimodalnu dobnu distribuciju s najve¢om incidencijom u
adolescenata i mladih odraslih osoba, te drugi manji vrSkak izmedu petog i
osmog desetlje¢a zivota (1,2). Pojedine studije govore u prilog ucestalije
Crohnove bolesti u Zena te ulceroznog kolitisa u musSkaraca, medutim ¢ini se da
upalne bolesti crijeva ipak podjednako zahvacaju oba spola (2).

ProuCavanjem rasne pripadnosti oboljelih uoena je veca ucestalost upalnih
bolesti crijeva u ASkenazi zidova i crnaca u usporedbi s ostatkom bijele rase.
Incidencija Crohnove bolesti u ASkenazi Zidova je tako 3-8 puta veca od
uCestalosti u drugim populacijama (2). Smatra se kako neki od kulturalnih
C¢imbenka, primjerice prehrambene i zdravstvene navike odredenih etnickih i
rasnih entiteta mogu odlu€ujuce utjecati na incidenciju upalnih bolesti crijeva.
Od cimbenika rizika za upalne bolesti crijeva puSenje je, u najveéem broju
studija, vrednovano s konzistentnim rezultatima. Relativni rizik pusaca da obole

od Crohnove bolesti veci je od 1,2 do 3,9 puta uz povecanu sklonost relapsima
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bolesti i tezem kliniCkom tijeku (2). Negativni u€inak puSenja pripisuje se
ugljikovom monoksidu u dimu cigareta koji moZe potencirati upalnu aktivnost u
crijevu. Od ostalih rizicnih faktora spominju se oralni kontraceptivi, prehrana
bogata rafiniranim Se¢erom, upotreba NSAR, te neke infekcije. Kao potencijalni
crijevni patogeni godinama su spominjani Diplostreptococcus, Entamoeba
histolytica i posebice Mycobacterium paratuberculosis te virus ospica. Ipak,
Cvrsti dokazi koji bi podupirali teroriju patogenog Cimbenika u razvoju upalnih
bolesti crijeva joS uvijek nedostaju. Studije koje su istrazivale ranije navedene
C¢imbenike rizika su kontradiktorne, pa se njihova povezanost s Crohnovom
boleS¢u ne moze sa sigurnoS¢u utvrditi. Incidencija i prevalencija ove bolesti
jasno su povezane s urbanim sredinama i nafinom Zivota. Zanimljiv je
zemljopisni gradijent sjever-jug unutar Europe koji pokazuje porast incidencije
Crohnove bolesti od 80% u zemljama na sjeveru Europe prema jugu kontinenta
(2). Navedena pojava nije razjaSnjena, a povezuje se s razlikom u izlozenoSc¢u
suncevom svjetlu, kontaktu s nekim infektivnim agensima i stupnju tjelesne

aktivnosti.

1.2. ETIOLOGIJA BOLESTI

lako etiologija Crohnove bolesti nije u potpunosti objasnjena, dosadasnjim je
spoznajama potvrdeno kako je uvjetovana viSestrukim ¢imbenicima. Smatra se
kako uz faktore okoliSa postoji genska predispozicija za razvoj upalnih bolesti
crijeva uslijed koje dolazi do abnormalnog imunog odgovora na intraluminalni
antigen (1,3). Niz studija pokazuju obiteljsku agregaciju bolesti s pozitivnom
obiteljskom anamnezom upalnih bolesti crijeva u 5-10% bolesnika (4). Studije
blizanaca jasno upuéuju na vaznost genske komponente s veéom
konkordancijom u monozigotnih prema dizigotnim blizancima. Izmedu 2-22%
bolesnika s Crohnovom bolesti ima rodaka u prvom nasliednom redu s

anamnezom upalne bolesti crijeva (5).
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1.2.1. Patogeneza bolesti

U genetski predisponiranih osoba dolazi do poremecenog imunog odgovora na
luminalni antigen, a gubitak imune tolerancije rezultira nekontroliranom i
prolongiranom upalom. Kako je ranije navedeno nema sigurnih dokaza za
patogene mikroorganizme kao moguce uzro€nike bolesti. Medutim, postoje
misljenja da specificne nepatogene bakterije mogu moderirati stupanj upalne
aktivnosti, uz snazan utjecaj komensalne flore na fenotipsku ekspresiju upalne
bolesti crijeva (6).

U upali izrazena migracija leukocita rezultat je povecane permeabilnosti
endotela i ekspresije adhezijskih molekula. Aktivirani leukociti mogu napustiti
vaskularni prostor i migrirati u inflamirano tkivo posredovanjem intracelularnih
adhezijskih molekula (ICAM-1, ICAM-2). Navedene su molekule proteini,
Clanovi velike obitelji imunoglobulina, karakterizirane brojnim izvanstaniénim Ig
slicnim domenama. Ekspresija a4 integrina dominantna je na limfocitima,
monocitima, eozinofilima i bazofilima, ali ne i na neutrofilima. Interakcija na
leukocitima eksprimiranih integrinskin receptora s adhezijskim molekulama
(VCAM, ICAM, MAdCAM) na endotelnim stanicama omogucuje remodeliranje
citoplazme za prolaz izmedu epitelnih spona i ulazak u tkivo. Ekspresija
specificnog a4B1 integrina povecava se u upali, kao i ekspresija njegovog
liganda VCAM-1 (engl. vascular cell adhesion molecule) koja je stimulirana
povecanom citokinskom sekrecijom. Interakcija a4Bl i VCAM-1 potiCe
aktivaciju, migraciju i proliferaciju limfocita, dok se blokiranjem iste u specificnim
uvjetima postiZze poveéanje apoptoze T stanica (3). Interakcija a4B1 integrina i
fibronektina stimulira ekspresiju matriks metaloproteinaza (MMP) koje
razgraduju i modificiraju ekstracelularni matriks (ECM) i time pomazu migraciju
leukocita u upali (7). Vezanje a4B7 integrina i MAdCAM (engl. mucosal
addressin cell adhesion molecule) promovira nakupljanje leukocita u sluznici
crijeva. U bazalnim je uvjetima endotelna ekspresija ICAM-1 niska, dok se
tijekom aktivne upale ekspresija u crijevnoj mukozi viSestruko povecava Sto je
potvrdeno u Crohnovoj bolesti i ulceroznom kolitisu (8). Medutim, terapijska
upotreba inhibitora ICAM-1 u multicentri¢nim Klini¢kim studijama kod bolesnika

s upalnim bolestima crijeva nije pokazala ucinkovitost. Natalizumab, humano
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monoklonsko protutijelo na o4 integrin, istrazivano je u odrzavanju remisije u
bolesnika s Crohnovom bolesti (ENACT studije) uz zadovoljavajuée
preliminarne rezultate. Od daljnje upotrebe se odustalo zbog viSe slucajeva
progresivne multifokalne leukoencefalopatije.

Cini se da je osnova poremeéenog imunoloskog odgovora crijevne sluznice
neregulirana aktivacija i proliferacija CD4+ T ,pomocnickih” stanica uz manjak
supresorskih T limfocita te aktivacija intestinalnin makrofaga i otpuStanje
proinflamatornih  citokina. Antigenom aktivirane prezentiraju¢e stanice,
makrofazi i dendriticne stanice, induciraju Thl tip imunog odgovora sekrecijom
interleukina 12 (IL-12) i interleukina 23 (IL-23). Posljedi¢no, aktivirani CD4+ T
limfociti u Crohnovoj bolesti poja¢ano eksprimiraju najsnaznije proinflamatorne
citokine: IL-1, faktor nekroze tumora a (TNF-a) te interferon y (IFN-y). PoviSene
vrijednosti navedenih citokina nadene su kako u serumu tako i u mukozi
inflamiranog crijeva (3). Limfocitna akumulacija u mukozi crijeva i rezistencija
aktiviranih T stanica na apoptozu pogoduju odrzavanju kroni¢ne upale. Svaki
Cimbenik i stadij u upalnom procesu potencijaino su mjesto terapijske

intervencije.

1.2.2. Genetika

Nedavno otkriven NOD2/CARD15 gen na 16. kromosomu (IBD1 lokus),
susceptibilan je za Crohnovu bolest, a povezuje se s ilealnom lokalizacijom i
stenoziraju¢im oblikom bolesti te njezinom dijagnozom u ranoj zivotnoj dobi (3).
Louis i suradnici (9) su pokazali kako se duljim trajanjem bolesti poveéava
vjerojatnost promjene fenotipa bolesti iz inflamatornog oblika u stenozirajudéi ili
fistulirajuéi. Ipak, povezanost stenoziraju¢eg oblika bolesti i NOD2/CARD15
genotipa potvrdilo je viSe istrazivackih grupa (10,11,12). K tome, u radu Mirze i
suradnika (13) utvrden je sinergisticki efekt mutacije gena IBD5 lokusa i NOD2
gena na pocCetak bolesti u ranijoj Zzivotnoj dobi. Mutacije NOD2 gena prisutne su
u otprilike tre¢ine bolesnika (4), a poznate su tri glavne varijante polimorfizma
pojedinih nukleotida (SNP8, SNP12, SNP13). Nekoliko je poznatih pretpostavki
kojima se objasSnjava uloga NOD2 gena u patogenezi Crohnove bolesti.

Muramil dipeptid (MDP) je minimalni strukturni dio peptidoglikana, komponente
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stanicne membrane gram-pozitivnih i gram-negativnih bakterija. Protein NOD2
gena unutarstanic¢ni je receptor za MDP. Unutarstanicni NOD receptori i
transmembranski Toll-like receptori (TLR) klju¢ni su ¢imbenici u prepoznavanju
patogenih molekula (engl. PAMP’s pathogen-associated molecular patterns),
aktivaciji urodenog (nespecificnog) imunog sustava i odrzavanju mukozne
homeostaze. NOD2 gen se eksprimira u monocitima/makrofazima i
intestinalnim epitelnim stanicama, posebice Panethovim stanicama u bazi
intestinalnih kripta. Cini se kako je u mutiranoj varijanti gena insuficijentna
produkcija i sekrecija antibakterijskih peptida iz Panethovih stanica, primarno
defensina, Sto omogucuje bakterijsku proliferaciju i posljedi¢no kroni¢nu upalu
(3-5). Najveéa koncentracija Panethovih stanica upravo je u ileumu, ¢ime se
objasnjava i najucestalija lokalizacija bolesti — terminalni ileitis. Prema drugoj
hipotezi, protein NOD2 gena klju¢an je regulator aktivacije nuklearnog faktora-
KB (NF-kB) u odgovoru prema aktivnosti Toll-like receptora 2 (TLR2).
Transmembranski TLR2 aktiviran MDP-om poti¢e aktivaciju NF-kB. ,Divlji tip*
(engl. wild type) NOD2/CARD15 gena inhibira prekomjernu aktivaciju NF-kB,
dok je u mutiranom tipu navedena inhibicija nedostatna. Stoga dolazi do
prekomjerene aktivnosti transkripcijskog faktora NF-kB i posljedi¢no stimulirane
produkcije proinflamatornih citokina u nosioca mutiranog gena (4,5). lznesene
pretpostavke teorije ,gubitka funkcije* potvrdene su i u istrazivanju Watanabe i
kolega (14) na CARD15 miSjem modelu. U trecoj alternativnoj hipotezi (teorija
.pojacanja funkcije”) direktna interakcija muramil dipeptida i unutarstanicnog
NOD?2 receptora stimulira aktivaciju transkripcijskog ¢imbenika NF-kB Sto ima
za posljedicu pojacanu sekreciju proupalnih citokina i kroni¢nu intestinalnu
upalu (4,5). Ova je pretpostavka u skladu s istrazivanjem Maedae (15) na
knock-in miSjem modelu. Studije na humanim stanicama uglavnhom podupiru
teroriju ,gubitka funkcije® s prekomjernom aktivacijom NF-kB i stimuliranom
citokinskom produkcijom (16,17,18). Osim NOD2/CARD15 identificirani su i
drugi geni s odredenom implikacijom na razvoj upalnih bolesti crijeva. Izmedu
ostalih to su citokin klaster geni (OCTN1/2) na IBD5 lokusu 5. kromosoma koji
se povezuju s pocetom bolesti u ranoj Zivotnoj dobi te neki drugi poput DLG5 i
NOD1/CARDA4 (tablica 1).
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Tablica 1.

Gensko-fenotipske poveznice u upalnim bolestima cri jeva
Lokusi Kromosomske Povezanost s tipom Potencijalni Fenotipske
regije bolesti (kandidatni) geni korelacije
IBD1 16q12 CD CARD15/NOD2 Rani pogetak
bolesti, bolest
tankog crijeva |
sklonost
strikturama
IBD2 12913 Nedeterminirani kolitisi | VDR, NRAMP2, STAT6i | Nije poznata
terminalni ileitis u CD MMP-18
IBD3 6p13 CDiUC Glavni kompleks tkivne Nije poznata
podudarnosti (MHC) i
TNF
IBD4 14911 CD TCRa/8, leukotrienski B4 | Nije poznata
receptor, glavni kompleks
tkivne podudarnosti
(MHC) tip |, antigen
prezentirajuéi
proteosomski klaster
IBDS 5q Nedeterminirani kolitis, Citokinski klaster geni Perianalna
Crohn kolitis i ileokolitis | (IL-3, IL-4, IL-5, IL-13; bolest i rani
IRF-1i CSF-2) pocetak bolesti
IBD6 19p CD ICAM-1i DDXL Nije poznata
IBD7 1p CDiUC Mucin 3, EGFR i HGF Nije poznata

Tablica preuzeta iz Annals of Internal Medicine (4)

* CARD = kaspasa-aktivirajuca i regrutirajuéa domena; CD = Crohnova bolest; CSF-2
= kolonija-stimulirajuci faktor isoforma-2; DDXL = DEAD/DEAH helikaze; EGFR =
receptor epidermalnog faktora rasta; HGF = hepatocitni faktor rasta; IBD = upalne
bolesti crijeva; ICAM-1= intracelularna adhezijska molekula-1; IL = interleukin; IRF-1 =
interferon regulirajuci faktor isoforma-1; MMP = matrix metaloproteinaze; NRAMP2 =
makrofagni protein 2 povezan s prirodnom otpornoSc¢u; STAT = provoditelj signala i
aktivator transkripcije; TCR= T-stani¢ni receptor; TNF = tumor nekrotizirajuci faktor; UC
= ulcerozni kolitis; VDR = vitamin D receptor.
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1.3. KLINICKA SLIKA

Upalne se bolesti crijeva manifestiraju razliitim rasponom klinickih slika, od
onih klasiénih do manje karakteristiCnih kronic¢nih upala, neprepoznatljivog i
nepredvidivog tijeka (1). Raznolikost prezentacije Crohnove bolesti proizlazi iz
¢injenice da boleS¢éu moze biti zahvaéen bilo koji segment probavnog trakta do
anusa. Prezentacija bolesti blazim ili nekarakteristiCchim simptomima te nizim
stupnjem aktivnosti Cesto ima za posljedicu odgodeno trazenje lijeCniCke
pomoci i kasno postavljanje dijagnoze. U svojem klasi€nom obliku Crohnova se
bolest javlja u mladih bolesnika najéeSc¢e abdominalnim bolovima, proljevastim
stolicama 1 gubitkom tjelesne tezine te ponekad vru¢icom uslijed upale,
fistuliranja ili formiranja apscesa. Abdominalni su bolovi odraz opstruktivnih
smetnji. Proljevi nastaju zbog upale, odnosno resekcije tankog crijeva i
posljedi¢nog gubitka Zuénih kiselina, a u slu¢aju zahvacanja debelog crijeva
zbog poremecene apsorpcije i sekrecije vode i elektrolita. Ispadi vecih crijevnih
segmenata ileuma mogu dovesti i do steatoreje uslijed nemogucnosti jetre da
kompenzira prekomjerni gubitak Zuc€nih kiselina. Za razliku od ulceroznog
kolitisa krvarenja stolicom rijetko se pojavljuju u Crohnovoj bolesti, i to
uglavnom kod kolitisa, odnosno ileokolitisa. U manjeg broja bolesnika pocetni
su simptomi povezani s lokalnim komplikacijama ili ekstraintestinalnim
manifestacijama. U Cetvrtine bolesnika bolest se javlja u djetinjstvu ili pubertetu i
tada u klinickoj slici dominira gubitak tjelesne tezine, anemija, zaostajanje u
rastu i ¢esto izvancrijevne manifestacije, posebice artritis (1).

Karakteristika je Crohnove bolesti segmentalna, diskontinuirana upala (,skip®
lezije) koja zahvaca cijelu debljinu crijevne stijenke. U poCetnom stadiju bolesti
na normalnoj se sluznici nalaze aftozne ulceracije koje se kasnije prodube i
konfluiraju te nastaju duboke, linearne fisure. Ulceracije i fisure omeduju
nezahvacenu, zdravu sluznicu dajuci joj karakteristian izgled ,poploCane ulice*.
Na kraju se formiraju granulomi bez kazeozne nekroze koji sadrzavaju
epiteloidne i multinuklearne divovske stanice. Karakteristi¢ni granulomi javljaju
se u otprilike polovice bolesnika i korisni su, ali ne i nuzni za postavljanje

dijagnoze.
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1.3.1. Crohnova bolest jednjaka, Zeluca i dvanaesni  ka

Medu najrjede lokalizacije bolesti ubrajamo one gornjeg gastrointestinalnog
trakta. BoleS¢u je jednjak zahvacen u otprilike 1-2% bolesnika, iako se u
literaturi spominju i veci rasponi (2). lzolirana bolest jednjaka je vrlo rijetka,
¢eS¢a je u kombinaciji s boleScu tankog i/ili debelog crijeva. Naj¢eSce se
prezentira disfagijom ili odinofagijom te simptomima nalik GERB-u. Crohnova
bolest Zeluca i dvanaesnika javlja se u do 5% bolesnika, a manifestira se
dispepsijom, abdominalnim bolovima, mucninom i povrac¢anjem te gubitkom
tezine. Izolirana gastroduodenalna bolest je opisivana, no vecina tih bolesnika u

kasnijem tijeku razvije i bolest distalnog dijela probavnog sustava.

