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1. UVOD



1.1. Starenje tkiva

1.1.1. Starenje kao bioloski proces

Starenje predstavlja sloZeni proces psihofizickog propadanja, karakteriziran
progresivnom stani¢nom i organskom disfunkcijom te nagomilavanjem DNA osStecenja koje
dovodi do promjena u izrazaju gena. Starenjem tkiva prolaze kroz niz morfoloskih i
funkcionalnih promjena koje mogu narusiti homeostazu tkiva te organizam postaje podlozan
razvoju bolesti poput tumora, Se¢erne bolesti, kardiovaskularnih i neurodegenerativnih
oboljenja (1). Povijesno gledano, starenje je promatrano kao nestrukturirano, gotovo nasumi¢no
1 nepredvidljivo propadanje tkiva, dok u novije vrijeme istrazivanja ukazuju na slozen proces
predvoden specificnim molekularnim i stani¢nim promjenama.

Broj osoba starijih od 60 godina prema Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji porast ¢e na
vise od 1,4 milijarde na svjetskoj razini do 2030. godine, prvenstveno zbog poboljSanja zivotnih
uvjeta (2). U Europi je ovaj trend dodatno naglaSen zbog niskog nataliteta te mozemo govoriti
o epidemiji starenja koja zbog pratecih bolesti znacajno opterecuje zdravstveni sustav. Fokus
znanstvenih napora je stoga osigurati Sto duzi zivotni vijek neoptereen bolestima.
Razumijevanje obiljezja starenja moze doprinijeti boljem shvac¢anju nacina na koji ovaj proces
mijenja ljudski organizam te u buduc¢nosti omoguciti nove metode usporavanja starenja i
smanjivanja njegovog utjecaja na tkiva na stani¢noj i molekularnoj razini, §to bi za posljedicu
moglo imati zdraviju i kvalitetniju starost.

Rana istrazivanja starenja otkrila su utjecaj svjetlosti na stopu rasta i Zivotni vijek vrste
Drosophila melanogaster kao 1 utjecaj kalorijske restrikcije na starenje 1 bolesti povezane sa
starenjem na miSevima i Stakorima (3,4). Mogu¢nost utjecaja na starenje tada je posljedicno
privukla velik interes znanstvene zajednice i javnosti, $to je dovelo do porasta broja radova o
starenju. Ve¢ 1956. godine Harman je objavio rad o ucinku slobodnih kisikovih radikala,
nastalih kao posljedica vanjskog zracenja ili normalnih metabolickih procesa u tkivu, Cije je
nakupljanje klju¢no za oStecenje stanica i predstavlja podlogu za starenje i razvoj bolesti (5).
Prethodno raSireno uvjerenje da stanice imaju kapacitet neograni¢ene diobe svojom je
istrazivanjem na fibroblastima opovrgnuo Leonard Hayflick, dokazujuéi da fibroblasti imaju
ogranicen kapacitet dioba (50 puta) prije nastupa senescencije (6). Razlog za ogranicen broj
dioba objasnio je Olovnikov u svom radu, pretpostavljaju¢i da je problem u nemogucénosti
potpune replikacije kraja kromosoma (eng. the end replication problem) (7). Telomere, krajnji
dijelovi kromosoma, svakim stani¢nim ciklusom se skracuju i kada dosegnu kriti¢nu velicinu,

poticu stani¢ni odgovor na ostecenje DNA, Sto vodi stanicu u senescenciju te ujedno objasnjava



Hayflickove rezultate (8—10). Skrac¢ivanje telomera uslijed nepotpune replikacije krajeva
kromosoma znaajno ogranicava broj replikacija ljudskih stanica i moZe se promatrati kao
marker njihovog Zivotnog vijeka. Telomeraze, enzimi koji produljuju telomere, otkriveni su
kod jednostani¢nih eukariotskih organizama Tetrahymena te su na njima postavljeni temelji za
istrazivanja na ljudskim stanicama (11). Daljnja istrazivanja usmjerena su na pojaanu
aktivnost telomeraza, jer ista nije uocena u normalnim somatskim stanicama (12). Moderna
istrazivanja imaju za cilj definirati ulogu telomeraze u stani¢nom starenju i razvoju raka, kao 1
potencijalne terapijske mogucénosti koje iz toga proizlaze (13). Istrazivanja na Caenorhabditis
elegans postavila su temelje genetske kontrole starenja, prvenstveno otkricem gena Age-1 1 Daf-
2, koji kodiraju komponente signalnog puta inzulin/inzulinu-slicnog hormona rasta 1 (IGF-1).
U navedenom organizmu mutacija gena Age-1, prvog otkrivenog gena dugovjecnosti,
produljuje zivotni vijek (14). Istrazivanje iz 1993. godine utvrdilo je da mutacija gena Daf-2
dvostruko produzava zivotni vijek Caenorhabditis elegans (15). Navedeni geni su dio
signalnog puta faktora rasta IGF-1 kod Caenorhabditis elegans, Cija je vaznost za starenje
takoder opisana i kod ljudi, iako se ti geni razlikuju kod sisavaca. Osim tog signalnog puta,
otkri¢e signalnog puta rapamicina u sisavaca (mTOR) prosirilo je spoznaje o postojanju drugih
gena s u¢inkom na produljenje zivota (16). Inhibicija signalnog puta kinaze mTOR, vaznog
unutarstanicnog senzora nutrijenata, ima sli¢an u¢inak kao i smanjenje kalorijskog unosa:
produljuje zZivotni vijek stanica poticanjem mehanizama popravka tkiva i smanjenjem upale
(17). Rapamicin, inhibitor signalnog puta mTOR, djeluje kao imunosupresor i onemogucuje
prelazak stanice iz faze G1 (prva faza rasta) u fazu S (sinteza) te tako zaustavlja stanic¢ni ciklus
(18). Potrebna su daljnja klinicka istrazivanja o rapamicinu kao lijeku za borbu protiv starenja,
neurodegenerativnih bolesti i malignoma, kako bi se ispitao njegov terapijski potencijal u
buduénosti (19). lako su sirtuini otkriveni 1980-ih, u kontekstu starenja istrazeni su tek krajem
90-ih godina proSlog stoljeca. Sirtuini su nikotin adenin dinukleotid (NAD+) acetilaze
povezane s regulacijom vaznih metabolickih signalnih puteva. Novija istrazivanja upucuju da
je ucinak sirtuina na dugovjecnost prvenstveno vezan uz kalorijsku restrikciju (20). Tijekom
posljednja dva desetljeca, istrazivanja navode njihovu vaznu ulogu u neurodegenerativnim,
malignim bolestima i starenju, $to je dovelo do razvoja sirtuinskih aktivatora i inhibitora kao

buducih terapijskih modaliteta (21).

Spomenuta istrazivanja postavila su temelje ideje o plasti¢nosti starenja te moguéim
terapijskim intervencijama koje bi mogle utjecati na produljenje zZivotnog vijeka (slika 1).

Slozenost ljudskog organizma pretpostavlja da i starenje organizma nije jednostavan proces.
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Slika 1. Kronoloski pregled vaznijih objavljenih istrazivanja starenja. Izvor: autor, slika

stvorena pomocu Ul: Perplexity Al, San Francisco, CA, USA: Perplexity Al; 2026

Multifaktorski pogled na ovaj proces doveo je do porasta broja istrazivanja o starenju te se u
novije vrijeme definiraju obiljezja starenja na slican nacin kao $to opisujemo obiljezja
tumorskih oboljenja. Potreba za zdravim zivotom u kasnim godinama postaje bitna tema u
znanosti, pa tako i u zdravstvenim sustavima, no iako zaokuplja paznju i mastu svjetskih
znanstvenika i lijecnika, jednostavan odgovor i terapijski modalitet za problem starenja joS nije

pronaden.
1.1.2. Obiljezja starenja

Brojna istrazivanja o starenju tijekom godina zahtijevala su sazimanje klju¢nih
koncepata u zajednicki okvir. Kao i kod istrazivanja malignih bolesti, znanstvena zajednica
definirala je karakteristike starenja. Zbog njihove Cesto isprepletene prirode i meduzavisnosti,
ne moze se u potpunosti govoriti o odvojenim obiljezjima, pa je njihova podjela proizvoljna.
Kriteriji za obiljeZja starenja su: 1) vremenska povezanost promjena koje prate proces starenja,
2) moguénost ubrzavanja starenja eksperimentalnim pojacavanjem obiljezja 1 3) mogucnost
usporavanja, zaustavljanja ili vra¢anja procesa starenja unatrag intervencijom na obiljezju (22).
Obiljezja starenja podijeljena su u tri kategorije 1 obuhvacaju ukupno dvanaest obiljezja:
primarna (genska nestabilnost, skracivanje telomera, epigenetske promjene, gubitak
proteostaze, poremecaji makroautofagije), antagonisti¢ka (deregulirana nutritivna signalizacija,
disfunkcija mitohondrija, stani¢na senescencija) i integrativna (iscrpljenje mati¢nih stanica,
poremecena medustanicna komunikacija, kroni¢na upala, disbioza) (slika 2) (23). Primarna

skupina ukljucuje obiljezja nastala kao pocetna oStecenja koja se nakupljaju tijekom starenja i
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smatraju glavnim izvorom drugih oStec¢enja. Antagonisticka obiljezja predstavljaju obrambene
odgovore organizma na primarna ostecenja, stiteci tijelo dok su manje izrazena, ali ako postanu
prekomjerno izraZena, postaju patoloska i pokre¢u dodatne mehanizme starenja. Integrativna
skupina odnosi se na obiljezja koja nastaju kao posljedica svih prethodnih i odrazavaju sustavne

posljedice starenja.

pisbioza Genomg,

Slika 2. Obiljezja starenja. Preuzeto i prilagodeno iz Lopez-Otin C, Blasco MA, Partridge
L, Serrano M, Kroemer G. Hallmarks of aging: An expanding universe. Cell
2023;186:243-78. doi: 10.1016/j.cell.2022.11.001; prema licenci: 6216460661609,
izdanoj 26.2.2026.

Nestabilnost genoma, prvo navedeno obiljezje, predstavlja oSteCenja genoma

nakupljena tokom vremena uzrokovana endogenim ili egzogenim uzrocima, koja mogu dovesti



do razli¢itih tipova oSteCenja DNA (toCkastih mutacija, delecija, kromosomskih aberacija). Broj
somatskih mutacija stanica sisavaca povecava se tijekom zivota, a dugovjene jedinke
nakupljaju manji broj mutacija u svakoj godini Zivota (24). Nakupljanjem epigenetskih
promjena tokom zivota razvija se somatski mozaicizam, koji predstavlja negativnu posljedicu
starenja, ali ne mora nuzno voditi ka razvoju bolesti ili patoloskom stanju (25). Osim direktnih
oSte¢enja jezgrene i mitohondrijske DNA i defekti ovojnice stani¢ne jezgre, koja nastaju uslijed
oSte¢enja kodiraju¢ih gena, takoder mogu dovesti do sindroma ubrzanog starenja, poput

Hutchinson-Gilfordove progerije (26).

Skrac¢ivanje telomera pridonosi starenju i nastaje zbog nemoguénosti potpune
replikacije krajeva kromosoma tijekom diobe stanica. Kada skracenje telomera postane
znacajno, stanica ulazi u apoptozu ili prelazi u stanje senescencije, uvjetovano stani¢nim
odgovorom na oste¢enje DNA (27). Ove pojave prisutne su u normalnom starenju stanica i, za
razliku od genomske nestabilnosti, antagonisti¢ki djeluju na karcinogenezu jer ogranicavaju
broj replikacija malignih stanica (28). Uloga telomeraze, enzima sa svojstvom reverzne
transkriptaze, je odrzavanje duljine telomera i prvenstveno je aktivna u zametnim, mati¢nim
stanicama i tumorima, dok je njezina aktivnost odsutna u ljudskim somatskim stanicama
(28,29). Poremecaji telomera i telomeraze mogu izazvati bolesti poput aplasticne anemije,
idopatske pluéne fibroze, fibroze jetre s posljedicnom cirozom, kongenitalne diskeratoze te
Hoyeraal-Hreiderassonov sindroma (30). Uloga telomera 1 telomeraze u starenju 1 bolesti nije
u potpunosti istrazena, te ¢e daljnja istrazivanja u buducnosti otvoriti mogucnosti genske i

farmakoloske intervencije navedenih stanja, kao 1 terapiju starenja.

Starenje uzrokuje niz epigenetskih promjena koje mogu biti endogenog ili egzogenog
porijekla, a obuhvac¢aju DNA metilaciju, promjenu ekspresije gena i nekodiraju¢ih RNA,
modifikacije histona, reaktivaciju retrotranspozona i remodeliranje kromatina. Metilacija DNA
je vazna i dobro istrazena epigenetska promjena koja izaziva promjene u ekspresiji gena bez da
se slijed nukleotida molekule DNA promijeni. Pojavnost metilacije DNA povecava se tijekom
starenja 1 uvjetovana je djelovanjem enzima DNA metiltransferaze. U ranijim studijama,
globalna hipometilacija bila je povezana sa starenjem, posebno u intergenskim i ponavljajué¢im
DNA sljedovima (31). Novije analize pokazuju da tijekom starenja, uz globalnu hipometilaciju,
usporedno dolazi i do fokalne hipermetilacije CpG otoci¢a, kao kod hipermetilacije promotora
tumor supresorskih gena, §to moze dovesti do karcinogeneze (31,32). Horvath je u svojoj studiji
pokazao da DNA metilacija nije prisutna u embrionalnim i pluripotentnim stanicama, te je

definirao 353 promotorska CpG otocica koji se hipermetiliraju, a pomoc¢u kojih je formirao
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racunalne modele za odredivanje bioloske dobi tkiva, tzv. Horvathov epigenetski sat (33). U
daljnjim istrazivanjima drugih autora definirani su sli¢ni ra¢unalni modeli epigenetskih satova
koji sluze za procjenu bioloske dobi u odnosu na kronolosku, te se koriste za procjenu uc¢inaka
pojedinih intervencija radi produljenja zivota. Najpoznatiji modeli su Hannumov epigenetski
sat, DNA PhenoAge i DNA GrimAge (34-36). Nekodiraju¢a RNA ozna¢ava RNA molekule u
stanici koje se ne translatiraju u proteine, ve¢ djeluju kao regulatori koji utjeu na izrazaj gena
i funkciju stanice, a uklju¢uju mikro RNA, duge nekodiraju¢e RNA i kruzne RNA. Vaznost
nekodiraju¢e RNA u starenju temelji se na njenom posttranslacijskom utjecaju i povezana je s
razvojem mnogih obiljezja starenja. Brojna istrazivanja fokusiraju se na ulogu mikro RNA u
procesu starenja, pri ¢emu se pad razine specificnih mikro RNA (miRNA) u krvi povezuje sa
razvojem niskog stupnja kroni¢ne upale (eng. inflammaging) preko porasta razine citokina IL-
6 1 TNF-a (37). Osim toga, miRNA utjeCu i na stani¢nu senescenciju; na primjer, u istrazivanju
na stani¢noj kulturi mezenhimskih maticnih stanica, zabiljeZena je pojacana ekspresija miRNA
tijekom senescencije (38). Histonske modifikacije i remodeliranje kromatina utjecu na strukturu
i funkciju DNA u stanici. Histoni grade nukleosome oko kojih je DNA omotana, a njihove
posttranslacijske modifikacije, poput metilacije, mogu dovesti do promjena u transkripciji gena
1 regulacije duljine telomera (39). Kompleksi koji remodeliraju kromatin reguliraju ekspresiju
gena kroz restrukturiranje nukleosoma za transkripciju i popravak DNA-a, a njihovo opadanje
s dobi, zabiljezeno u kvascima Saccharomyces cerevisiae, povezano je s poremecajima u
popravku DNA ostecenja, starenjem 1 disfunkcijom tkiva (40). Retrotranspozoni su pokretni
genetski elementi koji se pomo¢u RNA meduprodukata umnazaju i umecu u genom. Ovisno o
mjestima umetanja, mogu utjecati na transkripciju genoma, stabilnost ili cak utiSavanje
odredenih gena. Njihova reaktivacija igra vaznu ulogu u razvoju upalnog fenotipa u starenju, a
taj se uCinak na miSevima moze vratiti farmakoloSkim intervencijama (41). Svi ovi epigenetski
mehanizmi konacno utjeu na promjenu genske ekspresije. Studija transkriptoma starih i
mladih miSi¢nih mati¢nih stanica pokazala je znacajne razlike u ekspresiji gena tijekom starenja

uslijed DNA metilacije (42).

Takoder, poremecaji metabolizma proteina u stanici igraju znacajnu ulogu u starenju.
Neurodegenerativne bolesti povezane sa staro$¢u, poput amiotrofne lateralne skleroze (ALS),
Alzheimerove bolesti i Parkinsonove bolesti, povezane su s patoloskim nakupljanjem
proteinskih kompleksa povezanih s poremecenom homeostazom proteina (43). Gubitak
proteostaze karakteristican je za starenje i posljedica je neadekvatne sinteze 1 strukturnog

smatanja proteina zbog smanjene aktivnosti stani¢nih Saperona, direktnih oSte¢enja na samim



proteinima zbog oksidativnog stresa te, u konacnici, njihove degradacije i neadekvatnog
odstranjivanja proteina. Studija na Caenorhabditis elegans pokazala je da izlaganje poviSenim
temperaturama uzrokuje gubitak funkcije metastabilnih proteina osjetljivih na temperaturni
stres, §to u ranoj odrasloj dobi dovodi do ranijeg 1 brZzeg gubitka proteostaze u usporedbi s

normalnim starenjem. (44).

Poremecaj makroautofagije oznaCava smanjenje sposobnosti stanice da odstranjuje
nagomilani citoplazmatski materijal putem lizosoma. Osim proteina, ovaj proces obuhvaca i
druge makromolekule poput lipida, glikogena, citosolne DNA, kao i cijelih stani¢nih organela
te patogena. Istrazivanja na ljudskim stani¢nim linijama utvrdila su da starenje ima utjecaj na
smanjenje izrazaja gena povezanih s autofagijom: ATGS5, ATG7 1 BECNI te posljedi¢nu
inhibiciju autofagije (45,46). Nadalje, stimulacija autofagije kroz pojacCan izrazaj Atg5 u

transgeni¢nih miSeva, s druge strane, dovodi do produljenja zdravog zivotnog vijeka (47).

Deregulirana nutritivna signalizacija oznaCava poremecaj regulacije unutar signalnih
puteva inzulin/inzulinu-slican hormon rasta (IIS/IGF-1) i AMP-aktivirane protein kinaze
(AMPK) te rapamicinskog (mTOR) i sirtuinskog signalnog puta u starijoj dobi, ¢ija je
prvenstvena zadaca u organizmu spajanje dostupnosti hranjivih tvari s rastom i popravkom
stanica 1 tkiva (48). Starenjem organizma spomenuti anaboli¢ki putevi (IIS/IGF-1 1 mTOR)
postaju pretjerano aktivni, dok katabolicki putevi (AMPK, sirtuini) vazni za otpornost i odgovor
na stres postaju slabije izrazeni, ovo za posljedicu ima poremecaj stani¢nog odrzavanja i
autofagije. FOXO3, transkripcijski faktor povezan sa signalnim putem IIS/IGF-1, smatra se
znac¢ajnim genom dugovjecnosti te je u studijama na ljudima povezan sa produljenim Zivotnim
vijekom kao i duljim prezivljenjem pacijenata s kardioloSkim oboljenjima (49,50). Otkrica
vezana za signalne putove nutritivne signalizacije otvorila su prostor za istrazivanja
potencijalnih intervencija u cilju postizanja dugovjecnosti. Kalorijska restrikcija bez izazivanja
pothranjenosti, preko navedenih signalnih , produljuje zZivotni vijek Rhezus majmuna (51).
Podatci iz CALERIE studije, na zdravim dobrovoljcima normalne tjelesne tezine, pokazali su
utjecaj kalorijske restrikcije na poboljSanje psiholoskih 1 fizioloSkih ishoda te usporavanje

metilacije DNA (52,53).

Mitohondriji su stani¢ni organeli zaduzeni za stvaranje adenozin trifosfata (ATP-a).
Progresivni gubitak funkcije stvaranja ATP-a u mitohondrijima tokom starenja, uz povecanu
proizvodnju reaktivnih kisikovih radikala i nakupljanja oSteenja mitohondrijske DNA,
predstavlja vazno obiljezje starenja. Poremecaj funkcije mitohondrijske DNA polimeraze,
enzima odgovornog za replikaciju DNA, u miseva dovodi do nakupljanja mutacija DNA i
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skrac¢enja Zivotnog vijeka uz razvoj tipicnog fenotipa starije dobi (54). Disfunkcija mitohondrija
zbog poremecaja proizvodnje energije i povecanog oksidativnog stresa narusava stani¢nu
homeostazu i potencijalno stanicu moze uvesti u senescenciju ili apoptozu $to u konacnici vodi
razvoju tipi¢nih bolesti povezanih sa starenjem poput neurodegenerativnih i1 kardioloskih

oboljenja, pretilosti i Se¢erne bolesti (55-58).

Stani¢na senescencija oznacava prijelaz stanice iz normalnog stani¢nog ciklusa u stanje
u kojem izostaje daljnja dioba i najceS¢e je uvjetovano onkogenim signalima, infekcijom,
oSteCenjem genoma, kriticnim skracenjem telomera, mitohondrijskom disfunkcijom ili
mehanickim oste¢enjem (59). U ljudskim tkivima opéenito postoji jasna korelacija izmedu
starenja 1 pocetka stani¢ne senescencije, uz prisutnu heterogenost stope senescencije u
razli¢itim tkivima (60). Tako se senescencija smatra obiljezjem starenja nalazimo je i u
embrionalnim tkivima kao dio fizioloskih procesa tokom ranog razvoja zivota Sto je pokazano
na zivotinjskom modelu (61). Fizioloska senescencija podrazumijeva prelazak stanice u stanje
senescencije 1 potom, zbog lokalne aktivacije imunoloskog odgovora, odstranjivanje
senescentnih stanica te popravak tkiva. Ukoliko stanica ostane u trajnoj senescenciji, bez
uklanjanja od strane imunoloSkog sustava, razvija se sekretorni fenotip povezan sa
senescencijom (eng. senescence associated secretory phenotype, SASP) odgovoran za razvoj
mnogih bolesti tipicnih za stariju dob i upale tkiva povezane sa starenjem. Odstranjenje
senescentnih stanica kod progeroidnih miseva primjenom farmakoloske intervencije dovodi do
produljenja Zivotnog vijeka i kasnijeg nastupa disfunkcije tkiva i razvoja bolesti specificnih za
stariju zivotnu dob (62). Farmakoloske intervencije poput ove mogle bi u budu¢nosti definirati
terapijske intervencije u svrhu uklanjanja senescentnih stanica i poboljSanja kvalitete Zivota u

starijoj zivotnoj dobi.

Starenjem mati¢ne stanice prolaze kroz niz promjena koje se ocituju gubitkom
pluripotentnosti zbog visokog stupnja diferencijacije i smanjenja njihovog ukupnog broja $to
nazivamo iscrpljenjem mati¢nih stanica. Nakon ozljede tkiva diferencirane somatske stanice
mogu proc¢i dediferencijaciju uz promjenu izrazaja gena te u konacnici pretvorbu u maticnu
stanicu koja omogucava tkivu razvoj plasti¢nosti uz adekvatan odgovor na ozljedu. Navedena
dediferencijacija omogucéava obnovu mati¢nih stanica crijeva i prikladan odgovor na ozljedu
tkiva kod miseva (63). Slican odgovor na ozljedu putem aktivacije signalnih puteva i stani¢nog
reprogramiranja pokazan je 1 na drugim organima poput srediSnjeg Ziv€anog sustava, pluca,

srca i jetre (64—67). Moguénost reprogramiranja somatskih stanica i njihove dediferencijacije u



matiCne stanice otvara mogucnost razvoja terapijskih strategija koje bi mogle poboljsati

plasti¢nost i regenerativni kapacitet tkiva starijih osoba.

Starenje na stani¢noj razini dovodi do poremecaja medustani¢ne komunikacije koja se
ocituje u neadekvatnoj i proupalnoj signalizaciji izmedu stanica, $to dovodi do propadanja
funkcije tkiva zbog poremecaja tkivne homeostaze. Faktori ¢iji nedostatak tijekom starenja
doprinosi poremecaju signalizacije mogu biti endokrini, neuroloski, imunoloski, sistemski i
lokalni, tj. parakrini. NajizraZzeniji ufinak na nastanak kroni¢ne upale tkiva posljedica je
aktivacije SASP-a, urodenog imunoloskog sustava te parakrinog ucinka stani¢nog ostec¢enja. U
ljudskim kardiomiocitima spomenuti poremecaj medustanicne komunikacije, na razini
kardiomiocita, fibroblasta i limfocita, moze dovesti do razvoja hipertroficne kardiomiopatije
(68). Osim navedenog, poremecaj medustani¢ne komunikacije putem signalizacije ligand-

receptor, koriste¢i analizu transkriptoma, definiran je i u drugim tkivima, poput tkiva srediSnjeg

ziv€anog sustava i koze (69,70).

Ispreplitanje ucinaka obiljezja starenja dovodi do razvoja kroni¢ne upale u starosti, koja
je na sistemskoj razini pra¢ena porastom upalnih biomarkera. Porast citokina IL-6 i CRP u
starijoj ljudskoj populaciji povezan je s opadanjem fizickih i kognitivnih funkcija te stopom
mortaliteta; dok su u zdravoj starijoj populaciji vrijednosti CRP 1 IL-6 nize, ali ipak poviSene u
odnosu na mlade, §to govori o razvoju sistemske upale niskog stupnja (71,72). Upalni fenotip
pronalazimo u brojnim tkivima, uz razvoj specifi¢cnih upalnih bolesti poput ateroskleroze,
osteoartritisa, upale ziv€anog tkiva i sindroma propusnog crijeva. Razlozi nastanka kroni¢ne
upale u starosti su brojni i obuhvacaju epigenetske poremecaje, neadekvatnu proteostazu,
naruSenu autofagiju, naruSenu funkciju imunoloSkih stanica. Modulacija imunoloskog
odgovora 1 utjecaj na nastanak upale u starosti predmet su brojnih istrazivanja. Primjena
aspirina i utjecaj na starenje u pilot studiji na ljudima nisu pokazali u¢inak na serumske upalne

biomarkere i utjecaj na razvoj sindroma krhkosti u starijoj zivotnoj dobi (73).

Crijevni mikrobiom prolazi znacajne promjene tokom starenja, koje skra¢eno nazivamo
disbioza. Opcenito, starenje dovodi do neravnoteze u crijevnoj mikroflori zbog porasta udjela
patoloskih i smanjenja udjela korisnih mikroorganizama. U¢inak ovih promjena povezanih sa
starenjem rezultira razvojem kroni¢ne upale, narusene crijevne barijere te dovodi do nastanka
bolesti specifi¢nih za stariju zivotnu dob. Velika kineska studija pokazala je da crijevna
mikroflora ima ulogu modulatora kardiovaskularnog rizika kod starijih osoba s metabolickim
poremecajem (74). Podaci iz zanimljive ELDERMET studije pokazali su razlike u
varijabilnosti mikrobiote u odnosu na zdravstveni status ispitanika, uz razvoj disbioze kod
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ispitanika koji borave u domovima za starije osobe, naglaSavajuc¢i gubitak korisne mikroflore u
navedenoj populaciji (75). Utjecaj na mikrofloru putem dijetalne intervencije u kontekstu
starenja dovodi do pomaka mikroflore prema zdravijim udjelima korisnih mikroorganizama i
smanjenju upale (76). Osim dijetalne intervencije, fekalna transplantacija, prvenstveno opisana
kao terapijski modalitet za lijeCenje recidiviraju¢e Clostridium difficile infekcije, takoder
predstavlja zanimljivu moguénost intervencije, iako njena standardna primjena u klinickoj

praksi u smislu terapije starenja zasad ostaje eksperimentalna (77).