1.3.2. Bolest tankog crijeva

U 30-40% bolesnika upalom je zahvaéeno samo tanko crijevo, a u 40-55%
bolest istovremeno zahvaca tanko i debelo crijevo (1). Izolirana je Crohnova
bolest jejunuma rijetka, u najve¢cem broju slu€ajeva radi se o difuznom
jejunoileitisu koji vec¢inom zahtjeva jednu ili viSe kirurSkih operacija (2).
Crohnova bolest ima predilekciju za segment terminalnog ileuma koji je upalno
promijenjen u viSe od 70% slucajeva i tada se manifestira ranije spomenutom
klasichom Kklinickom slikom. Terminalni ileum moze biti zahvacen u 30%
bolesnika izolirano, odnosno kao difuzni jejunoileitis, dok se u otprilike 40%
bolest Siri na cekum i ascedentni kolon. Kao posljedica bolesti tankog crijeva,
osobito jejunuma, javlja se malnutricija, malapsorpcija, oksalatni kamenci
urotrakta i zuéni kamenci (1,2,19). Malnutricija nastaje uslijed malapsorpcije i
smanjenog unosa hrane. Anemija kao Cesta komplikacija bolesti nastaje ne
samo zbog gubitka krvi sluznicom ve¢ i zbog malapsorpcije vitamina B, i folne
kiseline te utjecaja kroni¢ne upale na eritropoezu. Kod upale, odnosno resekcije
terminalnog ileuma i posljedi¢éne malapsorpcije Zu¢nih soli te uslijed povecane
litogenosti Zu€i nastaju Zu€ni kamenci i oksalatni nefroliti. Deficit vitamina topivih
u mastima takoder je prisutan u bolesti ili resekciji ileuma. Malapsorpcija
vitamina D moze dovesti do hipokalcemije i posljedi¢ne osteomalacije, a deficit

vitamina K izaziva hipoprotrombinemiju i hemoragi¢ni dijatezu.
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1.3.3. Bolest debelog crijeva

Preostali bolesnici (15-25%) imaju neki oblik kolitisa odnosno perianalnu bolest
(do 30%). Crohn kolitis se javlja u nekoj od tri klinicke forme: ileokolitis,
lijevostrani (distalni) kolitis odnosno totalni kolitis (pankolitis). Simptomi Crohn
kolitisa uklju€uju abdominalne bolove, gubitak tezine i manje ili viSe izrazene
proljevaste stolice s primjesama krvi. Diferencijalno dijagnosticka tesSkoca
postoji prema ulceroznom Kkolitisu obzirom na razliCite terapijske pristupe,
posebice ako uklju€uju kirurSke intervencije. Nekadasnja pretpostavka o postedi
rektuma u Crohnovoj bolesti u usporedbi s ulceroznim kolitisom viSe nije
aktualna. Rektum je zahvaéen u €ak 50-60% bolesnika s Crohn kolitisom i u
tre¢ine onih koji su inicijalno imali poStedenu navedenu regiju (2). Kod
perianalne bolesti najveci broj bolesnika ima zahvacéen kolon, bilo izolirano ili

kao ileokolitis.

1.3.4. Perianalna bolest

Simptomi perianalne bolesti variraju od koznih promjena preko fisura do fistula i
apscesa. Kozne edematozne promjene, u pocCetku asimptomatske, kasnije
mogu fibrozirati i zahtjevati kirurSku eksciziju. Fisure u vecini sluajeva
spontano cijele uz higijenske mjere. Perianalne fistule dijelimo na jednostavne i
kompleksne, a klasificiraju se prema lokalizaciji u odnosu na analni sfinkter.
Vrucica ili bolnost u zdjelici upuéuju na pojavu fistule, odnosno apscesa, koji se
najpouzdanije mogu dijagnosticirati kombinacijom pregleda u anesteziji i MR
zdjelice. Jednostavne fistule tretiraju se konzervativho antibioticima i/ili
imunomodulatorima, dok je kirurSsko lijeCenje (postavljanje ,setona“ ili
fistulotomija) terapijski odabir u slu€aju prisutnih simptoma (20). Kompleksne
fistule lijeCe se kombinacijom antibiotika i/ili imunomodulatorima uz kirurSke
intervencije drenaZe apscesa, fistulotomiju odnosno postavljanje setona (20).
Kod takvih je fistula druga linija terapije lijeCenje anti-TNF protutijelima.
Neperianalne fistule poput enteroenteralnih ¢esto su asimptomatske i najéesée
lokalizirane izmedu ileocekalne regije i sigme. Entero- odnosno rektovaginalne
fistule, ako su simptomatske, prezentiraju se dispareunijom i fekulentnim

vaginalnim iscjetkom. Simptomatske fistule pokuSava se prvo lijeciti
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konzervativnho, a u slu€aju neuspjeha kirurskom preklopnicom (engl. ,flap®),
odnosno resekcijom zahvaéenog crijevnog segmenta. Sli€no se tretiraju i
enterokutane fistule koje se uglavnom javljaju u prvim danima nakon operacije,
a manifestiraju se vruc¢icom i lokalnim znakovima upale. Spontane enterokutane
fistule javljaju se obi¢no u podrucju prethodnog operativhog oziljka, a rijetko na
intaktnoj abdominalnoj stijenci. Enterovezikalne fistule karakterizirane su
recidivnim uroinfektima, dizurijom, pneumaturijom i fekalurijom, a njihovo

lijeCenje je prvenstveno kirursko.

1.3.5. Klini €ki tijek i ponaSanje bolesti

Prema kliniCkom tijeku i ponaSanju Crohnove bolesti Becka klasifikacija
razlikuje tri podgrupe: bolesnike s pretezno inflamatornim tipom bolesti,
strikturirajuéim tipom, te penetriraju¢im (fistuliraju¢im) oblikom bolesti. Ista
klasifikacija dijeli bolesnike na one s po¢etkom bolesti prije i nakon 40. godine
Zivota. Skupina s pocetkom bolesti u ranijoj Zivotnoj dobi povezuje se s
pozitivnom obiteljskom anamnezom upalnih bolesti crijeva te zahvacanjem i
komplikacijama na tankom crijevu. Kod bolesnika s poCetkom bolesti nakon 40.
godine Zivota ucestaliji je kolitis, a rjede se pojavljuju komplikacije u smislu
stenoza i fistula.

Inflamatorni  tip, odnosno nestrikturirajuci-nepenetrirajuci  oblik  bolesti
karakteriziran je dominantno upalom s povrSinskim ulceracijama bez formiranja
fistula, apscesa ili striktura. U klinickoj slici prevladavaju proljevaste stolice i
abdominalna bol. U preostala dva oblika takoder postoji komponenta upale koja
medutim nije dominirajuéa. Nedavno objavljene studije, izmedu ostalog ona
Louisa i sur. (9), govore u prilog progresije veéeg broja bolesnika iz inicijalno
nestrikturiraju¢e-nepenetrirajuceg oblik bolesti u stenoziraju¢i odnosno
penetrirajuci trajanjem bolesti.

U strikturiraju¢em tipu bolesti u pocCetku dolazi do intermitentnih opstrukcija
zbog edema i spazma crijevne stijenke. Uslijed upale i trajanja bolesti razvijaju
se strikture koje prvo reduciraju proljevaste stolice, a potom nastupa opstipacija

uz prestenoti¢ku dilataciju.
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Penetrirajuci, odnosno fistulirajuéi tip bolesti posljedica je zahvacanja cijele
debljine crijevne stijenke upalom i njezinog Sirenja kroz serozu. Rjede se ovaj
oblik bolesti prezentira akutnom perforacijom 3uplieg organa. Ce3¢a je
subakutna klinicka slika s formiranjem fistula odnosno apscesa. Fistule djelimo
na perianalne i neperianalne obzirom na razliCite terapijske pristupe. Procjenjuje
se da je rizik razvoja fistula u bolesnika s Crohnovom bolesti tijekom Zivota od
20-40% (2).

1.3.6. Procjena aktivnosti bolesti

Za procjenu aktivnosti bolesti koriste se brojni indeksi kojima se nastoji
objektivizirati upalna aktivnost, biljeZze se subjektivni simptomi i klini¢ki znakovi,
a neki koriste i laboratorijske parametre. Navedeni indeksi koristan su
pokazatelj klinicaru pri odabiru terapije i procjeni njezine ucinkovitosti. Treba
naglasiti da upalna aktivnost izrazena biokemijskim parametrima nije nuzno u
korelaciji sa subjektivnim simptomima i fizikalnim znakovima.

Jedan od naj¢eS¢e upotrebljavanih indeksa CDAI (Crohn’s disease activity
index) (21) i Harvey-Bradshawov indeks (22) mjere subjektivne simptome i
objektivne klinicke znakove. CDAI uklju¢uje sedmodnevno praéenje slijedecih
parametara: broj stolica, abdominalna bol, opée stanje bolesnika, upotreba
opijata za kontrolu proljeva, palpabilna abdominalna masa, hematokrit, tjelesna
tezina i izvancrijevni simptomi. Sve varijable se umnoze s pripadaju¢im
koeficijentima i na kraju zbroje. Ukupni zbroj ispod 150 odgovara blagoj bolesti,
odnosno remisiji. Vrijednosti oko 220 odgovaraju umjereno teSkoj bolesti, dok
zbroj preko 450 upucuje na teSku Crohnovu bolest. lako je CDAI reproducibilan
I relativno pouzdano prikazuje aktivnost bolesti zbog kompleksnosti
izraCunavanja i potrebe sedmodnevnog pracenja nije pogodan za svakodnevnu
klinicku upotrebu. Pojednostavljeni indeks koji koristi pet od osam parametara iz
CDAI i ne zahtjeva sedmodnevno pracenje je Harvey-Bradshawov indeks. Za
razliku od prethodnih indeksa Van Hees indeks (nizozemski indeks) (23) koristi
I laboratorijske parametre unutar devet ispitivanih varijabli. Time postize vecu
objektivnost i bolje korelira s procjenom klini¢ara, no svakodnevna je upotreba

ograni¢ena komplesnim izraCunom. Subjektivni upitnici o kvaliteti Zivota

11



Uvod

orijentirani su prvenstveno na bolesnikove simptome i emocionalno stanje za

razliku od prethodno navedenih indeksa.

1.4. 1ZVANCRIJEVNE MANIFESTACIJE BOLESTI

Upalne bolesti crijeva povezane su s izvancrijevnim manifestacijama koje mogu
zahvatiti gotovo svaki organski sustav (tablica 2). Ekstraintestinalne
manifestacije javljaju se u otprilike 20-40% svih bolesnika s upalnim bolestima
crijeva, a ucestalost im ovisi o fenotipu bolesti crijeva i zahva¢enom organu
(17). Najucestalije su zahvaceni zglobovi, koza, oc€i i bilijarni sustav. Neke
izvancrijevne manifestacije poput perifernog artritisa, nodoznog eritema,
pyoderme gangrenosum i episkleritisa koreliraju s intenzitetom upale crijeva.
Navedene manifestacije regrediraju smirivanjem upale. S druge strane primarni
sklerozirajuci kolangitis, uveitis, ankilozni spondilitis i sakroileitis nisu povezani s

upalnom aktivnoS¢u u crijevu.

1.4.1. Patogeneza izvancrijevnih manifestacija

Patogeneza izvancrijevnih manifestacija upalnih bolesti crijeva nije u potpunosti
razjasSnjena. ViSe studija ukazuje na povezanost genetskih i imunoloskih
Cimbenika s razvojem izvancrijevnih  manifestacija. = Polimorfizam
NOD2/CARD15 gena koji je ranije spomenut povezuje se s ilealnom
lokalizacijom i stenoziraju¢im oblikom Crohnove bolesti. Osim povezanosti s
navedenim fenotipom bolesti polimorfizam NOD2 gena dovodi se i u vezu sa
sakroileitisom (25). Samo je jedna studija (26) pokazala slabu inverznu
korelaciju mutacije NOD2 gena i izvancrijevnih manifestacija u cjelini dok ostale
nisu utvrdile ikakvu povezanost. Medutim, nedostatak vecine studija upravo je
koreliranje izvancrijevnih manifestacija u cjelini, a ne pojedina¢no. Dva razli€ita
tipa perifernog artritisa koja se javljaju u upalnim bolestima crijeva prema
Orchardu i sur. (27) povezuju se s razli€itim genotipovima. Tip 1 artritisa koji se
javlja intermitentno i zahvac¢a do pet zglobova povezuje se s HLA-B 27, HLA-B
35 i HLA-DRB1*1013. Tip 2 artritisa povezan je s HLA-B 44 haplotipom. O¢ne i

kozne promjene takoder se dovode u vezu s odredenim HLA. 1z navedenog se
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moze pretpostaviti kako je za razvoj izvancrijevnih manifestacija potrebna
specificna genetska podloga.

Autoimunost ima centralnu ulogu u patogenezi upalnih bolesti crijeva i
pridruzenim izvancrijevnim manifestacijiama. To je potvrdeno nalazima
autoantitijela u bolesnika te uspjeSnim lije€enjem izvancrijevnih manifestacija
imunomodulatornom lijekovima. Poremeceni imuni odgovor na strani antigen
dovodi do T stani¢ne aktivacije i indukcije Th 1 imune reakcije s posljedi€nom
citokinskom produkcijom i stvaranjem autoantitijela. Zbog antigenske mimikrije
aktivirani T limfociti mogu krizno reagirati s autoantigenima. Poznata je krizna
reaktivnost izmedu epitelnog proteina kolona (p40) i epitopa cilijarnog epitela u

oCima, epitela biljarnog trakta i hondrocita (28).
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Tablica 2.

Izvancrijevne manifestacije u upalnim bolestima cri jeva
Hepatobilijarne Kardiovaskularne KoZne promjene - Mononeuritis
- Steatoza jetre - Perikarditis - Erythema nodosum - Cerebrovaskularni
- Kolelitijaza - Miokarditis - Pyoderma gangren. incidenti
- Primarni skleroziraju¢i | - Endokarditis - Pyoderma vegetans - Leukoencefalitis
kolangitis - Sweet sindrom - Cerebelarna
- Kroni¢ni hepatitis Endokrine - Erythema multiforme | degeneracija
- Granulomatozni - Osteomalacija - Psorijaza
hepatitis - Osteopenija - Steven-Johnson sind. | Bubrene
- Ciroza jetre - Osteoporoza - Rosacea fulminans - Nefrolitijaza
- Kolangiocelularni - Deficit vitamina i - Kozni poliarteritis - Amiloidoza

karcinom
- Pankreatitis
- Hemosideroza

Muskuloskeletne

- Periferna artropatija
- Sakroileitis

- Ankilozni spondilitis

- Hipertrofi¢na
osteoartropatija

- Polihondritis

- Zdjeli¢ni osteomijelitis
- Avaskularna nekroza
- Metastatska
Crohnova bolest
kostiju, zglobova i
misi¢a

minerala u tragovima
- Hipo- i hipertiroidizam

O¢ne manifestacije

- Episkleritis

- Uveitis

- Konjuktivitis

- Retinitis

- Retrobulbarni neuritis
- Katarakta

- Glaukom

- Orbitalni miozitis

- Orbitalni celulitis

- Okluzija a. i v. retine

Usna Supljina

- Aftozni stomatitis
- Piostomatitis
vegetans

- Orofacijalna
granulomatoza

nodosa
- Metastatska
Crohnova bolest koze

HematoloSke

- Anemija kr. bolesti

- Anemija zbog deficita
Fe, folata ili vit. By,

- Autoimuna
hemoliticka anemija

- Tromboembolijska
bolest

- Mijelodisplasti¢ki sind.

Neuroloske

- Periferna neuropatija
- Mijelopatija

- Myastenia gravis

- Demijeliniziraju¢a
radikulopatija

- Rekurentne TIA-e

- Epilepsija

- Intersticijski nefritis
- Renalna tubularna
acidoza

- Glomerulonefritis

- Nefrotoksi¢nost lijekova
- Enterovezikalne fistule
- Opstruktivna uropatija

Pluéne

- Bronhiolitis

- Kr. Bronhitis

- Bronhiektazije

- Granulomatozni
pneumonitis

- Intersticijska fibroza
- Pleuritis
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1.4.2. Manjak koStane mase (osteopenija) i osteopor 0za

KosStano se tkivo tijekom zivotnog vijeka kontinuirano pregraduje. To je fizioloSki
koordinirana aktivnost dvaju glavnih stani¢nih elemenata: osteoblasta koji
sintetiziraju koStani matriks i osteoklasta koji sudjeluju u njegovoj resorpciji.
Osteoklasti, stanice monocitnog podrijetla, resorbiraju koStano tkivo
djelovanjem razliitih enzima poput katepsina K. Osteoblasti oblazu tako
nastale resorptivne Supljine osteoidom koji se potom mineralizira. Za
odrzavanje normalne homeostaze nuzna je uravnoteZzena aktivnost osteoblasta
I osteoklasta. Poremecaji u kojih dominira aktivnost osteoklasta vode k
lokalnom ili generalnom gubitaku koStane mase. Smanjenje gustoce koStanog
tkiva je obiljezje mnogih bolesti, a mogu ga uzrokovati razli€iti Cimbenici poput
metabolickin poremecaja, kroni¢ni upalni procesi, genska predispozicija,
promjene na hormonalnoj razini do terapije kortikosteroidima ili puSenje i
konzumiranje alkohola.

KlasiCha denzitometrija je zlatni standard za odredivanje koStane mase
mjerenjem mineralne gustoée kosti. Prema preporuci Svjetske zdravstvene
organizacije izmjerene vrijednosti izrazavaju se kao odstupanja od prosjeka
zdrave populacije (T-vrijednost) odnosno odstupanje od kontrolne skupine
prema dobu i spolu (Z-vrijednost). Kriterij Svjetske zdravstvene organizacije za
osteoporozu je T-vrijednost<-2,5, dok se manjak koStane mase (osteopenija)
smatra T- vrijednost izmedu -1 i -2,5. Sve vrijednosti mineralne gustoce kosti
vece od -1 klasificiraju se kao normalna koStana masa. U osteoporozi su
serumske vrijednosti kalcija, vitamina D i fosfata kao esencijalnih elemenata u
metabolizmu kosti uglavnom normalne. Navedeni parametri najéeSc¢e su snizeni

u osteomalaciji kada je poremecena mineralizacija osteoida.

1.4.3. Metabolizam koStanog tkiva u upalnim bolesti  ma crijeva

U bolesnika s Crohnovom bolesti opisane su koStane promjene koje sezu od
osteopenije do osteoporoze s posljedicno povecanim rizikom koStanih
prijeloma. Podaci denzitometrijskog mjerenja koStanog statusa u populaciji
bolesnika s upalnim bolestima crijeva pokazuju manjak koStane mase

(osteopenija) u 40-50% bolesnika. Prevalencija osteoporoze kod upalnih bolesti
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crijeva u nekontroliranim studijama kreée se od 18-42% prema Bernsteinu i sur.
(29). Istrazivanja pokazuju neSto vecu ucestalost koStane bolesti u Crohnovoj
bolesti u usporedbi s ulceroznim kolitisom. Etiologija metaboli¢ke bolesti kostiju
u Crohnovoj bolesti nije u potpunosti jasna, ali se zna da u patogenezi zna¢ajnu
ulogu imaju kroni¢na remitentna upala i terapija steroidima (29).

Posljednjin se godina intenzivnije raspravlja o riziku koStanih prijeloma u
upalnim bolestima crijeva nego o samoj prevalenciji osteoporoze. Rezultati
studija o koStanim prijelomima su donekle proturje¢ni. Ukupni relativni rizik
koStanih prijeloma u upalnim bolestima crijeva veci je 40% u odnosu na opcu
populaciju (29). Neke studije (30,31) navode povecani rizik prijeloma u
bolesnika s Crohnovom bolesti dok druge (32) ne navode signifikantnu razliku u
odnosu na kontrolnu skupinu. Asimptomatske frakture kraljesnice nisu rijetka
komplikacija u Crohnovoj bolesti. Pojedina istrazivanja biljeze njihovu pojavu u
Cak 22% bolesnika (33,34). Prijelomi se uglavhom javljaju u mladoj dobi u
bolesnika s metabolickom bolesti kostiju za razliku od onih bez metaboli¢ke
bolesti kostiju. Neki podaci ukazuju na ucestaliju pojavu prijeloma kraljeSnice u
bolesnika s viSim stupnjem aktivnosti bolesti odredenim vrijednoS¢u CRP-a.
Bolesnici s Crohnovom bolesti imaju nekoliko rizika za razvoj osteoporoze:
moguci deficit vitamina D i Kkalcija, ekcesivhu upotrebu Kkortikosteroida,
smanjenu gonadalnu funkciju i upalnu komponentu bolesti. Starije studije
ukazuju na nedostatak vitamina D u vecine bolesnika s Crohnovom bolesti (35)
uglavhom zbog malapsorpcije, odnosno crijevne resekcije. Nedavna studija
Vogelsanga i sur. (36) pokazala je, kontradiktorno dugogodisnjoj dogmi, kako je
apsorpcija vitamina D u Crohnovoj bolesti uredna. Neke druge studije poput one
Andreassena i sur (37) nisu utvrdile povezanost mineralne gustoCe kosti i
serumskih vrijednosti 25-OH vitamina D. K tome, reducirana mineralna gustoca
kosti nadena je i u bolesnika koji su imali normalne vrijednosti vitamina D (38).
Iz navedenog proizlazi kako nedostatak vitamina D, ako je uopce prisutan, nije
vodeci uzrok osteoporoze u bolesnika s Crohnovom bolesti.

Poznato je kako steroidi negativno djeluju na kost slabljenjem funkcije
osteoblasta, a poticuéi osteoklasticnu resorpciju putem IL-1. Osim toga,

induciraju sekundarni hiperparatireoidizam, reduciraju crijevnu apsorpciju kalcija
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(putem vitamina D) i povecavaju njegovo bubrezno izlu€ivanje. Brojne su studije
utvrdile inverznu korelaciju izmedu mineralne gustoce kosti u bolesnika s
upalnim bolestima crijeva i ukupne doze steroida primljene tijekom Zivota.
Amenoreja i hipogonadizam su ucestali u bolesnika s upalnim bolestima crijeva
najvjerojatnije kao posljedica inhibitornog djelovanja osnovne bolesti i steroidne
terapije na hipofizno-gonadalnu osovinu.

Ne smiju se zanemarit dob, spol niti indeks tjelesne mase koji zajedno sa svim
ranije spomenutim Cine profil rizi€nih faktora za nastanak i razvoj metaboli¢ke
bolesti kostiju kao sekundarne komplikacije upalnih bolesti crijeva (39).
Povezanost kroni¢nih upalnih bolesti s osteoporozom upucéuje na fenomen da
aktivirani imunoloski sustav ima upliva na patoloSke promjene u koStanom
metabolizmu, pri ¢emu vrlo nepovoljno djeluju ucestali relapsi, odnosno duge
faze aktivhog oblika bolesti. Interakcija na leukocitima eksprimiranog a4p1
integrina i fibronektina stimulira ekspresiju matriks metaloproteinaza koje
razgraduju i modificiraju izvanstani¢ni matriks i time pomazu migraciju leukocita
u upali (7). Hipotetski, navedenom interakcijom potaknuta razgradnja
izvanstanicnog matriksa moze se odvijati i u kosti djelujuéi na smanjenje
koStane mase. Stanice osteoklasta imaju srediSnju ulogu u patoloSkom
propadanju koStanog tkiva. Najnovija istrazivanja u biologiji osteoklastogeneze
pridaju znacajnu ulogu signalnom putu koji ¢ine RANK (engl. receptor activator
of nuclear factor-kappa B), RANK-ligand i osteoprotegerin (40). RANK-ligand se
veze i pri tome aktivira RANK receptor na membrani osteoklasti¢nih prekursora
Cime se aktivira sazrijevanje osteoklasta. Osteoprotegerin (OPG) je nativni
inhibitor RANK-liganda s kojim tvori kompleks OPG-RANKL inhibirajuci tako
njegovo vezanje za osteoklasti¢ni receptor. Uravnotezenost signalnog sistema
RANK-ligand/RANK/OPG nuzna je za odrzavanje normalne koStane
homeostaze. Takoder je opisana funkcionalna povezanost ovog signalnog puta
i imunoloskog sustava (41,42). Stanice T limfocita, aktivirane spajanjem
antigena s receptorom, na svojim membranama eksprimiraju RANKL koji se
djelovanjem metaloproteinaza isplavljuje u cirkulaciju. RANK-ligand deriviran iz
T limfocita direktno potiCe sazrijevanje osteoklastiCnih progenitora u zrele

osteoklaste te dalje promovira osteoklastogeni¢ne aktivnosti u smislu koStane
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resorpcije. Naime, aktivirani T limfociti sintetiziraju i lu¢e proupalne citokine (IL-
1, IL-6, IL-11, IL-17, TNF-a), enzime i faktore rasta, koji opet induciraju
ekspresiju RANK-liganda na stanicama osteoblasta. Stoga sistemno aktiviranje
T limfocita izravno utje€e na biogenezu i aktivnost osteoklasta pri ¢emu su T

limfociti krucijalni posrednik u smanjenju koStane mase in vivo.

1.4.4. Terapija metaboli ¢ke bolesti kostiju

Op¢i terapijski ciljevi jesu prevencija gubitka koStane mase, kontrola upalne
aktivnosti bolesti, odrzavanje adekvatnog nutritivnog statusa, upotreba niskih
doza steroida, uklju€ivanje imunomodulatornih lijekova kao supstitucija za
steroide i prevencija prijeloma kod bolesnika s potvrdenom osteoporozom.
Osnovne terapijske mjere kod svih bolesnika uklju€uju adekvatan dnevni unos
kalcija (1200-1500 mg) i vitamina D (800 IU) uz redovitu tjelovjezbu (vjezbe
snage), prestanak puSenja i izbjegavanje uzivanja alkohola. Terapija
bisfosfonatima savjetuje se bolesnicima s dokazanom osteporozom. U
bolesnika s manjkom koStane mase (osteopenija, T-vrijednost izmedu -1 i -2,5)
bisfosfonati su terapija izbora u slu€aju prolongiranog lijecenja steroidima.
Kontrolna denzitometrija nakon 1-2 godine savjetuje se kod svih bolesnika radi

potvrde stabilizacije koStane mase.

1.5. DIJAGNOZA BOLESTI

Postavljanje dijagnoze Crohnove bolesti Cesto zahtjeva kompleksan
dijagnosticki pristup. Naime, bolest se moze prezentirati Sarolikom klinickom
slikom odnosno samo izvancrijevnim manifestacijama ili lokalnim
komplikacijama. Stoga, dijagnosticki algoritam ukljuCuje laboratorijske
parametre, radioloSke i endoskopske pretrage te histoloSku analizu bioptiranog

ili reseciranog tkiva.
1.5.1. Laboratorijski nalazi

Neki laboratorijski parametri koristan su pokazatelj aktivnosti bolesti. Tako se u

aktivnoj upali ¢esto nalazi ubrzana sedimentacija eritrocita (SE), leukocitoza,
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poviSene vrijednosti CRP-a, fibrinogena, al-antitripsina i trombocita (43).
Navedeni su parametri nespecificni znakovi upalne aktivnosti. Ubrzana
sedimentacija eritrocita nije samo odraz upalne aktivnosti u crijevu vec i
promjene koncentracije plazmatskih proteina te stani¢nog volumena. Poznato je
kako SE slabo korelira s intenzitetom bolesti ileuma, a nesto bolje s Crohnovom
bolesti debelog crijeva (2,43). Nasuprot tome, CRP i serumski amiloid A (SAA),
takoder reaktant akutne upale, dobri su pokazatelji intenziteta upalne aktivnosti.
Oba parametra dobro koreliraju s CDAI, dok neke studije daju malu prednost
SAA (2).

Cesto prisutna anemija moze biti uzrokovana kroni¢nim krvarenjem iz sluznice,
malapsorpcijom vitamina Bj,, deficitom folne kiseline ili pak djelovanjem
kroni¢ne upale na koStanu srz. Kod tezih oblika bolesti kao posljedica toksemije
ili malnutricije na jetru mogu se registrirati hipoalbuminemija i blazi porast
jetrenih enzima praceni deficitom kalija, kalcija, fosfata i magnezija.

Seroloski markeri mogu biti dodatna pomo¢ u diferencijalnoj dijagnozi izmedu
dva fenotipa upalne bolesti crijeva. Perinuklearna antineutrofilna citoplazmatska
antitijela (P ANCA), karakteristiCna za Wegenerovu granulomatozu, pozitivna su
u otprilike 10% bolesnika s Crohnovom bolesti i oko 65% bolesnika s
ulceroznim kolitisom (2). Obi¢no se radi o podgrupi bolesnika s primarno
lijevostranim kolitisom i klini€kim tijekom nalik ulceroznom kolitisu. Prema nekim
istrazivanjima navedena grupa bolesnika ima slabi odgovor na terapiju
infliksimabom. Antitijela na Saccharomyces cerevisiae (ASCA) pozitivha su u
60-70% bolesnika s Crohnovom bolesti i u manje od 15% bolesnika s
ulceroznim kolitisom. Bolesnici koji imaju pozitivha 1gG i IgA ASCA visoko su
prediktivni za Crohnovu bolest i ilealnu lokalizaciju bolesti. Zaklju€no se moze
re¢i da je kombinacija ASCA*/pANCA™ specificna je za Crohnovu bolest. Od
novijih serloskih markera treba spomenuti anti-OmpC, protutijela na porin
vanjske membrane E. coli koja se javljaju u 55% bolesnika s Crohnovom
boleS¢u i povezuju se s penetrirajuce tipom bolesti (44). Mikrobna sekvenca 12
identificirana je kao homolog tetR bakterijskog transkripcijskog faktora i prisutna
je u dijela bolesnika s Crohn kolitisom. Navedena se sekvenca povezuje s
Pseudomonas fluorescens (44). Anti-I12 antitijela klase IgA nadena su u 54%
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bolesnika s Crohnom, 10% bolesnika s ulceroznim kolitisom, 19% bolesnika s
drugim crijevnim upalama i 4% zdravih kontrola. Prisutnost navedenih
protutijela povezuje se sa sklonoS¢u stenoziraju¢em tipu bolesti (44). Anti-CBirl
flagelinska protutijela, prisuthna u otprilike polovice bolesnika s Crohnom,
dovode se u vezu s bolesti tankog crijeva te penetriraju¢im i stenozirajuéim
oblikom bolesti (44). Buduce studije ¢e pokazati pravu vrijednost novijih
seroloskih markera.

Radi iskljuenja specificnih upala probavnog trakta indicirana je mikrobioloSka,
parazitoloSka i analiza stolice na gljivice. Posebnu paznju treba posvetiti

isklju¢enju Clostridium difficile infekcije.

1.5.2. Dijagnosti €ke pretrage

Prvi je korak u dijagnostici procjena aktivnosti bolesti klinickim pregledom i
biokemijskim parametrima. Nativna RTG snhimka abdomena Kkoristi se radi
isklju€enja mogucéeg toksicnog megakolona, ileusa ili perforacije crijeva. Ako
aktivnost bolesti i ope stanje bolesnika dozvoljavaju, slijedeéi je dijagnosticki
postupak kolonoskopija s ileoskopijom. Naime, kao prvo je potrebno razluciti
fenotip i lokalizaciju upalne bolesti crijeva. Za razliku od ulceroznog kolitisa,
Crohnova se bolest endoskopski prikazuje segmentalnim upalnim promjenama
koje variraju od afti do dubokih ulceracija i fisura koje sluznici daju
karakteristian izgled ,poploCane ulice®. Trajanjem i progresijom bolesti nastaju
promjene u smislu pseudopolipa, stenoza i fistula. U slu¢aju nemoguénosti
endoskopske evaluacije cijelog debelog crijeva (npr. neprohodne stenoze) kao
pomoc¢na metoda moze se Koristiti irigografija barijevim kontrastom. Kako je u
Crohnovoj bolesti terminalni ileum zahvacen u vise od 70% bolesnika
ileoskopija je od izuzetne vaznosti za postavljanje pravilne dijagnoze. U
usporedbi s radioloSkim pretragama ileoskopija je superiornija u dijagnozi
Crohnove bolesti terminalnog ileuma (43).

Slijededi je korak procjena proSirenosti bolesti. Neovisno od endoskopskog
nalaza u terminalnom ileumu, indicirana je evaluacija mogucih promjena u
tankom crijevu, naj¢eS¢e pasazom ili enteroklizom. Te pretrage omogucuju

detaljnu analizu sluznice kao i prepoznavanje potencijalnih stenoza ili fistula.
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Promjene su karakteristicno segmentalne s oStrom granicom izmedu zdravih i
bolesnih dijelova. Osim navedenih pretraga mogu se u istu svrhu Koristiti i
CT/MR -enterokliza ili -enterografija. Posljednje pretrage kvalitetnije prikazuju
zadebljanje crijevne stijenke kao i vaskularne promjene mezenterija (43). ,Push”
enteroskopija s uzimanjem bioptata sluznice je sigurna i korisna metoda u
dijagnozi Crohnove bolesti kod dijela bolesnika u kojih konvencionalne
radioloSke tehnike nisu dale odgovarajuce rezultate (43). Kapsula endoskopija
je relativno nova i neinvazivna pretraga za prikaz tankog crijeva. Uglavnom je
indicirana u bolesnika sa sumnjom ili potvrdenom Crohnovom bolesti tankog
crijeva, a bez prisutnih stenoza. Dodatne studije tek trebaju potvrditi vrijednost
ove metode u dijagnostiCkom algoritmu upalnih bolesti crijeva. Od
endoskopskih pretraga treba joS spomenuti gastroduodenoskopiju koja je
indicirana u bolesnika sa simptomima gornjeg probavnog trakta.

Zbog ucestalih komplikacija na bilijarnom i urotraktu potrebno je uciniti
ultrazvuéni pregled abdomena. Ta se pretraga moze Koristiti i kao metoda
probira kod sumnje na apscesne kolekcije, iako je manje specifi€na od drugih
radioloskih tehnika te ovisna o iskustvu operatera. Stoga se u slu¢aju sumnje
na apsces ili fistule savjetuje uciniti CT odnosno MR koja je joS senzitivnija i k
tome ne upotrebljava ioniziraju¢e zracenje (43). Kod perianalne bolesti s
fistulama metoda s najvecom senzitivnoSc¢u je kirurSki pregled u anesteziji,
posebice ako se kombinira s MR zdjelice (20). Za procjenu upalne aktivnosti i
komplikacija poput apscesa i fistula kod bolesnika koji nisu na steroidnoj terapiji,
moZe se Kkoristiti scintigrafija obiljezenim leukocitima (**"Tc-HMPAO) ili
antileukocitnim protutijelima.

Fokalna kronicna upala s redukcijom broja kripti, njihovom distorzijom,
mukoznom atrofijom i pojavom granuloma generalno su prihvacene histoloske
karakteristike Crohnove bolesti (43). Aftozne promjene odnosno ulceracije u
Crohnovoj bolesti uvijek razdvaja zdrava sluznica za razliku od ulceroznog
kolitisa koji ima sli¢ha histoloSka obiljezja. Karakteristi¢ni granulomi javljaju se u
otprilike polovice bolesnika s Crohnovom bolesti i korisni su, ali ne i nuzni za

postavljanje dijagnoze.
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1.5.3. Diferencijalna dijagnoza Crohnove bolesti

Brojne su bolesti koje se mogu prezentirati kliniCkom slikom upalnih bolesti

crijeva. Izmedu ulceroznog kolitisa i Crohnove bolesti kao dva osnovna fenotipa

upalnih bolesti crijeva postoji odredeno preklapanje Kklini¢kih karakteristika.

Svaka bolest zahtjeva specifican terapijski pristup, stoga je od iznimne vaznosti

pravilno inicijalno odredivanje fenotipa i proSirenosti upalne bolesti crijeva. Osim

ulceroznog kolitisa postoji veéi broj bolesti koje mogu imitirati klini€¢ku sliku

Crohnove bolesti radi ¢ega je bitno njihovo razlikovanje i pravovremeno

dijagnosticiranje (tablica 3).

Tablica 3.

Diferencijalne dijagnoze upalnih bolesti crijeva

Infekcije-bakterijske

Maligne bolesti

- Shigella

- Salmonella

- Campylobacter jejuni

- Yersinia enterocolitica

- Clostridium difficile

- Escherichia coli

- Entamoeba histolytica

- Mycobacterium tuberculosis
- Mycobacterium avium intracellulare
- Chlamydia trachomatis

- Histoplasma

- Limfomi tankog crijeva

- Adenokarcinomi tankog/debelog crijeva
- Sarkom

- Karcinoid

- Metastatski tumori

Kolitisi inducirani lijekovima/med.

postupcima

Infekcije-virusne

- Herpes simplex
- Cytomegalovirus

- Pseudomembranozni
- NSAR

- Oralni kontraceptivi

- Postiradijacijski

Ostale bolesti

Vaskularne bolesti

- Sistemni vaskulitisi
- Behcetova bolest
- Ishemiéni kolitis

- Divertikulitis

- Akutni apendicitis

- Ovarijalne ciste i tumori

- Endometrioza

- Lymphogranuloma venerum
- Kolageni i limfocitni kolitis

- Sarkoidoza

- Celijakija
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1.6. OSNOVE LIJE CENJA CROHNOVE BOLESTI

Prije pocCetka lije€enja kljuCna je procjena aktivnosti, fenotipa i proSirenosti
bolesti. Ve¢ su ranije navedene brojne bolesti (tablica 3) koje je potrebno
iskljuciti prije zapocinjanja terapije. Terapijski je cilj postizanje i odrzavanje
remisije bolesti. Dva su osnovna pristupa lijecenju: ,step-up” i ,2top-down* (1,45).
Prvi pristup zagovara postupno dodavanje potentnijih lijekova ukoliko terapija
prve linije nije u€inkovita. ,Top-down* terapijski pristup je upravo obrnut i kao

prva mogucnost se koriste najpotentniji, ali ujedno i najskuplji lijekovi.

1.6.1. Medikamentno lije éenje

Crohnova bolest gornjeg dijela gastrointestinalnog trakta iako rijetka povezuje
se s loSijom prognozom. LijeCenje se temelji na inhibitorima protonske pumpe
uz dodatak steroida, odnosno dodatak imunomodulatora kod izrazenijih
simptoma (1,45). Infliksimab je alternativa kod refraktorne bolesti. Balon
dilatacija ili kirurSka terapija su moguénosti kod tezih opstruktivnih smetnji.

U blagoj je Crohnovoj bolesti lokaliziranoj ileocekalno preporucena terapija
budesonidom (9mg/dan), dok je u€inak mesalazina ograni¢en (45). Antibiotici
se ne preporucuju.

Umjereno aktivha bolest iste lokalizacije takoder se moze lijeciti budesonidom ili
sistemnim steroidima dok se antibiotska terapija ukljuCuje u slu€aju septickih
komplikacija (45).

Kod teSke Crohnove bolesti ileocekalne regije indicirano je inicijalno lijeCenje
steroidima, prvo parenteralno, potom peroralno. Kod ranog relapsa bolesti
dodaje se azatioprin, odnosno u slu¢aju njegovog nepodnoSenja metotreksat.
Infliksimab je terapijska mogucnost kod bolesnika refraktornin na terapiju
steroidima i/ili imunomodulatorima. Kirurski zahvat treba uzeti u obzir u slu€aju
neuspjeha medikamentne terapije unutar dva do Sest tjedana (45).

U slucaju blagog Crohn kolitisa savjetuje se terapija aminosalicilatima ili
sistemnim steroidima. Kod distalnog kolitisa u terapiji se isti lijekovi mogu

primjenjivati lokalno ili se kombinirati sa sistemnom terapijom u ovisnosti 0o

23



Uvod

aktivnosti bolesti. Kod ranog relapsa dodaju se imunomodulatori, a infliksimab
je opcija u slu¢aju njihove intolerancije ili refraktorne bolesti.