Starenje obuhvaca veliki broj stani¢nih i molekularnih procesa, za ¢ije funkcioniranje je
prvenstveno potrebna homeostaza izmedu faktora koji ubrzavaju i onih koji usporavaju
starenje. Stani¢ni mehanizmi popravka mozda predstavljaju klju¢ dugorocnog i odrzivog
oporavka genoma, DNA oSteCenja i odstranjenja stani¢nih proteina u svrhu zdravog starenja.
Osim navedenog, kontrola signalizacije unutar tkiva te kontrola i modulacija sistemskih
proupalnih faktora takoder predstavljaju znac¢ajne moguénosti utjecaja na promjene tokom
starenja. Postojanje velikog broja mehanizama sadrzanih u ovom pregledu obiljeZja starenja
zasad ne dopusta jednostavan modalitet usporavanja starenja. Cilj intervencija na obiljezja
starenja ne moze biti isklju¢ivo produzenje zZivota, ve¢ produljenje zdravog zZivotnog vijeka.
Dosadas$nje studije upucuju na moguénost da usporavanje starenja poboljSava mehanizme
stani¢ne 1 molekularne homeostaze te tako dovodi do zdravijeg i kvalitetnijeg starenja. Klinicka
istrazivanja u kontekstu lijekova protiv starenja u ljudi i dalje se otezano provode zbog potrebe
vezivanja uz bolesti povezanih sa starenjem te najcesce pocinju kada je prekasno za terapiju

starenja.
1.1.3. Starenje imunoloSkog sustava i upalni procesi povezani sa starenjem

Starenje je praceno progresivnim promjenama imunoloske funkcije, pri ¢emu kroni¢na
upala ostaje prisutna u tkivima sa smanjenom imunoloSkom reaktivno$¢u, oslabljenim
kapacitetom obnove stanica i naruSenom obranom od patogena. Dugotrajni upalni procesi u
starijoj dobi karakterizirani su blagom kroni¢nom sistemskom upalom na razini cjelokupnog
organizma, uz razvoj razli¢itih upalnih fenotipa u pojedinim organima i tkivima. Pojam
kroni¢ne sterilne upale u starenju (eng. inflammaging) uveo je 2000. godine Claudio
Francheschi, povezujuci ga sa stresom i trajnim opterecenjem imunoloskog sustava antigenima
(78). Ovo stanje dugotrajne upale predstavlja sustavnu adaptaciju na cjelozivotnu stimulaciju
antigenima, nakupljanje senescentnih stanica, disfunkciju mitohondrija, narusen integritet
crijevne barijere te promjene u signalizaciji urodene imunosti i tkivnog mikrookruzenja (79).
Imunoloski sustav starenjem razvija specifi¢an fenotip, nazvan imunosenescencija, koji
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oznacava gubitak sposobnosti prikladnog imunoloskog odgovora, zbog ¢ega kod starijih ljudi
biljezimo porast incidencije infektivnih bolesti uz slabiji odgovor na cjepivo i infekcije (80,81).
U gastrointestinalnom sustavu ucinci upalom posredovanog starenja osobito su izraZeni zbog
trajnog kontakta crijevnog imunoloskog tkiva s intraluminalnim antigenima. Crvuljak je u
navedenom kontekstu zanimljiv dio probavnog sustava. Sadrzi obilno limfno tkivo pridruzeno
crijevu (eng. gut associated lymphoid tissue, GALT), sudjeluje u sluzni¢noj imunoloskoj
signalizaciji i interakciji izmedu organizma i mikrobiote te sadrzi ve¢e koncentracije biofilma
koji pomaze obnovi crijevne mikrobiote nakon deplecije u patoloskim stanjima. Histoloska i
transkriptomska istrazivanja pokazala su smanjenje broja limfnih folikula u crvuljku starijih
osoba te promjene izrazaja gena povezanih s oksidativnim stresom, promjenama crijevne
barijere, kroni¢nom upalom i neurodegeneracijom, §to upucuje na aktivno remodeliranje pri
starenju, a ne samo pasivnu involuciju (82—84). Navedene promjene u crvuljku odraz su
sustavnih mehanizama imunoloskog starenja, zbog ¢ega crvuljak mozemo koristiti kao model

za proucavanje imunoloSkog starenja crijeva.

Kroni¢na upala povezana sa starenjem (eng. inflammaging) definira se kao dugotrajna,
sterilna, upala niskog stupnja koja nastaje tijekom starenja. Za razliku od akutne upale, koja je
brza i samoogranicavajuca, kroni¢ni upalni procesi u starenju su dugotrajni, ¢esto subklinicki i
obiljezeni trajno poviSenim koncentracijama citokina IL-6, TNF, IL-1 i aktivacijom
pripadajucih signalnih putova (71,72). Danas se smatra da ovaj fenomen odrazava cjelozivotno
remodeliranje imunoloSkog sustava pod utjecajem infektivnih, okoliSnih, metabolickih 1
endogenih ¢imbenika, pri ¢emu patoloske posljedice nastupaju kada regulatorni kapacitet 1
obnova tkiva viSe ne mogu odrzavati homeostazu. U njegovu nastanku sudjeluje vise
mehanizama: nakupljanje senescentnih stanica s razvojem SASP-a koji pojacava lokalnu 1
sistemsku upalu, mitohondrijsku disfunkciju, oksidativni stres, poremecaj autofagije te disbiozu
uz naruSenu crijevnu barijeru (85). Promjene epitelnih i endotelnih barijera tijekom starenja
povecavaju propusnost za proizvode mikroorganizama i odrzavaju patoloski krug izmedu
oStecenja tkiva, aktivacije imunoloSkog sustava i kroni¢ne upale. Povezanost disbioze sa
razvojem sistemske upale pokazana je na ljudima 1 miSevima te se smatra vaznim u razvoju
upalnih procesa povezanih sa starenjem (86,87). Crijevo je kljucna lokacija ovih zbivanja jer
imunoloska homeostaza ovisi o ravnotezi izmedu tkiva domacina i mikrobiote. Disbioza je
povezana sa starenjem uslijed promjena u mukoznom sloju crijeva koje dovode do povecane
interakcije mikroorganizama 1 imunoloskih stanica, stvaraju¢i povecanu stimulaciju

imunoloskog sustava uz lokalnu i sistemsku aktivaciju upalnih medijatora. Zbog svoje uloge
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rezervoara mikrobiote, povecane koncentracije biofilma i1 obilja limfnih folikula, daljnja
istrazivanja su potrebna kako bi se razjasnilo postojanje mogucée uloge crvuljka u modulaciji

crijevne imunosti i interakcijama s crijevnom mikrobiotom, za $to danas ne postoje jasni dokazi.

Imunolosko starenje predstavlja slozeno remodeliranje imunolosSkog sustava, obiljezeno
promjenama u stani¢nom sastavu, signalizaciji i funkcionalnom reprogramiranju regulatornih i
efektorskih imunoloskih odgovora. Urodenu imunost tijekom starenja obiljezava odrzana ili
pojacana bazalna upalna aktivnost uz istovremeno smanjenje kljucnih efektorskih funkcija, dok
stecena imunost pokazuje povecanu diferencijaciju limfocita 1 oslabljen odgovor na nove
antigene, Sto pogoduje razvoju kronicne upale (88). Ove promjene odvijaju se unutar
izmijenjenog tkivnog okruzenja obiljezenog senescencijom i kroni¢nom upalom. Crvuljak, kao
struktura bogata imunoloSkim stanicama, predstavlja vrijedan model za proucCavanje
imunoloSkog remodeliranja uvjetovanog starenjem 1 upalnih procesa koji obiljezavaju tkiva u

starijoj Zivotnoj dobi.
1.1.4. Sistemsko 1 tkivno specifi¢no starenje

Kroz istrazivanja koja sezu 1 do 150 godina unatrag, znanstvenici su pokusavali odrediti
faktore koji utjeCu na starenje i produzenje zivotnog vijeka. Model Zivotinjske parabioze u
istrazivanjima starenja omogucio je temeljne spoznaje o sustavnom ucinku cirkulirajuc¢ih
faktora na starenje stanica i organa. Parabioza podrazumijeva kirur§ko spajanje krvotoka dvaju
zivih organizama, pa su u istraZivanjima najcesc¢e koriSteni misevi i neke vrste sisavaca. Krajem
1950-ih godina, koriste¢i heterokronu parabiozu miSeva (spajanje dviju miSeva razli¢itih dobi),
istraziva¢i su dokazali moguénost poboljSane regeneracije tkiva zivotinja, usporenje i ¢ak
izljeCenje bolesti povezanih sa starenjem (89). PoboljSanje opceg stanja i produljenje
prezivljenja bolesnih jedinki uoceno je kod parabiota kod kojih je prethodno ozracena jedinka
spojena sa zdravom, kao i1 kod sparivanja miseva oboljelih od miSiéne distrofije sa zdravom
jedinkom (90,91). Navedena istrazivanja iz 1950-ih bila su uvelike anegdotalna i optere¢ena
statistickim manjkavostima, ali su dala temelje istraZivanjima parabioze u kontekstu starenja.
Poboljsanje metodologije istrazivanja o u¢inku heterokrone parabioze na starenje Stakora u
studiji Ludwiga i1 Elashoffa rezultiralo je jasnijim i statisticki znaCajnijim dokazima o
produZenju zivota Zenskih heterokronih parabiota u usporedbi s kontrolnim skupinama (92).
Heterokrona parabioza kao potencijalna terapija starenja u ljudi nije izvediva, ali u modernoj
znanosti, ovaj model istrazivanja na Zivotinjama moze pruziti odgovore na sustavne faktore koji
utjecu na starenje. U novijim istrazivanjima mati¢nih stanica miSeva, heterokrona parabioza
koristena je kao model za studiju u kojoj su cirkuliraju¢i faktori iz krvi mlade jedinke potaknuli
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aktivaciju Notch signala, poboljsali proliferaciju i regenerativni kapacitet progentorskih stanica
jetre 1 miSi¢a u odrasloj jedinki (93). Ucinak na promjene transkriptoma mozdanog tkiva
pokazao je rad Ximerakisa i sur. u kojem je RNA sekvenciranjem na razini pojedinih stanica
mozdanog tkiva nakon heterokrone parabioze prikazano da cirkuliraju¢i faktori iz krvi mlade
jedinke mijenjaju izrazaj gena u skladu s mladim organizmom, $to je najizraZenije u endotelnim
stanicama, uz u¢inak na moduliranje nekih obiljezja starenja (94). U produljenoj heterokronoj
parabiozi, opisan je ucinak na poboljSanje fizioloSkih funkcija, smanjenje bioloske dobi,
promjene izrazaja gena i produljenje zivotnog vijeka starijih miSeva (95). Medu znacajnijim
opisanim cirkuliraju¢im ¢imbenicima istice se GDF11, faktor diferencijacije rasta 11 (eng.
growth differentiation factor 11), koji je pokazao ucinak na regresiju sréane hipertrofije u
starijih miSeva, iako je njegov ucinak kao sistemskog faktora pomladivanja tkiva nejasan (96).
Citokini povezani sa SASP-om, koji obuhvacaju interleukine IL-1p3, IL-6, te TNF-a i1 2-
mikroglobulin (B2M), komponentu MHC klase I molekula, imaju u¢inak na ubrzanje starenja
tkiva; dok se apelin, peptidni hormon, izdvaja kao potencijalni faktor pomladivanja zbog ucinka
na sintezu proteina i funkciju mitohondrija (97). Kroz daljnja translacijska istrazivanja,
navedeni faktori se izdvajaju kao ciljevi za odredene intervenciju, bilo inhibicijom putem
farmakoloske intervencije ili, primjerice, uklanjanjem iz cirkulacije. Intervencije zasnovane na
izmjeni dijela plazme predstavljaju pokusaj translacije modela parabioze na ljude, u svrhu
postizanja ucinka pomladivanja tkiva. Razrjedivanjem plazme miSeva pomocu fizioloske
otopine 1 albumina postignuto je poboljSanje neurogeneze, misi¢ne funkcije i smanjenje masnog
tkiva u jetri (98). U klinickoj studiji na ljudima, koriste¢i terapijsku plazmaferezu (razrjedivanje
plazme), analiza plazmatskog proteoma je pokazala smanjenje faktora stani¢ne senescencije i
oste¢enja DNA nakon intervencije, uz smanjenje bioloske dobi prema epigenetskoj analizi, iako
je broj ukljucenih ispitanika u studiji relativno malen (99,100). Sistemsko starenje organizma
obuhvaca Siroki spektar mehanizama, na koje se danasnja istrazivanja postupno usmjeravaju,

kako bi pronasli u¢inkovit terapijski pristup starenju.

Terapijska plazmafereza, transfer plazme te intravenske primjene cirkulirajucih faktora
kod ljudi imaju za cilj premostiti jaz izmedu studija na zivotinjskoj heterokronoj parabiozi i
potencijalnih terapijskih intervencija na ljudima. Znanstvenici parabiozu smatraju primarno
modelom kroz koji se mogu mapirati slozene veze molekula, signalnih puteva, stanica i tkiva
sa kona¢nim ucinkom na starenje organizma. Kroz ova temeljna istrazivanja, starenje je na
sistemskoj razini shvaceno kao odraz ravnoteze faktora koji ubrzavaju i onih koji usporavaju

starenje.
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Promjene koje tokom starenja zahvacaju Citav organizam smatraju se u velikoj mjeri
posljedicom sistemskog starenja vodenog cirkuliraju¢im, imunoloskim i neuroendokrinim
¢imbenicima. Navedeni faktori imaju utjecaja na sva tkiva istovremeno, ali ne i u potpunosti
jednako. KoriStenjem viSestrukih testova (ukljuuju¢i analize metaboloma, proteoma te
epigenetske modele starenja 1 klini¢ke testove) pokazano je da organi i organski sustavi imaju
razli¢itu biolosku dob, uz postojanje jasnog genetskog utjecaja te jedinstvene strukturne,
transkripcijske i funkcionalne promjene (101). U konacnici, ove promjene, u skladu sa ve¢
spomenutim obiljezjima starenja, dovode do toga da se pojedini organi i stanice ponaSaju
drugacije od ostatka organizma, uz razvoj specificnog funkcionalnog fenotipa starije dobi
sukladno zahva¢enom organskom sustavu, $to posljedicno moze dovesti do razvoja bolesti

starije dobi tipi¢ne za pojedini organski sustav.

1.2. Starenje probave

1.2.1. Strukturalne i morfoloSke promjene probavnog sustava pri starenju

Starenje probavnog sustava ima veliki utjecaj na ukupno starenje organizma i zdravlje
pojedinca zbog mnogobrojnih funkcija ovog sustava. Bolesti koje zahvacaju probavni sustav,
poput kroni¢ne konstipacije, divertikuloze debelog crijeva i kolorektalnog karcinoma, pokazuju
porast incidencije sa zivotnom dobi (102). Istrazivanja na nizim organizmima u kontekstu
starenja, poput Caenorhabditis elegans, pokazala su da upravo crijeva imaju sredisnju ulogu
signalnog centra prema mozgu, koji na osnovi sistemskih neuroendokrinih medijatora ove
signale Siri u druga tkiva (103). Starenje dovodi do znacajnih promjena strukture tkiva crijeva,
koje su dokazane kod nizih organizama i, u manjoj mjeri, kod ljudi. Istrazivanja na
Caenorhabditis elegans, koriStenjem elektronskog mikroskopa, pokazala su znacajne
ultrastrukturne promjene povezane sa starenjem, koje obuhvacaju progresivnu degeneraciju
stanica s gubitkom jezgri, skrac¢enje crijevnih resica i promjene oblika i Sirine crijevnog lumena
(104). Slicne promjene strukture uocene su i na drugim organizmima. Kod miSeva, starije
jedinke imale su zadebljane miSi¢ne slojeve, poremecaj grade crijevnih resica, povecan broj
vrcastih 1 Panethovih stanica, kao 1 narusenu funkciju medustani¢nih spojeva enterocita, $to
pokazuje da, kod sisavaca, starenje takoder naruSava strukturu crijeva (105-107). Studije na
ljudima nisu pokazale znaCajne strukturalne promjene u dvanaesniku, ali su pronadene
promjene na enterocitima u ostatku tankog crijeva, i to abnormalna hiperproliferacija i apoptoza
koje dovode do narusavanja funkcije crijeva u starijoj Zivotnoj dobi (108,109). Stijenka debelog
crijeva takoder je izlozena promjenama tokom starenja, koje obuhvacaju smanjenje gustoce

proteina medustani¢nih ¢vrstih spojeva (zonula occludens), vz povecano ulaganje elastina u
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misi¢nom sloju uzlaznog i silaznog dijela debelog crijeva, Sto moze utjecati na funkciju crijeva
(110). Crvuljak pokazuje znaCajne promjene tokom starenja, koje mijenjaju histolosku
strukturu 1 funkciju organa. Limfni folikuli unutar crvuljka smanjuju se tokom Zivota, a stopa
fibrozne obliteracije raste, zbog ¢ega Cesto nalazimo obliteraciju lumena u starijoj populaciji,

koja je vjerojatno povezana sa subklinickim upalama tokom zivota (83).

Morfoloske promjene u ljudskom crijevu djelomi¢no odrazavaju nalaze studija na nizim
organizmima. Kod starijih osoba, poremecaji u strukturi i morfologiji crijeva uglavnom su
povezani sa starenjem, koje uzrokuje neadekvatnu obnovu epitela, poremecaje u strukturi
crijevnih resica i narusenu apoptozu enterocita. Zbog toga, crijevni epitel ima smanjen
regenerativni  kapacitet 1, uslijed akumulacije senescentnih stanica, narusenu funkciju
imunoloskog sustava, §to moze dovesti do blage kroni¢ne upale povezane sa starenjem. Ove
strukturne promjene posljedi¢no povecavaju rizik od razvoja uobicajenih bolesti probave u

starijoj dobi.
1.2.2. Poremecaj funkcije crijevne barijere

Polupropusna crijevna epitelna membrana kljucni je dio probavnog sustava. Sastavljena
od crijevnih epitelnih stanica i1 zonula occludens koje su gradene od proteinskog matriksa, a
reguliraju apsorpciju hranjivih tvari 1 vode. Istovremeno, sprjeCavaju prelazak patogena i
toksina u crijevnu stijenku i dalje u sistemsku cirkulaciju. Narusena propusnost crijeva, koja se
¢esto povezuje sa starenjem, naziva se i sindrom propusnog crijeva. Funkcija mati¢nih crijevnih
stanica vazna je za redovitu obnovu epitelnih stanica, a imunoloske 1 vrcaste stanice stvaraju
dodatni sloj zastite od patogena. NaruSena crijevna barijera Cesto je karakteristicna za starije
organizme i zabiljeZena je u mnogim Zivotinjskim vrstama, od Stakora do primata (111,112).
Otkri¢e zonulina 2000. godine, opisano u studiji o celijakiji, postavilo je temelje boljem
razumijevanju poremecaja crijevne barijere (113). Kasnije studije potvrdile su njegovu vaznost
u starenju crijeva kod ljudi. U starijih osoba zabiljeZeno je poviSenje serumskog zonulina, uz
istovremeno povisene markere upale (TNF-a i IL-6), Sto ukazuje da povecana propusnost

crijeva moze doprinijeti razvoju sistemske upale u starosti (114).

Poremecaj propusnosti crijeva koji se razvija tokom starenja dovodi do razvoja blage
kroni¢ne sistemske upale, Sto ubrzava ucinke starenja kod sisavaca. Sistemska upala je u
znatnoj mjeri posljedica disbioze, koja uz narusenu crijevnu barijeru stvara uvjete za ulazak
bakterija 1 toksina u sistemsku cirkulaciju (115). Istrazivanja na progeroidnim misjim modelima

ukazuju na znacajan utjecaj transplantacije fekalne mikrobiote zdravih miSeva na produzenje
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zivotnog vijeka, zbog Cega se fekalna transplantacija razmatra kao terapija starenja kod ljudi
(116). Navedene promjene propusnosti povezane su sa razvojem nutritivnih alergija, celiakije i
upalnih bolesti crijeva te predstavljaju znacajan utjecaj starenja na crijeva, $to je vazno i za

svakodnevnu klini¢ku praksu.
1.2.3. Starenje mikrobioma

Crijevna mikroflora sastoji se od bakterija, gljivica 1 virusa koje nalazimo u ljudskoj
probavi, dominantno u debelom crijevu. Ova simbioza s mikroorganizmima ima §irok spektar
funkcija, od ograni¢avanja rasta patogenih organizama, probave hrane, stvaranja sluzi i lipidnih
metabolita. Osnovna promjena mikrobioma tijekom starenja je, kako je ve¢ navedeno,
promjena udjela pojedinih mikroorganizama u korist patogenih mikroorganizama ili, ukratko,
disbioza. Nastaje kao posljedica cjelozivotnih izlaganja vanjskim c¢imbenicima, pretezno
nutritivnim, zbog cega je visoko individualna. Promjene mikrobiote, obuhvacene studijom koja
istrazuje pojedince odrasle do kasne gerijatrijske dobi (preko 100 godina), pokazuju prorjedenje
osnovnih razreda bakterijskog mikrobioma (Ruminococcaceae, Lachnospiraceae 1
Bacteroidaceae) uz kvantitativno poveéanje bakterijskih vrsta povezanih sa zdravim starenjem
u stogodisnjaka, poput Akkermansiae i Bifidobacteriuma (117). Kod zdravih ljudi u dobi od 70
do 82 godine, u odnosu na grupu koja boluje od bolesti povezanih sa starenjem i Se¢ernom
bolesti, takoder je zabiljezena povecana prisutnost Akkermansia muciniphila, koju povezujemo
sa zdravim starenjem (118). Navedene rezultate treba sagledati i u kontekstu utjecaja
senescencije stanica probave tokom starenja koja, uz promjene sastava mikrobioma, moze
dovesti do znacajne stimulacije imunoloskih stanica i razvoja blage kroni¢ne upale povezane
sa starenjem. Studija na miSevima pokazala je da su sterilni uvjeti zivota povezani s duzim
prezivljenjem 1 nizim sistemskim markerima upale, $to ukazuje da je za razvoj sistemske upale
tokom starenja, uz narusenu crijevnu barijeru, potrebna disbioza (115). Kljucni utjecaj disbioze
na razvoj kroni¢ne upale i1 senescencijskog fenotipa tako moze rezultirati razvojem razlicitih
bolesti povezanih sa starenjem. Obzirom na njegov utjecaj, crijevni mikrobiom je istrazivan u
kontekstu produzenja Zivotnog vijeka fekalnom transplantacijom kod miSeva, gdje je ova
intervencija pokazala korisne u¢inke (116). Osim imunoloski uvjetovanih promjena, poremecaj
crijevne mikroflore u starenju dovodi do smanjenja proizvodnje kratkolancanih masnih
kiselina, klju¢nih za ishranu crijevnog epitela debelog crijeva (119). Jasni mehanizmi utjecaja
mikrobioma na zdravlje pojedinca joS$ nisu u potpunosti razjasnjeni. Utjecaj zivotnog stila,
mikrobioma te stani¢ne senescencije na mogucénost prilagodbe pojedinca bioloSkim procesima

starenja, odredit ¢e u konacnici razvoj zdravog starackog fenotipa ili pojavu oboljenja tipi¢nih
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za stariju zivotnu dob. Dijeta, tjelovjezba i primjena probiotika u svrhu modulacije mikrobioma

mogu predstavljati u¢inkovitu strategiju u osiguravanju zdravog starenja ljudi.
1.2.4. Promjene funkcije crijevnih mati¢nih stanica

Maticne stanice crijeva su multipotentne stanice crijevnog epitela koje proliferacijom i
diferencijacijom stvaraju druge loze stanica poput enterocita, vréastih stanica, enteroendokrinih
stanica, Panethovih stanica. Mati¢ne stanice crijeva tijekom starenja obiljezava kvalitativno
slabljenje funkcije u smislu opadanja regenerativnog kapaciteta Sto za posljedicu ima i
narusavanje funkcije crijevne barijere (120,121). Brojni razvojni signalni putovi igraju vaznu
ulogu u upravljanju diferencijacijom i funkcijom maticnih stanica crijeva i ukljucuju signalne
puteve Wnt/B-katenina, Notch, Hedgehog te signalni put koStano morfogenetskog proteina
(eng. bone morphogenetic protein, BMP). Upravo promjena signalizacije u putu
Wnt/B-katenina znacajno utjece na funkciju mati¢nih stanica crijeva tijekom starenja. Pad
signalizacije u ovom putu povezan je sa slabljenjem funkcije mati¢nih stanica tijekom zivota,
dok farmakolosSka aktivacija poboljSava regenerativni kapacitet (121). Nadalje, u istrazivanju
na starim miSevima, promjene signalnog puta Wnt/B-katenina dovode do poremecaja
diferencijacije u starosti zbog ¢ega ova populacija ima povecan rizik od razvoja tumora (122).
Osim navedenog, u literaturi se spominju i kvantitativni poremecaji stanica, za koje dokazi nisu
u potpunosti jasni. Kod Drosophilae spp tijekom starenja se uocava povecanje broja maticnih
stanica (123). Istrazivanja na miSevima su dala konfliktne rezultate pa tako nisu nadene
promjene receptora spregnutog s G proteinom Lgr5, markera mati¢nih stanica, dok su
zabiljezeni porasti stani¢nih populacija s niskim izrazajem markera SOX9 (120,121). Iako
studije tumace kvantitativne promjene markera kao pokazatelj broja crijevnih mati¢nih stanica,
neki autori navode da je navedeno posljedica promjene u razini izrazaja pojedinog istrazivanog
markera, a ne nuzno promjena apsolutnog broja stanica. Za bolje razumijevanje i shvacanje
ovih poremecaja potrebna su dodatna istraZivanja osobito na ljudskoj populaciji. Opisane
kvalitativne 1 kvantitativne promjene koje zahvacaju mati¢ne stanice crijeva imaju $iri utjecaj
na regenerativnu sposobnost epitela crijeva i1 funkciju crijevne barijere pa je opadanje stope
obnove epitela tipicno za stariju dob povezano sa narusenom funkcijom epitela 1 potencijalno

dovodi od razvoja bolesti probavnog sustava.
1.2.5. Imunoloske promjene u GALT-u pri starenju

Imunoloski sustav crijeva predstavlja najveci tjelesni odjeljak imunoloSkog sustava i

sastoji se prvenstveno od limfnog tkiva povezanog s probavom (eng. gut-associated lymphoid
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tissue, GALT). Osnovni dijelovi tog sustava su intraepitelni limfociti, limfno tkivo lamine
proprije i mezenterijski limfni ¢vorovi, koji zajedno na viSe razina osiguravaju ravnoteZu u
imunoloskom odgovoru. Funkcija sustava je dvojaka i odrazava potrebu za odrzavanjem
tolerancije prema komenzalnim bakterijama i1 eliminacijom patogena. Imunoloski sustav putem
antigen prezentiraju¢ih stanica omogucava prepoznavanje patogena uz aktiviranje i kona¢nu
eliminaciju patogenih mikroorganizama (124). Jednako vazna funkcija je osiguravanje
imunoloske tolerancije na komenzalnu mikrobiotu koja se ostvaruje posredovanjem prirodenih
limfnih stanica i regulatornih T limfocita (125). Tijekom starenja, imunoloski sustav crijeva,
kao 1 u ostatku organizma, prolazi kroz promjene koje zajednicki nazivamo imunosenescencija,
a koje oznacavaju narusenu sposobnost prikladnog imunoloskog odgovora na patogene.
Narusavanje crijevne barijere dovodi do povecanja interakcije izmedu mikrobiote i
imunoloSkog sustava crijeva, zbog Cega se u stijenki crijeva razvija blaga kroni¢na upala.
Imunosenescencija u starosti ima za posljedicu poremec¢en odnos izmedu mikrobiote i
imunoloskog sustava, uz razvoj upalnog procesa povezanog sa starenjem tkiva (eng.
inflammaging). Zbog poremecéaja imunoloskog odgovora na crijevnoj barijeri, razvijaju se
mnoge upalom uvjetovane bolesti poput Crohnove bolesti, ulceroznog kolitisa 1 slicno.
Sekretorni imunoglobulin A (IgA), vazan za imunosni sustav mukozne barijere crijeva, ne
pokazuje znacajan pad u ukupnoj sekreciji u tankom crijevu ljudi tijekom starenja, uz zabiljezen
porast broja IgA plazma stanica i pad broja intraepitelnih limfocita u starijoj populaciji u odnosu
na mlade (126). Unato¢ oCuvanoj razini ukupne sekrecije, promjene u stani¢noj dinamici
ukazuju na kvalitativnu, a ne kvantitativnu disfunkciju IgA uvjetovanog imunoloskog odgovora
u starijoj dobi. Ovakva neravnoteza u imunoloskom odgovoru sluznice moze doprinijeti
naruSenoj homeostazi s crijevhom mikrobiotom i posljedi¢no pojacati sklonost razvoju

kroni¢ne upale i1 drugih bolesti crijeva.

1.3.Crvuljak

1.3.1. Povijesni pregled

Prvi jasni opisi crvuljka datiraju s pocetka 16. stoljeca, kada ih nalazimo u radovima
Leonarda da Vincija i Berengaria da Carpija. Leonardo da Vinci zasluzan je za prvi poznati
graficki prikaz crvuljka, koji datira iz 1508. godine (slika 3). Talijanski kirurg Jacopo
Berengario da Carpi zasluzan je za prvi opis crvuljka u svom radu Isagoge Breves, objavljenom
1522. godine (127). U znacajnom djelu De humani corporis fabrica, Andreasa Vesaliusa iz
1543. godine, sadrzan je detaljan opis crvuljka, njegov odnos s organima i njegov izgled nalik

na crva (slika 3) (128). U narednom razdoblju, kroz povijesne radove, nalazimo brojne zapise
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koji raspravljaju o nazivu crvuljka, njegovom znacenju i tada nejasnoj funkciji. Znacajniji
pomaci u shvacanju ovog organa i bolesti koje uzrokuje dosli su tek u 18. stolje¢u. Talijanski
anatom Giovanni Battista Morgagni objavljuje detaljniji crtez s naglaskom na lumen organa,
koji je u kontinuitetu sa cekumom (slika 3) (129). Nadalje, prva uspjesna apendektomija
povezuje se s Claudiusom Amyandom, izvrSena je 1735. godine u Londonu 1 znacajna je po
¢injenici da se upaljeni crvuljak nalazio u preponskoj kili, zbog ¢ega je 1 danas ovaj sindrom

poznat kao Amyandova hernija (130).

) OCTAVA QVINTI LIBRI FIGV-
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Slika 3. Povijesni anatomski crtezi crvuljka Leonarda Da Vincija (lijevo), Andreasa
Vesaliusa (gore desno) 1 Giovanni Battistae Morgagnija (dolje desno). Preuzeto iz Miiller
A, Smith B, et al. World J Surg. 2023;47:928-936. doi:10.1007/s00268-022-06874-6.
Prema licenci: CC BY 4.0.