Kod proSirene bolesti tankog crijeva kada je zahvaéeno viSe od 100 cm crijeva
indicirano je lijeCenje kortikosteroidima uz konkomitantnu terapiju
imunomodulatorom radi smanjenja doze steroida (45). Takoder je indicirana
nutritivna potpora. U slu¢aju neuspjeha terapije, slicno kao i kod drugih
lokalizacija bolesti, treba uzeti u obzir lijeCenje infliksimabom i KkirurSkim
zahvatom.

Kod ranog relapsa, steroid ovisne i rezistentne bolesti savjetuje se upotreba
imunomodulatora. Ciprofloksacin i metronidazol dovode do manje, neznacajne
redukcije indeksa aktivnosti bolesti. Stoga se njihova upotreba preporuc¢a u
septiCkim komplikacijama, bakterijskom prerastanju u crijevu i perianalnoj
bolesti. Kod medikamentno (steroidima) postignute remisije za njezino
odrzavanje savjetuje se azatioprin (45). Novije studije ukazuju i na
postoperativno odrZavanje remisije azatioprinom. Mesalazin i kortikosteroidi se
ne savjetuju za odrzavanje medikamentno postignute remisije.

Lije€enje perianalne bolesti, posebice kompleksnih fistula je slozeno i kombinira
antibiotike i/ili imunomodulatore s kirurSkim intervencijama (20). Druga linija

terapije je infliksimab.

1.6.2. Nutritivna potpora lije €enju

U bolesnika s upalnim bolestima crijeva, a posebice Crohnovom bolesti,
uCestala je malnutricija. Nutritivna potpora osobito je vrijedna u djece i
adolescenata sa zastojem u rastu jer mozZze modificirati tijek bolesti, a vrlo je
korisna i u bolesnika koji se pripremaju za operativni zahvat. Enteralna
prehrana ima prednost pred parenteralnom jer prije€i atrofiju crijevnih resica i
potencijalni nastanak septi¢nih komplikacija, a k tome omogucéuje unos nekih
probioti¢kih bakterija (46). Primjena adekvatnog omjera jednostruko- prema
viSestrukonezasi¢enim masnim kiselinama u gotovim parenteralnim otopinama
kao i enteralnim pripravcima smanjuje negativan utjecaj upalne aktivnosti u

crijevu. Visoki omjer omega-3/omega-6 masnim kiselinama reducira otpustanje
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proinflamatornih medijatora u ciklusu arahidonske kiseline, smanjuje agregaciju

trombocita i oslobadanje proupalnih citokina IL-1, IL-6 | TNF-a (46).

1.6.3. Kirursko lije €enje

Sve potentnijim se lijekovima nastoji odgoditi primjena kirurSkog zahvata u
bolesnika s Crohnovom bolesti i tako saCuvati Sto vecu apsorpcijsku povrSinu
crijeva. Usprkos tome, u vecine ¢e bolesnika biti barem jednom tijekom zivota
indiciran operativni zahvat. Kako su recidivi bolesti na mjestu anastomoza
nakon resekcije pravilo inzistira se na minimalnim resekcijama tankog crijeva
odnosno strikturoplastici (19). Kod bolesti debelog crijeva savjetuje se takoder
poStedna resekcija, odnosno endoskopska dilatacija stenoziranog segmenta
kada je moguce (38). Strikturoplastika u kolonu nije preporucljiva.
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PRETPOSTAVKA

Pretpostavka je predlozene studije kako u bolesnika s Crohnovom bolesti aktivirani
imunoloski sustav utje€e na metabolizam kostiju poticuéi diferencijaciju i sazrijevanje
osteoklasta. Pretpostavlja se kako lokalna, odnosno sistemna upalna reakcija uz
aktiviranje T stanica i lu€¢enje proupalnih citokina, poti€¢e aktivnosti osteoklasta putem
RANK/RANKL signalnog puta ¢ime dovodi do pojaane koStane razgradnje. U tu ¢e
se svrhu u bolesnika s Crohnovom bolesti ispitati humoralne vrijednosti regulatornih
molekula RANK-ligand /osteoprotegerin koje €ine dio signalnog puta u sazrijevanju
osteoklasta. Analizirat ¢e se njihova povezanost s parametrima upale, biljezima
koStane izgradnje i razgradnje, te nalazom koStane gustoCe skeleta. Prema
dostupnim  bibliografskim podacima ovo pitanje joS nije istrazeno u

gastrointestinalnim poremecajima.

CILJEVI ISTRAZIVANJA

Op¢i je cilj predloZzene disertacije evaluirati proSirenost koStanih promjena u
oboljelih od Crohnove bolesti u smislu razvijanja korisne terapijske strategije. U tu ¢e
se svrhu analizirati klinicki podaci u kombinaciji s radioloskim metodama i

biokemijskim biljezima kako je navedeno u pojedina¢nim ciljevima istrazivanja.

1. Vrednovati metodu kvantitativnog ultrazvuka (QUS) petne kosti za ocjenu
kosStanog statusa bolesnika s Crohnovom bolesti, te ju korelirati s parametrima
dvostruke apsorpciometrije X-zraka (DXA). Svrha je ispitati koriste li podaci
ultrazvuka kao alternativna ili komplementarna opcija nalazu klasi¢ne

denzitometrije.

2. Analizirati parametre koStanog statusa tehnikama QUS i DXA u ukupnoj
populaciji bolesnika s Crohnovom bolesti u poredenju s podacima za kontrolnu
skupinu zdravih ispitanika, kao i zasebno u podskupinama istih bolesnika
ovisno o lokalizaciji bolesti, dosad primljenoj terapiji kortikosteroidima i
incidenciji koStanih fraktura.
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3. Odrediti humoralne koncentracije RANK-liganda i osteoprotegerina u
bolesnika, te ih usporediti s vrijednostima zdravih ispitanika (cross-sectional
studija). Ustanoviti moguéu povezanost navedenih biokemijskih parametara s

koStanom masom prema nalazu denzitometrije, odnosno ultrazvuku petne kosti.

4. U grupi bolesnika ustanoviti moguc¢u povezanost nalaza metaboliCke bolesti
kosti s:
a) razinom proupalnih citokina u serumu: interleukin-6, interleukin-13, tumor
nekrotizirajuéi faktor-a i C-reaktivnog proteina
b) vrijednostima koStanih biljega u serumu: osteokalcin (koStana izgradnja) i C-

telopeptid (koStana razgradnja)

5. Analizirati parametre seruma koji ukljuCuju ¢imbenike RANKL/OPG, proupalne
citokine i kostane biljege u podskupinama bolesnika klasificiranih prema:
a) lokalizaciji bolesti
b) terapiji kortikosteroidima u trajanju duljem od 3 mjeseca
c) indeksu aktivnosti bolesti
d) kirurskom lije€enju (crijevne resekcije)

Parametri a) - d) ¢e se analizirati kao kategoric¢ke varijable
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3.1. BOLESNICI | PROTOKOL ISTRAZIVANJA

U istrazivanje ukljuCuje 95 bolesnika s dijagnozom Crohnove bolesti bez
konkomitantnih bolesti (hipertireoza, hiperparatireoidizam i dr.) koje mogu
utjecati na gubitak koStane mase. Dijagnoza Crohnove bolesti postavljena je
klini¢ki, radioloski i endoskopski uz histoloSku potvrdu bioptatom sluznice ili
reseciranog tkiva. Studija je uklju€ila podjednaki broj muskih i Zenskih
ispitanika, no bolesnici nisu bili diskriminirani obzirom na trajanje, proSirenost ili
aktivnost bolesti. Ispitivana je populacija obuhvatila bolesnike na hospitalnom i
ambulantnom lije€enju. U istrazivanje nisu bile uklju¢ene bolesnice u
menopauzi niti bolesnici koji uzimaju neki od preparata (bisfosfonati, kalcitonin,
estrogena nadomjesna terapija, SERM) za lijeCenje osteoporoze.

Podaci koji su pri ukljuivanju u studiju prikuplieni za svakog bolesnika
sadrzavali su: dob, spol, tjelesnu tezinu i visinu, dijagnozu bolesti, lokalizaciju i
trajanje bolesti, aktualnu terapiju, podatke o kirurSkom lije€enju, podatke za
koStane lomove prije i tijekom trajanja bolesti, te za Zene podatke o
menstrualnom ciklusu. U ovisnosti o terapiji steroidima bolesnici su razvrstani u
dvije podskupine: oni koji nikada nisu uzimali navedeni lijek, te bolesnike koji su
bili na terapiji prednisonom u minimalnoj dozi od 7.5 mg dnevno dulje od 3
mjeseca.

Pri uklju€ivanju u studiju svakom je bolesniku istovremeno odreden kostani
status metodom kvantitativnog ultrazvuka petne kosti i dvostrukom
apsorpciometrijom X-zraka lumbalne kraljeSnice i kuka. Isti dan kad je
odredivan koStani status izvadena je krv za rutinske pretrage, koje su
ukljucivale: analizu krvne slike, C-reaktivni protein, fibrinogen, kalcij, fosfor,
kreatinin, ureu, alkalnu fosfatazu, AST, ALT, GGT, LDH i elektroforezu
serumskih proteina. Krvni serumi za odredivanje specificnih serumskih
parametara navedenih u pojedinacnim ciljevima istrazivanja pohranjeni su
zamrzavanjem. Standardno antropometrijsko mjerenje tjelesne tezine i visine
koristilo se za izraCun indeksa tjelesne mase. Bolesnici su zamoljeni da ispune

upitnik koji je uklju€ivao podatke o navikama konzumiranja alkohola, pusenju,
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tielesnoj aktivnosti te podatke o prethodnim koStanim prijelomima i postojanju
osteoporoze u obitelji.

U kontrolnu su skupinu izabrani zdravi ispitanici koji prema dobi i spolu
odgovaraju ispitivanim bolesnicima. Kontrolnu skupinu za evaluiranje metode
kvantitativnog ultrazvuka petne kosti Cinilo je 200 zdravih dobrovoljaca
preuzetih iz studije KaStelana i sur. (46). Za odredivanje referentnih humoralnih
vrijednosti parametara koji se odnose na inflamaciju ili mjenu koStanog tkiva u
kontrolu je uklju€eno 30 zdravih ispitanika.

Istrazivanje je osmiSljeno i provedeno u skladu s Helsinskom deklaracijom iz
2000. godine. Od svih je ispitanika prije ukljuCenja u studiju zatrazen pisani
informirani pristanak. Istrazivanje je odobreno od eti¢kog povjerenstva Klini¢kog
bolnickog centra “Zagreb” i etiCkog povjerenstva Medicinskog fakulteta u
Zagrebu.

3.2. METODE ZA MJERENJE KOSTANOG STATUSA

3.2.1. Metoda dvostruke apsorpciometrije X-zraka (D  XA)

KoStana mineralna gustoc¢a (engl. bone mineral density, BMD) mjerena je
metodom dvostruke apsorpciometrije X-zraka aparatom Delphi W (S/N 700483)
(Hologic, Inc., Waltham, MA, USA). Odredena je koStana gusto¢a lumbalnih
kralieSaka L1-L4 i kosti kuka, a nalazi su izraZeni u g/cm?®. Svako individualno
oCitanje instrument automatski usporeduje s prosje¢nom gustocom kosti u
zdravoj populaciji i izraCunava pripadajucu T-vrijednost, to€nije broj standardnih
devijacija koji odstupa ispod ili iznad prosjeka za zdravu populaciju. Isti je nalaz
za svakog bolesnika bio uporeden s vrijednostima odgovaraju¢e kontrolne
skupine po spolu i dobi te je izrazen kao Z-vrijednost.

Prema preporuci Svjetske zdravstvene organizacije (WHO)(48) T-vrijednost je
uzeta kao dijagnosticki kriterij i nalazi koStanog statusa razvrstani su kako
slijedi: i) normalni nalaz koStane gusto¢e oznacava T-vrijednost veca od -1, ii)
T-vrijednost izmedu -1 i -2,5 oznacava osteopeniju, iii) dok je nalaz osteoporoze

obiljiezen s T-vrijednoS¢éu manjom od -2,5.
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3.2.2. Metoda kvantitativnog ultrazvuka (QUS)

QUS je relativno nova metoda za dijagnosticiranje koStanog statusa. Prednost
QUS-a u odnosu na klasi¢nu denzitometriju je u tome Sto nema ioniziraju¢eg
zraCenja, metoda je neinvazivna, aparatura je mobilna i jednostavna za
primjenu. Struktura petne kosti lijeve potkoljenice mjerena je aparatom Sahara®
bone sonometer (Hologic, Inc., Waltham, MA, USA). Ocitavanja su ukljucivala
slijede¢e parametre: mineralnu ko$tanu gustoéu (BMD g/cm?) i T-vrijednost, te
specificne parametre koji se odnose na energiju BUA (Broad-beam ultrasound
attenuation) i brzinu SOS (Speed of sound) ultrazvu¢nog vala pri prolazu kroz
kost. BUA (dB/MHz) je parametar koji pokazuje slabljenje energije ultrazvu¢nog
vala pri prolasku kroz medij. Pri prolasku kroz petnu kost dolazi do smanjenja
energije i rasapa ultrazvu€nog signala razmjerno karakteristikama same kosti.
Ovaj parametar stoga predstavlja razliku amplituda signalnog vala pri prolasku
kroz kalkaneus i referentni medij (gel) a krece se u rasponu od 0.2-0.6 MHz.
Amplituda ultrazvuénog signala (dB) koji je proSao kroz kost uporeduje se sa
signalom kroz referentni medijum, a razlika u otklonu se korelira s frekvencijom
(MHz). SOS je parametar koji se izrazava u metrima na sekundu (m/s).
Oznacava udaljenost (m) prolaska ultrazvu¢nog vala od odaSilja¢a kroz kost do
prijemnika, podijeljenu s utroSenim vremenom (s). Instrument k tome dodatno
izraCunava indeks ultrazvuénog mjerenja (QUI). QUI je matemati¢ki indeks koji
predstavlja linearnu kombinaciju parametara BUA i SOS. Kako proizvodac
(Hologic, Inc.) nije dao referentne vrijednosti za parametre BUA, SOS i QUI
izmjerene instrumentom Sahara, iste smo odredili u skupini zdravih
dobrovoljaca (n=228)(46), starosti u rasponu od 21 do 45 godina s medijanom
33,5 god. Sto je odgovaralo skupini bolesnika uklju¢enih u studiju. Normalne
vrijednosti za BUA, SOS, QUI (srednja vrijednost+SD), kao i odgovarajuce
individualne T-vrijednosti izraCunate su prema formuli:

T-vrijednost = (individualno mjerenje — SD referentne skupine)/SD referentne
skupine (49).

Preciznost mjerenja za parametre BUA i SOS izraCunata je po opetovanom
mjerenju lijeve petne kosti bez repozicioniranja. U zdravih je dobrovoljaca

koeficijent varijacije iznosio 2.7% za BUA i 0.4% za SOS, Sto je u skladu s
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podacima iz literature. U skupini bolesnika s upalnim bolestima crijeva
preciznost je bila niza; 17.3% za ponovljeno mjerenje BUA i 9% za SOS. Sva
mjerenja za izraCunavanje koeficijenata varijacije obavljena su isti dan, pri

identiénim uvijetima, a obavio ih je isti operator.

3.3. PARAMETRI SIGNALNOG PUTA RANK, RANK-ligand i
OSTEOPROTEGERIN

3.3.1. RANK-ligand

Koncentracija liganda za receptor aktivirajuceg transkripcijskog cimbenika
NFkB (RANKL) u serumu odredivana je imunokemijski. KoriSten je komercijalno
dostupan ELISA test proizvodaca Biomedica GmbH, Austrija. Valja napomenuti
da je ovom metodom mjerena iskljuéivo koncentracija slobodnog, topivog
RANK-liganda, dok kompleks RANKL-OPG nije detektiran. Donji limit detekcije

bio je 1.6 pg/ml, a uzorci su mjereni u duplikatu.

3.3.2. Osteoprotegerin

Koncentracija osteoprotegerina u serumu takoder je odredivana imunokemijski,
komercijalnim ELISA testom (Biomedica GmbH, Austrija), s tom razlikom da je
mjeren ukupni OPG tj slobodni kao i OPG vezan za RANKL. Donji limit

detekcije bio je 2.8 pg/ml, a uzorci su mjereni u duplikatu.

Normativne vrijednosti za slobodni SRANKL i OPG odredene su u kontrolnoj
skupini od 30 zdravih dobrovoljaca, koji su po dobi i spolu odgovarali skupini
bolesnika s Crohnovom boleS¢u. Za sRANKL je izmjerena srednja vrijednost
5.7 (4.7-6.6) pg/ml, a za OPG 52 (44-60) pg/ml uz interval pouzdanosti £95%.

3.4. PROUPALNI CITOKINI: TNF-a, IL-1B i IL-6

Proupalni citokini koji obiljezavaju Crohnovu bolest dio su sloZene citokinske
mreze. LuCe se u kaskadi u kojoj se Cimbenik tumorske nekroze (TNF-a)
generira prvi, slijedi interleukin-1f, a oba poti€u luenje interleukina-6 koji se
pojavljuje s odmakom od par sati. Preljevanje proupalnih citokina u sistemnu

cirkulaciju je osobito izrazeno pri njihovoj velikoj produkciji. Uzorci seruma za
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mjerenje citokina pohranjeni su odmah po vadenju krvi i Cuvani na temperaturi
od -80 °C. Svi su izradeni nakon jednokratnog odmrzavanja uporabom
komercijalnih ELISA testova velike osjetljivosti proizvodata R & D Systems
(Minneapolis, MN, USA). KoriStena je imunoenzimska metoda s donjim limitima
detekcije: za TNF-a 0.12 pg/ml, IL-1B <0.1 pg/ml i 0.039 pg/ml za IL-6. Svi su

uzorci mjereni u duplikatu.

3.5. BILJEZI KOSTANE PREGRADNJE

3.5.1. Osteokalcin

Osteokalcin je nekolageni koStani protein koji proizvode stanice osteoblasta.
Nakon sinteze u stanici dio osteokalcina se ugraduje u koStani matriks, a dio se
oslobada u krvotok te se moze mijeriti imunokemijskim metodama. Koristi kao
bileg koStane izgradnje. Za potrebe ovog istrazivanja koncentracija
osteokalcina u serumu je mjerena testom Immulite” Osteocalcin koji rabi
kemoluminiscentni supstrat (Diagnostic Products Corporation, Los Angeles,
USA). Prema preporuci proizvodaca za zdrave se odrasle osobe referentni
interval krece u rasponu 3.1-13.7 ng/ml. Razina osteokalcina moZze biti poviSena
u osteoporozi kao posljedica poremecéaja u kostanoj pregradnji, a snizena je

razina zabiljezena pri dugoro¢noj terapiji kortikosteroidima.