Spoznaja o vaznosti bolesti crvuljka postupno je rasla tijekom prve polovice 19. stoljeca,
kada su pocele nastajati ideje o apendicitisu kao uzroku upale u desnom donjem kvadrantu
trbuha. Lijecnici koji su predvodili ove ideje, James Parkinson i Thomas Hodking, u svojim
radovima opisuju klinicki tijek bolesti i1 posljedi¢nu smrt uzrokovanu upalom crvuljka (131).
Kroz istrazivanja, prvenstveno kroz nalaze obdukcije, postavljena je tada vodeéa teorija o
opstrukciji lumena fekalitom ili drugim stranim tijelom kao uzroku upale. Saznanja o ovoj

bolesti postupno su se Sirila diljem svijeta, iako su u to vrijeme nacini lijeCenja svodili na
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drenazu gnojnog sadrzaja iz trbuha 1 simptomatske mjere, ponajviSe zbog ogranienih
mogucénosti operacijskog lijeCenja rezerviranih za klinicku sliku apscesa 1 razvijenog
peritonitisa. Usprkos navedenim istrazivanjima, u tom razdoblju razvijena klinicka slika
apendicitisa, koja je dovodila do stvaranja apscesa i fistula u donjem desnom kvadrantu,

nazivana je tiflitis i peritiflitis, zbog prevladavajuce ideje da je posljedica bolesti cekuma.

Razvojem anestezioloskih 1 kirurSkih tehnika u drugoj polovici 19. stolje¢a zapocCinju
prve operacije akutnog apendicitisa u Europi i SAD-u. Prva apendektomija kroz medijalnu
inciziju zbog akutnog apendicitisa povezuje se s Robertom Lawsonom Taitom, ginekologom iz
Edinburgha, objavljena je u radu iz 1880. godine (132). Krajem 19. stoljeca, 1886. godine,
znacajan rad Reginalda Herbera Fitza, americkog patologa, potvrdio je ulogu akutnog
apendicitisa kao naj¢es¢eg uzroka peritonitisa u desnom hipogastriju, bolest naziva apendicitis,
zamjenjujuci staro ime tiflitis, te predlaze apendektomiju kao nacin lijecenja (133). Navedeni
rad daje dodatni poticaj kirurzima o, tada novim, na¢inima lijeenja ove Ceste bolesti i potice
Sirenje znanja diljem svijeta. Znacajan iskorak u tom smislu daje Charles McBurney, uvodi
dijagnosticku novinu, tocku najjace bolnosti, kasnije nazvanu McBurneyeva tocka, te
standardizira kirurSku tehniku izmjeni¢nim rezom (McBurneyeva incizija), §to dovodi do

smanjenja postoperativnih komplikacija (134).

Sirenje spoznaja o crvuljku podetkom dvadesetog stolje¢a rezultira novim
istrazivanjima i poboljSanjem kirurskih zahvata. PoCetkom dvadesetog stoljeca standardiziraju
se kljuéni klinicki znakovi, poput Rovsingovog znaka, i poboljSavaju kirursSke tehnike.
Poboljsanje tehnika antisepse, anestezije te nadoknade teku¢ina dovodi do smanjenja stope
komplikacija i smrtnosti nakon apendektomije u ovom razdoblju. Najvec¢i u¢inak na smanjenje
smrtnosti od apendektomije imalo je uvodenje antibiotika. Ulaskom u antibiotsku eru
polovicom dvadesetog stolje¢a, smrtnost od perforiranog apendicitisa sa posljedicnim

septi¢nim peritonitisom znacajno opada, ponajviSe nakon uvodenja penicilina (135).

Sljedeci znacajan trenutak u lije€enju apendicitisa nastupio je pocetkom osamdesetih
godina proslog stoljec¢a kada je Kurt Semm, njemacki ginekolog, u svibnju 1980. godine, izvrSio
prvu laparoskopsku apendektomiju (136). [ako je sama tehnika naisla na znacajnu skepsu, te je
rad objavljen tek nekoliko godina kasnije zbog otpora znanstvene zajednice, razvoj minimalno
invazivne kirurgije crvuljka postupno je napredovao. U istom razdoblju Alfredo Alvarado je
objavio dijagnosticki bodovni sustav (Alvarado score) baziran na klinickoj slici i
laboratorijskim parametrima, s ciljem poboljSanja dijagnoze akutnog apendicitisa i smanjenja
stope negativnih apendektomija (137). Moderna dijagnostika, prvenstveno ultrazvuk i
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kompjuterizirana tomografija, dovela su do znafajnog pomaka u tocnosti dijagnostike
apendicitisa. Poc¢etkom dvadeset i prvog stolje¢a, minimalno invazivna kirurgija akutnog
apendicitisa postaje zlatni standard, ¢ak i u slozenim sluc¢ajevima, §to je potvrdeno brojnim
studijama 1 meta-analizama (138). Osim standardne laparoskopske tehnike, razvijaju se i nove
alternativne tehnike, uglavnom bazirane na drugacijem pristupu putem jedne incizije (eng.
single incision laparoscopic surgery, SILS), transvaginalnim (eng. transvaginal, TV) ili
transluminalnim pristupom putem prirodnih otvora (eng. natural orifice transluminal
endoscopic surgery, NOTES), koje imaju za cilj dodatno smanjenje kirurSke traume.
Zanimljivu terapijsku opciju u novijoj eri predstavlja i endoskopska retrogradna terapija
apendicitisa (eng. endoscopic retrograde appendicitis therapy, ERAT), slicna endoskopskoj
retrogradnoj kolangiopankreatografiji, opisana i objavljena 2012. godine (139).

1.3.2. Histoloska grada crvuljka

Histoloska grada ljudskog crvuljka djelomi¢no odrazava gradu ostatka probavnog trakta
1 sastoji se od Cetiri osnovna sloja: sluznice, podsluznice, misi¢nog sloja (muscularis externa) i
seroze. Sluznica se sastoji od tri sloja: epitela, lamine proprije i miSi¢nog sloja sluznice
(muscularis mucosae). Prvi sloj sluznice prema lumenu graden je od cilindri¢nog epitela, koji,
za razliku od debelog crijeva, nema crijevne resice, te ima nesto krace i manje crijevne Zlijezde
(Lieberkiihnove kripte) 1 brojne vr€aste stanice. Dublji slojevi sluznice, lamina propria 1 miSi¢ni
sloj, infiltrirani su brojnim imunoloskim stanicama i na mjestima su isprekidani limfnim tkivom
organiziranim u folikule, koji dopiru do submukoze. U sluznici i lamini propriji nalazi se mnogo
imunoloskih stanica poput makrofaga, plazma stanica koje proizvode imunoglobuline IgA i
IgG, te intraepitelnih limfocita, uglavnom CD8+ T stanica. Limfni folikuli se prema lumenu
izboCuju u obliku kupole, a epitel je neposredno iznad proSaran povecanim brojem
intraepitelnih limfocita u odnosu na ostatak sluznice. U tim zonama nalazimo i M stanice, T 1
B stanice koje nose D-povezani humani leukocitni antigen (HLA-DR) (140-142). Obzirom na
znaCajnu prisutnost imunoloskih stanica, epitel iznad kupola limfnih folikula ima funkciju
imunoloske stimulacije, dok se ti folikuli smatraju dijelom GALT-a. Podsluznica (submukoza),
gradena je od rijetkog rahlog vezivnog tkiva te je ispunjena limfnim folikulima koji se protezu
od submukoze do epitela i sadrze krvne i limfne Zile. Limfni folikuli, koji se mogu usporediti s
Peyerovim plo¢ama u tankom crijevu, nemaju histoloski ekvivalent u debelom crijevu i
organizirani su poput prstena koji okruzuju lumen crvuljka. Gradeni su slicno limfnim
¢vorovima, s rubnom zonom ispunjenom gusto zbijenim B stanicama i rijetkim T stanicama, te

germinativnim centrom, svjetlijom zonom koja sadrzi makrofage, folikularne dendriticne
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stanice, centrocite, centroblaste 1 proliferativne B stanice iz kojih nastaje folikul (143). MiSi¢ni
sloj crvuljka sastoji se od glatkih miSi¢a organiziranih u kruzni unutarnji sloj i uzduzni vanjski
sloj. Seroza predstavlja vanjski sloj crvuljka graden od sloja rahlog vezivnog tkiva i plocastih
mezenhimskih stanica. Zivéano tkivo crvuljka ¢ini dio crijevnog Zivéanog sustava, koji se
sastoji od relativno slabije razvijenih slojeva mijenterickog 1 submukoznog pleksusa s gustom
mrezom mukoznih Ziv€anih vlakana. Ova vlakna, u suradnji s glijalnim stanicama crijevnog
ziv€anog sustava, sudjeluju u lokalnoj regulaciji motiliteta, mikrocirkulacije i imunoloskih
funkcija sluznice (144). Raspodjela intersticijskih Cajalovih stanica i ZivCanih struktura
znacajno se razlikuje od ostatka probavnog sustava, te je kljucna za poseban oblik kontrakcije

misiénog sloja crvuljka koji omogucava njegovo praznjenje prema debelom crijevu (145).
1.3.3. Moderan pogled na funkciju crvuljka

U istrazivanjima iz razdoblja od Sesnaestog pa sve do devetnaestog stoljeca crvuljak je
prvenstveno smatran suviSnim dijelom crijeva i organom bez jasne funkcije. Charles Darwin je
u devetnaestom stoljecu utvrdio prisutnost crvuljka u primata, ali i nekih vrsta glodavaca, te je
smatrao da je crvuljak nastao involucijom velikog cekuma, vaznog za probavu celuloze kod
biljojeda (146). Kod ze€eva je poznata funkcija cekuma i crvuljka u razgradnji celuloze, dok
crvuljak kod ljudi nema direktnu ulogu u probavi hranjivih tvari. Odmak od istrazivanja uloge
crvuljka u probavi hranjivih tvari dolazi u istrazivanjima s pocetka dvadesetog stoljeca koja su
sve viSe usmjerena na histoloSku gradu i mogu¢u imunolosku funkciju crvuljka zbog obilja
limfnog tkiva (147). Berry i Lack u 1906. godini objavljuju, vjerojatno prvu, studiju o starenju
crvuljka u kojoj opisuju histoloske promjene crvuljka s dobi, fibroznu obliteraciju lumena i
regresiju limfnog tkiva, §to povezuju sa starenjem te navode funkciju crvuljka kao imunoloskog
organa koja se mijenja sa starijom zivotnom dobi (148). Zanimljiva studija o shvac¢anju vaznosti
evolucije ovog organa iz 1980-ih je utvrdila progresivnu evoluciju crvuljka kroz razli¢ite vrste
primata i njegovo oc¢uvanje u vis§im evolucijskim razredima, $to bi zbog njegovog zadrzavanja

u spomenutim organizmima govorilo u prilog tada jo§ nepoznatoj funkciji (149).

Temelje modernog shvacanja funkcije crvuljka nalazimo u studiji Bollingera i sur. u
kojoj je zbog obilja limfnog tkiva i biofilma bogatog mikrobiotom predlozio crvuljak kao
rezervoar za komenzalne mikroorganizme u slucajevima kada je potrebna inokulacija nakon
deplecije mikrobioma, na primjer nakon epizoda proljeva (150). Biofilm u crvuljku oblaze
sluznicu prema lumenu te se sastoji od mucina i komenzalnih bakterija. Unutarnji sloj biofilma,
blizi sluznici, je netopiv i1 stvara barijeru izmedu sluznice i mikrobiote, zbog Ccega
mikroorganizme ne nalazimo u ovom dubljem sloju biofilma (151). Povrs$ni sloj biofilma, blizi
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lumenu, je rahliji 1 sadrzi komenzalne mikroorganizme. Glavnu gradevnu komponentu biofilma
¢ini Muc2, mucin kojeg luce vrcaste stanice, i karakterizira ga brza stopa obnove, osobito u
distalnom dijelu debelog crijeva (152). Upravo takva grada biofilma ima funkciju barijere koja
onemogucava nezeljenu interakciju mikroorganizama sa sluznicom i imunoloskim stanicama
te sprjeCava invaziju patogena. Zbog svoje brze stope obnove, biofilm se sekvestrira zajedno sa
komenzalnim bakterijama iz gornjih slojeva, zbog ¢ega dolazi do njihovog rekoloniziranja u
aboralnijim dijelovima debelog crijeva, Sto je osobito vazno nakon epizoda proljeva.
Najznacajnija koncentracija intraluminalnog biofilma u probavi Zivotinja je vezana uz crvuljak,
a kod zivotinja bez crvuljka, oralni dio cekuma (153). Zbog ovakve raspodjele biofilma u
crvuljku ljudi i izostanka znacajnije koncentracije biofilma u tankom crijevu i u aboralnijim
dijelovima debelog crijeva, danas govorimo o crvuljku kao podrucju koje predstavlja rezervoar
komenzalnih mikroorganizama unutar probave. Crijevne infekcije izazvane ¢estim patogenima,
poput Shigellae spp. 1 Escherichia coli, dovode do pojacanog izrazaja gena mucina MUC2 1
MUCSAC (154,155). Pojacanje sekrecije mucina u stanjima infekcije moze se promatrati kao
korisna reakcija zbog ubrzanog odstranjivanja bakterija i stvaranja debljeg sloja mucina koji
ima funkciju barijere, no jasne potvrde ovog ucinka iz studija zasad nema. Osim sekrecije
mucina i formiranja biofilma, vaznu imunoloSku funkciju crvuljka predstavlja 1 sekrecija IgA,
imunoglobulina vaznog za aglutinaciju bakterija. U interakciji sa sluzi, IgA doprinosi
normalnom stvaranju biofilma kroz aglutinaciju bakterija i sprecava njihovu translokaciju
unutar crijevne stijenke (156). lako kod miSeva ne nalazimo crvuljak, pri odstranjenju cekuma,
koji obnasa slicnu imunoloSku funkciju, u debelom crijevu dolazi do smanjenja raznolikosti
IgA, Sto dodatno naglaSava ovo podrucje kao vazno za sekreciju IgA (157). Prisutnost crvuljka
u pojedinim Zzivotinjskim vrstama povezana je s produljenjem maksimalnog Zivotnog vijeka
jedinki, vjerojatno zbog smanjenja ucinka vanjskih uzroka smrtnosti pa autori ove studije
predlazu vecu otpornost na bolesti povezane s proljevima kao moguce objasnjenje, iako se iz
podataka studije ne moze donijeti jasan zakljucak (158). Navedena istrazivanja upucuju na
vaznost zadrzavanja ovog organa tijekom evolucije te mogucu ulogu u poboljSanju prezivljenja
odredenih vrsta, §to u konac¢nici moze objasniti njegovu prisutnost u ljudima. Zbog obilja
imunoloskih stanica i bogatog mikrofilma limfni folikuli unutar stijenke crvuljka predstavljaju
podrucja imunoloSke interakcije s mikrobiomom, vazne zbog razvijanja tolerancije na
komenzalne mikroorganizme. Upravo zbog velikog udjela imunoloSkog tkiva, crvuljak se
danas smatra dijelom GALT-a. Imunoloska funkcija crvuljka utje€e na razvoj imunoloske
tolerancije na komenzalne mikroorganizme te potpomaze stvaranje mikrobioma pojedinca.

Povecana koncentracija biofilma u crvuljku i sekrecija IgA odrzavaju bogatu mikrofloru
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crvuljka 1 Cine ga rezervoarom crijevnog mikrobioma. Funkcija crvuljka kao rezervoara
komenzalnih bakterija u razvijenom svijetu gubi na vaznosti zbog napretka medicine i modernih

principa lijecenja proljeva.
1.3.4. Apendektomija: kirurski pogled i klinicko znacenje

Akutni apendicitis predstavlja najc¢esce kirurSko oboljenje s cjelozivotnim rizikom od
oboljenja od 7 do 9 %, koje biljezi znacajan pad smrtnosti uz porast incidencije na svjetskoj
razini (159). Incidencija akutnog apendicitisa najvisa je u mladim dobnim skupinama, s
najvisim stopama od 15 do 19 godina u oba spola (160). Osim upale crvuljka, vazna patologija
ovog organa su 1 primarni tumori, koji predstavljaju relativno rijetku skupinu tumora probavnog
sustava. Klini¢ki su najces¢e asimptomatski, dok se u odredenim slucajevima mogu prezentirati
slikom akutnog apendicitisa. Dijagnosticka obrada je Cesto ograni¢ena, zbog Cega ostaju
neprepoznati u ranijim stadijima, ponajviSe zbog nedostupnosti crvuljka standardnim
mucionzni i neuroendokrini tumor, od kojih su prva dva ceSc¢a u starijim dobnim skupinama
iznad 60 godina, dok su neuroendokrini tumori ¢e$¢i u mladim dobnim skupinama i za njih

biljezimo porast incidencije zadnjih godina (161).

-----

iako konzervativno lije¢enje ima vaznu ulogu u odredenim sluc¢ajevima (162). U modernoj
medicini standard lije¢enja akutnog apendicitisa predstavlja laparoskopska apendektomija, koja
se izvodi 1 u najsloZenijim slucajevima pracenim perforacijom i peritonitisom. Lijecenje tumora
crvuljka ovisno je o nacinu postavljanja dijagnoze i stadiju bolesti. Apendektomija moze stoga
biti 1 dijagnosticka i terapijska, ukoliko se radi, primjerice, o neuroendokrinim tumorima u
pocetnim stadijima, ali se prema patoloSkom nalazu moze 1 radikalizirati desnom
hemikolektomijom. Zbog poboljsanja lijecenja, smrtnost od akutnog apendicitisa u razvijenim
zemljama nakon apendektomije iznosi oko 0,25% kod svih operiranih pacijenata, uz nesto vise

stope kod pacijenata s perforacijom crvuljka (163).

Apendektomija moZe biti indicirana kod makroskopski neizmijenjenog crvuljka tijekom
drugog operacijskog zahvata u trbuhu i tada govorimo o incidentalnoj apendektomiji. Osnovni
razlozi za incidentalnu apendektomiju mogu se podijeliti u preventivne, anatomske i onkoloske
razloge. Preventivni razlozi obuhvacaju spre¢avanje buducih epizoda akutnog apendicitisa ili u
slu¢ajevima ponovljenih epizoda bolova zbog rjeSavanja buducih dijagnostickih nejasnoca.

Malpozicija crvuljka, posljedicno malrotaciji cekuma ili mobilizaciji cekuma u sklopu
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operacijskog zahvata, moze rezultirati netipicnom klini¢kom slikom i otezanom dijagnostikom
apendicitisa, zbog cega je iz anatomskih razloga preporucljivo uraditi incidentalnu
apendektomiju. U slu€aju sumnje na neoplazmu crvuljka, incidentalna apendektomija i dalje
predstavlja najsigurniji nacin postavljanja patoloske dijagnoze. Ranija istrazivanja iz 1980-ih
godina o incidentalnoj apendektomiji otvorenim pristupom utvrdila su niske stope infekcije
operacijske rane od svega 1,8% kod otvorenih apendektomija, bez smrtnih ishoda, zbog ¢ega
se procedura smatra sigurnom (164). Zbog brojnih sli¢nih radova i raspodjele incidencije
akutnog apendicitisa, incidentalna apendektomija se preporucuje u dobnoj skupini izmedu 10 1
30 godina, prvenstveno u svrhu prevencije buduceg apendicitisa, te kod pacijenata s
intelektualnim teskocama (165). Prema smjernicama za lijeCenje akutnog apendicitisa,
apendektomija se preporucuje u slucaju pronalaska urednog crvuljka tijekom operacije
simptomatskih pacijenata, S§to u nacfelu podrazumijeva incidentalnu apendektomiju,
prvenstveno zbog postavljanja krajnje dijagnoze patohistoloSkom analizom (166). Raniji radovi
nisu uzimali u obzir onkoloske bolesti crvuljka kao faktor u indikaciji incidentalne
apendektomije, koje u novije vrijeme dobivaju na znacaju. U starijoj populaciji iznad 60 godina
podvrgnutih incidentalnoj apendektomiji u Klinickom bolni¢kom centru Split, zabiljezena je
relativno visoka stopa tumora crvuljka od 7,2%, Sto govori u prilog izvodenju ovog zahvata kod
starijih pacijenata (167). Ucestalost tumora u patohistoloskim uzorcima crvuljaka s akutnim
apendicitisom prema studijama varira izmedu 1-3%, uz nesSto viSe stope u uzorcima nakon
incidentalne apendektomije, dok znacajno viSe stope nalazimo u uzorcima nakon intervalnih
apendektomija koje iznose 1 do 14% (167—-169). Poznavanje stopa ucestalosti tumora crvuljka
vazno je za pravilno indiciranje incidentalne apendektomije u odredenim klinickim situacijama
i dobnim skupinama. Upalne bolesti crijeva, osobito Crohnova bolest, ¢esto se mogu
prezentirati klinickom slikom bolova u trbuhu. Incidentalna apendektomija se u pacijenata sa
Crohnovom boles¢u u nacelu ne preporucuje zbog mogucénosti kompliciranog postoperativnog
tijeka pracenog infekcijama i razvojem fistula, uz minimalnu potencijalnu korist (170). Iznimku
predstavlja izolirana Crohnova bolest crvuljka, rijetka manifestacija, kod koje apendektomija

moze biti kurativna ukoliko je podrucje baze cekuma nepromijenjeno.

U pedijatrijskoj populaciji, incidentalna apendektomija se moze razmotriti kod djece
starije od 10 godina tijekom drugih operativnih zahvata u abdomenu, osobito u podrucju
zdjelice, ginekoloskih zahvata zbog, primjerice, cista jajnika, te u sklopu dijagnosticke
eksplorativne laparoskopije ili laparotomije zbog nejasnih bolova u trbuhu (171). Posebnost

pedijatrijske populacije predstavljaju operacije zbog malrotacije crijeva i intususcepcije crijeva,
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kod kojih je preporucljivo napraviti apendektomiju kako bi se izbjegla netipi¢na prezentacija
akutnog apendicitisa. Kod pacijenata s kroni¢nom opstipacijom, incidentalna apendektomija se
mora temeljiti na procjeni buducih planiranih operativnih zahvata, obzirom da se crvuljak moze

koristiti kao apendikostoma za apliciranje retrogradnih klizmi (172).

Apendektomiju generalno mozemo smatrati vrlo sigurnim zahvatom s dobrim
dugoro¢nim ishodima. Kod vecine ljudi ne nalaze se dugoro¢ne kroni¢ne posljedice ovog
zahvata, ali u velikim kohortama navode se minimalno poviSeni rizici od razvoja upalnih bolesti
crijeva te dugoro¢nih komplikacija poput priraslica crijeva i1 postincizijskih kila. U znacajnoj
metaanalizi koja je obuhvatila 37 studija, nisu primijeceni znacajni dugorocni Stetni ucinci
apendektomije; stopa prevalencije Crohnove bolesti bila je veca kod operiranih, dok je stopa
prevalencije ulceroznog kolitisa bila niza u odnosu na kontrolu, §to autori povezuju s mogué¢im
pogreskama u dijagnostici (173). Prema navedenoj metaanalizi procijenjena je stopa
postoperativne opstrukcije crijeva od 1%, uz stopu postincizijskih hernija od 0,7%, kao
najces¢ih dugorocnih komplikacija, Sto predstavlja dobar sigurnosni profil (173). Velika
Svedska kohortna studija s preko 63 000 pacijenata s ulceroznim kolitisom pokazala je da je
apendektomija u djetinjstvu povezana s blazim tijekom bolesti u kasnijoj Zivotnoj dobi (174).
Rezultati studije kod pacijenata s razvijenim ulceroznim kolitisom su pokazali da
dugoroc¢ni ucinak apendektomije u literaturi se navodi moguci utjecaj na razvoj Parkinsonove
bolesti. Zbog prisutnosti patoloski smatanog a-sinukleina u crvuljku, koji predstavlja vazno
patolosko obiljezje Parkinsonove bolesti, Killinger i sur. su u svojoj studiji koristeéi
epidemioloske baze podataka, pokazali su da apendektomija desetljeCima prije nastupa
neurodegenerativne bolesti smanjuje rizik 1 usporava njen nastup (176). U nedavnoj metaanalizi
koja je obuhvatila devet studija 1 viSe od sedam milijuna pacijenata, nije pokazana jasna veza
izmedu apendektomije i Parkinsonove bolesti (177). Studije o povezanosti apendektomije i
Parkinsonove bolesti zasada ostaju podijeljene te su potrebna daljnja istrazivanja o moguéim

uzro¢nim vezama.

Apendektomija predstavlja siguran zahvat s dobrim sigurnosnim profilom te je pracena
izrazito niskom stopom dugoro¢nih komplikacija i bez jasnih dugoro¢nih Stetnih ucinaka.
Osnovne prednosti incidentalne apendektomije tijekom drugih abdominalnih zahvata ostaju
relativna jednostavnost postupka, niska stopa komplikacija, izostanak dodatnih rizika opce
anestezije, relativno znacajna stopa drugih patoloskih promjena u uzorku i olakS$anje eventualne

buduée dijagnosticke obrade. Nedostatci su prvenstveno vezani uz Cinjenicu da otvaranje
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probavne cijevi nosi mogucnost intraabdominalne kontaminacije u ¢istim operacijama, $to
narusava kirur§ke principe, primjerice kod implantacije umjetnih materijala kod popravka
preponske kile. Obzirom na nedostatak jasnih Sirih smjernica, kirurg mora uzeti u obzir
incidenciju bolesti crvuljka, potencijalne komplikacije, tip glavnog postupka, opée stanje

pacijenta i intraoperativni nalaz pri donosenju odluke o izvodenju incidentalne apendektomije.

1.4. Imunolosko starenje i promjene limfnog tkiva

1.4.1. Involucija timusa

Crvuljak je dio sustava limfnog tkiva povezanog s probavom te ga zato treba promatrati
i kao sastavni element imunoloskog sustava probave koji se mijenja tijekom starenja. U
literaturi je opisan dobno uvjetovani gubitak limfnih folikula crvuljka, §to predstavlja jednu od
posljedica imunosenescencije, usporedivu s strukturnim i funkcionalnim propadanjem koje se
zbiva u timusu i1 drugim sekundarnim limfnim organima (83). Involucija timusa, disfunkcija
hematopoetskih mati¢nih stanica, poremecaj omjera naivnih i memorijskih T 1 B stanica,
kroni¢na upala povezana sa starenjem, nakupljanje senescentnih stanica, povecani stanicni stres
te akumulacija genetskih oStec¢enja predstavljaju karakteristiéne promjene imunoloskog sustava
tijekom starenja. Timusna involucija klasi¢an je i najpoznatiji primjer starenja imunoloSkog
sustava. U znacajnoj studiji iz 1961. godine timus je opisan kao temeljni organ za razvoj
imunoloskog sustava u miSeva, jer su posljedice timektomije u neonatalnoj dobi kod ovih
zivotinja dovele do atrofije limfnog sustava 1 pojaCane osjetljivosti na infekcije (178). Kao
primarni limfni organ, zaduzen za stvaranje kompetentnih naivnih T limfocita, zapocinje
involuirati ve¢ relativno rano u Zivotu te tijekom godina postupno gubi stani¢nu gustocu i
strukturni integritet. Rane morfoloske studije pokazale su jasan pad tezine ovog organa s dobi,
uz porast lipidne komponente unutar tkiva (179). Promjene strome timusa mogu poremetiti
sazrijevanje timocita i mehanizme centralne imunoloske tolerancije, ¢ime se povecava rizik od
imunoloske disfunkcije i razvoja autoimunih oboljenja. Histoloski i funkcionalno, taj je proces
obiljezen narusavanjem jasne podjele na koru i srz, smanjenjem broja timusnih epitelnih
stanica, proliferacijom fibroblasta, Sirenjem perivaskularnog prostora i porastom udjela masnog
tkiva unutar organa (179,180). Glavna imunoloska posljedica involucije timusa jest smanjena
produkcija naivnih T limfocita. Opadanjem proizvodnje novih T limfocita iz timusa, periferni
T-stani¢ni rezervoar sve se viSe oslanja na ve¢ postojece klonove, umjesto na stalno
osvjezavanje novostvorenim stanicama (181). Navedeni proces tako dovodi do suzenja
raznolikosti T-stani¢nih receptora, slabijih odgovora na nove antigene, loSijeg odgovora na

cjepiva te manje ucinkovitog nadzora nad infekcijama i malignim stanicama u starijoj dobi

28



(182—-184). Timektomija kod novorodencadi, operiranih zbog transpozicije velikih krvnih Zila,
rezultirala je tako preuranjenim imunoloskim starenjem zbog promjena na razini T stanica,
padom u apsolutnom broju CD4+ i CD8+ T stanica, te pove¢anim nakupljanjem memorijskih
stanica, tipi¢nih za stariju dob, naglaSavaju¢i tako vaznost funkcije timusa za T stani¢nu
imunost (185). Involucija timusa ne znac¢i samo smanjenje broja limfocita, nego 1 kvalitativne
promjene. lako je funkcija timusa u odrasloj dobi donekle nerazjasnjena i timektomija se
ponekad izvodi kod odredenih kirurskih zahvata, dokazi o vaznosti ovog organa sve su brojniji
u novijim studijama. Timektomija kod odraslih povezuje se sa smanjenom otpornoscu na
patogene 1 povecanim rizikom od nastanka autoimunih 1 malignih oboljenja, Sto timus Cini
zanimljivim modelom u kojem strukturno propadanje limfnih organa prelazi u klinicki
prepoznatljivo starenje imunoloskog sustava (186). O¢uvanje funkcije timusa u odraslih vazno
je za ukupno zdravlje pojedinca i dugovjecnost. Koriste¢i racunalni model 1 podatke iz dviju
velikih prospektivnih kohortnih studija na ljudima, Bernatz 1 sur. ukazuju na centralnu
regulatornu ulogu timusa u imunoloski posredovanom starenju i podloznosti bolestima u starijoj

zivotnoj dobi (187).

Model involucije timusa vazan je za razumijevanje imunoloSke funkcije crvuljka jer
uspostavlja opée nacelo da gubitak limfne strukture nije iskljucivi histoloski nalaz, nego
bioloski znak imunosenescencije. Obzirom da crvuljak tijekom starenja prolazi progresivnu
redukciju limfnih folikula, taj se proces moze tumaciti u istom smislu kao i involucija timusa

koja predstavlja staroS¢u uvjetovano slabljenje imunoloske funkcije organa.
1.4.2. Starenje sekundarnih limfnih organa

Iako je involucija timusa klasi¢an primjer, starenje imunolo$kog sustava nije ograni¢eno
na primarne limfne organe. Sekundarni limfni organi koji obuhvacaju slezenu, limfne ¢vorove
1 organizirana limfna tkiva povezana sa sluznicama (eng. mucosa-associated lymphoid tissue,
MALT) takoder prolaze preoblikovanje tijekom starenja koje mijenja nacin na koji imunoloske
stanice reagiraju na antigene, komuniciraju sa stromalnim niSama i stvaraju odgovore na
antigene. U studiji na miSevima, slezena kao najve¢i sekundarni limfni organ, s dobi podlijeze
progresivnom gubitku histoloske organizacije bijele srzi, koju obiljezava gubitak jasne granice
izmedu T 1 B stani¢nih zona, atrofija mreze folikularnih dendriti¢nih stanica i nakupljanje
fibroblasta u marginalnoj zoni (188). Limfni ¢vorovi tijekom starenja pokazuju narusen steceni
imunoloski odgovor zbog odgodenog nakupljanja stanica i prepoznavanja antigena, $to rezultira

slabijim odgovorom na virusne infekcije (189). Posljedice ovih promjena nadilaze lokalnu
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anatomiju i funkciju pojedinih ¢vorova te se o€ituju na razini sistemske imunokompetencije,

koja moze rezultirati slabijim odgovorom na infektivne bolesti u starijoj dobi.

U imunoloSkom sustavu crijeva, organizirane limfne strukture poput Peyerovih ploca,
izoliranih limfnih folikula i drugih nakupina GALT-a, klju¢ne su za uzorkovanje antigena i
pokretanje sluznicke imunosti. Istrazivanja na starijim miSevima pokazuju da su izolirani limfni
folikuli crijeva promijenjeni u smislu brojnosti, stanicnog sastava, ekspresije kemokina i sinteze
imunoglobulina, Sto starenje dovodi u vezu sa razvojem imunosenescencije na razini probavnog
sustava (190). Peyerove ploce i mezenterijski limfni ¢vorovi, kao klju¢ne strukture GALT-a, sa
starenjem pokazuju znacajan pad ukupnog broja stanica uz selektivni gubitak CD4+ T limfocita
i smanjenje razine sekretornog IgA u lumenu crijeva (191). Nadalje, funkcionalni pad GALT-
a nastupa kasnije 1 sporije nego u drugim limfnim organima poput slezene, proliferativni
odgovor limfocita i produkcija IL-2 u Peyerovim plo¢ama i mezenterijskim limfnim ¢vorovima
smanjuju se tek u poodmakloj starosti, Sto upucuje na razliCite stope starenja pojedinih odjeljaka
imunoloskog sustava (192). Limfni c¢vorovi ovise o vrlo precizno organiziranim
mikroanatomskim odnosima izmedu limfocita, stromalnih i dendriti¢nih stanica, krvnih i
limfnih Zila te koncentracijama signalnih molekula. Starenje moze narusiti organizaciju limfnih
¢vorova i prije nego Sto dode do velikog pada ukupnog broja imunosnih stanica pa folikuli na
histoloSkoj razini mogu biti prisutni, ali funkcionirati znatno manje u¢inkovito (193). Zbog toga
se imunolosko starenje ¢esto ne ocituje samo kao atrofija tkiva nego se temelji na funkcionalnim
promjenama koje ukljucuju neprilagodeno remodeliranje imunosnih tkiva, promijenjeni sastav

imunosnih odjeljaka i poremecenu koordinaciju imunosnog odgovora.

Crvuljak pripada istom kontinuitetu sekundarnih imunosnih struktura sluznice, a zbog
obilja limfnog tkiva i povecane koncentracije biofilma predstavlja zonu imunosne stimulacije
znacajne za interakciju sa crijevnom mikrobiotom (194). Promjene crvuljka povezane s dobi,
zbog navedenog, mogu se promatrati u smislu starenja Sire imunosne mreze sluznice crijeva, a

ne kao izolirani lokalni degenerativni fenomen.
1.4.3. Degenerativne promjene limfnih folikula crvuljka

Promjene koje zahvacaju limfne folikule tijekom zZivotnog vijeka predstavljaju
najizravniju vezu izmedu histoloske grade crvuljka i starenja imunosnog sustava. Limfni
folikuli u ljudskom crvuljku pocinju se razvijati dva tjedna nakon rodenja uz ubrzano
sazrijevanje tijekom prvih nekoliko godina Zivota. Degeneracija limfnih folikula zapocinje

tijekom adolescencije i traje do treceg desetljeca zivota, zbog ¢ega su folikuli starijih osoba
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znacajno manji u odnosu na mladu populaciju (195,196). Studija Gebbersa i1 Laissuea navodi
povezanost razvoja limfnih folikula s bakterijskom translokacijom unutar lumena crvuljka, $to
je vazno za normalni razvoj GALT-a i imunoloske tolerancije na komenzalne bakterije (195).
Mehanizmi opadanja funkcije limfnih folikula tijekom starenja nisu razjasnjeni, iako se
pojedinim studijama spominje moguc¢a povezanost s remodeliranjem vezivnog tkiva, koje
autori smatraju posljedicom upalnih zbivanja u crvuljku (197,198). Iako se histoloskim
analizama uocava jasna degeneracija limfnih folikula, mehanizmi ove pojave u crvuljku i dalje
su predmet istrazivanja. U studiji limfnih folikula ljudskih crvuljka, koriStenjem metode
proto¢ne citometrije 1 histoloSkom analizom, pokazano je da se limfni folikuli u crvuljku vrlo
rano razvijaju, u prvim danima Zivota, zatim sazrijevaju, a u kasnoj zivotnoj dobi, oko 80
godina, mogu gotovo potpuno nestati pa se u vrlo starih uzoraka ¢esto nalazi gotovo potpuni
izostanak limfnih populacija i histoloski znac¢ajno izmijenjeni folikuli (83). Starenje limfnih
folikula ubrzano je u pacijenata s ulceroznim kolitisom, vjerojatno zbog upalne stimulacije u
odnosu na zdravu populaciju, te se kod ovih pacijenata stani¢na deplecija i histoloske promjene
primjecuju i desetak godina ranije (83). Iz imunoloske perspektive, limfni su folikuli prostorno
organizirana zariSta za prezentaciju antigena, aktivaciju B 1 T limfocita i generiranje imunosnih
odgovora na razini sluznice. Stoga je vjerojatno da smanjenje broja folikula u crvuljku odrazava
oslabljeni lokalni kapacitet za koordiniranu steCenu imunost, osobito na razini sluznice, gdje je
nuzno razlikovati komenzalne mikroorganizme od patogena i drugih upalnih podrazaja.
Crvuljak, prema dosadasnjim opisima, predstavlja organ sa zanimljivom imunosnom i
mikrobioloSkom funkcijom koja ukljucuje intenzivnu interakciju s crijevnim bakterijama.
Upravo je ta interakcija vazna za odrzavanje povoljne ravnoteze izmedu imunosnog odgovora
na patogene i tolerancije komenzalnih bakterija. Gubitak limfne arhitekture s dobi moze imati
posljedice koje nadilaze iskljucivi kvantitativne poremecaj stanica i rezultirati slabljenjem
homeostazu izmedu organizma i mikrobiote. U tom kontekstu, degeneracija limfnih folikula u
crvuljku mozZe se smatrati lokalnim histoloskim pokazateljem Sireg imunoloskog starenja

crijeva i promjena u interakciji s mikrobiotom.
1.4.4. Promjene urodene i steCene imunosti tijekom starenja

Kljuc¢no obiljezje imunoloskog starenja jest neujednacen ucinak na prirodenu i stecenu
imunost. Stecena imunost osobito je osjetljiva jer ovisi o stalnoj proizvodnji naivnih limfocita,
ocuvanju Sirokog spektra receptora, prepoznavanju i odgovoru na razliite antigene unutar

limfnih ¢vorova 1 drugih limfnih struktura. Starenjem se mijenja ovaj aspekt imunoloskog
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sustava, Sto rezultira slabijim primarnim odgovorom na infekcije, umanjenom ucinkovitoS¢u

cjepiva i ograni¢enom sposobno$c¢u prepoznavanja novih patogena.

Involucija timusa 1 strukturalno propadanje limfnih tkiva ima osobit, ve¢ prethodno
opisan, ucinak na steCenu imunost. Smanjeno stvaranje naivnih T stanica, poremecena
folikularna arhitektura i promjene u kemokinski vodenom pozicioniranju stanica zajedno
narusavaju inicijaciju i kvalitetu specificnih odgovora na antigene. U izoliranim crijevnim
limfnim folikulima starijih miSeva, pad udjela B stanica u kombinaciji s promijenjenom
ekspresijom kemokina upucuje na smanjenje sposobnosti odrzavanja uravnoteZzenog stecenog
imunoloskog odgovora u sluznicama (190). Nadalje, slabija funkcija steCene imunosti ocituje
se 1 u slabijem odgovoru na infekciju, kao i u u€inkovitosti cjepiva. U¢inkovitost cjepiva protiv
gripe u starijoj populaciji je snizena upravo kao posljedica slabijeg odgovora na primijenjena
standardna cjepiva te je zbog toga u ovoj populaciji ¢esto potrebno docjepljivanje radi
postizanja primjerenog imuniteta, $to je direktna posljedica narusSene funkcije ste¢ene imunosti
povezane s dobi (199-201). Imunoloski nadzor nad razvojem malignih oboljenja takoder je
narusen u starosti, zbog ¢ega u starijoj dobi biljezimo povecanu incidenciju malignoma. Iako je
zlo¢udna preobrazba stanica povezana i s drugim obiljezjima starenja, poput nagomilavanja
DNA oSteéenja, imunosenescencija i u uzem smislu narusena steCena imunosti imaju takoder
znacajan utjecaj. Upravo studija na starijim miSevima dovela je do korelacije izmedu starenja i
poremecaja progenitorskih stanica B limfocita, koje pokazuju znac¢ajne signalne, metabolicke 1
transkripcijske nedostatke te su u upalnom mikrokruzenju skloni onkogenezi (202). U
eksperimentalnom modelu karcinoma pluc¢a na miSjem modelu, progresija tumora povezana je
sa starenjem zbog ubrzane mijelopoeze, koja dovodi do infiltracije tumorskog tkiva nezrelim

mijeloidnim stanicama, ¢ime se dodatno slabi ste¢eni imunoloski odgovor na malignom (203).

Nasuprot tome, prirodena imunost u starijih osoba Cesto ostaje relativnho o¢uvana u
pogledu broja stanica, ali je funkcionalno izmijenjena. U starijoj dobi Cesto se biljezi povisena
bazalna aktivacija prirodenih upalnih putova, pojacana proizvodnja upalnih medijatora i
smanjena sposobnost razrjeSenja upale, umjesto u¢inkovite 1 brzo ogranicene prve linije obrane.
Monociti starijih ljudi tako imaju viSe intracelularnog TNFa u bazalnim uvjetima i nakon
imunoloske stimulacije, te smanjenu sposobnost fagocitiranja, $to rezultira kroni¢nom
aktivacijom, ali funkcionalno neuravnotezenim odgovorom ovih stanica (204). U makrofazima
kostane srzi starith miSeva takoder je pokazan poremecaj prirodene imunosti s poviSenim
bazalnim razinama proupalnih citokina i markera aktivacije, uz istodobno usporeno

razrjeSavanje akutne upale (205,206). Navedeno objasnjava kako starenje istodobno moze biti

32



praceno kroni¢nom upalom blazeg stupnja bez jasne infekcije 1 oslabljenim imunoloskim

odgovorom urodene imunosti.

Crvuljak predstavlja zonu sluznice na kojoj steceni 1 urodeni imunoloski sustavi moraju
trajno suradivati. Starenjem imunoloskog sustava dolazi do smanjenja broja organiziranih
limfnih folikula u crvuljku, a ste€ena komponenta lokalne imunosti vjerojatno slabi, dok
istovremeno urodena imunost i odrZzana crijevna barijera dobivaju na vaznosti. Dostupna
literatura podupire jedinstveno tumacenje crvuljka kao mjesta u kojem su vidljive posljedice
imunoloSkog starenja probave. Involucija timusa pruza klasi¢an obrazac dobno uvjetovane
involucije limfnog organa, dok istrazivanja limfnih tkiva povezanih sa sluznicom probavnog
sustava pokazuju da starenje mijenja i sekundarne imunoloske strukture kroz remodeliranje
limfne mikroarhitekture, promjene kemokina i slabljenje funkcije. Crvuljak istovremeno
predstavlja imunoloski i sluzni¢ni organ u stalnoj interakciji s mikrobiotom. Involucija limfnih
folikula crvuljka stoga vjerojatno odrazava slabljenje steCene imunosne organizacije, kroni¢no

upalno remodeliranje i slabiji lokalni imunosni nadzor nad mikroflorom.

1.5.0ksidacijski stres i promjene transkriptoma u starenju

1.5.1. Teorija slobodnih radikala i starenje

Oksidacijski stres oznacava neravnotezu izmedu stvaranja reaktivnih kisikovih spojeva
(eng. reactive oxygen species, ROS) 1 sposobnosti stanice da ih neutralizira antioksidacijskim
mehanizmima te predstavlja jedan od najstarijih proucavanih uzroka stani¢nog starenja (5).
Njegova uloga u starenju nije ogranicena na izravno oste¢enje makromolekula, ve¢ se odrazava
1 na razini regulacije transkripcije pa tako nagomilavanje oksidacijskog oSte¢enja mijenja
izrazaj gena, remeti proteostazu i poti¢e senescenciju, Sto u konacnici pridonosi propadanju
tkivnih funkcija (23). Razumijevanje posljedica oksidacijskog stresa na promjene
transkriptoma u starenju klju¢no je za tumacenje nalaza dobivenih modernim metodama
sekvenciranja, a posebno za razumijevanje obrazaca izraZaja gena opazenih u tkivima kao §to

je crvuljak.

Teoriju slobodnih radikala postavio je Denham Harman 1956. godine, u klju¢nom radu
u kojem je iznio hipotezu da slobodni radikali, reaktivni meduprodukti stani¢nog metabolizma,
uzrokuju kumulativno oStecenje stani¢nih sastavnica, $to predstavlja temelj bioloSkog starenja
(5). Harman je temeljio svoju teoriju na nekoliko opazanja: ioniziraju¢e zracenje izaziva
preuranjeno starenje, ono djeluje putem slobodnih radikala kisika, a stanice normalno stvaraju

takve radikale u metabolickim procesima (5). U godinama nakon navedenog rada, teorija je
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dopunjena razjasnjenjem uloge mitohondrija kao primarnog izvora i primarnog cilja ROS-a
(207,208). Mitohondrijska teorija slobodnih radikala objaSnjava starenje curenjem elektrona iz
respiracijskog lanca, §to stvara superoksidne radikale, koji se potom pretvaraju u vodikov
peroksid 1 hidroksilne radikale (208). Stvoreni slobodni radikali (ROS) oSte¢uju mitohondrijsku
DNA (mtDNA), koja, za razliku od jezgrene DNA, nije zaSti¢ena histonima niti ima u¢inkovit
sustav popravka, Sto rezultira nakupljanjem mutacija mtDNA s dobi i daljnjim pogorSanjem

funkcije mitohondrija u patoloSkom krugu oksidacijskog oste¢enja (209,210).

Stupanj oksidacijskog oStecenja proteina, lipida i DNA uobicajeno se kvantificira nizom
provjerenih biomarkera, ukljucuju¢i karbonilizirane proteine kao pokazatelje oksidacije
proteina, 8-hidroksi-2-deoksigvanozin (8-OHdG) kao marker oksidacijskog oStecenja DNA,
malondialdehid (MDA) kao marker lipidne peroksidacije te omjer oksidiranog i1 reduciranog
glutationa (GSSG/GSH) kao pokazatelja ukupnog oksidacijsko-redukcijskog statusa i1
oksidacijskog stresa (211-214). Navedeni biomarkeri oksidacijskog oStecenja dosljedno rastu
s kronoloskom dobi u tkivima sisavaca i ljudi (211,215). U novoj eri Harmanova teorija se
donekle relativizira te se o ROS-u govori kao o jednom od viSe mehanizama starenja koji
djeluju paralelno. Istrazivanja na genetskim modelima koji ne mogu smanjiti produkciju ROS-
a ili povecati antioksidacijsku obranu ne dovode do skracenja zivotnog vijeka u svih vrsta, $to
sugerira da je oksidacijsko oSte¢enje jedan od nekoliko paralelnih mehanizama starenja, a ne
jediniuzrok (216,217). Ipak, odgovor transkriptoma stanica na oksidacijski stres kroz aktivaciju
antioksidacijskih puteva, stresom induciranih gena 1 signalnih puteva, ostaje relevantan za
razumijevanje promjena izrazaja gena u starenju. Doprinos ROS-a u starenju danas se promatra
kroz prizmu hormeze, bioloSkog fenomena u kojem izlaganje malim dozama inace Stetnih tvari
ima koristan u¢inak na organizam, dok visoke doze izazivaju Stetne ili smrtonosne posljedice.
Tako se danas smatra da niske razine ROS-a djeluju kao signalne molekule koje aktiviraju
zaStitne signalne puteve transkripcijskih faktora (NRF2, FOXO), dok visoke razine uzrokuju
oStecenje 1 stani¢nu senescenciju (218,219). U kontekstu dosada navedenoga, starenje mijenja
ravnotezu prema oksidativnoj strani, ali takoder 1 onemogucuje adekvatni antioksidacijski

odgovor zbog pada aktivnosti transkripcijskog faktora NRF2.
1.5.2. Signalni put faktora NRF2 i antioksidansi

Transkripcijski faktor NRF2 (eng. nuclear factor erythroid 2-related factor 2) je vazan
regulator stani¢nog antioksidacijskog odgovora i detoksikacije od ksenobiotika (220). U
bazalnim uvjetima NRF2 je vezan za KEAP1 (eng. kelch-like ECH-associated protein 1) u
citoplazmi, koji posreduje njegovu kontinuiranu razgradnju i tako onemogucava nakupljanje

34



NRF2 u stanici (220). Kada u stanici poraste razina reaktivnih molekula poput ROS-a, one
mijenjaju protein KEAP1 i sprjecavaju razgradnju NRF2. Tada se NRF2 nakuplja u citoplazmi,
ulazi u jezgru stanice, povezuje se s drugim proteinima i aktivira gene koji Stite stanicu od
oksidativnog stresa i1 Stetnih tvari (221). NRF2 aktivira skupinu zastitnih gena koji kodiraju
enzime vazne za obranu stanice od oksidacijskog stresa i Stetnih kemikalija. Ti enzimi pomazu
u neutralizaciji reaktivnih kisikovih radikala (ROS), u odrzavanju glutationa u njegovom
zaStitnom (reduciranom) obliku te u razgradnji elektrofila i oSte¢enih hemoproteina, zbog cega
NRF2 zauzima srediSnje mjesto u stani¢noj citoprotektivnoj mrezi. NRF2 ciljni geni
obuhvacaju enzime klju¢nih antioksidacijskih i detoksikacijskih sustava: NAD(P)H kinon
oksidoreduktazu 1 (NQO1), hemoksigenazu 1 (HMOX1), podjedinice glutamil cistein sintetaze
(GCLC i GCLM), klju¢nog enzima u biosintezi glutationa, tioredoksin reduktazu 1
(TXNRD1), te nekoliko glutation transferaza (222,223).

U starenju dolazi do znacajnih promjena u izrazaju NRF2, §to utjeCe na regulaciju
odgovora na oksidacijski stres, koji s dobi postaje sve vazniji faktor stani¢nog oStecenja.
Paradoksalno, a klinicki znacajno, aktivnost progresivno opada s dobi u vecini tkiva unatoc
porastu oksidacijskog stresa, Sto povecava ranjivost stanica zbog slabljenja antioksidacijskog
odgovora u trenutku kada je NRF2 potreban. U skeletnom misic¢u starih miSeva, nedostatak Nrf2
pogorsava oksidacijski stres povezan sa starenjem, Sto korelira s povecanim markerima
oksidacijskog stresa (224). Studija Suh 1 sur. iz 2004. godine na Stakorima pokazala je da pad
NRF?2 aktivnosti u jetri 1 mozgu s dobi dovodi do statisticki znaCajnog smanjenja izrazaja i
GCLM, podjedinice y-glutamilcistein sintetaze, klju¢ne za biosintezu GCLC glutationa, i pada
koncentracije glutationa, a moZe se povratno pojacati suplementacijom alfa-lipoiénom
kiselinom (225). Pad izrazaja NRF2 u starenju djelomi¢no je uvjetovan epigenetskim
utiSavanjem promotora gena NFE2L2 metilacijom, pojacanom ekspresijom mikroRNA koje
destabiliziraju NRF2, te nakupljanjem mutacija Kelch-domene KEAP1, koji regulira razgradnju
NRF?2 (220). Negativna povratna sprega predstavlja temelj odnosa NRF?2 i senescencije, pa tako
gubitak NRF2 ubrzava senescenciju, a senescencija dalje smanjuje izrazaj NRF2. Upravo taj
mehanizam pokazan je na Zivotinjskim modelima. Nedostatak gena Nrf2 u miseva pojacava
indukciju senescencijskih markera i proupalnih SASP faktora u starijoj dobi, $to pojacava
kroni¢ne upalne procese povezane sa starenjem u hipokampusu (226). S druge strane, trajna
aktivacija NRF2 u fibroblastima koze inducira senescenciju, ali 1 moZze pridonijeti
karcinogenezi, §to upucuje na dvostruki u¢inak ovog transkripcijskog faktora koji varira izmedu

zaStitnog i Stetnog djelovanja, ovisno o duljini aktivacije (227).
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1.5.3. Pojacani izrazaj gena kao odgovor na stres tijekom starenja

Zanimljivost starenja na razini transkriptoma jest da oksidacijski stres, koji raste s dobi
uz pad NRF2 aktivnosti, ipak uzrokuje pojacanje ekspresije niza gena povezanih s odgovorom
na stres alternativnim signalnim putevima. Ovaj fenomen, opisan kao stresna hipersignalizacija,
uzrokovan je kompenzacijskim odgovorom na stres u starenju i rezultira karakteristicnim
promjenama transkripcije koje se razlikuju u odnosu na mlada tkiva s urednim NRF2
odgovorom. Stresna hipersignalizacija oznac¢ava kroni¢nu aktivaciju integriranog odgovora na
stres, oksidacijskog stresa i odgovora na ostecenje DNA. Ovaj proces dovodi do povecanog
izrazaja stresom induciranog hormona i citokina GDF15 (eng. growth differentiation factor 15)
kao sekretornog stresnog signala te inhibicije stani¢nog ciklusa povezanog sa senescencijom
putem gena CDKNIA/CDKN2A, uz poremecaje u proteostatskoj obrani posredovanoj
proteinima toplinskog Soka HSPA i promjene u NRF2 odgovoru. Tijekom starenja, stanice zbog
navedenih promjena postaju senescentne, proupalne i sekretorno aktivne, pa odrzavaju kroni¢ni

stresni signal u tkivu i mijenjaju transkriptomski profil starijih u odnosu na mlada tkiva.

Hormon 1 citokin induciran stresom, GDF15, jedan je od vaZnijih transkriptomskih
markera starenja u brojnim tkivima (228). GDF15 indukcija odvija se putem integriranog
odgovora na stres koji obuhvaca disfunkciju mitohondrija, oksidacijski stres i1 nakupljanje
neodgovaraju¢e smatanih proteina, koji aktiviraju kinaze koje fosforiliraju elF2 (eng.
eukaryotic initiation factor 2), aktiviraju¢i tako transkripcijski faktor ATF4 (eng. activating
transcription factor 4), koji inducira transkripciju GDF15 (229). Sustavna analiza GTEx (eng.
Genotype tissue expression project) kohorte, koja obuhvaca vise od 1.000 uzoraka iz 44 ljudska
tkiva u dobnom rasponu od 20 do 70 godina, pokazuje da GDF15 raste s dobi u vecini
analiziranih tkiva (230). U literaturi se kao vazni markeri stanicne senescencije navode
CDKNI1A i CDKN2A, inhibitori ciklin-ovisne kinaze. Pojacanje ekspresije inhibitora stanicnog
ciklusa CDKNIA i CDKN2A u starenju dokumentirano je studijama transkriptoma u gotovo
svim tkivima i odrazava nakupljanje senescentnih stanica koje su izasle iz stani¢nog ciklusa
kao odgovor na kumulativno oksidacijsko oste¢enje DNA (230,231). CDKNIA i CDKN2A
uvode stanice u senescenciju kao odgovor na nagomilavanje DNA oSte¢enja ili trajno
oksidacijsko oSte¢enje. U modelima induciranog oksidacijskog stresa (npr. vodikovim
peroksidom u kulturama stanica), pojacana ekspresija CDKNIA 1 CDKN2A prati razvoj
senescentnog stani¢nog fenotipa, dok farmakolosko ili genetsko snizavanje njihovog izrazaja
smanjuje razinu inhibicije stani¢nog ciklusa, senescenciju i posljedi¢nu fibrozu, Sto dodatno

potvrduje njihovu klju¢nu ulogu u povezivanju oksidacijskog stresa sa starenjem tkiva
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(231,232). Oksidacijsko osteCenje proteina dovodi do nakupljanja nepravilno smatanih
proteina, koje aktivira stani¢ni odgovor u endoplazmatskom retikulumu i kroz unutarstani¢ne
sustave za kontrolu kvalitete proteina, ukljuujuéi proteine toplinskog Soka (eng. heat shock
proteins, HSP) 1 druge mehanizme proteostaze. U starijim tkivima opisano je paradoksalno
stanje u kojem su signalni putevi stanicnog stresa, ukljucujuci proteine toplinskog Soka,
kroni¢no bazalno aktivirani (233). Istovremeno, akutni odgovor na toplinski ili drugi oblik
stani¢nog stresa s dobi se smanjuje, §to upucuje na trajno naruSenu proteostazu i ogranicen
rezervni kapacitet prilagodbe na dodatni stres (233-235). Zbog trajne bazalne aktivacije 1
oslabljenog akutnog odgovora, opisane promjene oznacavaju naruSeni odgovor na stres, koji

moze pridonijeti ranjivosti starih tkiva u odnosu na infektivne, toksi¢ne i ishemijske dogadaje.

U debelom crijevu, kao 1 u drugim tkivima, starenje je obiljezeno postupnim porastom
oksidacijskog stresa i istovremenim slabljenjem obrambenih mehanizama protiv reaktivnih
kisikovih radikala. U tom procesu posebnu ulogu ima signalni put NRF2, ¢ije smanjeno
djelovanje dovodi do smanjenja izraZaja gena zaStitnih antioksidativnih enzima i olakSava
nakupljanje oksidiranih lipida i drugih oSte¢enja. U crijevima je posljedi¢no narusena funkcija
epitelne barijere, pojacana aktivacija proupalnih gena te smanjen regenerativni kapacitet
crijevnog epitela, Sto pridonosi razvoju kroni¢ne upale u starijoj dobi (236,237). Studije
transkriptoma, u skladu s navedenim, opisuju smanjenje izrazaja ciljnih gena NRF2, NQOI i
gena membranske glutation transferaze MGST1, uz porast biomarkera lipidne peroksidacije u
starenju, Sto upucuje na progresivno slabljenje antioksidacijske zastite kolona (225,238).
Ucinak oksidacijskog oStecenja na mati¢ne stanice je znacajan zbog njihove osobite vaznosti
za regeneraciju epitela. U normalnim uvjetima homeostaze, mati¢ne stanice odrzavaju niske
razine slobodnih kisikovih radikala, Sto uvelike ovisi o regulaciji NRF2. U starenju, zbog
smanjenja izrazaja NRF2, mati¢ne stanice se nalaze u trajnom oksidacijskom stresu, $to vodi u
metaboli¢ku disfunkciju i konacno iscrpljenje mati¢nih stanica. U Drosophilae melanogaster,
opisani gubitak zaStite posredovane NRF2 u crijevnim mati¢nim stanicama od oksidativnog
stresa moze pridonijeti smanjenom regenerativnom potencijalu crijevnog epitela opazenom u

starijoj dobi (237).