3.5.2. C-telopeptid

Dobri biokemijski pokazatelji koStane razgradnje su peptidi potekli od kolagena
tip . Molekule kolagena tip I, koji Cini glavninu koStanog matriksa, su
medusobno krizno povezane preko piridina u telopeptidnoj regiji. Kako se
kolagen razgraduje tijekom resorpcije kosti, ovi se umrezeni telopeptidi
oslobadaju i mogu se detektirati u serumu i/ili urinu kao stabilni C- i N-terminalni
fragmenti. Za potrebe ovog istrazivanja odlu¢eno je mijeriti koncentraciju C-
telopeptida u serumu. Reproducibilnost mjerenja koStanih billega je veca u
serumu nego li u mokraci, zbog razli€ite ionske jakosti uzoraka urina i potrebe
korekcije rezultata prema diurezi. Upotrebljavani su komercijalni testovi koji

koriste kompetitivnu ELISA tehniku (Nordic Bioscience Diagnostics A/S,
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Denmark). U evaluiranju rezultata ove studije koristili smo referentne vrijednosti
koje je dao proizvodacg, a odnose se na razliCite populacije; muskarci: 0.294
ng/ml (0.115-0.748), Zene prije menopauze: 0.287 ng/ml (0.112-0.738) i Zene u
menopauzi: 0.439 ng/ml (0.142-1.351).

3.6 STATISTICKA OBRADA PODATAKA

U statistiCkoj obradi podataka koristio se program StatSoft Inc, USA. Rezlultati
pojedinacnih varijabli prikazani su kao aritmetiCka sredina uz standardnu
devijaciju, odnosno kao medijan (centralna vrijednost) uz raspon vrijednosti.
Distribucija varijabli, normalna ili s odstupanjem, ispitana je Kolmogorov-
Smirnovjevim testom Kkoji testira znacajnost razlika teoretske i empirijske
distribucije i prema tome su se u obradi podataka koristili parametrijski (ako je
p>0.05) odnosno neparametrijski testovi (ako je p<0.05). Za uporedivanje
Klinickin i biokemijskih karakteristika dviju grupa podataka asimetri¢ne
distribucije koriSteni su Mann Whitney U test odnosno t-test za nezavisne grupe
kad je bilo moguée. Uporedno odredivanje razlika viSe nezavisnih grupa pri
normalnoj raspodijeli testirano je jednosmjernom analizom varijance (ANOVA)
odnosno neparametrijskom ina¢icom Kruskal-Wallis ANOVA. Podaci za koStanu
gustocu mjereni kvantitativnim ultrazvukom i klasiénom denzitometrijom,
analizirani su statistickim testovima za zavisne grupe (t-test ili Wilcoxonov test
sume rankova). Povezanost dviju varijabli analizirana je linearnom korelacijom
(Spearman odnosno parametrijski Pearson test). Multipla parcijalna korelacija ili
drugi regresijski modeli upotrijebljeni su u multivarijatnim analizama. Sve
varijable koje su pokazale neovisnu i zna¢ajnu korelaciju s koStanim statusom u
bivarijatnim analizama korelacije dodatno su analizirane modelom multiple

regresije. Za sve testove znacajnost ¢e se definirati na razini p<0.05.

Kako bi se usporedili rezultati mjerenja koStanog statusa metodama DXA i
QUS, bolesnici su razvrstani u dvije skupine. Tako su svi bolesnici s DXA T-
vrijednoscu <-1.0 klasificirani kao “metaboli¢ka bolest kostiju” dok su bolesnici s
DXA T-vrijednosti >-1.0 Cinili skupinu “zdravi skelet”. Rezultati izmjereni

metodom QUS u odnosu prema dijagnozi temeljem DXA mjerenja izrazeni su
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2’2 tablicom kontigencile pomoéu koje je izradunata valjanost metode
kvatitativnog ultrazvuka. Osjetljivost metode izraCunata je kao omjer bolesnih
osoba koje QUS ispravno prepoznaje kao bolesne (test-pozitivne) od ukupno
stvarno bolesnih. Specificnost metode je omjer osoba zdravog skeleta koje su
QUS-om ispravno prepoznate od ukupnog broja stvarno zdravih osoba.
Osjetljivost i specificnost su parametri kojima je izrazena valjanost QUS
mjerenja. U vezi s dijagnostickim testom izraCunate su pozitina prediktivha
vrijednost, koja predstavlja proporciju stvarno bolesnih medu onima koji su
pozitivni na testu i negativna prediktivha vrijednost, Sto je proporcija stvarno
zdravih medu osobama s negativnim rezultatima.

Preciznost svih mjerenja izrazena je pomocu koeficijenta varijacije.



Rezultati

4.1. BOLESNICI S CROHNOVOM BOLESTI

4.1.1. Osnovne Klini €ke karakteristike
U studiju je uklju¢eno ukupno 95 bolesnika i njihove osnovne kliniCke karakteristike

prikazane su na tablici 4.

Tablica 4.

Bolesnici

Crohnova bolest (n) (m/f) 95 (48/47)
Dob (god) (srednja vrijednost, SD) 33+12
Trajanje bolesti (god) (median; raspon) 5.2 (0.1-30)
Indeks tjelesne mase (kg/m?) 21+4.5

Terapija kortikosteroidima (=7.5 mg) u trajanju od

najmanje 3 mjeseca

Ne (n) 38
Da (n) 57
KosStana fraktura (n, %) 24 (25%)

Ispitivanu skupina od 95 bolesnika c&inilo je njih 80 s dugogodiSnjim trajanjem
Crohnove bolesti i 15 bolesnika u kojih je bolest tek dijagnosticirana. Novootkiveni su
bolesnici bili prosjeCne dobi od 24+6 godine, u rasponu od 18 do 39 g. i prije
ukljucivanja u studiju nikada nisu primali steroide ili druge imunosupresivne lijekove.
Prema inicijalnoj lokalizaciji bolesti u istrazivanje je uklju¢en 31 bolesnik (33%) s
boleS¢u samo tankog crijeva, 16 bolesnika (17%) s izoliranom boleS¢éu debelog
crijeva i 42 bolesnika (44%) u kojih je bolest zahvatila tanko i debelo crijevo. U Sest
bolesnika inicijalna ekstenzija bolesti nije definirana zbog nedostatne prve
dijagnosticke obrade ili manjka medicinske dokumentacije. Bolesnici s
dugogodiSnjom Crohnovom bolesti u kojih je indicirana terapija kortikostroidima,
inicijalno su bili lije€eni visokim dozama (40-60 mg prednisona dnevno) koje su
postupno smanjivane na minimum potreban za odrzavanje remisije prije ukidanja
terapije. Kako u ispitivanoj skupini bolesnika niti jedan nije bio na terapiji manjoj od

7.5 mg/dan tijekom 3 mjeseca ta je vrijednost uzeta kao distinktiva vrijednost glede
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terapije steroidima. Neposredno, u trenutku odredivanja koStanog statusa 76
bolesnika je primalo aminosalicilate, a njih 25 sistemnu steroidnu terapiju.
Imunosupresivnu terapiju azatioprinom primalo je 28 bolesnika, a metotreksatom njih
dvoje. Sest bolesnika nije imalo nikakve lijekove u terapiji. U manje od polovice
operiranih  bolesnika, tocnije njih devetoro, postoji dokumentacija o duzini
reseciranog crijevnog segmenta. 1z navedenog razloga nije bilo mogucée analizirati
parametre koStanog statusa u ovisnosti 0 duzini reseciranog segmenta crijeva.

KoStanu je frakturu referiralo 24 bolesnika, no u njih Sesnaest (17%) se koStani
prijelom dogodio po dijagnozi Crohnove bolesti. Devet je bolesnika imalo frakturu

ruke, petoro noge, a u dva je slu¢aja doslo do napuknuca kraljeSaka.

4.1.2. Kostani status mjeren DXA metodom

Metodom dvostruke apsorpciometrije X-zraka odredena je mineralna koStana
gustoéa lumbalnih kraljeSaka L1-L4 i kuka. Odstupanje individualne T-vrijednosti na
jednom ili oba mjerna polozaja klasificirano je prema WHO kriterijima kao osteopenija
odnosno osteoporoza. Rezultati DXA mjerenja u skupini bolesnika s dugogodiSnjom
Crohnovom bolesti pokazali su da 75% bolesnika ima smanjenu mineralnu koStanu
gustoéu, dok je u samo 25% nalaz bio u granicama normalnih vrijednosti za zdravu
populaciju. Klasificirano prema BMD T-vrijednosti manjoj od -2.5 ¢ak 26% nasih
ispitanika ima osteoporozu. Gotovo 50% bolesnika s dugogodiSnjom Crohnovom
bolesti ima BMD T-vrijednost izmedu -1 i -2.5 bilo na kraljeSnici ili kuku, Sto ukazuje
na osteopeniju. Terapijom kortikosteroidima lije¢eno je 57/80 bolesnika u ovoj skupini
i njih 44/57 ima smanjenu mineralnu gustoc¢u kostiju.

Posebno je zanimljiv podatak da u skupini s tek dijagnosticiranom Crohnovom
bolesti, 53% ispitanika toCnije 8/15 ima nalaz osteopenije s BMD T-vrijednosti <-1.0.
Ovo je prva analiza koStanog statusa u naivnih bolesnika s Crohnovom bolesti i do

sada neobjavljen podatak u literaturi.
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4.2. EVALUACIJA BIOKEMIJSKIH PARAMETARA

4.2.1. Ligand za receptor aktiviraju €eg transkripcijskog €imbenika NF kB
(RANKL) i osteoprotegerin (OPG)

Na tablici 5. su prikazane prosje¢ne vrijednosti biokemijskih parametara izmjerenih u

serumu, a ukljucuju slobodni RANK-ligand, osteoprotegerin, proupalne citokine i

billege koStane pregradnje.

Tablica 5.

Koncentracija biokemijskih parametra izmjerenih u skupini od 95 bolesnika s

Crohnovom bolesti

Parametar Bolesnici Kontrolna skupina p-value
Osteoprotegerin (pg/ml) 101+37 (8-200) 52+16 (30-82) p<0.001
RANK-ligand (pg/ml) 10.948.2 (0-44) 5.74£1.9 (0-9.6) p<0.01
Interleukin-6 (pg/ml) 7.615.3 (0.6-14.7) 1.8+1 (0.4-9.6) p<0.001
Faktor nekroze tumora-a (pg/ml)  3.6+1.7 (0.7-8.6)  2.1+2 (0-4.7) p<0.001
Interleukin-1f (pg/ml) 2.14£3.7 (0-8.4) 0.54+£0.8 (0-2.0) p<0.01
C-reaktivni protein (mg/l) 28.8£39 (0-255) <5.0 p<0.001
C-telopeptid (ng/ml) 1.2+1 (0.19-5.19) 0.290+0.195 p<0.001
(0.1-0.750)
Osteokalcin (ng/ml) 9.9+9.4 (1.0-47.4) 8.5+5(3.1-13.7) NS

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost+SD i raspon vrijednosti

Koncentracije RANKL i OPG znacajno su povisene u skupini bolesnika s Crohnovom
bolesti u poredenju s vrijednostima izmjerenim u zdravih osoba kontrolne skupine:
OPG: 101.6£37 vs 52+16 pg/ml, p=0.001; i slobodni sSRANKL: 10.948.2 vs 5.7+1.9
pg/ml, p=0.002. U populaciji bolesnika zabiljeZzena je inverzna korelacija izmedu
koncentracija RANKL i OPG (r=-0.26; p=0.011). Ovakva korelacija iako slaba, ipak je
statisticki znacajna i nije zabiljezena u populaciji zdravih osoba. Bivariatna analiza

korelacije pokazala je znaCajnu ovisnost SRANKL jedino s srediSnjim medijatorom
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upale, TNF-a (Slika 1), dok je OPG pozitivno korelirao s koncentracijama IL-6, CRP i

C-telopeptidom. Matrica korelacija prikazana je na tablici 6.

Tablica 6.

Korelacija klini¢kih i biokemijskih parametara s vrijednostima RANKL i OPG u serumu

95 bolesnik s Crohnovom bolesti

Osteoprotegerin

Slobodni RANKL

Indeks tjelesne mase
C-reaktivni protein
Interleukin-6

Faktor nekroze tumora-a
C-telopeptid
Osteokalcin
Sedimentacija eritrocita
Eritrociti

Hemoglobin

Fibrinogen

Kalcij

Laktat dehidrogenaza

Albumin

R=-0.34,; p<0.001
R=0.54; p<0.001
R=0.47 P<0.001
NS

R=0.49; p<0.002
NS

R=0.38; p<0.001
R=-0.40; p<0.01
R=-0.38; p<0.01
R=0.22; p<0.04
R=-0.43; p<0.006
R=-0.24; p<0.039
R=-0.32; p<0.047

NS

NS

NS

R=0.5; p<0.002
NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

R=0.33; p<0.005
NS

4.2.2. Proupalni citokini TNF- a, IL-1B8 i IL-6

Proupalni citokini TNF-a, IL-18 i IL-6 su dio sloZzene signalne mreze citokina. U toj se
kaskadi TNF-a generira prvi, slijedi IL-13 a potom oba citokina potiCu sintezu i
luCenje IL-6 kao posljednjeg u nizu. Preljevanje citokina u sistemnu cirkulaciju je
osobito izrazeno pri njihovom prevelikom lokalnom lu€enju. U svih bolesnika
ispitivanih za potrebe ove studije izmjerena je, u perifernoj cirkulaciji, visa
koncentracija proupalnih citokina nego li u zdravih osoba kontrolne skupine (Tablica
5). Interleukin-6 i TNF-a detektirani su u serumima svih ispitanika, dok IL-1 nije bilo

moguce izmjeriti u 30% slu€ajeva.
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U nastavku studije je analiziran odnos i povezanost u biogenezi proupalnih citokina s
parametarima signalnog puta RANKL/RANK/OPG. Analiza multiple regresije
pokazala je znacajanu povezanost TNF-a sa SRANKLom (p<0.001), toc¢nije da je
srediSnji medijator upale, TNF-a, najbolji prediktivni parametar za generiranje
RANKLa (Slika 1). S druge pak strane na produkciju OPG podjednako znacajno
utjeCu IL-6 (p=0.001) kao i sam RANKL (p=0.008).
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Slika 1.

Pozitivna i statisticki znaCajna korelacija izmedu serumskih koncentracija sredisnjeg
proupalnog citokina TNF-a i posrednika u osteoklastogenezi sSRANK-liganda
zabiljezena u skupini naivnih bolesnika s Crohnovom bolesti (n=15) (r=0.6; p=0.027),
a ta je pozitivnha korelacija odrzana i u populaciji bolesnika s dugogodiSnjim trajanjem
Crohnove bolesti (n=80) (r=0.3; p=0.009).
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4.2.3. Biljezi koStane pregradnje

Koncentracije osteokalcina i C-telopeptida u plazmi, koriStene su kao pokazatelji
aktivnosti koStanog metabolizma. Osteokalcin je parametar koStane izgradnje dok je
C-telopeptid razgradni produkt umrezenog kolagena tip | i kao takav je produkt
koStane razgradnje. Razina osteokalcina u serumu ispitivanih bolesnika s
Crohnovom bolesti kretala se u rasponu od 1.0 do 47.4 ng/ml, Sto je bitno razli¢ito od
referentnog raspona za zdrave odrasle osobe koji iznosi od 3.1-13.7 ng/ml kako je
prikazano na tablici 5. Snizena razina osteokalcina u koncentraciji manjoj od 3 ng/ml
je izmjerena u serumu 21-nog bolesnika, od kojih je 81% bilo na terapiji
kortikosteroidima. PoviSena razina osteokalcina (16.2£14 vs 8.5+6 ng/ml; p=0.028)
zabiljeZena je u novodijagnosticiranih bolesnika s reduciranom mineralnom gustoc¢om
kosti (T-vrijednost <-1).

U perifernoj cirkulaciji oboljelih od Crohnove bolesti izmjerena je poviSena
koncentracija C-telopeptida u odnosu na vrijednosti u kontrolnoj skupini zdravih
osoba (1.15+#1.08 vs 0.290+0.195 ng/ml; p=0.001). StoviSe, u 52% sludajeva,
koncentracija C-telopeptida je prelazila gornji limit normalne vrijednosti od 0.750
ng/ml ustanovljen za zdrave musSke osobe i zene prije menopauze (Tablica 5.).
PoviSena razina parametra koStane resorpcije zabiljezena je podjednako u muskih i
Zenskih ispitanika. U skupini bolesnika koju €ine ispitanici s razinom C-telopeptida =
0.750 ng/ml izmjerena je i znacCajno viSa koncentracija proupalnih citokina u
poredenju s bolesnicima u kojih je koStana razgradnja bila nizeg intentziteta: OPG
(110442 vs 92+30 ng/ml; p=0.019), interleukin-6 (9.0£5 vs 6.0£5 pg/ml; p=0.009),
TNF-a (4£1.2 vs 3.3%1.5 pg/ml; p=0.04) i CRP (37.7+44 vs 19+32 pg/ml; p=0.024),
dok je u istih indeks tjelesne mase bio snizen (19.7£3 vs 22.6+5; p=0.005)

4.3. KORELACIJA KOSTANOG STATUSA | BIOKEMIJSKIH PAR AMETARA

Prema mineralnoj koStanoj gustoci bolesnici s Crohnovom bolesti podijeljeni su u tri
podskupine: (i) skupina s zdravim skeletom, (ii) skupina s osteopenijom i (iii) bolesnici
s osteoporozom. Analizom varijance - ANOVA - utvrdili smo znacajnu razliku u
koncentracijama biokemijskin parametara unutar tri promatrane podskupine.

Crohnovi bolesnici s utvrdenom metabolickom bolesti kostiju imali su vise
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koncentracije osteoklasticnog posrednika RANKL i njegovog receptora OPG, kao i
visoke koncentracije proupalnih citokina, kako je prikazano na tablici 7. Aktivnost
proupalnih citokina IL-6 i TNF-a znacajno je poviSena u skupinama sa smanjenom
mineralnom gusto¢om kostiju (IL-6 p=0.01; TNF-a p=0.025), s time da je najviSa
koncentracija izmjerena u bolesnika s osteoporozom (Tablica 7).

Analiza korelacije RANKL-a i OPG u tri podskupine s normalnom i smanjenom
mineralnom koStanom gusto¢om, pokazala je nedostatak korelacije u bolesnika s
zdravim skeletom, dok je u skupinama bolesnika s metabolickom bolesti kosti
zabiljezena statistiCki znacCajna, ali inverzna korelacija. U bolesnika s BMD T-
vrijednosti izmedu -1.0 i -2.5 koeficijent korelacije i statistiCka znacajnost iznosili su:
r=-0.31; p=0.033, dok je u bolesnika s osteoporozom (BMD T-vrijednost <-2.5) ta je
korelacija bila joS znacajnija r=-0.48; p=0.028 (Slika 2).

Tablica 7.

Biokemijski parametri u bolesnika s Crohnovom bolesti sa i bez metaboliCke bolesti
kosti

Mineralna gustoc¢a kosti mjerena DXA metodom

Parametar T-vrijednost -2.5<T-vrijednost <- T-vrijednost
>-1.0 1.0 <-2.5
Bolesnici s Crohnovom bolesti (n=81) 28% 50% 22%
Trajanje bolesti (god) 5.7+6 7+6 8.4+6.6
Osteoprotegerin (pg/ml) 93+30 101+40 113+37*
Slobodni RANKL(pg/ml) 8.7+6 11.7+9 12.2+7*
Interleukin-6 (pg/ml) 5.915 7.315 10.545**
Faktor nekroze tumora-a (pg/ml) 2.911.6 3.8%£1.8 3.95+1.4*
C-telopeptid (ng/ml) 1.1+1 1.3+1 0.9£1
Osteokalcin (ng/ml) 7.615 11.7411 8.515

DXA, Metoda dvostruke apsorpciometrije X-zraka
ANOVA: *p<0.05 i **p<0.01
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Slika 2.