Oksidacijski stres predstavlja jedan od temeljnih mehanizama koji dovodi do promjena
transkriptoma u starenju. Progresivno nakupljanje ROS-induciranog oSte¢enja dovodi do
aktivacije 1 kasnijeg iscrpljenja antioksidacijskih sustava, pri ¢emu pad izrazaja NRF2 zauzima
srediSnje mjesto u daljnjem pogorSanju oksidativnog oStecenja u starim tkivima. Istodobno,

alternativni signalni putevi integrativnog stresnog odgovora pojacano su izrazeni u starenju, §to
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rezultira karakteristicnim promjenama transkriptoma koje ukljuCuju porast gena GDFI5,
CDKNIA 1 proteina toplinskog Soka, uz pad proliferacijskih i metabolickih markera
(230,231,233,235).

1.6.Starenje crijevnog Zivéanog sustava

1.6.1. Uloga crijevnog ziv€anog sustava u probavi

Crijevni Ziv€ani sustav predstavlja najslozeniji odjeljak perifernoga ziv€anog sustava,
koji funkcionalno moze djelovati neovisno o sredisnjem Zivéanom sustavu. Zivéani sustav
crijeva tako koordinira gotovo sve aspekte crijevne fiziologije: motilitet, sekreciju, apsorpciju,
vazodilataciju te imunoloSke i upalne procese i na taj nacin osigurava homeostazu probavnog
sustava. Starenje dovodi do promjena i u ovom sustavu, koje se o€ituju gubitkom stanica 1
posljedi¢nom disfunkcijom. Degenerativne promjene crijevnog ziv€anog sustava s dobi dovode
do progresivnog gubitka neurona, poremecaja neuropeptidne signalizacije 1 motoricke
disfunkcije, Sto se klinicki moze o€itovati simptomima dispepsije, gastroezofagealnog refluksa
1 opstipacije (239,240). Sustavno razumijevanje starenja zivéanog sustava crijeva od izravne je
klinicke vaznosti, tim viSe jer su crijevni neuroni sve prepoznatiji kao moguce mjesto pocetnih
promjena u razvoju neurodegenerativnih bolesti, prvenstveno Parkinsonove bolesti (241).
Crijevni ziv€ani sustav nastaje iz vagalnih stanica neuralnog grebena koje migriraju u crijevo
tijekom fetalnog razvoja i organiziraju se u medusobno povezanu mreZu neurona i glija stanica
rasporedenith u dva glavna pleksusa: mijentericki Auerbachov pleksus 1 submukozni
Meissnerov pleksus. Mijentericki Ziv€ani pleksus smjesten je izmedu longitudinalnog 1
cirkularnog misiénog sloja duz cijelog crijevnog trakta te koordinira crijevnu peristaltiku.
Submukozni pleksus, smjesten ispod sluznice, ogranicen je na tanko i debelo crijevo te igra

kljucnu ulogu u regulaciji sekrecije, apsorpcije hranjivih tvari 1 protoka krvi u crijevnoj sluznici.

Ziv&ani sustav crijeva ¢ovjeka sadrzava izmedu 200 i 600 milijuna neurona, broj
usporediv s ukupnim brojem neurona ledne mozdine, ¢ija se brojnost odrzava ravnotezom
izmedu apoptoze 1 neurogeneze (242). Crijevne glija stanice, koje svojim nastavcima okruzuju
neurone 1 krvne zile u sluznici 1 zi€anim spletovima, imaju regulatornu ulogu u kontroli
propusnosti crijevne barijere, sekreciji hormona, modulaciji imunoloskog odgovora i zastiti
neurona od oksidativnog stresa (243-246). Navedene stanice su funkcionalno analogne
astrocitima srediSnjeg Ziv€anog sustava, a njihova disfunkcija u starenju pridonosi ranjivosti
crijevnih neurona obzirom na Sirok spektar funkcija. Kao dio cjelokupnog Ziv¢anog sustava

organizma, crijevni ziv€ani sustav integriran je sa sredi$njim ziv€anim sustavom, uz odredeni
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stupanj autonomije u obavljanju svojih funkcija. Ova integracija crijevnog Zivéanog sustava sa
sredi$njim ziv€anim sustavom ¢ini ga klju¢nim posrednikom izmedu crijevnog mikrobioma,

imunoloskog sustava, sekretorne i apsorpcijske funkcije probave.

Analize transkriptoma Zivotinjskih i ljudskih uzoraka imale su za cilj definirati razlike
izmedu vrsta, kao i razlike izmedu pojedinih anatomskih regija unutar crijeva. Upravo s tim
ciljem Zeisel i sur. su RNA sekvenciranjem neurona crijeva misa i ¢ovjeka identificirali vise
funkcionalnih podtipova neurona mijenterickog pleksusa, pokazuju¢i da su neki podtipovi
neurona evolucijski ocuvani u ljudi 1 miSeva, dok drugi pokazuju izrazene razlike izmedu vrsta
(247). Slozenost ziv€anog sustava probave dodatno je opisana u zanimljivoj studiji
Drokhlyansky i sur. koji su RNA sekvenciranjem opisali stani¢nu raznolikost crijevnog
ziv€anog sustava covjeka i miSa, definiraju¢i detaljan stani¢ni atlas neuronskih i glijalnih
podtipova te njihove transkripcijske genske potpise u razli¢itim anatomskim regijama crijeva
(248). Navedeni radovi postavljaju molekularni referentni atlas crijevnog ziv€anog sustava, u
kojem su funkcionalni neuronski i glijalni podtipovi precizno definirani na razini
transkripcijskih profila. Time se omogucuje da se promjene povezane sa starenjem, bolestima
ili terapijskim intervencijama viSe ne promatraju na razini cijelog crijevnog zZiv€anog sustava,
nego u jasno odredenim stani¢nim populacijama s poznatim funkcijama. Spomenute studije
pruzaju okvir vazan za translaciju nalaza iz Zivotinjskih modela na ¢ovjeka i za identifikaciju

specifi¢nih terapijskih ciljeva u starenju 1 bolestima crijevnog ziv€anog sustava.
1.6.2. Gubitak neurona tijekom starenja crijeva

Zivéani sustav crijeva prolazi kroz niz promjena tijekom starenja, od kojih mozda
najznacajniju predstavlja kvantitativni gubitak neurona. Opadanje broja crijevnih neurona u
gotovo svim regijama gastrointestinalnog trakta istrazeno je na viSestrukim zivotinjskim
modelima 1 ljudskim uzorcima te predstavlja jedan od najjasnijih histoloskih nalaza starenja
zivéanog tkiva probave (239,249-252). U ljudskim uzorcima debelog crijeva opisano je
povecanje postotka ganglija s prazninama, mjestima gdje nedostaju neuronska tijela, za gotovo
tri puta u usporedbi s novorodenackom i starijom dobi (250). Studija Gomesa i sur. u ljudskom
debelom crijevu biljezi gubitak od 37% mijenterickih neurona u starijoj Zivotnoj dobi (240). Na
zivotinjskim modelima, u uzorcima duodenuma Stakora, opisano je takoder smanjenje ukupnog
broja neurona mijenterickog pleksusa u starijih jedinki (253). Istrazivanja na mi§jim modelima
opisuju gubitak neurona u mijenterickom pleksusu koji pocinje izmedu 16. 1 20. mjeseca, ovisno
o anatomskoj regiji, Sto takoder prati znacajno opadanje funkcije crijevnog motiliteta u starijih
jedinki (252). Prema studiji Cowen i sur., kalorijska restrikcija kod miseva i Stakora dosljedno
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sprjecava ili odgada gubitak mijenterickih neurona, uz ocekivano produljenje Zivotnog vijeka,
Sto predstavlja zanimljiv rezultat koji upucuje na to da je gubitak neurona barem djelomi¢no
metabolicki posredovan i moguce reverzibilan (254). Za razliku od mijenteri¢kog pleksusa,
studije koje su ukljucivale submukozni pleksus su rijetke. Kvantitativna analiza silaznog kolona
sugerira da ukupan broj submukoznih neurona ne pokazuje jasan linearan pad s dobi (239).
Istrazivanja na zivotinjskim modelima tijekom starenja u submukoznom pleksusu identificirala
su dobno uvjetovane promjene izrazaja proteina o-sinukleina u kontekstu moguéeg razvoja

neurodegenerativnih promjena (255).

Gubitak neurona u crijevnom ziv€anom sustavu nije jednoobrazan pa tako razlicite
subpopulacije neurona pokazuju razliitu osjetljivost prema procesu starenja. Kolinergicki
ekscitatorni motorni neuroni pokazuju veci stupanj gubitka u usporedbi sa nitrinergickim
inhibitornim motornim neuronima, koji su razmjerno postedeni u ranoj fazi starenja u vecini
regija crijeva (239,256). Studija usmjerena na ljudski mijentericki pleksus zabiljezila je znatan
pad izraZaja gena protoonkogenog receptora tirozin kinaze RET, neurotrofinskog receptora
NGFR i neuronalne sintaze dusikovog oksida NOS1, uz istodobno povecanje izrazaja gena za
kolin acetil transferazu CHAT, Sto sugerira subpopulacijsko remodeliranje neovisno o ukupnom

gubitku neurona (257).

Intersticijske Cajalove stanice djeluju kao posrednici izmedu crijevnog ziv€anog sustava
1 glatke muskulature crijeva, generiraju¢i spore valne depolarizacije koje koordiniraju
peristaltiku (258). U zdravom ljudskom Zelucu i kolonu, broj ovih stanica i volumen mreze
opada s dobi po stopi od 13% po desetljecu zivota, neovisno o spolu i regiji crijeva, §to moze
negativno utjecati na motilitet crijeva (259). U miSeva, smanjenje populacije intersticijskih
Cajalovih stanica prethodi gubitku neurona i pojavljuje se ranije u oralnijim dijelovima
probave, Zelucu, §to sugerira da ove stanice mogu biti inicijalni ¢imbenik disfunkcije crijevnog
motiliteta (252). Smanjenje izraZaja gena transmembranskog proteina koneksina 43 (Cx43) u
crijevnim glija stanicama miSeva, koji posreduje u medustanicnoj komunikaciji, prethodi
opadanju broja intersticijskih stanica 1 neurona, $to otvara mogucnosti za ranu terapijsku

intervenciju (252).

Oksidativni stres prepoznat je kao jedan od klju¢nih mehanizama gubitka crijevnih
neurona u starenju, reaktivne kisikove vrste (ROS) ostecuju mitohondrijsku membranu neurona
i induciraju apoptozu (260). Pad razine neurotropnih ¢imbenika, posebno neurotroficnog
¢imbenika izvedenog iz glijalnih stanica (eng. glial cell line-derived neurotrophic factor,
GDNF) 1 mozdanog neurotrofnog ¢imbenika (eng. brain-derived neurotrophic factor, BDNF),
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smanjuje antiapoptotsku zastitu crijevnih neurona u starijoj dobi (261). Studija na Stakorima
pokazuje da kalorijska restrikcija, koja smanjuje oksidativni stres i povecava dostupnost
neurotropnih faktora, moze prevenirati do 50% gubitka ilealnih mijenterickih neurona u

zivotinjskom modelu (260).
1.6.3. Funkcionalne posljedice starenja

Najizravnija klinicka posljedica starenja crijevnog Ziv€anog sustava je progresivno
pogorSanje gastrointestinalnog motiliteta, pri ¢emu je kroni¢ni zatvor jedan od najcescih
gastrointestinalnih poremecaja u gerijatrijskoj populaciji. Gubitak inhibitornih nitrenergickih
neurona koji putem duSikovog oksida koordiniraju relaksaciju glatke muskulature aboralnih
segmenata kolona, uz istodobno slabiju koordinaciju peristaltike od stane intersticijskih stanica,
dovodi do smanjene propulzivne aktivnosti i produljenog vremena tranzita crijevnog sadrzaja
(252,262). Smanjenje ekspresije VIP-a, vazoaktivnog intestinalnog peptida i supstancije P u
anorektumu starih Zivotinja dodatno naruSava koordinaciju anorektalnog refleksa (263). Iz
navedene literature je uocljivo da kumulativni gubitak neurona i neuromodulatora u crijevnom
ziv€anom sustavu, zajedno s promjenama efektorskih stanica, ¢ini neurodegenerativnu podlogu

za visoku prevalenciju motori¢kih poremecaja crijeva u starijoj dobi.

Submukozni pleksus, koji inervira epitelne sekretorne i resorptivne stanice, tijekom
starenja prolazi kroz kvantitativno propadanje zbog ¢ega su naruSene funkcije crijevne sekrecije
1 apsorpcije hranjivih tvari. U studiji na Stakorima, gubitak neurona submukoznog pleksusa
aboralnog dijela kolona opazen je ve¢ u dvanaestom mjesecu starosti i progresivno napreduje
(264). Gubitak neurona submukoznog pleksusa dovodi do poremecaja ionskog transporta
epitela i smanjene sekrecije mucina, S$to pridonosi slabijem vlaZenju crijevnog sadrzaja i
daljnjem pogorSanju opstipacije. Primarna senzorna neuronska mreza crijeva, koju cine
intrinzicki primarni aferentni neuroni (IPAN), detektira kemijske promjene u lumenu crijeva,
tijekom starenja gubi funkciju zbog smanjenja ekscitabilnosti, $to u konacnici naruSava

refleksne sekretorne odgovore na nutrijente (265,266).

Starenje crijevnog ziv€anog sustava nije izolirani lokalni fenomen ve¢ dio sustavnog
neurodegenerativnog procesa koji zahvaca i sredisnji zivcani sustav. Nakupljanje a-sinukleina,
temeljnog patohistoloskog obiljezja Parkinsonove bolesti u obliku Lewyjevih tjelesaca,
zabiljezeno je u crijevnim neuronima pacijenata s Parkinsonovom bolesti godinama prije pojave
motori¢kih simptoma, kao 1 na Zivotinjskim modelima (241,267,268). Eksperimentalni dokazi

pokazuju da inokulacija a-sinukleina u mijentericki pleksus duodenuma starih miseva, za
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razliku od mladih, uzrokuje progresivnu propagaciju patoloSkog a-sinukleina u sredisnji
Ziv€ani sustav putem vagusnog zivca i razvoj motorickih deficita, Sto upucuje na postojanje
dobno vezanih faktora na razini crijeva koji utjecu na razvoj Parkinsonove bolesti (269). I druga
neurodegenerativna oboljenja, poput Alzheimerove bolesti, povezuju se sa crijevnim Ziv€anim
sustavom kao mjestom inicijalnih patoloskih promjena. Patoloski depoziti t-proteina i f-
amiloidnih peptida opisani su u transgeni¢nih miSeva s Alzheimerovom boles¢u, a
eksperimentalna inokulacija AP fibrila u debelo crijevo transgeni¢nih miSeva uzrokuje
propagaciju patologije do mozga putem vagusnog zivca (270,271). U zanimljivoj studiji Kim i
sur. pokazali su terapeutski ucinak transplantacije zdrave mikroflore na istom modelu
transgeni¢nih miSeva, zbog ¢ega bi buduce studije na ljudima mogle koristiti ovu intervenciju

u terapiji Alzheimerove bolesti (270).

U debelom crijevu starih Fischer 344 Stakora otkrivena je kombinacija distrofijskih
depozita sa 1 bez nakupljanja a-sinukleina te djelomi¢no preklapanje s fosforiliranim tau-
agregatima, Sto upucuje na to da su dobno uvjetovane crijevne neuropatije morfoloski i
molekularno heterogene, pri ¢emu se viSe neovisnih degenerativnih putova ispreplice tijekom
starenja mijenterickog pleksusa (272). Biopsija tkiva crijevnog ziv€anog sustava, zbog svega
navedenog i zbog relativne pristupacnosti putem endoskopskih pretraga, u buduénosti bi mogla
predstavljati metodu ranog otkrivanja promjena povezanih s neurodegenerativnim bolestima
(273). Ziv&ani sustav crijeva sve se vise prepoznaje kao vaZzan dio cjelokupnog Ziv&anog
sustava, osobito u komunikaciji sa srediSnjim Ziv€anim sustavom, pri ¢emu se patoloSke
promjene crijevnih neurona i mikrookoliSa crijeva povezuju s razvojem 1 progresijom
neurodegenerativnih bolesti, osobito Parkinsonove i Alzheimerove bolesti. Nakupljanje
patoloskih proteina, promjene crijevne mikrobiote 1 kroni¢na upala u crijevu mogu se putem
crijevnog ziv€anog sustava propagirati prema srediSnjem zivéanom sustavu, stvaraju¢i moguci
periferni izvor neurodegeneracije.

1.7.Transkriptomika u istraZivanju starenja

1.7.1. Razvoj 1 vaznost transkriptomike u istrazivanju starenja

Transkriptomika je znanstvena grana koja se bavi prou¢avanjem ukupnog skupa RNA
molekula unutar stanice ili tkiva u odredenom trenutku. Prouc¢avanje RNA je temeljni alat
suvremene biomedicine koji je revolucionirao razumijevanje molekularnth mehanizama

starenja 1 drugih vaznih stani¢nih procesa. RNA u stanici predstavlja efektivni dio genoma koji,

za razliku od DNA, mijenja svoj izrazaj ovisno o bioloskom stanju stanice. DNA, zbog
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navedenoga, smatramo staticnim dijelom genoma, dok nam RNA omoguc¢ava uvid u dinamicne
promjene transkripcije genoma koje odrazavaju stani¢ne procese. Pocetci RNA sekvenciranja
sezu od 1990-ih godina, kada su se u praksu uvodile metode oznacavanja eksprimirane
sekvence (eng. expressed sequence tag, EST), koje su razvili Adams 1 suradnici, te kasnije i
metoda serijske analize genske ekspresije (eng. serial analysis of gene expression, SAGE), koju
su razvili Velculescu i suradnici (274,275). Dok su starije tehnike, poput analiza RNA
matricama (eng. microarray), omogucile osnovnu karakterizaciju izrazaja gena na razini
genoma, razvoj sekvenciranja sljedece generacije (eng. next-generation sequencing, NGS) od
2008. godine nadalje donio je kvantitativno, ponovljivo i sveobuhvatno mjerenje transkriptoma
s razlu¢ivoséu koja je ranije bila nezamisliva (276). Opcenito, RNA sekvenciranje ukljucuje
uzorkovanje tkiva, iz kojeg se potom izolira RNA. Ovisno o tome radi li se o analizi ukupnog
tkiva ili pojedinih stanica, ovaj korak moze biti slozeniji ili jednostavniji (slika 4). Zatim se
ukupna izolirana RNA pretvara u komplementarnu DNA knjiZnicu, koja se potom fragmentira
uz dodavanje adaptera na oba kraja. Sekvenciranje obuhvaca svaku molekulu (fragment) visoko
propusnom metodom, kako bi se prikupile kratke sekvence s jednog kraja (eng. single-end
sequencing) ili s oba kraja (eng. pair-end sequencing). Duljina o¢itanja moze varirati od 30 do
400 baznih parova, ovisno o platformi koja se koristi. Za vecinu istrazivackih transkriptomskih
studija danas se za sekvenciranje kratkih ocitanja najceS¢e koriste Illumina platforme poput
NovaSeq ili NextSeq, dok se PacBio SMRT i Oxford Nanopore sustavi naj¢es¢e primjenjuju
za sekvenciranje dugih ocitanja 1 transkripte pune duljine (277). Rezultati ocitanja prvo se
filtriraju, poravnaju na referentni genom 1ili transkriptom te se potom kvantificira izrazaj gena

kako bi se omogucila bioinformati¢ka obrada i analiza (slika 4).
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Primjena transkriptomike u istrazivanjima starenja ima srediSnje mjesto. Promjene u
izrazaju gena odrazavaju dinamicku prilagodbu stanica na kumulativno oStecenje, metabolicki
stres 1 imunosnu disfunkciju. U posljednjem desetljecu, istrazivanja su napredovala od
sekvenciranja ukupne RNA pojedinih uzoraka (eng. bulk RNA-seq) do gradnje atlasa tkiva na
razini pojedinih stanica koriStenjem metoda RNA sekvenciranja na razini pojedinih stanica
(eng. single-cell RNA sequencing, scRNA-seq), $to je temeljito promijenilo paradigmu

proucavanja starenja probavnog sustava i ostalih organa.
1.7.2. Metodologija RNA sekvenciranja

Metoda sekvenciranja RNA iz ukupnog uzorka tkiva (eng. bulk RNA sequencing, bulk
RNA-seq) temelji se na izolaciji ukupne RNA iz homogeniziranog uzorka tkiva koji sadrzava
milijune stanica, a dobiveni profil izrazaja gena predstavlja prosje¢nu vrijednost svih stani¢nih
populacija prisutnih u uzorku. Prednosti ovog pristupa su visestruke: relativno niska cijena
(tipicno deset puta niza od metode sekvenciranja na razini stanica), jednostavnija
bioinformaticka obrada, visoka osjetljivost detekcije gena i pogodnost za studije koje istrazuju
pregled genskog izrazaja u pojedinim tkivima (slika 5) (278). U istrazivanjima starenja bulk
RNA-seq je koristen u studiji The GTEx Consortiuma u sklopu projekta Genotype-Tissue
Expression za opis profila izrazaja gena gotovo 54 ljudska tkiva, ukljuujuci znacajne dijelove
probavnog sustava poput debelog crijeva 1 zeluca (279). Za identifikaciju diferencijalno
izrazenih gena (eng. differentially expressed genes, DEG) izmedu dobnih skupina, ispitivanje
signalnih puteva u poznatim tipovima stanica, bulk RNA-seq predstavlja optimalan izbor,
osobito kada je broj bioloskih replikata vazniji od stani¢ne razlucivosti. Klju¢no ogranicenje
bulk RNA-seq pristupa je problem prosje¢nog izrazaja gena u pojedinom tkivu buduci da se
istodobno sekvencira RNA iz epitelnih, imunoloskih, stromalnih, endotelnih 1 ziv€anih stanica
unutar istog uzorka, a promjene uzrokovane starenjem u pojedinim populacijama stanica mogu
biti smanjeno uoc€ljive zbog dominantnijih tipova stanica. U heterogenim tkivima poput
crijevne stijenke koja sadrzi mati¢ne stanice crijeva, limfocite lamine proprije, enteroendokrine,
Panethove, ZivCane, endotelne 1 glatkomiSi¢ne stanice u anatomski bliskim odjeljcima ovo

ogranic¢enje ima poseban metodoloski znaca;.

Sekvenciranje RNA na razini pojedinih stanica (scRNA-seq), Ciji je konceptualni temelj
postavio Tang i sur. 2009. godine sekvenciranjem transkriptoma misje blastomere, razvilo se u
visokopropusnu tehnologiju za simultanu analizu transkriptoma velikog broja stanica u jednoj
studiji (slika 5) (280). Moderne platforme temeljene na mikrofluidi¢kim kapljicama, poput 10x
Genomics Chromium, smanjile su troSkove i povecale propusnost metode do razine koja
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omogucava izradu stanicnih atlasa (281). Sekvenciranje RNA na razini pojedinih stanica
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omogucuje identifikaciju rijetkih stani¢nih populacija poput enteroendokrinih podtipova,
urodenih limfnih stanica tipa 3 (ILC3), progenitora Panethovih stanica te rekonstrukciju
diferencijacijskih puteva i mapiranje dobno ovisnih promjena u stanicnom sastavu tkiva, koje
metodom sekvenciranja na razini cijelog uzorka ne bi bile uocljive (282). Sekvenciranje jezgara
pojedinih stanica (eng. single nucleus RNA sequencing, snRNA-seq) nastalo je kao metoda
analize tkiva koja nisu pogodna za pripremu svjeZe stani¢ne suspenzije, poput smrznutih
arhivskih uzoraka ili tkiva s visokim sadrzajem lipida i vezivnog matriksa (283). Sekvenciranje
RNA na razini jezgre pojedinih stanica (eng. snRNA-seq) sekvencira iskljucivo intranuklearne
transkripte, ali bez mogucénosti analize citoplazmatskih transkripata 1 smanjenu zastupljenost
mRNA izoformi koje nastaju transkripcijom u jezgri i potom migriraju u citoplazmu. Metode
sekvenciranja na razini pojedinih stanica imaju specificna ogranicenja: sloZzenu izolaciju
stanica, visoku stopu tehnickog Suma, potrebu za naprednom bioinformati¢kom infrastrukturom
1 znatno vece troskove po uzorku u usporedbi s bulk RNA-seq metodom (278). Posebno je vazna
razlika u osjetljivosti detekcije gena; bulk RNA-seq po uzorku detektira izmedu 15.000 1 30.000
gena u ljudskim uzorcima, dok scRNA-seq po stanici detektira izmedu 1.000 1 5.000 visoko
varijabilnih gena za daljnju analizu, ovisno o dubini sekvenciranja i tipu stanice (284,285).
Metoda sekvenciranja na razini pojedinih stanica optereéena je dropout fenomenom, koji
oznacava srednji ili umjereni izrazaj gena u jednoj stanici dok se isti u drugoj stanici istog tipa
ne detektira (286). Upravo zbog ovog efekta, scRNA-seq analize detektiraju velike brojeve
gena, dok njihov broj iznosi nula u velikom dijelu rezultata, zbog ¢ega je potrebna dodatna

informaticka obrada kako bi se ovaj efekt umanjio. Ovaj fenomen moze biti osobito

45



problemati¢an pri analizi rijetko izrazenih transkripcijskih faktora i signalnih molekula u

analizama starenja tkiva.
1.7.3. Promjene transkriptoma tijekom starenja

Sustavna istraZivanja promjena transkriptoma u starenju, od Zivotinjskih modela,
primata do Covjeka, otkrila su oCuvan skup specifi¢nih transkripcijskih promjena koje se
ponavljaju u razliitim tkivima 1 vrstama. PojaCana ekspresija proupalnih gena (IL-6, TNF-a,
IL-1p), aktivacija NF-xB signalnog puta, porast ekspresije gena povezanih sa razvojem SASP-
a, smanjenje ekspresije mitohondrijskih 1 metabolickih gena te poremecaji proteostaznih
mehanizama nalaze se konzistentno u gotovo svim tkivima starih organizama (71,287,288).
Promjene koje zahvacaju tkiva Zivotinja tijekom starenja istrazivane su ve¢ opisanim metodama
RNA sekvenciranja na razini pojedinih stanica, kako bi se dobio temeljni uvid u starenje na
razini stanica i pojedinih organskih sustava. Tako je primjerice analiza podataka Tabula Muris
Senis grupe identificirala ve¢i skup gena ¢iji se trend ekspresije, smanjenje ili pojacanje,
dosljedno ponavlja u razli¢itim tipovima stanica iz 23 razlicita tkiva 1 organa miSeva, $to snazno
sugerira koordinirani sustavni program starenja na razini transkriptoma (289). Najdosljednija
promjena transkriptoma u starenju jest imunoloSki pomak prema kroni¢noj upali niskog
stupnja, fenomenu poznatom kao inflamageing, koji rezultira razvojem sterilnih upalnih
zbivanja u tkivima tijekom starenja. Na razini RNA transkripcije u zivotinjskim i ljudskim
tkivima, ovo se ocituje progresivnim pojaCanjem izrazaja ciljnith gena NF-xB poput
ciklooksigenaze 2 (COX-2) i1 proupalnih citokina, uz istodobno smanjenje izrazaja gena
steCenog imunoloskog odgovora i pojacanje izrazaja gena povezanih s urodenim imunoloskim
sustavom (287,290,291). Tkivo probave takoder prolazi kroz promjene koje dovode do
promjena u izrazaju gena tijekom starenja organizma. Istrazivanje promjena transkriptoma
debelog crijeva u starenju na misjim modelima identificiralo je 85 diferencijalno izrazenih gena,
dominantno povezanih s imunoloskim odgovorom i upalnim signalnim putevima (292). U
debelom crijevu miSeva tako dolazi do pojacanog izrazaja signalnih puteva povezanih s upalom,
poput steCenog upalnog odgovora, aktivacije limfocita, Sto ukazuje na oslabljenju sposobnost
crijeva da uspostavi imunoloSku homeostazu i rezultira razvojem kroni¢nog stanja upale, koje
je uvelike posljedica narusene funkcije crijevne barijere (292). Analiza transkriptoma
mezenterijskih limfnih ¢vorova u istoj studiji ukazuje na poremecaj imunoloske regulacije zbog
pada broja stanica povezanih s ovom funkcijom, dok je istovremeno broj proupalnih stanica
porastao s dobi, Sto je u skladu s pojacanjem sistemske upale i pojacanim izrazajem gena

povezanih s citokinima u kasnijoj zivotnoj dobi (292). Pojafan izrazaj faktora rasta i

46



diferencijacije 15 (GDF15), citokina induciranog stresom 1 biljega sistemske kroni¢ne upale, u
starijoj zivotnoj dobi povezan je s bolestima starije Zivotne dobi poput kardiovaskularnih,
neurodegenerativnih i bubreznih oboljenja (228). Prostorno vremenski atlas kolona, koji
obuhvaca oko 1500 tkiva i 400.000 snRNA-seq profila iz 11 dobnih skupina miSeva 1 tri
anatomske regije, pokazao je da starenje dovodi do gubitka vrc¢astih stanica i razvoja difuznog
upalnog stanja, uz razli€ite prostorne gradijente tih ucinaka (293). Osim promjena u sastavu
stanica i1 razvoja kroni¢ne upale, tkiva tijekom starenja pokazuju cijeli niz promjena genskog
izrazaja. Meta-analiza 127 skupova podataka transkriptomskih analiza tkiva miSeva, Stakora i
ljudi utvrdila je smanjenje izrazaja gena vaznih za funkciju mitohondrija, uklju¢ujuéi gene
elektronskog transportnog lanca (287). Osim ovih nalaza, brojne transkriptomske studije u vise
vrsta organizama i tkiva dosljedno pokazuju smanjenje izrazaja gena ukljucenih u oksidativnu
fosforilaciju, mitohondrijsku biogenezu 1 klju¢ne aspekte lipidnog metabolizma tijekom
starenja, pri ¢emu su geni povezani s mitohondrijima i oksidativnom fosforilacijom medu
najdosljednije smanjeno izrazenim transkripcijskim putevima u starenju tkiva (294-296). Ove
studije ukazuju da starenje na genskoj razini prati obrazac porasta izrazaja proupalnih i SASP
povezanih gena, Sto ukazuje na razvoj sistemske upale u sklopu inflammaginga. Istovremeno,
dolazi do smanjenja izrazaja gena za mitohondrije, oksidativnu fosforilaciju i metabolicke
putove, Sto ukazuje na narusenu energetsku funkciju stanica. U crijevima je ovaj pomak u
izrazaju dodatno pojacan zbog naruSene crijevne barijere, koja, uz porast izrazaja gena citokina
1 imunoloskih odgovora, dovodi do razvoja sistemske upale i disbioze. Regulatorna funkcija
mezenterijskih limfnih ¢vorova opada, Sto predstavlja daljnji pomak prema sistemskoj upali.
Prostorno-vremenski atlas transkriptoma debelog crijeva dodatno pokazuje da starenje ne
mijenja crijevo jednako, ve¢ dovodi do gubitka vrcastih stanica i razvoja difuznog upalnog
stanja duz crijeva, s jasnim prostornim gradijentima tih promjena. Na sistemskoj razini, meta-
analize mnogih tkiva dosljedno nalaze pad izraZzaja gena mitohondrijske biogeneze,
elektronskog transportnog lanca i lipidnog metabolizma, dok geni povezani s upalom i NF-xB
signalizacijom postaju dominantni. Zbog pada lipidnog metabolizma i funkcije mitohondrija,
stanice postaju energetski neucinkovite i ulaze u stanje trajnog energetskog stresa. 1z literature
je vidljivo da starenje pokre¢e koordinirani, genski upravljan program prelaska tkiva,
ukljucujudi crijeva, u stanje kronicne, sterilne upale 1 energetske Stednje, uz gubitak homeostaze

1 potencijala za regeneraciju.
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1.7.4. Prednosti 1 uloga modernih pristupa istrazivanja starenja

Tabula Muris Senis (TMS), objavljena 2020. od strane The Tabula Muris Consortiuma,
prvi je sustavni stani¢ni atlas starenja sisavaca koji obuhvaca preko 300.000 stanica iz 23 tkiva
1 organa misSeva unutar Sest dobnih skupina, od 1 do 30 mjeseci (289). Ovaj atlas je izraden
metodom RNA sekvenciranja na razini pojedinacnih stanica i predstavlja znacajan rad u
kontekstu istrazivanja starenja. Rezultati navedene studije pokazali su da je propadanje tkiva u
starenju uzrokovano promjenama u genskoj ekspresiji unutar pojedinacnih stanica, ali i
promjenama u omjerima stanica unutar tkiva. Osobit naglasak u ovom istrazivanju stavljen je
na istrazivanje stani¢ne senescencije mjerenjem izrazaja tumorsupresorskog gena Cdkn2a ¢iji
je izrazaj gotovo udvostrucen u starijih miSeva te je takoder utvrdena drugacija stopa starenja

za razliCite stanice 1 tkiva (289).