KoStani status i korelacija izmedu osteoklasticnog posrednika RANKL i njegovog
dekodirajuceg receptora OPG u perifernoj krvi bolesnika s Crohnovom bolesti. Analiza
korelacije RANKL-a i OPG u tri podskupine s normalnhom i snizenom mineralnom kostanom
gustocom, pokazala je nedostatak korelacije u bolesnika s zdravim skeletom, dok je u
skupinama bolesnika s metabolickom bolesti kosti zabiljeZena statistiCki znacajna, ali
inverzna korelacija. U bolesnika s BMD T-vrijednosti izmedu -1.0 i -2.5 koeficijent korelacije i
statistiCcka znac¢ajnost iznosili su: r=-0.31; p=0.033, dok je u bolesnika s osteoporozom (BMD
T-vrijednost £-2.5) ta je korelacija bila joS zna¢ajnija r=-0.48; p=0.028.
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KoriStenjem analize multiple parcijalne korelacije analizirana je medusobna korelacija
klini¢kih i biokemijskih varijabli prema mineralnoj gustoci kosti lumbalne kraljeSnice i
kuka kako je prikazano na tablici 8. Nadena je statistiCki znacajna, ali inverzna
meduovisnost izmedu citokina IL-6 i TNF-q, te koStane gustoce lumbalne kraljeSnice i
kuka, iako se mora recéi kako ta korelacija nije odviSe snazna. Modelom multiple
regresije korak-po-korak evaluiran je odnos izmedu mineralne koStane gustoce i
metaboli¢kih parametara: OPG, sRANKL, IL-6, TNF-a, C-telopeptida, osteokalcina i
Ca. Ova je analiza pokazala da je koncentracija IL-6 najbolji prediktivni parametar
mineralne gustoce kosti lumbalne kraljesSnice (beta=-0.32; p<0.034). Kada su isti
metaboliCki parametri uzeti u analizu, multivarijatnim regresijskim modelom su
identificirani TNF-a (beta=-0.31) i OPG (beta=-0.28) kao najznacajniji nezavisni
C¢imbenici koji vrlo znac¢ajno, ali negativno utjeCu na mineralnu gusto¢u kosti kuka
(p<0.005).

Sto se tice biokemijskih biliega koStane pregradnje, nije zabiljezena nikakva
korelacija izmedu serumskih koncentracija osteokalcina i C-telopeptida s jedne
strane te mineralne gustoce kosti lumbalne kraljeSnice ili kuka s druge strane. Jedino
je zapazena pozitivha korelacija izmedu C-telopeptida i osteokalcina (r=0.38; p=0.04)
u ispitanika s normalnom koStanom masom i balansiranom koStanom homeostazom,
ali takva korelacija nije viSe opstala u skupinama bolesnika s osteopenijom ili

osteoporozom.
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Tablica 8.

Analiza multiple regresije klini¢kih i biokemijskih parametara versus mineralna
gustoca kosti lumbalne kraljeSnice i kuka

BMD: kraljeSci L1-L4 BMD: kuk

Trajanje Crohnove bolesti NS R=-0.32; p<0.004
Indeks tjelesne mase R=0.28; p<0.01 R=0.26; p<0.022
Osteoprotegerin NS NS
Slobodni RANKL NS NS
C-reaktivni protein NS NS
Interleukin-6 R=-0.22; p<0.045 R=-0.23; p<0.041
Faktor nekroze tumora-a R=-0.28; p<0.01 R=-0.28; p<0.012
Interleukin-13 NS NS
C-telopeptid NS NS
Osteokalcin NS NS
Kalcij NS R=0.32; p<0.008
Fosfor NS NS
Alkalna fosfataza R=-0.25; p<0.036 NS
Albumin R=0.32; p<0.01 R=0.36; p<0.003

BMD, mineralna gustoc¢a kosti
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4.4. KOSTANI STATUS U NAIVNIH BOLESNIKA S CROHNOVOM BOLESTI

U skupinu ispitanika s Crohnovom bolesti je osim bolesnika s dugogodisSnjim
trajanjem bolesti uklju¢eno i 15 bolesnika u kojih je bolest neposredno
dijagnosticirana, a do uklju€ivanja u studiju nisu primali nikakvu terapiju za lijecenje
Crohnove bolesti. Tu su podskupinu ¢inile mlade adultne osobe, prosjecne starosti
2416 godina (18-39). U 53% naivnih bolesnika (8/15) ve¢ je pri dijagnozi utvrdena
reducirana mineralna gustoc¢a kosti lumbalne kraljeSnice i/ili kuka; s prosje¢nom T-
vrijednosti od -1.1940.7 izmjereno za lumbalnu kraljeSnicu i -0.82+0.6 za kosti kuka.
Od ovih je bolesnika njih petero imalo BMD T-vrijednost <-1.0 za kraljeSnicu; u dvoje
je izmjerena T-vrijednost <-1.0 na kuku, dok je u jednog 25-godiSnjeg mladi¢a
zabiljezena BMD T-vrijednost <-1.9 i za kraljeSnicu i za kuk.

U podskupini naivnih bolesnika sa snizenom mineralnom gusto¢om kosti zabiljezen
je nizi indeks tjelesne mase (21t5 vs 16%3; p=0.025), znacajnije poviSena
koncentracija proupalnih citokina u serumu (Slika 3), viSi CRP (39.8+30 vs 21.7+25), i
pojacane aktivnosti SRANKL (15.8+7 vs 9.3+6; p=0.033) i OPG (111+60 vs 96+23;
p=0.004) nego li u naivnih bolesnika zdravog skeleta. U skupini naivnih bolesnika
takoder je nadeno da koncentracije centralnog proupalnog citokina TNF-a u serumu
izrazito negativno, ali vrlo znacajno koreliraju s koStanom mineralnom gustoé¢om
mjerenom na kraljesnici (r=-0.6, p=0.023) i kuku (r=-0.63, p=0.015) (Slika 4). U
skupini novodijagnosticiranin bolesnika s Crohnovom bolesti nadena je izvrsna
korelacija izmedu proupalnog medijatora TNF-a i osteoklasticnog posrednika
SRANKL (r=0.6; p=0.027) (Slika 1). Slobodni RANKL, izmjeren u perifernoj Krvi
naivnih bolesnika sa smanjenom koStanom gustocom, vrlo dobro je korelirao sa
svojim dekodirajuc¢im receptorom OPG i ta je korelacija inverzna (r=-0.85; p=0.02).
Medutim u podskupini naivnih bolesnika zdravog skeleta (T-vrijednost >-1 SD) nema
povezanosti izmedu sRANKL i OPG.

U serumima naivnih bolesnika izmjerena je poviSena razina biokemijskog markera
koStane resorpcije C-telopeptida, u odnosu na razinu istog parametra u zdravih
osoba kontrolne skupine koja je po dobi i spolu odgovarala novodijagnosticiranim
bolesnicima s Crohnovom bolesti. Stovide, srednja vrijednost izmjerena u naivnih

bolesnika od 1.08 (ng/ml) (interval pouzdanosti 0.85-1.31) znacCajno prelazi gorniji
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limit normalne vrijednosti od 0.750 ng/ml ustanovljen za zdrave muske osobe i zene
prije menopauze (Tablica 5). U istim je uzorcima razina osteokalcina bila unutar

referentnog intervala.

p=0.043

16 p=0.009 O Normalna koStana gusto ¢éa

B Snizena koStana gusto ¢a

144
12+

10+

p=0.028

0 T T T T
SRANKL IL-6 TNF- a

Slika 3.

Aktivnost proupalnih citokina TNF-a i IL-6 i razina osteoklasticnog posrednika RANKL
izmjerenih u serumima naivnih bolesnika s Chronovom bolesti (n=15). Bolesnici u kojih je
utvrdena snizena mineralna gusto¢a kosti lumbalne kraljeSnice i/ili kuka (n=8) imali su
znacajno viSu koncentraciju TNF-a (p=0.028) i IL-6 (p=0.009), poviSen CRP, te pojatanu
produkciju slobodnog RANKL (p=0.043) i njegovog receptora osteoprotegerina (p=0.004).
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BMD T-vrijednost
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Slika 4.

U skupini naivnih bolesnika s Crohnovom bolesti mineralna gusto¢a kosti lumbalne
kraljeSnice (L1-L4) i kuka (BMD T-vrijednost) korelirala je izrazito negativho s razinom
humoralnog TNF-a; koeficijent korelacije i statistiCcka zna€ajnost za kraljeSnicu iznosili su r=-
0.6; p=0.02, a sli¢ne su vrijednosti i za kosti kuka r=-0.63, p=0.012.
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4.5. TERAPIJA KORTIKOSTEROIDIMA | KOSTANI STATUS

Od 95 Crohnovih bolesnika uklju¢enih u studiju, 57 ih je tijekom bolesti lijeCeno
kortikosteroidima kako je to opisano u sekciji 4.1. Bolesnici lijeceni kortikosteroidima
27.5 mg prednisone/dnevno u razdoblju duljem od 3 mjeseca, imali su znacajno
reduciranu mineralnu gusto¢u kosti lumbalne kraljeSnice (-1.7+1.6 vs -0.89+1;
p=0.011) i kuka (-1.3£1 vs -0.66%0.9; p=0.005), Sto je dodatno potvrdeno mjerenjem
kvantitativnog ultrazvuka petne kosti Ciji je QUS indeks iznosio: 88.6+19.2 vs-
78.7+17; p=0.015.

Izmedu podskupina bolesnika koji su dugotrajno lije¢eni kortikosteroidima i bolesnika
koji nisu primalu tu terapiju nije zabiljezena znafajna razlika u vrijednostima
osteoklasti¢nih posrednika, proupalnih citokina i C-telopeptida u serumu. No,
znaCajno reducirana razina osteokalcina, izmjerena je u bolesnika na terapiji
kortikosteroidima. Osteokalcin u koncentraciji manjoj od 3 ng/ml izmjerena je serumu

21-nog bolesnika, od kojih je 81% bilo na terapiji kortikosteroidima.

4.6. FRAKTURE

KoStanu je frakturu u povijestima bolesti navelo 25% ispitivanih bolesnika. Medutim,
za potrebe ove studije zanimale su nas samo frakture koje su se zbile poslije
dijagnoze Crohnove bolesti i to frakture koje nisu uzrokovane traumom. Prema tom
kriteriju incidencija fraktura nakon postavljanja dijagnoze iznosi 17% (16/95). Izmedu
bolesnika sa i bez kosStanih prijeloma tijekom trajanja bolesti nije zabiljeZzena razlika u
mineralnoj gustodi kosti lumbalne kraljeSnice, dok je BMD T-vrijednost izmjerena na
kuku bila nesto specificnija (-1.4+1.1 vs -0.77+1; p=0.007). Za razliku od DXA
mjerenja, parametri kvantitativnog ultrazvuka petne kosti BUA i SOS, identificirali su
bolesnike s visokim rizikom koStanog loma o ¢emu ¢e biti viSe rijeci u slijedec¢em
poglavlju.

Bolesnici s jednim ili viSe koStanih prijeloma imali su zna€ajno dulje trajanje bolesti
(9.3+6 vs 6.5+6 god), a 70% ih je dugotrajno lijeceno kortikosteroidima. Sto se tice
biokemijskih parametara, nije nadena znacajnija razlika u bolesnika s i bez koStanih

prijeloma.
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4.7. VREDNOVANJE METODA DXA i QUS PRI ODRE PIVANJU KOSTANOG
STATUSA

4.7.1. Mjerenja kvantitativhog ultrazvuka petne kos  ti (QUS)

Ucestalost razvijanja metaboliCke bolesti kosti ne samo u bolesnika s Crohnovom
bolesti, nego opcenito u populaciji bolesnika s upalnim bolestima crijeva, zahtjeva
¢eS¢a mjerenja kosStanog statusa, i to ne samo jednokratno, ve¢ opetovano vezano
uz terapiju i trajanje bolesti. U tu se svrhu, kao alternativha pretraga, vrednovala
metoda kvantitativhog ultrazvuka petne kosti. QUS je relativno nova metoda Cija se
prednost u odnosu na klasi¢hu denzitometriju ogleda u tome Sto nema ionizirajuceg
zraCenja, metoda je neinvazivna, a aparatura mobilna i jednostavna za primjenu. Za
potrebe ove studije mjereni su parametri kvantitativnog ultrazvuka petne kosti: BUA,
SOS i QUI te su ustanovljene odgovaraju¢e T-vrijednosti u populaciji bolesnika s
upalnim bolestima crijeva koju je Cinilo 95 bolesnika s Crohnovom bolesti i 31
bolesnik s dijagnozom ulceroznog kolitisa. Medutim, kako od strane proizvodaca nisu
prezentirane referentne vrijednosti za QUS parametre, iste smo odredili u skupini
zdravih dobrovoljaca (n=228), starosti u rasponu od 21 do 45 godina s medijanom
33,5 god. Sto je odgovaralo skupini bolesnika uklju¢enih u studiju. Normalne
vrijednosti za BUA, SOS, QUI (srednja vrijednostzSD), kao i odgovarajuce
individualne T-vrijednosti prikazane su na tablici 9.

Sva su tri QUS parametra zna€ajno snizena u populaciji bolesnika nego li u zdravih
dobrovoljaca kontrolne skupine (BUA p<0.001; SOS p<0.001; QUI p<0.001).
Analizom varijance ANOVA, nije utvredena razlika u navedenim QUS varijablama
izmedu bolesnika s Crohnovom bolesti i bolesnika s ulceroznim kolitisom. U
skupinama istih bolesnika, takoder nije bilo razlike u vrijednostima DXA mjerenja niti
za kraljeSnicu (p=0.68) niti za kuk (p=0.061). Modelom multiple regresije analizirani
Su utjecaji dobi, trajanje bolesti i indeksa tjelesne mase na QUS varijable i pokazalo
se da je jedino trajanje bolesti od prediktivhog znacenja (p<0.01). Naime, svi su QUS
parametri negativno korelirali s vremenom trajanja bolesti (r=-0.3, p=0.002) (Slika 5).

Od ukupnog 126 bolesnika s upalnim bolestima crijeva njih je 23% navelo jednu ili

viSe kostanih fraktura u povijesti bolesti. Kada smo usporedili nalaze kvantitativhog
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ultrazvuka u bolesnika koji su imali koStanih prijeloma (n=28) i ostatka skupine koji

nisu navodili frakture (n=98) zapazeno je da su QUS T-vrijednosti statisticki znacajno

nize u ispitanika s kosStanim prijelomima (T-vrijednost: BUA -2.0 vs. -1.3, p=0.008;
SOS -2.1 vs. -1.4, p=0.02: QUI -2.3 vs. -1.5, p=0.009) (Slika 6). Za iste smo skupine

ispitanika usporedili i rezultate mjerenja klasichom denzitometrijom. Dok se DXA

mjerenja kraljesnice nisu razlikovala (-1.7 vs. -1.2, p=0.1), rezultati koStane gustoée

izmjereni na kuku bili su znacajno nizi u osoba s koStanim prijelomima (-1.6 vs. -0.7,

p=0.001).

Tablica 9.

Vrijednosti parametara kvantitativnog ultrazvuka petne kosti u populaciji bolesnika s
upalnim bolestima crijeva i referentne vrijednosti u zdravih dobrovoljaca kontrolne

skupine
Bolesnici Referentne p-vrijednosti
vrijednosti
n 126 228
Dob (god) 34.9+12 325+8 NS
BUA (dB/MHz) 66.7+16 88.7+13.8 0.00041
BUA T-vrijednost -1.4+1.1
SOS (m/s) 1529.7 +31 1570425 0.000001
SOS T-vrijednost -1.7+1.2
QUI- index 83.61+18 108.5+14.5 0.000001
QUI T-vrijednost -1.69+1.2

BUA, promjena energije ultrazvu¢nog vala pri prolasku kroz kost
SOS, brzina prolaza ultrazvucnog vala
QUI, indeks kvantitativhog ultrazvuka

T-vrijednost, broj standardnih devijacija koji odstupa ispod ili iznad prosjeka za zdravu

populaciju

Svi su parametri izraZeni kao srednja vrijednost=SD
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Slika 5. Korelacija izmedu parametara kvantitativnog ultrazvuka petne kosti i trajanja bolesti za 126 bolesnika s upalnim bolestima crijeva.
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StatistiCki zna¢ajna ali negativna korelacija zabiljeZena je za sve tri promatrane varijable: BUA (r=-0.3; p=0.002), SOS (r=-0.35; p=0.001) i QUI
(r=-0.33 p=0.001).
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T-vrijednosti za varijable kvantitativnog ultrazvuka petne kosti; BUA, SOS i QUI, u skupini
bolesnika s upalnim bolestima crijeva koji bilieZze koStane frakture (n=28) u odnosu nha
bolesnike koji nisu imali koStanih lomova (n=98). ProsjeCne QUS T-vrijednosti svih triju
varijabli statistiCki su znacajno negativnije u skupini koju €ine bolesnici s jednim ili viSe
kostanih prijeloma; BUA T-vrijednost p=0.008; SOS T-vrijednost p=0.02; QUI T-vrijednost
p=0.001.

4.7.2. Usporedba rezultata koStanog statusa DXA  versus QUS

Mineralna gusto¢a kosti, odnosno pripadaju¢e T-vrijednosti mjerene metodom

klasi¢ne denzitometrije, uzete su po preporuci Svjetske zdravstvene organizacije kao

relevantni nalaz koStanog statusa i bolesnici su razvrstani u podskupine kako slijedi:

i) normalni nalaz koStane gustoc¢e oznacava T-vrijednost vec¢a od -1.0 Sto je imalo
41% bolesnika,

i) nalaz osteopenije karakteriziran vrijednostima BMD -2.5< T-vrijednost <-1.0
naden je u 39% bolesnika,

iii) dok je osteoporozu obiljezenu s T-vrijednosti manjom od -2.5 imalo 20%

bolesnika
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U istih je bolesnika mjerenjem T-vrijednosti za indeks QUS identificirao 30%
bolesnika s normalnim koStanim statusom, dok je osteopenija detektirana u 49%, a
osteoporoza u 21% ispitanika, kako je grafi¢ki prikazano na slici 7.

Osteoporoza dijagnosticirana klasichom denzitometrijom potvrdena je pomocu QUS
parametara u 13/18 slucajeva, dok je u 5/18 slu€ajeva pogresno identificirana kao
osteopenija. Mora se naglasiti kako QUS niti jedan sluCaj DXA osteoporoze nije
lazno identificirao kao normalan nalaz.