Tabula Sapiens, objavljena 2022. godine, predstavlja analognu studiju na ljudima i
molekularni referentni atlas za viSe od 400 stani¢nih tipova covjeka, konstruiran scRNA-seq
analizom oko 500.000 stanica iz 24 tkiva i1 organa dobivenih od dobrovoljnih donora organa
(297). U jedinstvenoj analizi, viSe tkiva i stanica, autori su definirali 3792 gena povezana sa
senescencijom i pokazali da ne postoji univerzalan set senescentnih gena, nego skup djelomic¢no
preklapajucih, stanicno 1 tkivno specificnih transkriptomskih promjena gena tijekom
senescencije. UnatoC znacajnoj heterogenosti, identificiran je manji skup Siroko prisutnih gena
povezanih sa senescencijom te vise funkcionalnih puteva povezanih sa stanicnom adhezijom,
proteostazom, mitohondrijskom disfunkcijom, metabolickim remodeliranjem i stresom
organela, koji se u razli¢itim kombinacijama pojavljuju u brojnim stani¢nim tipovima. Rezultati
ove studije ukazuju da se promjene transkriptoma povezane sa senescencijom uglavnom
grupiraju prema stani¢noj lozi, a ne prema tkivu ili donoru (297). U 2025. godini objavljena je
nova, prosirena studija Tabula Sapiens Consortiuma, koja je ukljucila devet novih donora, uz
dodatak cetiri nova tipa tkiva, te je znacajno proSirila bazu podataka. Nadovezujuéi se na
osnovu Tabula Sapiens skupa podataka, u novoj analizi, detaljnije je analizirala mrezu
transkripcijskih faktora, transkriptomskih programa povezanih sa senescencijom, kao i1 spolno
specificne promjene genskog izrazaja kroz razlicite stani¢ne tipove (298). Zajedno, ove studije
nude okvir za interpretaciju regulacije genskog izrazaja i fenotipova senescencije izmedu tkiva,

stani¢nih loza i spolova na razini stanice.

Human Cell Aging Transcriptome Atlas je atlas starenja ljudskih tkiva objavljen 2025.
godine i izraden od setova podataka dobivenih scRNA-seq-om koji su analizirali promjene
transkriptoma tijekom starenja ¢ovjeka iz ukupno 76 publikacija (299). Studija objedinjuje 92
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milijuna stanica i 3.475 tkivnih uzoraka iz viSe od 50 razlicitih tipova tkiva, sa rasponom dobi
od 0 do 103 godine. Ova baza podataka omogucuje analizu diferencijalno izrazenih gena
tijekom starenja na razini stanice i tkiva, pri ¢emu identifikacija pojac¢ano izrazenih puteva
kroni¢ne upale tijekom starenja u gotovo svim analiziranim tkivima predstavlja najznacajniji
nalaz. Rezultati studije pokazuju i trajno promijenjene puteve elektronskog transportnog lanca,
signaliziranja proteinom TORCI, kao i puteve stani¢ne adhezije za koje je poznato da pokazuju

promjene tijekom starenja (299).

Aging Atlas, objavljen 2021. u ¢asopisu Nucleic Acids Research, prva je baza podataka
koja sustavno organizira istrazivanja starenja na razini gena i metabolizma, ukljucujué¢i module
RNA sekvenciranja s preko 18.000 diferencijalno izraZzenih gena vezanih uz starenje, kao i
module scRNA-seq koji pokrivaju 14 tipova tkiva u Stakora, majmuna i ¢ovjeka (300). Baza
integrira podatke o genskoj manipulaciji s fizioloSkim starenjem u specificnim tkivima i
organima, zbog cega predstavlja zanimljiv alat za proucavanje novih nalaza analiza

transkriptoma u okviru poznatih promjena tijekom starenja (300).

Daljnji napredak u ovom podrucju istrazivanja donosi prostorna transkriptomika (eng.
spatial transcriptomics, ST), koja omogucuje mapiranje transkriptomskih profila uz ocuvanje
prostornih koordinata stanica unutar uzorka tkiva (301). Ova metoda je znacajna u istrazivanju
starenja jer omogucuje detekciju finih, prostorno vezanih promjena u genskoj ekspresiji,
stani¢noj heterogenosti i mikrookolisu koje se ne mogu otkriti drugim metodama sekvenciranja.
Primjenom prostorne transkriptomike moguce je precizno povezati promjene transkriptoma sa
specificnim niSama poput mati¢nih stanica, imunoloskih infiltrata ili vezivno promijenjenih
podrucja, Sto otvara put identifikaciji ranih, lokaliziranih znakova starenja tkiva i potencijalnih
terapijskih meta koje bi ostale neprepoznate bez definiranja prostornog konteksta. Prostorni
atlas kolona Martinez-Jimeneza i sur., iz 2024. godine, koristio je prostornu transkriptomiku u
kombinaciji sa oko 400.000 snRNA-seq genskih profila za izradu prvog prostornog atlasa
starenja debelog crijeva u miSeva, identificiraju¢i na ovaj nalin promjene povezane sa

starenjem koje se razlikuju prema anatomskoj regiji (293).

Vrijednost modernih transkriptomskih pristupa ocituje se i u mogucénosti razvoja markera
bioloSke dobi. Promjene transkriptoma tijekom starenja identificirane u atlasima, poput
bodovnog sustava konstruiranog iz skupova podataka Tabula Muris Senis, mogu se koristiti za
procjenu bioloske dobi tkiva, neovisno o kronoloskoj dobi donora, Sto otvara put prema
individualiziranoj medicini starenja (289). Nadalje, integracijom transkriptomskih atlasa s
epigenomskim pokazateljima bioloSke dobi, poput DNA-metilacijskih satova (npr. Horvathov
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sat), te s proteomskim profilima, moguce je identificirati potencijalne uzrocne veze izmedu
promjena u genskoj ekspresiji, epigenetskoj regulaciji i funkcionalnom propadanju tkiva, $to
predstavlja jedan od kljucnih ciljeva suvremene gerontologije. Kona¢no, dostupnost podataka
iz studija o starenju crijevnih tkiva, integriranih u internetskim platformama, poput Human Cell
Atlas Data Portala, olakSava pristup podacima iz ovih istrazivanja, omogucujuci daljnje analize
postojec¢ih podataka u kontekstu novih istrazivackih pitanja, pa tako i izravnu usporedbu

transkriptomskog profila crvuljka s profilima tankog i debelog crijeva iz istih baza podataka.

1.8.Problematika istrazivanja starenja crvuljka

Starenje predstavlja sloZzeni proces psihofizickog propadanja, karakteriziran
progresivnom stani¢nom i organskom disfunkcijom sustava te nagomilavanjem DNA oSte¢enja
koje dovodi do promjena u izrazaju gena. Starenjem crijeva prolaze kroz niz morfoloskih i
funkcionalnih promjena koje mogu narusiti funkciju 1 homeostazu tkiva. Najvaznije promjene
tijekom starenja zahvacaju mati¢ne stanice crijeva, crijevni Ziv€ani sustav i crijevni epitel, koji
je usko povezan s mikrobiotom. Integritet crijevne barijere probavnog sustava slabi s Zivotnom
dobi te doprinosi razvoju sistemskog upalnog stanja u starijoj populaciji. Navedene promjene
tkiva u starijoj populaciji dovode do disfunkcije koja vodi povecanoj incidenciji bolesti 1 drugih
poremecaja probavnog sustava te predstavlja znacajno optere¢enje za zdravstvene sustave
diljem svijeta (102). Promjene uzrokovane starenjem tkiva zahvacaju sve dijelove probave, pa
tako 1 crvuljak. Iako je dugo funkcija ovog organa bila nejasna, crvuljak se u novije vrijeme
smatra sekundarnim limfnim organom koji funkcionira kao dio GALT-a. Prisutnost biofilma
bogatog mikrobiotom i sama struktura organa ¢ine ga rezervoarom mikroflore u sluc¢ajevima
eradikacije iste (150). S klinicke strane, apendektomija nije povezana s dugoro¢nim Stetnim
posljedicama; dapace, povezuje se s moguéim smanjenjem rizika od razvoja ulceroznog kolitisa
kasnije u zivotu (173,175).

Istrazivanja promjena transkriptoma tijekom starenja crijeva dozivjela su snazan razvoj
napretkom tehnologije sljede¢e generacije sekvenciranja RNA, ali su gotovo u cijelosti
ogranic¢ena na tanko i debelo crijevo. Crvuljak, kao sastavni dio debelog crijeva i vazno mjesto
produkcije sekretornog IgA unutar crijeva, sustavno je izostavljan iz transkriptomskih analiza
starenja. Referentni atlas starenja kolona koji su izradili Sirvinskas i sur. obuhvatio je scRNA-
seq epitela 1 imunoloskih stanica debelog crijeva iz viSe anatomskih regija miSeva,
identificirajuci znacajne dobno ovisne promjene u stanicnom sastavu, pomak od apsorpcijskih
prema sekretornim epitelnim stanicama i depleciju naivnih limfocita, kao 1 specificne

anatomske promjene unutar crijeva povezane sa starenjem (302). Sveobuhvatni atlas humanoga
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crijevnog trakta koji integrira oko 428.000 stanica tankog 1 debelog crijeva od fetalnog do
odraslog doba ne ukljucuje analizu tkiva crvuljka (282). Ve¢ navedena transkriptomska analiza
kolona i mezenterijalnih limfnih ¢vorova u mis§jim modelima identificirala je 85 diferencijalno
izrazenih gena vezanih uz upalu i imunosni odgovor kao glavni fokus istrazivanja (292). Novije
studije transkriptoma crijeva dale su vazan uvid u nekoliko specifi¢nih procesa povezanih s
dobi. Drokhlyansky i sur. definirali su prvi nacrt transkriptoma misjeg i ljudskog crijevnog
ziv€anog sustava, opisali podtipove neuronskih i glija stanica te definirali znacajke specifi¢ne
za lokaciju unutar probavnog sustava 1 dobi (248). Istrazivanja transkriptoma miseva pokazala
su da matic¢ne stanice crijeva starih miSeva imaju narusenu sposobnost regeneracije i doprinose
procesima starenja predvodenim upalom tkiva (eng. inflamageing) zbog pojacane prezentacije
MHC-II antigena (303). Studija izrazaja gena na pojedinacnim mati¢nim stanicama crijeva kod
miSeva pokazala je smanjen izrazaj markera mati¢nih stanica LgrS u nakupinama starih
mati¢nih stanica (304). Mozda i najznacajnija studija u kontekstu transkriptomskih istrazivanja
crvuljka, sekvenciranjem RNA na razini pojedinacnih stanica crvuljaka djece fetalne do
predskolske dobi, definirala je detaljni stani¢ni atlas koji opisuje 76 tipova stanica u razvoju
ljudskog crvuljka i otkrila da signalni put proteina BMP (eng. bone morphogenetic protein) ima
znaCajnu ulogu u razvoju epitelnih stanica crvuljka (305). Sveobuhvatni pregled literature o
trendovima intestinalnog starenja, Wang i sur., iz 2025. godine, navodi pretjeranu usmjerenost
istrazivanja na bolesti bez usmjerenja na primarne mehanizme starenja, nedostatak specifi¢nih
terapijskih modaliteta i ograni¢enost studija o crijevnoj disbiozi (306). lako Siroka i obuhvatna,
navedena istrazivanja dosad nisu ukljucivala crvuljak, za ¢im postoji potreba, obzirom da
predstavlja zanimljivu imunolosku i funkcionalnu niSu unutar probave.

Raspon transkriptomskih promjena opisanih u kolonu i tankom crijevu u starenju
obuhvaca cetiri klju¢na aspekta. Prvo, crijevne maticne stanice starenjem gube regenerativni
kapacitet; u studijama je zabiljezena pojacana ekspresija MHC klase II gena posredovana
signalnim putem transkripcijskog faktora STATI1 (eng. signal transducer and activator of
transcription 1), poremecaj WNT/B-katenin signalizacije i pojacano lucenje sekretornog
enzima koji inhibira WNT u Panethovim stanicama Notum-a (121,236,304). Crvuljak, koji
posjeduje vlastitu epitelnu kriptu s populacijom maticnih stanica, nije bio predmetom nijedne
studije o starenju crijevnih matic¢nih stanica. Drugo, funkcija crijevne barijere progresivno slabi
uz smanjene izrazaja gena za klaudin (CLDNI), okludin (OCLN) i zonulin (ZO1), sastavnih
proteina zonule occludens u debelom crijevu starih Zivotinja, $to rezultira poveéanom
propusnoscu 1 sustavnom toksemijom s posljedi¢nim imunoloSkim odgovorom koji dovodi do

blage kroni¢ne sistemske upale (110,112,292,307). Obrasci promjena izrazaja gena epitelne
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barijere u crvuljku nisu sistemski obradivani u kontekstu starenja. Trece, oksidativni stres i
deregulacija antioksidativnog odgovora posredovanog NRF2 prepoznati su kao vazni ¢imbenici
u crijevnoj homeostazi i patogenezi bolesti povezanih sa starenjem, §to implicira potencijalnu
ulogu pada izrazaja ovog transkripcijskog faktora u intestinalnom starenju (225,308,309). Dok
vecina studija pokazuje da antioksidativni odgovor ovisan o NRF2 transkripciji s dobi opcenito
slabi ili se mijenja na tkivno specifican nacin, promjene koje izaziva oksidativni stres u crvuljku
tek trebaju biti istrazene. Cetvrto, crijevni Zivéani sustav u debelom crijevu pokazuje
neurodegeneraciju povezanu sa starenjem uz gubitak neurona i promjene u izrazaju gena,
ukljucujuci smanjenje izrazaja gena povezanih sa signalizacijom neurona i ionskim kanalima u
crijevnim ganglijima starijih osoba (239,257). Promjene u ziv€anim strukturama crvuljka na
razini transkripcije RNA dosad nisu opisane, te je kroz planiranu studiju potrebno obraditi i

ovaj aspekt transkriptomskih promjena u starenju.

Razlozi sustavnog izostavljanja crvuljka iz studija su visestruki. Dostupnost morfoloski
normalnog tkiva crvuljka odraslih i gerijatrijskih pacijenata je ogranicena, ponajvise jer se tkivo
crvuljka zivih dobrovoljaca dobiva operativnim zahvatom, apendektomijom. Obzirom da se
¢esto izvodi zbog hitnog stanja, akutnog apendicitisa, udio histoloski normalnog tkiva unutar
takvih preparata je relativno nizak. Zbog znanstvene percepcije crvuljka kao rudimentarnog
organa u studijama, ovaj organ je Cesto zanemaren. Obzirom na opisane funkcije primarnog
mjesta za produkciju IgA, sigurne zone za komenzalnu mikrobiotu i polaziSta za obnovu
crijevne flore u slucajevima deplecije, crvuljak predstavlja zanimljiv dio probavnog sustava za
sadasnja 1 buduca istrazivanja. Povijesni pregled studija o starenju crvuljka ukljucuje studiju
Berry i Lack iz 1906. godine koja opisuje morfoloske promjene crvuljka tijekom starenja,
fibroznu obliteraciju lumena i regresiju limfnog tkiva, te postavlja zaklju¢ak o mogucoj
imunoloskoj funkciji ovog organa (148). Takeuchi u svom radu opisuje ¢imbenike degeneracije
limfnog tkiva crvuljka, ali isklju¢ivo na morfoloskoj razini (83). Znacajnija transkriptomska
studija crvuljka Menga i sur. iz 2024. godine, koristi scRNA-seq na tkivu crvuljaka djece u
kontekstu razvoja stanica i upalnog procesa, bez uklju¢ivanja starenja kao varijable, fokusira se
na analizu razvojnih puteva stanica i BMP signalizaciju (305). Dok su Peyerove ploce i
mezenterijalni limfni ¢vorovi bili predmetom imunoloskih studija starenja ve¢ krajem 1980-ih,
crvuljak, kao struktura bogata limfnim tkivom, nije bio predmetom nijednog sustavnog
transkriptomskog istrazivanja starenja (191,192). U literaturi se ne nalazi ni osnovna referentna
transkriptomska mapa stanica zdravog crvuljka odraslog i starog covjeka, bez koje je svaka

buduéa studija starenja crvuljka bez adekvatne komparativne osnove. Upravo zbog ove
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¢injenice, crvuljak se usporeduje sa debelim crijevom, $to ne mora uvijek dati dobru osnovu za
usporedbu, ali zasad predstavlja jedinu mogucnost, te je upravo zbog toga vazno provesti
istrazivanja na ljudskom crvuljku. Istrazivanja transkriptomskih promjena u tkivu crvuljka
tijekom starenja imaju vazno mjesto u Sirem kontekstu istrazivanja starenja probave, jer
crvuljak predstavlja jedinstvenu funkcionalnu i imunolosku niSu. Svrha ovog istrazivanja je
utvrditi razlike u ukupnom izrazaju gena inocentnog (morfoloski urednog) crvuljka tijekom
starenja koje su povezane s bioloSkim starenjem tkiva i naruSavanjem crijevne barijere u
ljudskoj populaciji. Analizom diferencijalnog izrazaja gena po dobnim skupinama moguce je
ste¢i uvid u procese klju¢ne za starenje tkiva. Zbog morfoloske sli¢nosti tkiva s ostatkom
crijeva, crvuljak moZe predstavljati zanimljiv model proucavanja promjena izrazaja gena
crijeva tijekom starenja. Osim promjena u izrazaju gena, tkivo crvuljka se takoder histoloski
mijenja starenjem. Crvuljak, kao dio GALT-a, sadrzi brojne limfne folikule ¢ija se brojnost
povecava do puberteta, kada su najbrojniji, te potom moze opadati ili opstajati do starije Zivotne
dobi. Fibrozna obliteracija crvuljka, benigni nalaz koji je moguca posljedica subklinickih upala
crvuljka, a koja rezultira formiranjem fibromiksoidne strome, ima raspon incidencije od 0,8 do
20,5% (310-312). Studija transkriptoma inocentnog crvuljka Covjeka s usporedbom svih
dobnih skupina nije dosad provedena i predstavljala bi vrijedan uvid u procese starenja tkiva
ovog dijela probavnog sustava. Vaznost planirane studije lezi u popunjavanju praznine
podataka o transkripcijskim promjenama tijekom starenja crvuljka i boljem razumijevanju
njegove uloge u starenju probave. Znacaj procesa starenja u klini¢koj medicini svakodnevno
raste zbog jasne poveznice izmedu starenja 1 razvoja brojnih oboljenja. Upravo kao i
istrazivanja malignih bolesti, istrazivanja starenja predstavljaju sljede¢u granicu u znanosti koja
¢e otvoriti nove nacine lijeCenja starenja i bolesti povezane sa staro$¢u. Cilj je kroz ovakve 1
slicne studije bolje razumjeti bolesti starije dobi i1 njihovu etiologiju. Rezultati takvih
istrazivanja omogucit ¢e uvodenje novih terapijskih modaliteta i promicanje zdravijeg starenja,
neoptere¢enog bolestima. Razumijevanje mehanizama starenja koji dovode do disfunkcije
crijevnog tkiva kljuno je za kvalitetnije lijeCenje bolesti probavnog sustava kod starije

populacije.
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2.1. Hipoteza

Hipoteze ovog istrazivanja:

1.

Postoji razlika u izrazaju gena u inocentnom crvuljku populacije gerijatrijske i odrasle
dobi u odnosu na crvuljak pedijatrijske populacije, a koja je u vezi s progresivnim
promjenama izrazaja gena posljedi¢no bioloskom starenju tkiva.

Postoje specificne razlike u izrazaju gena u inocentnom crvuljku u gerijatrijskoj u
odnosu na odraslu populaciju.

Postoje specificne razlike u izrazaju gena inocentnih crvuljaka izmedu gerijatrijske i
pedijatrijske populacije koje nisu ocite u usporedbi pedijatrijske s odraslom

populacijom i odrasle populacije s gerijatrijskom.

2.2. Ciljevi istrazivanja

Glavni ciljevi ovog istrazivanja su sljedeci:

1.

Ispitati razlike u izrazaju gena u inocentnom crvuljku gerijatrijske i odrasle u odnosu na
crvuljak pedijatrijske populacije.

Ispitati razlike u izrazaju gena i posljedicne promjene biolosSkih puteva, stani¢nih i
molekularnih procesa u inocentnom crvuljku gerijatrijske 1 odrasle populacije.

Ispitati razlike u izrazaju gena i posljedi¢ne promjene u bioloskim putevima, stani¢nim
i molekularnim procesima inocentnih crvuljaka u gerijatrijskoj 1 pedijatrijskoj

populaciji.

Sporedni ciljevi istrazivanja:

1.

Ispitati razlike u izrazaju gena inocentnog crvuljka u populaciji pacijenata s tumorima
gastrointestinalnog sustava u odnosu na pacijente koji nisu oboljeli od tumora.

Ispitati spolno vezane promjene izrazaja gena inocentnog crvuljka u odrasloj i
gerijatrijskoj populaciji.

Ispitati pojavnost fibrozne obliteracije vrska crvuljka i redukcije limfnih folikula u

uzorcima tkiva inocentnih crvuljaka prema dobnim skupinama.
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3.1.Ustroj istrazivanja

Istrazivanje diferencijalnog izrazaja gena u uzorku tkiva inocentnih crvuljaka kod
pacijenata pedijatrijske, odrasle i gerijatrijske populacije provedeno je kao temeljno
eksperimentalno istrazivanje, ustrojeno kao opservacijsko kohortno istrazivanje. Prema nacinu
prikupljanja podataka, istrazivanje je bilo intervencijsko (nerandomizirano), a u odnosu na
vremensku orijentaciju, prospektivno. Istrazivanje je koristilo primarne izvore prikupljanjem
vlastitih uzoraka i podataka, i to uzorcima tkiva crvuljaka koji su se prikupljali od pacijenata
tijekom operativnog zahvata (incidentalne apendektomije) uz pratece klinicke podatke o

pacijentima (visina, tezina, indeks tjelesne mase, dob, spol, vrsta zahvata, komorbiditeti).

3.2.Uzorci ljudskih crvuljaka

Za istrazivanje je koriStena randomizirana kohorta od 20 svjeze smrznutih uzoraka tkiva
crvuljka pacijenata grupiranih u tri dobne skupine koje su podvrgnute operativnom zahvatu u
Klinickom bolnickom centru Split u razdoblju od listopada 2022. do kolovoza 2023. godine.
Pacijenti su prema dobi svrstani u tri dobne skupine: pedijatrijsku (0-18 godina), odraslu (19-
65 godina) 1 gerijatrijsku (>65 godina). Apendektomija u tijeku abdominalnih zahvata zbog
drugih stanja predstavlja rutinsku praksu pri zahvatima u trbuSnoj Supljini u Klinickom
bolnickom centru Split. Informirani pristanak za sudjelovanje u studiji dobiven je od pacijenata
ili roditelja istih prije uklju¢ivanja u studiju (prilog 1). Uzorci crvuljka za izolaciju RNA uzeti
su iz punog presjeka tkiva u oralnoj treini crvuljka neposredno nakon apendektomije,
pohranjeni u reagens RNAlater™ RNA Stabilization Solution (Ambion, Thermo Fisher
Scientific, AM7024, Waltham, MA, SAD), i dodatno ¢uvani na -80 °C do same izolacije.
Preostalo tkivo iz uzoraka crvuljka fiksirano je u formalinu, uklopljeno u parafin, a presjeci
debljine Cetiri mikrometra deparafinirani, bojani hematoksilin eozin (HE) metodom i neovisno
analizirani od strane dvojice iskusnih patologa s Klinickog zavoda za patologiju Klini¢kog

bolnickog centra Split. U daljnju analizu uklju€eni su isklju¢ivo morfoloski uredni crvuljci.

3.3.Veli¢ina uzorka

Procijenjena minimalna veli¢ina uzorka bila je pet do sedam uzoraka tkiva po dobnoj
skupini prema kalkulatoru RnaSeqSampleSize (verzija 3.23, Bioconductor, Boston, MA, SAD)
(313). Izracun je napravljen koristec¢i podatke koji uzimaju u obzir da je prosjecan broj €itanja
za diferencijalno izrazene gene od interesa 100, Sto predstavlja ekvivalent od 1 FPKM za
sekvenciranje s 40 milijuna Citanja po uzorku. Pretpostavljena maksimalna disperzija iznosila

je 0,04, a omjer geometrijske sredine izrazaja je 1. Ako pretpostavimo ukupno 22.000 testiranih
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gena i o¢ekujemo minimalno 10 gena sa znacajnim diferencijalnim izrazajem, izracun zahtijeva
minimalan uzorak od 5 ispitanika po ispitivanoj grupi da bismo mogli odbaciti nultu hipotezu
sa snagom od 0,8. FDR znacajnosti vezano uz ovo testiranje postavljena je na 0,1 (314). Osim
navedenog izracuna, ova veli¢ina uzorka u skladu je 1 s dostupnim podacima iz literature. Prema
nedavnoj studiji, preciznost koja odrazava udio stvarno pozitivno detektiranih gena raste ostro
s veli¢inom uzorka i postize dosljedno visoku razinu detekcije nakon najmanje 5 ukljuc¢enih
uzoraka (315). Analiza je provedena pomocu bioinformatickog alata DESeq?2 (verzija 1.20.0,
Bioconductor, Boston, MA, SAD), koji je najprikladniji i Siroko koriSten alat za analizu
diferencijalne ekspresije gena manjih i srednjih kohorti zbog procjene disperzije i promjene
izrazaja temeljenih na metodama sazimanja (engl. shrinkage based dispersion and fold change

estimation).
3.4 Kriteriji ukljucenja i iskljucenja
Kriterij ukljuc¢enja u nasu studiju bio je slijedeci:
1. U studiju su ukljuceni maloljetni i punoljetni pacijenti kojima je planirana

apendektomija u sklopu elektivnog ili hitnog abdominalnog zahvata koji nije povezan s

bolestima crvuljka.
Kriteriji iskljuc¢enja za naSu studiju bili su slijedeci:

1. Pacijenti koji boluju od diseminirane maligne bolesti i upalnih bolesti crijeva.
2. Pacijenti koji su primili neoadjuvantnu kemoradioterapiju i imunoterapiju.
3. Pacijenti kod kojih se po kirurSkoj procjeni odustalo od apendektomije za vrijeme

zahvata.