Medutim, ispitivanje osjetljivosti i specificnosti QUS metode pokazalo je mnogo vece
razlike u rezultatima dviju tehnika. Naime svi bolesnici u kojih je DXA mjerenjem
utvrdena T-vrijednost <-1.0 klasificirani su kao “metabolicka bolest kostiju”. Potom je
izraCunato s kolikom ¢e osjetljivoS¢u indeks QUS-a prepoznati bolesnike te skupine.
Osjetljivost QUS indeksa da detektira metabolicku bolest kostiju iznosila je dobrih
93%, no specificnost metode od 63% je nedovoljna da se DXA jednostavno zamjeni
kvantitativnim ultrazvukom. IzraCunata pozitivha prediktivna vrijednost QUS-a je 78%,
dok je negativnha prediktivha vrijednost 86%. Osjetljivost QUS metode da detektira
osteopeniju je 84%, a za osteoporozu samo 72%. U skladu s time i Kappa statistika
je pokazala samo umjerenu podudarnost dvaju tehika (k=0,58 SE)=0,15 z=3,9).
UcCinjeni su dodatni pokuSaji kako bi se rezultate kvantitativnog ultrazvuka ucinilo
uporabljivim u svakodnevnoj rutinskoj praksi. Tako je prema preporuci Frost i sur.
(50) revidiran kriterij za klasifikaciju i izabrana je manje negativha prijelomna T-
vrijednost za QUI koja iznosi <-1.8 Sto je neSto blaze od granice za osteoporozu
prema DXA mjerenju koja iznosi manje od -2.5. Sa QUI T-vrijednosti <-1.8
identificirano je 83% sluCajeva osteoporoze, 56% osteopenije i 26% ispitanika s
zdravim skeletom detektiranih s DXA. Potom smo analizirali odvojeno podudarnosti
QUS i DXA mjerenja za lumbalnu kraljeSnicu pozicije L1-L4 i isto tako rezultate za
mjerenja kosti kuka. QUI T-vrijednost <-1.8 identificirala je 100% osteoporoza kuka i
83% osteoporoza kraljeSnice. Kada je osteoporoza u bolesnika detektirana DXA
mjerenjem na kraljeSnici i kuku, tada su sve tri QUS varijable imale T-vrijednost
manju od -1.8: BUA -3.0 (raspon -4.3 to -2.2), SOS -2.6 (raspon -3.2 to -1.85) i QUI -
3.0 (raspon -3.7 to -2.2).
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Usporedba rezultata mjerenja koStanog statusa metodom klasi€éne denzitometrije (DXA) i
metodom kvantitativnog ultrazvuka petne kosti (QUS). Nalazi kvantitativhog ultrazvuka petne
kosti nisu pokazali dobru podudarnost s DXA mjerenjima (specificnost 63%). Osjetljivost
QUS metode u detekciji osteopenije je 84%, a samo 72% za osteoporozu.
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5.1. EVALUACIJA KOSTANOG STATUSA U BOLESNIKA S CRO HNOVOM
BOLESTI

MetaboliCka bolest kostiju tek je unatrag nekoliko godina prepoznata kao
sistemna komplikacija upalnih bolesti crijeva (51). Nekoliko je zasebnih studija
pokazalo da su bolesnici s upalnim bolestima crijeva znatno podloZniji gubitku
koStane gustoce koja seze od osteopenije do osteoporoze (52,53), Sto ovu
populaciju ¢ini rizichom na koStane prijelome (30,54). U stvari, navedena su
istrazivanja pokazala da je metabolicka bolest kostiju prisutna u visokom broju
od 71% bolesnika s upalnim bolestima crijeva. Podaci koji se temelje na
mjerenjima klasi¢ne denzitometrije pokazali su prisutnost osteopenije u 40-50%
bolesnika, dok je osteoporoza utvrdena u znacajnih 30% (29). Navedenim je
istrazivanjima ujedno potvrdena veca zastupljenost metaboliCke bolesti kostiju u
skupini bolesnika s Crohnovom bolesti u usporedbi s ulceroznim kolitisom
(29,54,55). lako etiologija metabolicke bolesti kostiju u IBD populaciji nije u
potpunosti jasna drzi se kako su pothranjenost, terapija kortikosteroidima, niska
razina vitamina D uz manjak Ca*" faktori koji imaju upliva na patogenezu (3). Uz
poznate ¢imbenike rizika sve je viSe misSljenja da upala sama po sebi zna¢ajno
utjeCe na proces gubitka koStane mase (4,56,39). Tome u prilog ide i podatak
da je metaboliCka bolest kostiju identificirana kako u bolesnika lije¢enih
kortikosteroidima tako i u onih bolesnika koji nisu primali prolongiranu terapiju
steroidima (56,57,58,59). Rezultati ove disertacije mogu dati znacajan doprinos
u odgovoru na to pitanje. U ovom je istrazivanju, temeljem denzitometrije kosti,
utvrdeno da 53% novootkrivenih bolesnika s Crohnovom bolesti, ima snizenu
mineralnu koStanu gustocu vec¢ pri dijagnozi osnovne bolesti (za detalje vidjeti
Rezultati pod 4.4). To je vrijedan podatak i do sada nije zabiljeZzen u postojecoj
literaturi. Navedeno znaci da se metaboliCka bolest kostiju pocela razvijati vrlo
rano i da nije mogla biti izazvana specifichom terapijom za Crohnovu bolest. K
tome je izuzetno vazno naglasiti da je cijela ispitivana populacija bolesnika
mlade adultne dobi Sto iskljuCuje veé poznati utjecaj starenja na koStani status.
Prema tome, razvijanje metaboli¢ke bolesti kostiju u naivnih se bolesnika moze

shvatiti kao kolateralni ucinak upalnog procesa per se. Kada se promatra
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ukupna populacija bolesnika obuhvacéenih ispitivanjem onda su rezultati
denzitometrije kosti u skladu s podacima koje nalazimo u literaturi (29).
Normalan nalaz DXA mjerenja zabiljezen je u 28% ispitanika, dok je u njih 72%
detektirana snizena mineralna koStana gustoCa i to osteopenija u 50%
bolesnika (-2.5< T-vrijednost <-1.0 ) ili ve¢ prisutna osteoporoza u njih 22% (T-

vjednost <-2.5).

5.2. UTJECAJ OSTEOKLASTI CNIH | PROUPALNIH PARAMETARA NA
MINERALNU KOSTANU GUSTO CU

U pripremama za ovu studiju poSlo se od pretpostavke da u bolesnika s
Crohnovom bolesti aktivirani imunoloski sustav utjeCe na metabolizam kostiju.
Naime, T-limfociti koji se aktiviraju vezanjem s antigenom, nha svojim
membranama eksprimiraju RANKL (40,41,60,61). Djelovanjem matriks
metaloproteinaza molekule RANKL-a se isplavljuju u cirkulaciju. Cirkulirajuci
RANKL deriviran iz T-limfocita, kako navode studije, moze direktno stimulirati
sazrijevanje osteoklasta, te promovirati osteoklasticne aktivnosti u smislu
resorpcije kosStanog matriksa (40,62). Medutim, funkcionalna povezanost
izmedu koStane homeostaze i imunoloskog sustava, dokumentirana je za sada
samo u eksperimentalnih zivotinja s iduciranim artritisom, peridontitisom ili
deficitom estrogena, ali ne i u ljudi oboljelih od istih bolesti, pa tako niti u
upalnim bolestima crijeva. Kako sinteza RANKL-a i osteoprotegerina u
Crohnovoj bolesti moze biti posljedica intestinalnog upalnog procesa,
pretpostavljeno je da djelovanje RANKL, OPG i proupalnih citokina ne mora biti
ograni¢eno iskljuivo na intestinalnu inflamaciju, ve¢ moze posredno ili
neposredno biti uklju¢eno i u aktiviranje koStanog metabolizma. U svrhu
testiranja navedene hipoteze, vrednovane su koncentracije RANKL-a i
osteoprotegerina u serumima bolesnika s dugogodiSnjom Crohnovom bolesti i
naivnin bolesnika u kojih je bolest tek dijagnosticirana. Vrijednosti
osteoklasti¢nih posrednika korelirane su potom s razinom proupalnih citokina,

biokemijskim biliezima koStane izgradnje i razgradnje, te uporedene s
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mineralnom koStanom gusto¢om. Analizom rezultata utvrdeno je da bolesnici sa
snizenom koStanom gustoéom imaju poviSenu razinu osteoklasti¢nih
posrednika i proupalnih citokina, bez obzira na duljinu trajanja bolesti. Tako je u
dugogodisnjin bolesnika s Crohnovom bolesti koji imaju reduciranu koStanu
gustocu, jednako kao i u novo dijagnosticiranih bolesnika s T-vrijednosti <-1SD,
izmjerena koncentracija u perifernoj krvi za sRANKL, osteoprotegerin, TNF-a i
IL-6 bila znaCajno viSa nego Ili u istih bolesnika, ali bez nalaza metabolicke
bolesti kostiju. Nalaz snizene mineralne koStane gustoce pri dijagnozi Crohnove
bolesti bez sumnje podupire hipotezu kako upalni proces per se doprinosi
razvoju metaboliCke bolesti kostiju. NaSe zapazanje da srediSnji proupalni
citokin  TNF-a vrlo usko i statisticki znaCajno korelira s osteoklasti¢nim
medijatorom RANKL je dodatna €injenica u prilog navedenoj hipotezi. S tim je u
skladu i podatak da je u naivnih bolesnika nadena znaCajna, ali negativna
korelacija izmedu koncentracija TNF-a i vrijednosti mineralne gustoce kostiju
kraljeSnice i kuka. Tocnije visoka razina srediSnjeg proupalnog citokina
povezana je s nizim vrijednostima mineralne gustoce kostiju. U nastavku su
analizirani parametri signalnog puta RANK/RANK-ligand/osteoprotegerin koji je
zapravo poveznica izmedu imunoloSkog i koStanog sustava (41,62). Dok je
slobodni RANKL bioloski aktivan i potiCe osteoklasicne aktivnosti, vezanje za
receptor i stvaranje kompleksa s osteoprotegerinom ga uvjetno receno
deaktivira. U ovom je radu zabiljezeno da koncentracije slobodnog RANKL-a i
osteoprotegerina koreliraju inverzno. Takva je negativna korelacija nadena
samo u skupinama bolesnika s niskom mineralnom gusto¢om kosti, dok u
Crohnovih bolesnika sa zdravim skeletom nema nikakve povezanosti izmedu tih
dvaju parametara. Nalaz visokih vrijednosti osteoprotegerina samo u bolesnika
s aktivnim metaboli¢kim procesom resorpcije kosti moze se protumaciti i kao
odgovor na pojacanu produkciju ¢imbenika koji razgraduju koStani matriks.
(63,64,65). Pri tome, a uslijed stvaranja kompleksa OPG-RANKL, dolazi do
pada koncentracije slobodnog, osteoklasticno aktivnog RANKL-a, pa i njihova
korelacija u cirkulaciji poprima negativan predznak. Poznato je da intestinalne
imunoloSke stanice sintetiziraju i luée RANKL i OPG, pa tako na molekularnoj

osnovi povezuju koStani i imunoloski sustav (62). Moguce je stoga da su
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navedeni parametri podjednako odraz osteoklasti¢nih aktivnosti kao i aktivnost
intestinalne upale (42). Takvo objasnjenje i shvacanje iznesenih rezultata moze
najbolje objasniti vrlo blisku korelaciju izmedu koncentracija slobodnog RANKL-
ai TNF-a.

TNF-a je srediSnji proupalni medijator i njegova se obilna sinteza u Crohnovoj
bolesti prema mnogim istrazivanjima izravno povezuje s patogenezom bolesti
(66). U ovom je radu u skupini novo dijagnosticiranih bolesnika s Crohnovom
bolesti utvrdena vrlo dobra i statisticki znacajna korelacija izmedu koncentracija
TNF-a i sRANKL, a ta je pozitivna korelacija ostala nepromjenjenom i u
bolesnika s dugogodidnjim trajanjem bolesti. Stovise analiza multiple regresije
korak-po-korak razotkrila je TNF-a kao najbolji prediktivni parametar za
generiranje RANKL-a. U koStanoj homeostazi, na razini stanica, za sada nije
potpuno precizno razjasnjeno ciljno djelovanja TNF-a, pa niti kakva je pri tome
njegova sprega s RANKL-om. Opisano je samo, da vezanje TNF-a za
membranski TNF-receptor putem adapterskog proteina p55, pojacava staniénu
sintezu i lu¢enje RANKL-a (67,68). S tim u vezi nalazim zanimljivim istrazivanje
Byrne i suradnika (64) koje je provedeno na eksperimentalnom modelu
Crohnove bolesti. U miSeva s induciranim kolitisom, autori su ispitivali nastanak
osteopenije moguce uzrokovane pothranjenos¢éu, poremecajem regulacije
probavnog trakta, odnosno posljediénim upalnim procesom. Imunodeficitarnim
je misevima transferiran soj CD4*CD45RB™ T limfocita §to je u ispitivanih
Zivotinja, uz kolitis, rezultiralo znac¢ajanim gubitakom koStane gustoée. Autori su
utvrdili da postoji izravna povezanost izmedu izlu¢enog TNF-a i koncentracije
RANKL koji je kao posrednik potaknuo stanice osteoklasta u koStanoj
destrukciji. Zakljucili su da je upala primarni uzrok u gubitku koStane gustoce. U
osnovi je Crohnove bolesti poremeéen imunoloski odgovor crijevne sluznice s
nereguliranom aktivacijom i proliferacijom T limfocita te aktivacijom makrofaga i
otpuStanjem proinflamatornih citokina (4). Aktivirane antigen prezentirajuce
stanice, makrofazi i dendriti¢ne stanice, induciraju Thl tip imunog odgovora
sekrecijom interleukina. PoviSene vrijednosti citokina i faktora rasta nadene su
kako u serumu tako i u mukozi inflamiranog crijeva. Limfocitna akumulacija u

mukozi i rezistencija aktiviranih T stanica na apoptozu pogoduju odrzavanju
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kroni¢ne upale. Migracija aktiviranih T limfocita iz sistemne cirkulacije u razli¢ita
tkiva, ukljuivo koStanu srz, moze pogodovati razvoju izvancrijevnih
manifestacija Crohnove bolesti (69,70). Tako primjerice, povecan broj
aktiviranih T limfocita u koStanom tkivu, koji pojacano lu¢e TNF-a i RANKL,
moZze biti mehanizam putem kojeg se u Crohnovoj bolesti odvija koStana
erozija, i to potpuno neovisno od lije¢enja osnovne bolesti (71,72). Ovakav
pristup ovom problemu ima i nesto Siriju aplikaciju jer osim upalnih bolesti
crijeva postoji niz drugih bolesti u kojih se uz aktivni upalni proces sekundarno
razvija i metabolicka bolest kostiju. Istrazivanja u ovom pravcu mogla bi dati
objasnjenje problema na molekularnoj razini, a potom pripomo¢i u nacinu
ljeCenja. Kad se vec spominje lije€enje Crohove bolesti svakako treba reci da je
terapija s protutijelima na TNF-a pokazala odredeni benefit prema metabolickoj
bolesti kostiju (73,74,75,76). Tako je u nekim studijama naglaseno da je terapija
infliximabom pozitivho djelovala na parametre koStane izgradnje, ali bez u€inka
na koStanu resorpciju (74), dok je u drugim studijama zapazen pozitivan u€inak
na kompletnu homeostazu, to¢nije uravnotezenje kostane izgradnje i koStane
razgradnje (75). Terapija infliximabom ispitivana je takoder u reumatoidnom
artritisu. Tu je vrlo zanimljiva studija Gengenbacher i suradnika (76) u kojoj su
autori opisali kako je blokiranje TNF-a infliximabom znacajno smanjilo koStanu
resorpciju, zato Sto je reduciran broja prekursorskih stanica osteoklasta. Studija
ima dodatnu vrijednost jer je istraZzivanje provedeno u ljudi oboljelih od
reumatoidnog artitisa.

Interleukin-6 je multifunkcionalan citokin, koji pored ucinaka imunoregulacije,
ima nedovoljno definiranu ulogu u osteoklastichoj koStanoj resorpciji.
Sintetiziraju ga i lu¢e, osim imunoloskih i druge stanice, uklju¢ivo stromalne
koStane stanice. Pretpostavlja se kako podrzava razvijanje osteoklasta iz
mladih hematopoetskih stanica. U ispitivanoj populaciji bolesnika s Crohnovom
bolesti, kako onih s dugogodisnjim trajanjem bolesti tako i u novo otkrivenih
bolesnika, izmjerena je poviSena razina IL-6. PoviSena razina IL-6 u bolesnika s
upalnim bolestima crijeva je podatak poznat iz literature (77,78). No, u ovom je
radu utvrdeno da su koncentracije zna€ajno viSe u bolesnika u kojih je prisutna

metabolicka bolest kostiju u odnosu na ispitanike s urednim koStanim statusom.
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NajviSa koncentracija IL-6 izmjerena je u sistemnoj cirkulaciji bolesnika koji uz
Crohnovu bolest imaju osteoporozu. Isto tako u skupini naivnih bolesnika s
reduciranom koStanom gusto¢om razina IL-6 je gotovo dvostruko visa nego li u
ostatku bolesnika zdravog skeleta. PoviSena razina IL-6 negativho korelira s
izmjerenom mineralnom koStanom gusto¢om, iako je ta korelacija znacajnija za
kosti kraljeSnice. To se moze objasniti €injenicom da je kraljeSnica gradena od
trabekularne kosti koja je metaboliCki aktivnija od kortikalne kosti kuka.
Medutim, kakva je tocno ciljna uloga IL-6 u koStanoj resorpciji, a Sto bi bilo
specificno za Crohnovu bolest, teSko je rec¢i na osnovu podataka s kojima se
raspolaze u ovoj studiji. MoZzda moze biti od koristi citiranje rada Sylvester i sur.
(78) u kojem je in vitro utvrdeno da IL-6 iz seruma bolesnika s Crohnovom
bolesti inhibira proces mineraliziranja kosti. Autori studije, su u zaklju¢ku
istaknuli kako poviSena koncentracija ovog interleukina u sistemnoj cirkulaciji,
moZze biti dodatni poticaj u nastanaku osteopenije i daljnem koStanom
propadanju u Crohnovoj bolesti. Koncentracije IL-6 izmjerene u naSih bolesnika
su vrlo dobro korelirale s razinom TNF-a. Kao Sto je poznato TNF-a zajedno s
IL-18 stimulira sintezu i lu€enje IL-6, koji opet zajedno sa spomenutim
citokinima ¢ini dio mreze proupalnih citokina. Stoga se njihova medusobno
odlicna korelacija moze objasniti podatkom da se tijekom aktivhog stadija
bolesti svi proupalni citokini pojaano generiraju, a IL-6 je pri tome samo

posljednji u nizu i najdulje se zadrzava u cirkulaciji.

5.3. BILJEZI KOSTANE PREGRADNJE

Obzirom na ucestalu pojavu metaboliCke bolesti kostiju u Crohnovoj bolesti,
pretpostavljeno je, da ¢e u istih bolesnika biti registrirana izrazena aktivnost
parametara koStane izgradnje i razgradnje. Medutim prosje¢na razina
osteokalcina, koji obiljezava koStanu izgradnju, nije se razlikovala od vrijednosti
u kontrolnoj skupini. S druge strane, u serumima oboljelih od Crohnove bolesti
zabilieZzena je znaajno viSa koncentracija C-telopeptida, koji je razgradni
produkt kolagena koStanog matriksa. U viSe od 50% bolesnika izmjerena razina

C-telopeptida u krvi prelazila je gornju granicu normalne vrijednosti ustanovljene
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za zdrave musSke osobe i Zene prije menopauze. Za podskupinu bolesnika s
visokim parametrom koStane resorpcije karakteristicna je i poviSena
koncentracija TNF-a, IL-6, CRP i osteoprotegerina, sve redom parametara
upalne aktivnosti. Potrebno je joS istaknuti podatak da je u 22% bolesnika
izmjerena znacajno sniZzena koncentracija osteokalcina, niza od 3 ng/ml, Sto je
donja granica u rasponu normalnih vrijednosti. Od ovih je bolesnika njih 80%
bilo na aktualnoj terapiji kortikosteroidima. Kao Sto je poznato, jedna od
nezeljenih popratnih pojava primjene kortikosteroida ogleda se u inhibiranju
puteva koStane izgradnje. Rezultati ove studije pokazaju kako je u bolesnika s
Crohnovom bolesti poremecéena ravnoteza izgradnje i razgradnje kosStanog
tkiva. Navedeno je u skladu s ve¢ opisanim zapazanjima iz literature
(59,64,79). Medutim, prema rezultatima izmjerenim u skupini naivnih bolesnika
sa snizenom mineralnom koStanom gustoéom c¢ini se kako proces koStane
resorpcije dominira, dok terapija kortikosteroidima kasnije u fazi lije€enja ima

sinergisticki u€inak jer inhibira de novo sintezu koStanog matriksa.

5.4. VREDNOVANJE MJERENJA ULTRAZVUKA PETNE KOSTI U
ODREBIVANJU KOSTANOG STATUSA

Orkestrirana aktivnost proupalnih i osteoklasti¢nih molekula dio je patoloSkog
procesa u propadanju koStanog tkiva, koji predhodi klinicki evidentnoj koStanoj
bolesti. Kao Sto smo vec prikazali tijekom ove je studije uoeno kako 50%
bolesnika pri dijagnozi ima reduciranu mineralnu gustoc¢u kostiju. Zatim,
ljeCenje kortikosteroidima ucestalo razvijaja neZeljene popratne pojave u
koStanoj homeostazi. K tome se treba nadodati kako je dugogodiSnje trajanje
bolesti povezano s kronicnom reminitentnom upalom koja sama po sebi
pogoduje nastanku metabolicke bolesti kostiju. Sve navedene €injenice govore
u prilog kostanog propadanja. 1z tih se razloga, u bolesnika s Crohnovom
bolesti, u svakodnevoj rutinskoj praksi, namecée sve veca potreba za kontrolnim
mjerenjima koStanog statusa (80,81,82). Danas je kao standard opce
prihvacena metoda dvostruke apsorpciometrije X-zraka (DXA). Medutim, kako
se u bolesnika s upalnim bolestima crijeva koStana patologija razvija u mladoj

dobi, a progredira relativno brzo, ve¢a je i potreba za ucestalijim skenirajem
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kostiju nego li primjerice u osteoporozi koja se razvija u postmenopauzi. No,
klasi¢na se denzitometrija bazira na ionizirajuéem zraCenju Sto je glavni razlog
zasto bi u naSih bolesnika bilo pogodnije koristiti neku od alternativnih
tehnologija. Metoda kvantitativhog ultrazvuka (QUS) petne kosti ucinila se u tu
svrhu vrlo zanimljivom (83). To je neinvazivha metoda, bez ionizirajuceg
zraCenja, a parametri koji rezultiraju mjerenjem, podjednako uspjeSno pokazuju
kakvocu koStane strukture i koStanu masu (84). Tehnicki je jednostavna i lako
dostupna jer se rabi instrument koji je lako pokretljiv i k tome nije skup. QUS
tehnologija je posebno pogodna za mjerenja perifernih kosti primjerice petne
kosti, falange ili tibije (49).

Sto se tiée rezultata mjerenja kvantitativnog ultrazvuka petne kosti u ispitivanih
bolesnika s upalnim bolestima crijeva bitno je naglasiti slijedec¢e. Prvo, svi su
QUS parametri znacajno nizi u bolesnika nego li u zdravih dobrovoljaca koji su
po dobi i spolu odgovarali populaciji s upalnim bolestima crijeva. Drugo, uo¢ena
je statistiCki znaCajna razlika izmedu prosjecnih vrijednosti unutar podskupina
bolesnika koji su imali kosStanih prijeloma i bolesnika bez koStanih fraktura.
Treée, kvantitativni ultrazvuk nije niti jedan slu€aj osteoporoze lazno prepoznao
kao normalan koStani status. Kao posljednje, svi se QUS parametri negativno,
ali statisticki znacajno odnose prema duljini trajanja bolesti. Unato¢ navedenih
Cinjenica, ali zbog niske specificnosti (63%) i pozitivhe prediktivne vrijednosti
(78%) uz osjetljivost od 93%, ipak nije moguce prihvatiti metodu kvantitativhog
ultrazvuka kao alternativu klasi¢énoj denzitometriji. Ovdje iznesena zapazanja su
u skladu s rezultatima nekih vec ranije objavljenih studija (85,86,87,88,89), iako
ima i drugih studija suprostavljenih rezultata koje iznose kako je QUS korisna
metoda u praéenju metaboliCke bolesti kostiju (83,90,91,92). Schwartz i
suradnici  (88) su komparirali rezultate QUS i DXA mjerenja u bolesnika s
upalnim bolestima crijeva (njih 62% s DXA T-vrijednost <-1.0), ali zbog niske
osjetljivosti i specificnosti nisu preporucili QUS petne kosti kao klini¢ki pouzdanu
zamjenu za klasi¢nu denzitometriju. Slicno je u studiji skandinavskih autora,
Jansen i suradnika (85), koji su nasli da koeficijent korelacije izmedu QUS i
DXA rezultata varira od 0.50 do 0.67, uz nisku podudarnost individualnih

vrijednosti. U naSem ispitivanju, osjetljivost QUS metode od 93%, pokazuje da
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je 7% bolesnika s klini¢ki potvrdenom koStanom bolesti, ipak lazno klasificirano
kao zdravi skelet. Specificnost od 63% indicira pak da je 37% ispitanika s
normalnim koStanim statusom lazno svrstano u metaboliCku bolest kostiju.
Medutim, ovdje se mora reci da su svi bolesnici koji su klasificirani kao lazno
pozitivni, prema QUS parametrima imali varijabilne osteopenije, i niti jedan nije
lazno identificiran kao slu€aj osteoporoze. Medutim, kako se Ccini, najvedi
nedostatak QUS kao alternative DXA mjerenja, lezi u Cinjenici sto QUS metoda
ne moze uspjesno razluCiti osteoporozu od osteopenije. U ovom se radu to
odnosi na 28% slu€ajeva. UspjeSno odvajanje osteoporoze od osteopenije je od
klinickog znaCenja kao preduvjet za terapiju mocnim antiresorpcijskim
lijekovima.

Medutim, zbog toga Sto je mjerenje perifernih kostiju kvantitativnim ultrazvukom
metoda posStedna za bolesnika i stoga Sto je vrlo prakti€na u svojoj primjeni,
ucinjeni su dodatni pokusaji u njezinom klinickom vrednovanju. Tako su Frost i
suradnici (50) iznjeli misljenje da se WHO kriterij (T-vrijednost <-2.5) za
dijagnozu osteoporoze u Zzena u menopauzi ne moze jednostavno primjeniti na
parametre kvantitativnog ultrazvuka. Naime, QUS parametri BUA i SOS ne
odrazavaju mineralnu gusto¢u kostiju, na ¢emu se temelji WHO klasifikacija. 1z
tog su razloga navedeni autori predlozili da se kao kriterij za osteoporozu
dijagnosticiranu QUS-om, uzme T-vrijednost < -1.8. Slijedeci opisani pristup, u
ovom su radu re-evaluirana sva QUS mjerenja i to¢no je identificirano 83%
osteoporoza lumbalne kraljeSnice i 100% osteoporoza u kostima kuka.
Nazalost, u podskupinu bolesnika s QUI T-vrijednosti <-1.8 pogreSno se
ukljucilo i 26% bolesnika sa zdravim skeletom. Problem kako koristiti QUS
parametre u klini¢koj praksi analizirali su Nayak i suradnici (93). U opSirnom
revijalnom prikazu zbirno su sazeli sve dostupne podatke iz literature, te su uz
pomo¢ meta-analize zakljuCili da se QUS mjerenjima ne moze ni potvrditi niti
zanjekati osteoporoza dijagnosticirana DXA nalazom.

UcCestalo razvijanje metaboliCcke bolesti kostiju Cini populaciju bolesnika s
upalnim bolestima crijeva, rizichnom za koStane prijelome. Medutim, istraZivanja
u kojima su vrednovani rezultati klasiCne denzitometrije, nisu potvrdile

znacCajnost mjerenja mineralne gustoce kostiju kao prediktivnog parametara za
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incidenciju koStanih fraktura u IBD populaciji (59,94). U naSoj je skupini
bolesnika 23% izjavilo da su imali jedan ili viSe koStanih prijeloma. Naknadno se
pokazalo da je to podskupina bolesnika s najnizom prosje¢nom vrijednosti svih
parametara kvantitativnog ultrazvuka petne kosti. Slicno je zapazanje nesto
ranije iznjela grupa autora u radu Jahnsen i suradnici (85). Oni su nasli
znacajno nize vrijednosti samo za parametar BUA koji se odnosi na arhitekturu
kosti, ali ne za SOS koji odrazava mineralnu gustoéu kosti. Sto se tice DXA
mjerenja u bolesnika sa i bez koStanih fraktura, nema razlika u nalazu
mineralne gustoce kraljeSnice, dok je nalaz kosti kuka statisti¢ki znacajno nizi u
bolesnika s koStanim prijelomima u povijesti bolesti. Opéenito mozemo reci da
kvantitativni ultrazvuk petne kosti prema rezultatima prikazanog istrazivanja nije
pouzdana zamjena za metodu klasicne denzitometrije, no moze posluziti kao
komplementarna opcija jer se pokazalo da je dobar prediktivni parametar za

rizik na koStane prijelome (95).



Zakljuéci

U ovom je istrazivanju temeljem denzitometrije kosti, utvrdeno da 53%
novootkrivenih bolesnika s Crohnovom bolesti ve¢ pri dijagnozi osnovne

bolesti, ima snizenu mineralnu koStanu gustocu.

U ukupnoj populaciji bolesnika s Crohnovom bolesti, u njih 72%
ustanovljena je snizena mineralna gustoéa kosti: osteopenija u 50%, a vec

prisutna osteoporoza u 22% ispitanika.

Bolesnici sa snizenom mineralnom gusto¢om kostiju, u sistemnoj cirkulaciji
imaju poviSene aktivnosti osteoklasti¢nih posrednika, proupalnih citokina i

biliega koStane razgradnje.

U naivnih je bolesnika zabiljeZzena odli¢na korelacija izmedu srediSnjeg
proupalnog citokina TNF-a i osteoklastichog posrednika sRANKL (liganda
za receptor aktivirajuci transkripcijski Cimbenik NFkB), a ta je pozitivha
korelacija ostala nepromjenjenom i u skupini bolesnika s dugogodisnjim
trajanjem Crohnove bolesti.

Koncentracije SRANK-liganda i njegovog dekodirajuceg receptora
osteoprotegerina, koreliraju inverzno u bolesnika s niskom mineralnom
gusto¢om kostiju, dok u bolesnika sa zdravim skeletom nema nikakve
povezanosti. Obilna sinteza osteoprotegerina, zabiljezena samo u bolesnika
s aktivnim metabolickim procesom resorpcije kosti, moze se protumaciti kao

odgovor na pojacanu produkciju ¢imbenika koji razgraduju koStano tkivo.
Rezultati ove studije koji se odnose na novo dijagnosticirane bolesnike s

Crohnovom bolesti snazno podupiru hipotezu da upalni proces per se ima

primarnu ulogu u razvijanju i progresiji metaboli¢ke bolesti kostiju.
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Kvantitativni ultrazvuk petne kosti prema rezultatima prikazanog istrazivanja
nije pouzdana zamjena za metodu klasi¢ne denzitometrije, no moze
posluziti kao komplementarna pretraga jer se pokazalo da je dobar

prediktivni parametar za rizik koStanih prijeloma.
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Popis kratica

ANCA
ASCA
CARD
CDAI
CRP
CT
DXA
GERB
HLA
ICAM

MR
NOD2
NSAR
OPG
RANK
RANKL
SAA
SE
TNFa
VCAM

- antineutrofilna citoplazmatska antitijela

- antitijela na Saccharomyces cerevisiae

- kaspasa-aktiviraju¢a i regrutirajuca domena

- indeks aktivnosti Crohnove bolesti

- C-reaktivni protein

- kompjuterizirana tomografija

- dvostruka apsorpciometrija X-zraka

- gastroezofagealna refluksna bolest

- ljudski leukocitni antigeni

- intracelularna adhezijska molekula

- interleukin

- magnetska rezonancija

- nukleotid oligomeriziraju¢a domena 2

- nesteroidni antireumatici

- osteoprotegerin

- receptor aktivatora nuklearnog faktora kappa B
- ligand za receptor aktivatora nuklearnog faktora kappa B
- serumski amiloid A

- sedimentacija eritrocita

- tumor nekrotizirajuéi ¢imbenik a

- vaskularna stani¢na adhezijska molekula
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Sazetak

METABOLICKA BOLEST KOSTIJU U CROHNOVOJ BOLESTI

Svrha/Ciljevi

Metaboli¢ka bolest kostiju je uCestala ekstraintestinalna manifestacija Crohnove
bolesti. Patogeneza nije u potpunosti jasna, no kako se javlja u bolesnika koji
jesu, ali i u onih koji nisu lijeCeni kortikosteroidima, prepostavlja se da sam upalni
proces ima znaCajnog upliva na koStani metabolizam. Stoga je cilj ovog
istrazivanja bio komparativno evaluirati proupalne citokine, biljege koStane
izgradnje i razgradnje, te regulatorne molekule u biogenezi osteoklasta RANKL i
osteoprotegerin (OPG), u skupinama bolesnika s Crohnovom bolesti sa i bez
metabolicke bolesti kostiju.

Bolesnici i metode

Ispitivanu skupinu od 95 bolesnika cCinilo je njih 80 s dugogodisnjim trajanjem
Crohnove bolesti i 15 bolesnika u kojih je bolest tek dijagnosticirana.
Koncentracije SRANKL, OPG, TNF-q, IL-18, IL-6, osteokalcina i C-telopeptida u
serumu, odredivane su imunoloSkim metodama. KoStani je status mjeren
metodom dvostruke apsorpciometrije X-zraka (DXA) odredivanjem mineralne
gusto¢e kostiju (BMD) lumbalne kraljeSnice i kuka, te uporedo, metodom

kvantitativnog ultrazvuka petne kosti (QUS).

Rezultati

U skupini s tek dijagnosticiranom Crohnovom bolesti 53% bolesnika ima snizenu
mineralnu koStanu gusto¢u, dok je u bolesnika s dugogodiSnjim trajanjem bolesti
osteoporoza prisutna u njih 26%. U naivnih je bolesnika zabiljeZzena vrlo dobra
korelacija izmedu srediSnjeg proupalnog citokina TNF-a i osteoklasticnog
posrednika sRANKL (r=0.6; p=0.027), a ta je pozitivha korelacija ostala
nepromjenjenom i u skupini bolesnika s viSegodiSnjim trajanjem bolesti (r=0.3;
p=0.009). Koncentracije slobodnog RANKL-a i njegovog receptora OPG

koreliraju negativno u bolesnika sa snizenom mineralnom gustoc¢om kostiju (r=-
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0.36; p=0.003), dok u bolesnika sa zdravim skeletom nema medusobne
povezanosti. U naivnih bolesnika s reduciranom mineralnom gusto¢om kostiju
(T-vrijednost <-1.0), korelacija izmedu RANKL-a i OPG je izrazito visoka, ali s
negativnim predzakom (r=-0.8; p=0.02). Tu podskupinu bolesnika ujedno
karakterizira nizi indeks tjelesne mase, znacajno viSa koncentracija proupalnih
citokina, visoka razina CRP i pojacane aktivnosti RANKL i OPG.

Nalazi kvantitativnog ultrazvuka petne kosti nisu pokazali dobru podudarnost s
DXA mjerenjima (specificnost 63%). Osjetljivost QUS metode u detekciji
osteopenije je 84%, a 72% za osteoporozu. Medutim QUS petne kosti je

uspjesnija metoda u identificiraju bolesnika s rizikom koStanih prijeloma.

Zaklju &ci

Rezultati ove studije snazno podupiru hipotezu da upalni proces per se u
Crohnovoj bolesti ima primarnu ulogu u razvijanju i napredovanju metaboli¢ke
bolesti kostiju. U prilog izre€enom govori podatak da sredisnji proupalni citokin
TNF-a vrlo pozitivno korelira s osteoklasiénim posrednikom RANKL, a negativno
s mineralnom koStanom gusto¢om. Klinicki se to ogleda u cinjenici da 50%
naivnih bolesnika vec pri dijagnozi ima nizu koStanu gustocu.

Kvantitativni ultrazvuk petne kosti prema rezultatima prikazanog istrazivanja nije
pouzdana zamjena za metodu klasi¢ne denzitometrije, no moZze posluziti kao
komplementarna opcija jer se pokazalo da je dobar prediktivni parametar za rizik

na kosStane prijelome.
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Abstract

METABOLIC BONE DISEASE AND CROHN'’S DISEASE

Objective

The high incidence of bone disease and increasing evidence for Crohn’s disease
(CD) affecting bone status in corticosteroid users and non-users suggest that
bone metabolism is affected by inflammatory process. This study aimed to
determine comparative serum levels of proinflammatory cytokines, markers of
bone formation and resorption, and regulatory molecules of osteoclast
biogenesis RANKL and osteoprotegerin (OPG), in CD patients with and without
metabolic bone disease.

Patients and Methods

The study included 95 patients; 15 of them newly diagnosed and untreated, and
80 patients with long-standing Crohn’s disease. Serum sRANKL, OPG, TNF-q,
IL-1B, IL-6, osteocalcin and C-telopeptide | were measured by immunoassay.
Bone status was evaluated, in parallel, by calcaneal quantitative ultrasound
(QUS), and dual-energy x-ray absorptiometry (DXA) scanned spine (L1-L4) and
hip bone mineral density (BMD).

Results

Decreased BMD at diagnosis was found in 53% and low bone mass in 72% of
the study population. The newly diagnosed, untreated patients showed
correlation between TNF-a and sRANKL (r=0.6; p=0.027), and this positive
relationship also persists in the unselected study population of long-standing CD
patients (n=80) (r=0.3; p=0.009). Multiple regression identified TNF-a as the best
predictor of SRANKL (p<0.001). Analysis of the OPG and sRANKL relationship
according to subgroups showed absence of correlation in patients with healthy
skeleton, and an inverse relationship in those with decreased BMD (r=-0.36;
p=0.003). In naive patients with reduced BMD t-score<-1.0, the correlation
between sRANKL and OPG was highly inverse (r=-0.8; p=0.02) and
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these patients were characterized by lower BMI, significantly higher level of
proinflammatory cytokines, elevated CRP and increased activity of free SRANKL
and OPG.

The sensitivity of QUS to identify bone disease was 93%; indicating 7% of
patients with verified bone disease to be misclassify as false negative. The
specificity of 63% showed that 37% of individuals with normal bone status were
QUS classified as false positive. The sensitivity of QUS to detect osteopenia was

84% and 72% for osteoporosis.

Conclusions

Bone disease that accompanies CD at diagnosis suggests that bone metabolism
is affected by the underlying inflammatory process per se, as probably confirmed
by our finding of the central proinflammatory cytokine TNF-a being strongly
associated with the osteoclastogenic mediator RANKL, and inversely with bone
density.

Calcaneal QUS showed poor agreement with bone status scanned by DXA and a
low discriminatory power between osteopenia and osteoporosis. However, QUS
successfully identified patients with previous fragile fractures.
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