3.5.Sekvenciranje RNA

Uzorci crvuljka pohranjeni su u otopinu RNAlater™ RNA Stabilization Solution
(Ambion, Thermo Fisher Scientific, AM7024, Waltham, MA, SAD) 1 odmrznuti na ledu.
Homogenizacija tkiva provedena je homogenizatorom Minilys (Bertin Technologies,
Montigny-le-Bretonneux, Francuska), a izolacija ukupne RNA izvrsena je standardnim Trizol
protokolom (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD) uz otapanje u vodi
tretiranoj dietil pirougljicnim esterom (DEPC, Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, AM7024,
Waltham, MA, SAD). Kvaliteta 1 integritet ukupne RNA procijenjeni su spektrofotometrom
NanoDrop™ (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD) i analizatorom Agilent 2100
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Bioanalyzer (Agilent Technologies, CA, SAD). Selekcija poli-A repa primijenjena je za
obogacivanje ukupne RNA sa mRNA.

Sinteza prvog lanca komplementarne DNA provedena je koriStenjem nasumicnih
heksamernih primera nakon fragmentacije, a sinteza drugog lanca komplementarne DNA uz
deoksitimidin trifosfat (dTTP) omogucila je pripremu neusmjerene knjiznice. Dodatna kontrola
kvalitete knjiznice komplementarne DNA provedena je radi potvrde odgovarajuce distribucije
veliine fragmenata i njihove koncentracije. Analiza sekvenciranjem provedena je na platformi
[llumina NovaSeq (Illumina, San Diego, CA, SAD) s oko 40 milijuna ocitanja po uzorku (eng.

paired-end, sekvenciranje 150 baznih parova).

Podatci sekvenciranja filtrirani su radi uklanjanja ocitanja niske kvalitete 1 onih s
adapterskim sljedovima. Mapiranje filtriranih o€itanja na referentni ljudski genom GRCh38
izvedeno je programom HISAT?2 (verzija 2.0.5, Dachwan Kim Lab, Center for Computational
Biology, Johns Hopkins University, Baltimore, MD, SAD). Kvantifikacija poravnanih ocitanja
provedena je programom FeatureCounts (verzija 1.5.0-p3, Wei Shi Lab, Walter and Eliza Hall
Institute of Medical Research, Melbourne, Australija), dok je analiza diferencijalnog izrazaja
gena provedena softverom DESeq2 (verzija 1.20.0, Bioconductor, Boston, MA, SAD). Geni s
vrijednostima log2 promjene izrazaja > +1 (odnosno promjena izrazaja >2) 1 korigiranom p-
vrijednosti <0,1 (Benjamini—Hochbergova metoda) smatrani su diferencijalno izrazeni. Geni
ukljuceni u daljnju analizu smatrani su dostatno izrazeni ako je vrijednost FPKM >1 u najmanje
dva uzorka. Funkcionalna analiza ontologije gena (Gene Ontology) i KEGG analiza provedena
je koriStenjem internetske platforme NovoMagic (Novogene Co., Ltd., Peking, Kina). Dodatna
analiza obogacivanja genskih setova (eng. gene set enrichment analysis, GSEA) provedena je
koriStenjem zbirki gena iz baze MSigDB pomocu GenePattern GSEA modula s 1000

permutacija po genskom skupu (316).

Graficki prikazi izradeni su koriStenjem platforme NovoMagic te internetske platforme
Bioinformatics (SRplot, Shenzhen, Kina). Softver GraphPad Prism (verzija 10.4, GraphPad
Software, LLC, Boston, MA, SAD) koriSten je za izradu grafickih prikaza temeljenih na

normaliziranim podatcima RNA sekvenciranja.
3.6. Histoloska analiza

Tkiva koja su koriStena fiksirana su 1 uklopljena u parafinske blokove prema
optimiziranom bolni¢kom protokolu Klinickog bolnickog centra Split. Uzorci tkiva su fiksirani

u 4% puferiranom formaldehidu tijekom 24 sata. Odabrani isjecci tkiva su dodatno fiksirani i
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dehidrirani kroz alkoholne otopine rastu¢eg gradijenta u histokinetu (Milestone SRL,
Valbremo, Italija) te uklopljeni u parafin na 63°C. Tkivo je izrezano na rezove debljine 4
mikrometara i prilijepljeno na pozitivno nabijena predmetna stakalca (Superftost plus, Thermo
Scientific, Waltham, MA, SAD). Obojano je standardnim hemalaun-eozinskim (HE) bojenjem
u automatskom bojacu HE 600 (Ventana, Tucson, Arizona, SAD). Tkivni prerezi su potom
patohistoloski analizirani od strane dva stru¢na patologa svjetlosnim mikroskopom Olympus

BX43 (Olympus Corporation, Tokyo, Japan).
3.7. Statisticka analiza

Kategorijske varijable prikazane su kao postoci 1 udjeli, dok je dob bolesnika izrazena
kao srednja vrijednost sa standardnom devijacijom. Normalnost osnovnih karakteristika
bolesnika procijenjena je Shapiro—Wilkovim testom. Razlike izmedu srednjih vrijednosti
analizirane su Studentovim t-testom, a povezanost izmedu kategorijskih varijabli Fisherovim
egzaktnim testom. Statisticke analize i1 izrada grafikona provedena je pomocu softvera

GraphPad Prism (verzija 10.4, La Jolla, CA, SAD).

3.8.Eticka nacela

Provedeno istrazivanje na uzorcima tkiva pacijenata odobreno je od strane Etickog
povjerenstva Klinickog bolnickog centra Split (Klasa 500-03/22-01/90 Urbroj: 2181-
147/01/06/M.S.-22-02) 1 Medicinskog fakulteta Sveucilista u Splitu (Klasa: 003-08/22-
03/0003, Urbroj: 2181-198-03-04-22-0079), a svi ispitanici dali su pismeni pristanak za

sudjelovanje u istrazivanju (prilog 2 i 3).
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4.1. Osnovne karakteristike pacijenata

U studiji su analizirani uzorci morfoloski urednih ljudskih crvuljaka pojedinaca prema
definiranim dobnim skupinama (pedijatrijska 0-18, odrasla 18-65 i gerijatrijska >65 godina).
Analizirano je pet uzoraka u pedijatrijskoj skupini, osam u odrasloj skupini i sedam u
gerijatrijskoj skupini. Srednja dob gerijatrijske skupine bila je 74,6£8,5 godina, usporedujuci je
sa srednjom dobi od 39,5+£10,6 u odrasloj skupini 1 16+2,1 u pedijatrijskoj skupini. Prosjecni
indeks tjelesne mase (ITM) bio je usporediv izmedu gerijatrijske skupine (25,8+4,7 kg/m?) i
odrasle skupine (26,0+5,4 kg/m?), a bio je znacajno nizi u pedijatrijskoj skupini (18,8+3,0
kg/m?). Redukcija limfnih folikula i vezivna obliteracija vrska crvuljka s ve¢om je ucestalos¢u
zapazena u odrasloj 1 gerijatrijskoj populaciji u odnosu na pedijatrijsku populaciju. Vezivna
obliteracija vrSka crvuljka bila je prisutna u 20% pedijatrijskih uzoraka, u usporedbi s
ucestalos¢u od 75% u odrasloj populaciji i 71,4% u gerijatrijskoj populaciji. Ukupna ucestalost
fibrozne obliteracije vrska crvuljka u svim naSim uzorcima bila je 65% (tablica 1, slika 6).
Pedijatrijska skupina se sastojala isklju¢ivo od zenskih pacijentica zbog nedostupnosti muskih

uzoraka.

Tablica 1. Osnove karakteristike pacijenata

Pedijatrijska Odrasla Gerijatrijska
skupina skupina skupina P
Dob, godine
Sredmayiednost= - 6i01 3954106 746485 p<0.0001 *
Spol
Muskarci 0 4 4
Zene 5 4 3
ITM, kg/m?
} .. pro=0.021 *, ppg=
Srednja vrijednost 18.8 26 25.8 0.016 *, pac=0.920
95% CI 15.1—22.5 21.5—30.6  21.4—30.1
Redukcija limfnih o 0 0 pro=0.265, ppg =
folikula 20% (1/5) 62.5% (5/8)  85.7% (6/7) 0.072. poG = 0.569
Vezivna obliteracija o 0 0 pro=0.103, ppg =
vréka 20% (1/5) 75% (6/8)  71.4% (5/7) 0.242. pog > 0.999

ITM —indeks tjelesne mase, SD—standardna devijacija CI - interval pouzdanosti. P—pedijatrijska, O - odrasla,

G—gerijatrijska. Podatci su prikazani kao srednja vrijednost £ SD ili 95% CI te analizirani koriste¢i Studentov t-

test ili Fisherov egzaktni test. Preuzeto i prilagodeno iz: Quien D, Korac-Prlic J, Vilovi¢ K,
Pogorelic¢ Z, Boric M, Barcot O, i sur. Age-Related Transcriptomic Changes in the Vermiform
Appendix. IJMS 2025,26:11399. https://doi.org/10.3390/ijms262311399. Prema licenci: CC BY
4.0.
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PEDIJATRIJSKA SKUPINA ODRASLA SKUPINA GERIJATRIJSKA SKUPINA

v

POPRECNI PRESJEK

Slika 6. Histoloski prikaz tipi¢nih uzorka crvuljaka u pojedinim dobnim skupinama. Slika
prikazuje poprecni presjek lumena i uzduzni presjek vrska crvuljka. Strelice pokazuju
limfne folikule. Mjerna traka prikazuje 500 um. Preuzeto i prilagodeno iz: Quien D,
Korac-Prlic J, Vilovi¢ K, Pogoreli¢ Z, Boric M, Barcot O, i sur. Age-Related
Transcriptomic Changes in the Vermiform Appendix. IJMS 2025;26.:11399.
https.//doi.org/10.3390/ijms262311399. Prema licenci: CC BY 4.0.
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4.2.Promjene izrazaja gena crvuljka gerijatrijske populacije
Analizirali smo tkivo zdravih crvuljaka sedam gerijatrijskih 1 osam odraslih pacijenata
kako bismo istrazili promjene transkriptoma povezane sa starenjem crvuljka. RNA
sekvenciranje popre¢nih prereza crvuljka pokazalo je opsezne promjene transkriptoma
povezane sa uznapredovalim starenjem tkiva. Identificirali smo 385 gena koji kodiraju proteine
s znaCajno pojacanim izrazajem za vise od 2 putai 619 gena koji su znac¢ajno smanjeno izrazeni,

uz p-vrijednost < 0,05 (slika 7).
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Slika 7. Promjene izrazaja gena crvuljka u gerijatrijskoj populaciji. Graficki prikaz
volcano plot koji prikazuje diferencijalno eksprimirane gene (DEG) izmedu gerijatrijske i
odrasle populacije. Preuzeto i prilagodeno iz: Quien D, Korac-Prlic J, Vilovi¢ K,
Pogoreli¢ Z, Boric M, Barcot O, i sur. Age-Related Transcriptomic Changes in the
Vermiform Appendix. IJMS 2025,;26:11399. https://doi.org/10.3390/ijms262311399.
Prema licenci: CC BY 4.0.

Proveli smo analizu obogacenosti skupova gena (eng. gene set enrichment analysis,
GSEA) radi funkcionalne karakterizacije diferencijalno izraZzenih gena. Analiza obogacenosti
na skupu gena Gene Ontology (GO) pokazala je pojaCanu aktivnost bioloskih procesa

povezanih s apikalnom membranom enterocita i metabolizmom kolesterola (slika 8). Nadalje,
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znacajno su bili pojacani procesi povezani s detoksikacijom lijekova, zasStitom od oksidativnog
stresa 1 odrzavanjem crijevne homeostaze - uklju¢uju¢i NRF2-ciljne gene, medu kojima su

oksidoreduktaze NQOI i mikrosomalna glutation-peroksidaza MGST1 (slike 8 1 9).

negativna regulacija transporta sterola 1 ®
negativna regulacija transporta kolesterola 1 @
metabolicki proces ksenobiotika - B
staniéni odgovor na ksenobioticki podrazaj - ] -log1o(FDR)
negativna regulacija lokalizacije lipida - < e 230
negativna regulacija transporta lipida 4 @ 222
metabolicki proces derivata masnih kiselina - ® 1.75
katabolicki proces malih molekula - Q 1.50
metaboli€ki proces eikozanoida - (&) Broj
® 5
mikrovilus - ® 8 @ 10
@® 5
aktivnost aldo-keto reduktaze (NADP) 4 @ . 20
oksidoreduktazna aktivnost GO:0016620 - >
aktivnost alkohol dehidrogenaze (NADP+) 1 @ E
aktivnost alditol:NADP+ 1-oksidoreduktaze | @

0.00 0.01 0.02
Omijer gena

Slika 8. Promjene izrazaja gena crvuljka u gerijatrijskoj populaciji prikazane bubble
dijagramom. Gene Ontology analiza obogacivanja pokazuje pojacan izrazaj specificnih
genskih putova izmedu gerijatrijske 1 odrasle populacije za GO kategorije bioloski procesi,
stani¢ni (eng. biological processes - BP), stani¢ni odjeljak (eng. cellular compartment
CC) i molekularna funkcija (eng. molecular function - MF). Preuzeto i prilagodeno iz:
Quien D, Korac-Prlic J, Vilovi¢ K, Pogoreli¢ Z, Boric M, Barcot O, i sur. Age-Related
Transcriptomic Changes in the Vermiform Appendix. IJMS 2025,;26:11399.
https://doi.org/10.3390/ijms262311399. Prema licenci: CC BY 4.0. Prijevod izvorne slike
izraden pomocu UI: Perplexity Al, San Francisco, CA, USA: Perplexity AI; 2026
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RAVNOTEZA OKSIDACIISKO REDUKCIISKIH PROCESA
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Slika 9. Promjene izraZaja gena crvuljka u gerijatrijskoj populaciji prikazane toplinskom
mapom specificnih gena povezanih s detoksifikacijom lijekova, zastitom od oksidacijskog
stresa 1 homeostaze probave pojacano eksprimiranih u gerijatrijskoj populaciji. Preuzeto i
prilagodeno iz: Quien D, Korac-Prlic J, Vilovi¢ K, Pogoreli¢ Z, Boric M, Barcot O, i sur.
Age-Related Transcriptomic Changes in the Vermiform Appendix. IJMS 2025;26:11399.
https://doi.org/10.3390/ijms262311399. Prema licenci: CC BY 4.0.

Znacajno smanjenje izrazaja gena primije¢eno je u bioloSkim procesima koji

obuhvacaju regulaciju membranskog potencijala 1 sinaptickog prijenosa. Nekoliko ionskih

kanala, ukljuc¢uju¢i podjedinice naponski vodenih kalijski, natrijevih kanala i rijanodinskih

receptora, bilo je znacajno smanjeno izrazeno (slike 101 11).
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Slika 10. Promjene izrazaja gena crvuljka u gerijatrijskoj populaciji prikazane toplinskom
mapom koja ilustrira smanjenje izrazaja specifi¢nih gena povezanih sa ionskim kanalima;
VGSC - naponski ovisni natrijski kanali, KCa kalcijem aktivirani kalijevi kanali, VGKC -
naponski ovisni kalijevi kanali, VGCC - naponski ovisni kalcijevi kanali, RyR —
rijanodinski receptori. Preuzeto i prilagodeno iz: Quien D, Korac-Prlic J, Vilovi¢ K,
Pogoreli¢ Z, Boric M, Barcot O, i sur. Age-Related Transcriptomic Changes in the
Vermiform Appendix. IJMS 2025,26:11399. https://doi.org/10.3390/ijms262311399.
Prema licenci: CC BY 4.0.
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Slika 11. Promjene izrazaja gena crvuljka u gerijatrijskoj populaciji bubble dijagramom
Gene Ontology analize obogacivanja pokazana je smanjena ekspresiju specifi¢nih genskih
putova gerijatrijske populacije za GO kategorije bioloski procesi (eng. biological
processes - BP), stani¢ni odjeljak (eng. cellular compartment CC) 1 molekularna funkcija
(eng. molecular function - MF). Preuzeto i prilagodeno iz: Quien D, Korac-Prlic J,
Vilovi¢ K, Pogoreli¢ Z, Boric M, Barcot O, i sur. Age-Related Transcriptomic Changes in
the Vermiform Appendix. IJMS 2025;26:11399. https://doi.org/10.3390/ijms262311399.
Prema licenci: CC BY 4.0. Prijevod izvorne slike izraden pomocu Ul: Perplexity Al, San
Francisco, CA, USA: Perplexity AI; 2026



Obzirom na dobro istrazeno dobno vezano propadanje crijevnih neurona i
neuromuskularne funkcije probave, zasebno smo istrazili izrazaj nekoliko zajedni¢kih markera
neurona crijevnog ziv€anog sustava, kao i kontrole za sastav tkiva. Primijetili smo znacajno
smanjen izrazaj RET-a, markera progenitorskih stanica crijevnog Zziv€anog sustava,
panneuronskih markera ELAVL4 i UCHL, NOSI, kao 1 glijalnih markera S100B 1 PLP1 (slika
12).
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Slika 12. Promjene izrazaja gena crvuljka u gerijatrijskoj populaciji: volcano plot dijagram
za specificne genske markere neuronskih, epitelnih i misiénih stanica. FC; Fold change-
omjer promjene, pval — p vrijednost. Preuzeto iz: Quien D, Korac-Prlic J, Vilovic K,
Pogoreli¢ Z, Boric M, Barcot O, i sur. Age-Related Transcriptomic Changes in the
Vermiform Appendix. [JMS 2025,26:11399. https://doi.org/10.3390/ijms262311399.
Prema licenci: CC BY 4.0.
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Nadalje, analiza obogacivanja koriste¢ci KEGG funkcionalne puteve pokazala je
smanjenje interakcije neuroaktivnih liganda i receptora, sa posljedi¢no smanjenim izraZzajem
podjedinica glutamatnih receptora (GRIA2, GRIA3, GRIK2 i GRIK3) i podjedinice glicinskog
receptora GLRB. Nekoliko hormonskih receptora, poput receptora hormona Stitnjace THRB,
receptora angiotenzina II AGTRI, receptora lizofosfatidne kiseline LPAR4 i receptora

prostaglandina E PTGER3 takoder je znac¢ajno smanjeno izrazeno (slike 13,14).
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Slika 13. Promjene izrazaja gena crvuljka u gerijatrijskoj populaciji: analiza KEGG puteva

pojacano i smanjeno izrazenih procesa u gerijatrijskoj populaciji. Preuzeto i prilagodeno

iz: Quien D, Korac-Prlic J, Vilovi¢ K, Pogoreli¢ Z, Boric M, Barcot O, i sur. Age-Related

Transcriptomic Changes in the Vermiform Appendix. IJMS 2025,;26:11399.

https://doi.org/10.3390/ijms262311399. Prema licenci: CC BY 4.0. Prijevod teksta izvorne
slike izraden pomocu Ul: Perplexity AI, San Francisco, CA, USA: Perplexity AI; 2026
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Slika 14. Promjene izrazaja gena crvuljka u gerijatrijskoj populaciji: toplinska mapa
prikazuje smanjenje izrazaja specifi¢nih gena povezanih s receptorima za neuroaktivne
ligande; GluRs - glutamatni receptori; GlyR - glicinski receptori; HR - histaminski
receptori; GPCR - receptori povezani s G-proteinom. Preuzeto i prilagodeno iz: Quien D,
Korac-Prlic J, Vilovi¢ K, Pogoreli¢ Z, Boric M, Barcot O, i sur. Age-Related
Transcriptomic Changes in the Vermiform Appendix. IJMS 2025;26:11399.
https://doi.org/10.3390/ijms262311399. Prema licenci: CC BY 4.0.

Osim navedenog, smanjenje izrazaja je primijeeno za vazne stani¢ne adhezijske
molekule, ukljuuju¢i protein zonule occludens JAM2 1 neuronalne adhezijske molekule

NCAM2, NRXN1, NEGR1 1 CNTNI (slika 15).
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Slika 15. Promjene izrazaja gena crvuljka u gerijatrijskoj populaciji: toplinska mapa koja
prikazuje smanjenje izrazaja gena adhezijskih molekula u gerijatrijskoj populaciji.
Preuzeto i prilagodeno iz: Quien D, Korac-Prlic J, Vilovi¢ K, Pogoreli¢ Z, Boric M,
Barcot O, i sur. Age-Related Transcriptomic Changes in the Vermiform Appendix. IJMS
2025,;26:11399. https.//doi.org/10.3390/ijms262311399. Prema licenci: CC BY 4.0.
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Najznacajniji dokaz za diferencijalno pojacanje izrazaja (FDR<0.01) uocen je kod gena

vaznih za metabolicko reprogramiranje, ukljucujuéi regulaciju metabolizma kolesterola,

PCSK9 1 EBP, kao i konvertaze aminokiselina SDS 1 GPT2. Takoder je postojano pojacan

izrazaj u gerijatrijskoj populaciji pronaden za nekoliko gena vaznih za odrzavanje tkivne

homeostaze (EVPL2, ARSE 1 TEDC?2) i remodeliranje miSi¢a (JSRPI 1 HES6). Najsnaznije

smanjenje izraZaja otkriveno je za gene povezane sa sinaptickom funkcijom (GRIA2, NELL?2,

RIC3), metabolicki metaloenzim ADHFEI 1 strukturalne proteine ABI3BP, ANKAR i

TMEM255. Utvrdena je i niska ukupna ekspresija gena za proteine cinkovog prsta ZMATI 1
ZNF404 te pejvakina (PJVK) (slika 16).

Slika 16. Promjene izrazaja gena crvuljka u gerijatrijskoj populaciji: prikaz deset
najznacajnije promijenjenih diferencijalno izrazenih gena u gerijatrijskoj populaciji
(FDR<0.01). Preuzeto i prilagodeno iz: Quien D, Korac-Prlic J, Vilovi¢ K, Pogorelic Z,
Boric M, Barcot O, i sur. Age-Related Transcriptomic Changes in the Vermiform

Appendix. IJMS 2025,;26:11399. https://doi.org/10.3390/ijms262311399. Prema licenci.:

CC BY 4.0.
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4.3. Promjene izrazaja spolno vezanih gena crvuljka

U daljnjoj analizi smo zatim istrazili odrasle i gerijatrijske uzorke za spolno specificne
promjene izrazaja gena i identificirali 363 diferencijalno izrazena gena, 134 pojacano i 229
smanjeno izrazena u musSkaraca uz prag dvostruke promjene (eng. 2-fold change) 1 odabranu

p-vrijednost manju od 0.05 (slika 17).
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Slika 17. Promjene izrazaja spolno vezanih gena crvuljka: volcano plot dijagram spolno
vezanih diferencijalno izrazenih gena u muskoj i Zenskoj populaciji. Preuzeto i
prilagodeno iz: Quien D, Korac-Prlic J, Vilovi¢ K, Pogoreli¢ Z, Boric M, Barcot O, i sur.
Age-Related Transcriptomic Changes in the Vermiform Appendix. IJMS 2025,;26:11399.
https://doi.org/10.3390/ijms262311399. Prema licenci: CC BY 4.0.
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Nakon strogog filtriranja za slabo izraZzene gene, samo devet gena su znacajno
diferencijalno izrazeni izmedu muskih i zenskih uzoraka uz FDR<0.05. Najznacajnije pojacano
izrazeni geni u muskaraca su ocekivano vazni Y kromosom vezani geni, poput ribosomalnog
proteina RPS4Y1, RNA helikaze DDX3Y, histonske demetilaze specificne za muski spol
KDMS5D, proteaze specificne za ubikvitin USP9Y, translacijskog inhibicijskog faktora
EIF1AY, transkripcijskog faktora ZFY i protokadherina PCDH11Y i NLGN4Y (slika 18).
Zbog malog broja diferencijalno izrazenih gena funkcionalna analiza nije mogla biti izradena s

prikladnom pouzdanoscu.
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Slika 18. Promjene izrazaja spolno vezanih gena crvuljka: toplinska mapa prikazuje devet
znacajno pojacano izrazenih gena u muskoj populaciji (FDR<0.05). Preuzeto i
prilagodeno iz: Quien D, Korac-Prlic J, Vilovi¢ K, Pogoreli¢ Z, Boric M, Barcot O, i sur.
Age-Related Transcriptomic Changes in the Vermiform Appendix. IJMS 2025;26:11399.
https://doi.org/10.3390/ijms262311399. Prema licenci: CC BY 4.0.
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4.4. Promjene izrazaja gena crvuljka progresivno uvjetovane starenjem

Izrazaj gena crvuljka u pedijatrijskoj populaciji usporeden je s izrazajem u odrasloj i
gerijatrijskoj populaciji kako bi se identificirali geni €iji se izraZaj postupno mijenja starenjem
i nisu spolno vezani. Analiza glavnih komponenti (eng. principal component analysis, PCA)
transkriptoma crvuljka otkrila je dobno ovisno grupiranje uzoraka. Pedijatrijska populacija se
grupirala oko ishodista PCA, dok su uzorci odraslih grupirani kompaktnije, ali s 37,6%
varijance duz prve glavne komponente (PC1). Gerijatrijski uzorci pokazali su najvecu

rasprSenost s 14,6% varijance duz druge glavne komponente (PC2) (slika 19).
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Slika 19. Promjene izrazaja gena crvuljka progresivno uvjetovane starenjem: Analiza
glavnih komponenata pokazala je dobno ovisno grupiranje uzoraka. Preuzeto i prilagodeno
iz: Quien D, Korac-Prlic J, Vilovi¢ K, Pogoreli¢ Z, Boric M, Barcot O, i sur. Age-Related
Transcriptomic Changes in the Vermiform Appendix. IJMS 2025;26:11399.
https://doi.org/10.3390/ijms262311399. Prema licenci: CC BY 4.0.
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Trideset osam diferencijalno izrazenih gena kroz tri dobne skupine je nadalje filtrirano
za gene slabog izrazaja, definirajuci tako skup od dvadeset gena koji kodiraju proteine, a koji

su diferencijalno regulirani tijekom starenja crvuljka (slike 201 21).

odrasla vs. gerijatrijska pedijatrijska vs. gerijatrijska

muski vs. zenski pedijatrijska vs. odrasla

log2FC = 1
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Slika 20. Promjene izrazaja gena crvuljka progresivno uvjetovane starenjem: Vennov
dijagram koji pokazuje diferencijalno izraZene gene u svim skupinama unutar studije
(log2FC >£1, FDR<0.05). Preuzeto i prilagodeno iz: Quien D, Korac-Prlic J, Vilovi¢ K,
Pogorelic¢ Z, Boric M, Barcot O, i sur. Age-Related Transcriptomic Changes in the
Vermiform Appendix. IJMS 2025,26:11399. https://doi.org/10.3390/ijms262311399.

Prema licenci: CC BY 4.0.
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Pronadena je i progresivna promjena diferencijalnog izrazaja za nekoliko proteina koji
reguliraju stani¢ni rast i diferencijaciju: smanjenje izrazaja je primijeceno za antagonist BMP
signalizacije NOG, neuralni sekretorni glikoprotein NELL2, autofagiji pridruzeni protein
mikrotubula MAPILC3C 1 tetraspanin, membranski protein ukljuen u imunoregulaciju
TSPAN32, dok su kalikrein-povezane peptidaze KLK11 1 KLK12 te TTC39A pojacano
izrazene. Nekoliko proteina ukljucenih u epitelnu barijeru crijeva, ukljucuju¢i CLDN2,
NECTIN4, FGFBP1 i TFF3, bilo je zna¢ajno pojacano izrazeno kroz sve dobne skupine, kao i
upalni modulatori CCL13, LILRAS, TPSG1 1 TNFRSF12A. Nadalje, nekoliko gena ukljucenih
u stani¢ni metabolizam, poput alanin aminotransferaze GPT2, PCSK9, FDXR, AIFM?2,
COMTDI, MOCOS i PYCRI, takoder je znatno pojacano izrazeno u gerijatrijskoj populaciji

(slika 21).
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Slika 21. Promjene izrazaja gena crvuljka progresivno uvjetovane starenjem: Toplinska
mapa koja pokazuje gene znacajnog diferencijalnog izraZzaja u svim dobnim skupinama.
Preuzeto i prilagodeno iz: Quien D, Korac-Prlic J, Vilovi¢ K, Pogoreli¢ Z, Boric M,
Barcot O, i sur. Age-Related Transcriptomic Changes in the Vermiform Appendix. IJMS
2025,;26:11399. https://doi.org/10.3390/ijms262311399. Prema licenci: CC BY 4.0.
Prijevod teksta izvorne slike izraden pomocu Ul: Perplexity Al, San Francisco, CA, USA:
Perplexity AI; 2026
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Diferencijalna ekspresija gena je takoder analizirana izmedu pedijatrijske 1 gerijatrijske
populacije, uz izuzimanje spolno vezanih i prethodno istrazenih diferencijalno izraZzenih gena
u odrasloj i gerijatrijskoj skupini. Funkcionalna analiza KEGG putova otkrila je pojacan izrazaj
razli¢itih metabolickih 1 biosintetskih procesa, signalnih puteva uklju¢uju¢i MAPK, TNF 1
IL17, te neuronske i endokrine regulacijske procese. Slicno funkcionalnim razlikama
pronadenim izmedu odraslih i gerijatrijskih crvuljaka, nekoliko pojacano izrazenih KEGG
puteva je povezano s regulacijom membranskog potencijala i razinom neurotransmitera,
procesima metabolizma lipida i1 pozitivnom regulacijom upalnog odgovora i proizvodnjom

kemokina (slika 22).
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Slika 22. Promjene izrazaja gena crvuljka progresivno uvjetovane starenjem: KEGG
analiza puteva s prikazom pojacano izrazenih gena u gerijatrijskoj u odnosu na
pedijatrijsku populaciju. Preuzeto i prilagodeno iz: Quien D, Korac-Prlic J, Vilovic¢ K,
Pogoreli¢ Z, Boric M, Barcot O, i sur. Age-Related Transcriptomic Changes in the
Vermiform Appendix. IJMS 2025;26:11399. https://doi.org/10.3390/ijms262311399.
Prema licenci: CC BY 4.0. Prijevod teksta izvorne slike izraden pomocu Ul: Perplexity Al,
San Francisco, CA, USA: Perplexity AI; 2026
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Smanjenje izrazaja je uoceno za puteve koji reguliraju urodeni i steCeni imunoloski

odgovor, prianjanje stanica, receptore izvanstanicnog matriksa, neuronalnu te sinapticku

signalizaciju (slika 23).
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Slika 23. Promjene izrazaja gena crvuljka progresivno uvjetovane starenjem: Analiza

KEGG puteva s prikazom smanjeno izrazenih puteva u gerijatrijskoj u odnosu na

pedijatrijsku skupinu. Preuzeto i prilagodeno iz: Quien D, Korac-Prlic J, Vilovi¢ K,

Pogoreli¢ Z, Boric M, Barcot O, i sur. Age-Related Transcriptomic Changes in the
Vermiform Appendix. IJMS 2025,26:11399. https://doi.org/10.3390/ijms262311399.
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San Francisco, CA, USA: Perplexity AI; 2026

78



Stroga filtracija (FDR<0.05, log2FC > +£1) postupno diferencijalno izrazenih dobno
vezanih gena izmedu pedijatrijskih 1 gerijatrijskih crvuljaka rezultirala je 151 diferencijalno
izrazenim genima koji kodiraju proteine. Pojacan izrazaj je uocen za gene ukljucene u upalne
procese povezane sa starenjem, popravak mukozne barijere i fibrozu, metabolizam, hormone 1
signalne molekule, kao i za gene vaZne za stani¢ni metabolizam, hormonsko 1 stani¢no
signaliziranje, stani¢ni ciklus, proliferaciju i rast. Odabrani geni su prikazani u toplinskim

mapama (slike 24 -29).
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Slika 24. Promjene izrazaja gena crvuljka progresivno uvjetovane starenjem: Toplinska
mapa odabranih diferencijalno izrazenih gena izmedu pedijatrijske i gerijatrijske grupe
vezanih za upalne procese u starenju (eng. inflammaging) (FDR<0.05). Brojevi na mapi
pokazuju vrijednosti izvan raspona legende. Preuzeto i prilagodeno iz: Quien D, Korac-
Prlic J, Vilovi¢ K, Pogoreli¢ Z, Boric M, Barcot O, i sur. Age-Related Transcriptomic
Changes in the Vermiform Appendix. IJMS 2025;26:11399.
https://doi.org/10.3390/ijms262311399. Prema licenci: CC BY 4.0.
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Slika 25. Promjene izrazaja gena crvuljka progresivno uvjetovane starenjem: Toplinska
mapa odabranih diferencijalno izrazenih gena izmedu pedijatrijske 1 gerijatrijske grupe
vezanih za popravak crijevne barijere i fibrozu (FDR<0.05). Preuzeto i prilagodeno iz:
Quien D, Korac-Prlic J, Vilovi¢ K, Pogorelic¢ Z, Boric M, Barcot O, i sur. Age-Related
Transcriptomic Changes in the Vermiform Appendix. IJMS 2025,;26:11399.
https://doi.org/10.3390/ijms262311399. Prema licenci: CC BY 4.0.
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Slika 26. Promjene izrazaja gena crvuljka progresivno uvjetovane starenjem: Toplinska
mapa odabranih diferencijalno izrazenih gena izmedu pedijatrijske 1 gerijatrijske grupe
vezanih za RNA i regulaciju proteina (FDR<0.05); brojevi na mapi pokazuju vrijednosti
izvan raspona legende. Preuzeto i prilagodeno iz: Quien D, Korac-Prlic J, Vilovi¢ K,
Pogoreli¢ Z, Boric M, Barcot O, i sur. Age-Related Transcriptomic Changes in the
Vermiform Appendix. IJMS 2025,26:11399. https://doi.org/10.3390/ijms262311399.

Prema licenci: CC BY 4.0.
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Slika 27. Promjene izrazaja gena crvuljka progresivno uvjetovane starenjem: Toplinska
mapa odabranih diferencijalno izrazenih gena izmedu pedijatrijske 1 gerijatrijske grupe

vezanih za metabolizam (FDR<0.05); brojevi na mapi pokazuju vrijednosti izvan raspona

legende. Preuzeto i prilagodeno iz: Quien D, Korac-Prlic J, Vilovi¢ K, Pogoreli¢ Z, Boric

M, Barcot O, i sur. Age-Related Transcriptomic Changes in the Vermiform Appendix.
IJMS 2025;26:11399. https.//doi.org/10.3390/ijms262311399. Prema licenci: CC BY 4.0.
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Slika 28. Promjene izrazaja gena crvuljka progresivno uvjetovane starenjem: Toplinska
mapa odabranih diferencijalno izrazenih gena izmedu pedijatrijske 1 gerijatrijske grupe
vezanih za stani¢ni ciklus, proliferaciju i rast (FDR<0.05). Preuzeto i prilagodeno iz:
Quien D, Korac-Prlic J, Vilovi¢ K, Pogoreli¢ Z, Boric M, Barcot O, i sur. Age-Related
Transcriptomic Changes in the Vermiform Appendix. IJMS 2025,;26:11399.
https://doi.org/10.3390/ijms262311399. Prema licenci: CC BY 4.0.
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mapa odabranih diferencijalno izrazenih gena izmedu pedijatrijske 1 gerijatrijske grupe
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vezanih za hormone i signalizaciju (FDR<0.05); brojevi na mapi pokazuju vrijednosti izvan

raspona legende. Preuzeto i prilagodeno iz: Quien D, Korac-Prlic J, Vilovi¢ K, Pogoreli¢
Z, Boric M, Barcot O, i sur. Age-Related Transcriptomic Changes in the Vermiform
Appendix. IJMS 2025,;26:11399. https://doi.org/10.3390/ijms262311399. Prema licenci:

CCBY 4.0.
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4.5. Promjene u izraZaju gena crvuljka u pacijenata s gastrointestinalnim

tumorima

U Siroj obradi podataka analizirali smo tkivo zdravih crvuljaka odrasle i gerijatrijske
skupine pacijenata, koje smo podijelili u dvije skupine: pacijente s gastrointestinalnim
tumorima (n=9) 1 one bez tumora (n=6). Navedeni gastrointestinalni tumori nisu zahvacali
crvuljak. Analiza transkriptoma pacijenata s gastrointestinalnim tumorima u odnosu na zdravu
skupinu pokazala je pojacan izrazaj 332 gena i smanjen izrazaj 393 diferencijalno izrazenih
gena, uz p-vrijednost < 0,05. Velik broj gena, njih 39.772, nije zadovoljio kriterije za

diferencijalnu ekspresiju (slika 30).

PACIJENTI SA GI TUMORIMA U ODNOSU NA PACIJENTE BEZ TUMORA
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Slika 30. Promjene izrazaja gena crvuljka u pacijenata s gastrointestinalnim tumorima:
Volcano plot dijagram koji prikazuje diferencijalno eksprimirane gene (DEG) izmedu
pacijenata s gastrointestinalnim tumoraima i onima bez tumora u gerijatrijskoj i odrasloj

populaciji.
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U funkcionalnoj analizi gena povecanog izrazaja koristeni su Gene Ontology setovi gena
koji su pokazali najznacajnije pojacanje izrazaja genskih setova bioloskih procesa (BP) vezanih
uz proliferaciju glatkih miSi¢nih stanica, cirkadijani ritam, uzimanje hrane, odgovore na
steroidne hormone i ksenobioticke stimulanse u pacijenata s gastrointestinalnim tumorima u
odnosu na one bez tumora (slika 31).
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Slika 31. Promjene izrazaja gena crvuljka u pacijenata s gastrointestinalnim tumorima:
Funkcionalna analiza s Gene Ontology skupom gena za bioloske procese (BP) koji
prikazuje najznacajnije pojacanje izrazaja puteva vezanih za proliferaciju glatkih misi¢nih
stanica, cirkadijani ritam, uzimanje hrane, odgovore na steroidne hormone i ksenobioticke
stimulanse. Prijevod teksta izvorne slike izraden pomocu Ul: Perplexity Al, San Francisco,

CA, USA: Perplexity AI; 2026

84



U funkcionalnoj analizi gena smanjenog izrazaja kod pacijenata s gastrointestinalnim
tumorima koriSteni su Gene Ontology setovi gena koji su pokazali najznacajnije smanjenje
izrazaja bioloSkih procesa (BP) vezanih uz imunoloSki odgovor, posebice odgovor na

bakterijske 1 lipopolisaharidne podrazaje te citotoksi¢no djelovanje (slika 32).
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Slika 32. Promjene izrazaja gena crvuljka u pacijenata s gastrointestinalnim tumorima:
Funkcionalan analiza s Gene Ontology skupom gena za bioloske procese (BP) koji
prikazuje najznacajnije smanjenje izrazaja puteva vezanih uz imunoloski odgovor.
Prijevod teksta izvorne slike izraden pomocu Ul: Perplexity AI, San Francisco, CA, USA:
Perplexity AI; 2026

Pojedinacna analiza diferencijalno izrazenih gena utvrdila je ukupno jedan gen znacajno
pojacanog izrazaja u pacijenata sa gastrointestinalnim tumorima u odnosu na zdrave pacijente
i to je gen koji je dio transkripcijskog faktora AP1- FOSB (FDR=0.005). Za ostale analizirane

gene u ovoj skupini nije nadena statiti¢ka znacajnost.
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5. RASPRAVA
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Starenje tkiva je proces uvjetovan brojnim ¢imbenicima, a ukljucuje visSestani¢no,
strukturno 1 funkcionalno propadanje koje rezultira atrofijom tkiva s moguénoscu razvoja
bolesti povezanih sa starenjem. Obiljezja starenja tkiva crijeva obuhvacaju nagomilavanje
osStecenja DNA, metabolicke promjene, kroni¢nu upalu i naruSavanje crijevne barijere koja je
usko povezana sa crijevnom disbiozom. Uloga crvuljka, kao specijaliziranog dijela crijeva, je
u odrzavanju crijevnog imunoloskog odgovora i mikroflore. Kao zasebni dio GALT-a, crvuljak
sadrzi veliki broj limfnih folikula, koji se pojavljuju u drugom tjednu nakon rodenja i najbrojniji
su u pubertetu. Starenjem, smanjuje im se broj i1 velicina, ali mogu opstajati u starijoj dobi, Sto
je u skladu s histoloskim nalazima u nasim uzorcima (148,195,317). Fibrozna obliteracija
crvuljka predstavlja benigno stanje. Studije kao mogucu etiologiju ovog nalaza navode
hiperplaziju neuroendokrinih stanica u submukozi i lamini propriji crvuljka koja uzrokuje
ponavljajucu subklini¢ku upalu i dovodi do zamjene tkiva fibromiksoidnom stromom (310).
Dosadasnje studije opisuju prevalenciju fibrozne obliteracije nakon apendektomije od 0,8 do
20,5%, uz vise stope povezane s incidentalnom apendektomijom (311,312,318). Nasi rezultati
na uzorcima dobivenim incidentalnom apendektomijom upuéuju na to da je fibrozna
obliteracija vrska crvuljka ucestalija, ali ne znacajno, u gerijatrijskim i odraslim uzorcima u
usporedbi s pedijatrijskim uzorcima, Sto je u skladu s ostalim studijama s malom veli¢inom
uzoraka (83). Medutim, vece studije na uzorcima nepromijenjenih crvuljaka trebale bi ispitati
mogucu vezu izmedu smanjenja limfnih folikula te prisutnosti i opsega fibrozne obliteracije u
kontekstu starenja. Nasi podaci pokazuju da specificne transkriptomske promjene prate

histoloske nalaze u crvuljku starijih osoba.

Rezultati analize transkriptoma u odraslim i gerijatrijskim uzorcima crvuljka odrazavaju
slozen odnos izmedu povecanog oksidativnhog oStec¢enja, gubitka neuronske plasti¢nosti i
fibroznog remodeliranja u ovom dijelu crijeva. Starenje je potaknuto oSteCenjem funkcije
respiratornog lanca i oSteenjem mitohondrija, kao 1 opadanjem aktivnosti antioksidacijskih
enzima (319-321). Kroni¢na upala niskog stupnja, uzrokovana propadanjem mukozne barijere
1 disbiozom, dodatno povecava proizvodnju reaktivnih kisikovih radikala (ROS) (322). NRF2
je glavni transkripcijski regulator stani¢ne obrane od oksidativhog i metabolickog stresa.
Kontrolira izrazaj brojnih gena vezivanjem na elemente antioksidativnog odgovora u njihovim
promotorskim regijama i posljedi¢no pojacava njihov izrazaj (323,324). Nasi nalazi u crvuljku
starijih osoba ukazuju na aktivaciju NRF2 signalizacije, §to dokazuje pojacan izrazaj nekoliko
ciljnih gena NRF2, posebno NOOI i MGST1I, koji imaju jedinstvenu stani¢nu antioksidativnu
aktivnost (325). Uloga razlicitih ciljnih gena u regulacijskom putu NRF2 nije opseZnije
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istrazena u kontekstu starenja ljudske probave; medutim, poznato je da bazalni izrazaj NRF2
ciljnih gena u pojedinim tkivima raste s dobi, ali aktivacija na stresni podrazaj opada zbog
smanjenja funkcije povezanog s zivotnom dobi, poznatog kao priguSivanje NRF2 (326-328).
Aktivacija NRF2 uvjetovana stresnim podrazajem opcenito se smatra zaStitnom za tkivo,
medutim, njezina uloga u probavi tijekom upale moze biti zastitna kratkoro¢no, dok dugoroc¢no
ima potencijalni u€inak na razvoj tumora, §to je prikazano u studiji Kruse i sur. koji opisuje
epitelnu adaptaciju NCM460 stanica i1 otpornost na apoptozu pod oksidativnim stresom od
strane upalnih mijeloidnih stanica (329). Studije na miSevima pokazuju da aktivacija NRF2 u
enterocitima pojacava izrazaj NOO] 1 pokrece remodeliranje crijeva, dok farmakoloska blokada
NRF2 poboljsava kontraktilnost aboralnog debelog crijeva u zenskih misSeva starije dobi
(330,331). Uzimajudi u obzir raznovrsne u¢inke NRF2, koji mogu biti razli¢iti za svako tkivo,
potrebne su dodatne studije da razjasne ulogu povecanog bazalnog izrazaja ciljnih gena NRF2

u kontekstu upalnog starenja probave.

U literaturi su prisutni ¢vrsti dokazi koji povezuju starenje s gubitkom gustoée
mijenterickih neurona (332). Promjene u crijevnom ziv€anom sustavu rezultiraju
gastrointestinalnom disfunkcijom i mogu doprinijeti razvoju bolesti i patoloskih stanja u starijoj
zivotnoj dobi. Progresivni gubitak crijevnih neurona i smanjenje intersticijskih Cajalovih
stanica rezultira razvojem gastrointestinalne disfunkcije uslijed slabljenja sekrecijske funkcije
1 crijevnog motiliteta (252). U vezi s navedenim, primijetili smo smanjenje izrazaja tirozin
kinaze RET, koja podrzava sazrijevanje tkiva 1 proliferaciju crijevnih neurona i
enteroendokrinih stanica (333). RNA sekvenciranje na razini pojedinacnih stanica ljudskog i
misjeg crijevnog zivéanog sustava otkrilo je razliite razine izrazaja gena ovisno o lokaciji,

cirkadijanom ritmu i starenju (248).

Nasa analiza pokazuje smanjenje izrazaja vaznih gena ionskih kanala koji reguliraju
ekscitabilnost neurona i homeostazu kalcija. Naponski kontrolirani kalijevi kanali su osjetljivi
na oksidacijski stres, stoga smanjenje izrazaja KCNABI, KCNBI, KCNMB2 i CACNA2DI u
tkivu crvuljka u starijoj dobi moze narusiti regulaciju neuronske ekscitabilnosti i homeostazu
kalcija (334,335). Promjene u signalizaciji kalcija su usko povezane sa stani¢nom
neravnotezom reaktivnih kisikovih vrsta, koja moze dovesti do porasta razine kalcija u citosolu
1 uvesti stanicu u apoptozu te u konacnici dovesti do gubitka neurona i usporavanja tranzita
crijevnog sadrzaja zbog poremecaja peristaltike (336,337). Takoder, receptori glutamata, od
klju¢nog su znacaja za ekscitacijsku neurotransmisiju u ljudskoj probavi, imaju vaznu ulogu u

regulaciji kalcija u neuronima. Crijevni Ziv€ani sustav iskazuje nekoliko tipova glutamatnih
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receptora koji posreduju brzu ekscitacijsku sinapticku transmisiju, ukljuc¢ujuéi receptore za o-
amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazolpropionsku kiselinu (AMPA receptori). Podjedinica
AMPA receptora GRIA2 (GluA2) od presudnog je znacaja za regulaciju permeabilnosti Ca2+
1 naponski ovisnu provodljivost kanala (338—340). U nasem istrazivanju uocili smo smanjenje
izrazaja podjedinice AMPA receptora GRIA2 zajedno s njegovim transkripcijskim faktorom
ADAR2 (log2FC=0.8, FDR=0.07), s§to upucuje na patoloski pomak u regulaciji kalcija u
neuronima koji moze dovesti do ekscitacijske ranjivosti (341). Smanjenje izrazaja nekoliko
gena neuronskih adhezijskih molekula (NCAM2, NRXNI, NEGRI 1 CNTNI) dodatno upucuje
na raspad sinapticke strukture 1 stabilnosti (342,343). Uocili smo porast kolicine
sarkoplazmatskog proteina JSRP1 koji regulira sprezanje CaV1.1-RyR1 kanala (344). Protein
JSRP1 je primarno marker kontraktilnih stanica, §to ukazuje na uzduzno vezivno remodeliranje
stijenke crvuljka, najizrazenije u podrucju vrska crvuljka. Starenje obiljeZeno fibrozom (eng.
fibroaging), opisivano kao pojacano nakupljanje vezivnog tkiva blagoga stupnja, pojavljuje se
i u drugim probavnim organima gdje je povezano s disbiozom i upalom (345,346). Znacajno
smanjenje izrazaja proteina izvanstanicnog matriksa ABI3BP predstavljaju dodatni pokazatel;
pojacane fibroze, budu¢i da ona potice diferencijaciju, a ne proliferaciju, $to je demonstrirano
u Abi3bp knockout miSeva nakon infarkta miokarda te na ljudskim srcima s dilatativnom

kardiomiopatijom (347,348).

Promjena izrazaja spolno vezanih gena kroz analizu transkriptoma otkrila je mali broj
znaCajno diferencijalno izrazenih gena, od kojih je vecina, oCekivano, lokalizirana na Y
kromosomu te je u prethodnim studijama pokazala visok udio kod muskaraca u odnosu na Zene
u brojnim ljudskim tkivima (349). Spolno vezani geni EIFIAY, DDX3Y, NLGN4Y, UTY i ZFY,
koji su pojacano izrazeni kod musSkaraca, ¢esto se koriste u raCunalnim procjenama starenja
tkiva jer se status metilacije njihove DNA pouzdano mijenja tijekom starenja, te su korisni za
procjenu bioloskog starenja kod muSkaraca (350,351). Porast izrazaja gena za epitelni
sekretorni protein REGI1B predstavlja zanimljiv nalaz. Njegov ucinak na proliferaciju i
antiapoptotska svojstva pomaze u popravku ostecenja crijevne sluznice, dok pojacan izrazaj u

tkivima karcinoma potice proliferaciju i povecava invazivnost tumorskih stanica (352,353).

Uocili smo vecéi broj diferencijalno izrazenih gena izmedu skupina odrasle i gerijatrijske
u odnosu na pedijatrijsku skupinu. Ovaj fenomen je ve¢ opisan u tkivima ljudskog mozga 1
epidermisa zbog povecane nasumicnosti promjena genske ekspresije tijekom starenja (354—
356). Nasi rezultati ukazuju na povezanost diferencijalne ekspresije gena kroz sve dobne

skupine s kljuénim procesima starenja crijeva. Analiza diferencijalno izrazenih gena od
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pedijatrijske do gerijatrijske skupine, otkrila je snizen izrazaj nekoliko gena vaznih za stani¢ni
rast 1 diferencijaciju. Sekretorni glikoprotein i opisani antagonist koStanih morfogenetskih
proteina Noggin (NOG) izraZzen je u mati¢nim stanicama crijeva. NOG je potreban za
odrzavanje pluripotentnosti Lgr5+ crijevnih mati¢nih stanica, stoga uo€eni snizen izrazaj moze
oznacavati smanjenje broja navedenih stanica, $to je u literaturi opisano u kontekstu starenja
miSeva (121,357-361). NELL2 je sekretorni glikoprotein znacajno pojacano izrazen u
neuronima i nije opsezno istrazen u crijevhom zivéanom sustavu. Studije na Zivotinjama
pokazuju da gubitak NELL2 uzrokuje smanjenje prezivljenja i diferencijacije neurona,
narusava plasticnost sinapsi te povecava ranjivost 1 neurotoksicni stres (362,363). Povecanje
stani¢nog stresa moze biti dodatno potaknuto snizenim izrazajem jednog od klju¢nih proteina
autofagije, MAP1LC3C, $to dovodi do narusene razgradnje unutar stanica putem lizosoma.
Nadalje, snizena je i ekspresija tetraspanina 32 (7SPAN32), koji je fizioloski izrazen u T-
limfocitima povezanima s GALT-om, gdje djeluje kao negativni regulator T-stanica pa bi
snizenje njegovog izrazaja moglo rezultirati naruSavanjem ravnoteze imunoloSkog odgovora
izmedu tolerancije na komenzalne i ucinkovitog imunoloskog odgovora na patogene

mikroorganizme (364,365).

Klju¢na odrednica intestinalnog starenja je naruSavanje crijevne barijere. Protein
medustani¢nih ¢vrstih spojeva klaudin-2 (CLD2) stvara kationski selektivne kanale u
paracelularnom prostoru propusne za vodu 1 time slabi epitelnu barijeru. Izrazaj gena CLD?2
smatra se jednom od glavnih odrednica propusnosti crijevne barijere; selektivnim provodenjem
natrijevih 1 kalijevih iona te vode, CLD2 snizava transepitelni elektricni otpor (TER) i
omogucuje ucinkovitu resorpciju tekuéine (366). Primijeceni pojacan izrazaj CLDZ2 povezan je
u prethodnim studijama sa snizenjem TER-a i povec¢anim paracelularnim protokom iona, $to
rezultira nastankom sindroma propusnog crijeva koji pridonosi razvoju disbioze, intestinalne

upale i neucinkovitoj kontroli patogena (307).

Galektin-3 (LGALS3) dodatni je tkivni i serumski biljeg intestinalnog starenja
povezanog s upalom, a u ovom istrazivanju njegov je izrazaj bio pojacan u gerijatrijskoj
populaciji. Galektin-3 pripada skupini lektina koje vezu B-galaktozide te sudjeluju u regulaciji
stani¢nog prianjanja, remodeliranju izvanstani¢nog matriksa, kao i u modulaciji upalnih 1
fibroznih procesa. Brojna su istrazivanja pokazala povezanost galektina-3 s patogenezom niza
znacCajnih bolesti, ukljuujuci sr€ano zatajivanje, kroni¢nu bubreznu bolest, jetrenu i pluénu
fibrozu te maligne bolesti. U crijevu je galektin-3 pretezito izrazen u diferenciranim

enterocitima na vrScima resica te je u interakciji s mucinom-2 (MUC?2), zbog ¢ega je kljucan za
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odrzavanje homeostaze izmedu domacina 1 mikrobioma (367-372). Smanjen izrazaj galektina-
3 opisan je u crijevnoj sluznici bolesnika s upalnim bolestima crijeva, dok su povisene razine u
serumu zabiljezene u bolesnika s ulceroznim kolitisom i Crohnovom boles¢u (373,374). U
ovom radu uocili smo pojacan izrazaj galektina-3 u sluznici crvuljka starijih ispitanika, Sto se
moze tumaciti kao kompenzacijski mehanizam usmjeren na o€uvanje crijevne barijere, buduci
da je pokazano kako se galektin-3 veze s N-kadherinom, okludinom i drugim komponentama
zonule occludens, ¢ime pridonosi oCuvanju integriteta epitelne barijere i potice obnovu
epitelnih stanica (374-377). Usporednom analizom pedijatrijskih i1 gerijatrijskih uzoraka
prikazane su postupne promjene koje zahvacaju crvuljak tijekom starenja, naglasavajuci tako
klju¢na obiljezja starenja probave. Analizom GSEA, koriste¢i KEGG signalne puteve,
otkriveno je pojacanje izrazaja gena ukljucenih u signalne puteve povezane s upalom (TNF-a,
IL-17 1 MAPK) uz istodobno smanjenje izrazaja signalnih puteva fosfolipaze D, pri ¢emu su ti
procesi izravno povezani s kronicnim upalnim procesima u starijoj dobi i1 stani¢nom
senescencijom (378-380). Povisen izrazaj viSe gena, ukljucujudi transkripcijski faktor epitela
SPDEF, sekretorni ligand obitelji epidermalnog faktora rasta AREG, peptid slican ¢imbeniku
rasta REG4 1 mucin 2 (MUC2), izmedu ostalih, upucuje na aktivnu regeneraciju crijevne
sluznice. Crijevna sluz sastoji se od glikoproteina MUC?2, kojeg proizvode vrcaste stanice. Nasi
rezultati ukazuju na povecanu aktivnost vréastih stanica u crvuljku tijekom starenja, Sto je
vidljivo iz zna€ajnog porasta izrazaja MUC?2 u gerijatrijskoj skupini, a u skladu je s dosadasnjim
nalazima koji pokazuju na porast broja sekretornih stanica tijekom starenja (121). MUC?2 je
¢esto pojacano izrazen u kroni¢noj upali, a njegov se izrazaj regulira putem transkripcijskog
faktora NF-kB, koji moze biti aktiviran liposaharidima ili citokinima. Istrazivanja izrazaja
MUC?2 u debelom crijevu starih miSeva pokazuju narusenu crijevnu barijeru i smanjen izrazaj
MUC2, stoga se uoceno pojacanje u crvuljku moze povezati sa lokacijom unutar probavnog
sustava (381). SpecifiCan porast izrazaja MUC2 povezan je s istovremenim povecanim
izrazajem proteaznih inhibitora specifi¢nih za vrcaste stanice tipa kazal, SPINK4 i SPINK 1, kao
1s znaCajnim porastom ekspresije proteina tetraspanina-8, koji osigurava primjereno izlucivanje
mucina (382). Uzimajuci u obzir i pojacan izrazaj antiapoptotskog inhibitora serin-proteaza
SLPI, olfaktomedina-4 (OLFM4) te peptida slicnog ¢imbeniku rasta REG4, koji poticu epitelnu
proliferaciju, u crvuljku starijih osoba zapaza se reparativni odgovor na blagu kroni¢nu upalu
koji se pojacava sa starenjem (121,383). Osim navedenoga, primijeéen je pojacan izraZaj
faktora rasta i diferencijacije GDF15 i kemokina CCL11, dobro opisanih biomarkera povezanih
s razvojem upale tijekom starenja. Istrazivanja na ljudskim modelima pokazuju snaznu

pozitivnu korelaciju izmedu razine GDF15 s kronoloSkom 1 bioloSkom dobi te ga se smatra
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kljucnim faktorom sekretornog fenotipa povezanog sa senescencijom (228,384,385). Pojacan
izrazaj kemokina vaznog za aktivaciju eozinofila CCL11, za koji je pokazano da smanjuje
neurogenezu 1 povecava proizvodnju kisikovih radikala u stanicama mikroglija te izaziva
ekscitotoksi¢nu smrt neurona u mozgu zbog pretjerane aktivacije ekscitatornih receptora,
mogao bi takoder doprinijeti promjenama povezanima sa starenjem u crijevnom Zzivéanom

sustavu (115,386).

U analizi uzoraka zdravih crvuljaka pacijenata s gastrointestinalnim tumorima u odnosu
na pacijente bez tumora u odrasloj i gerijatrijskoj skupini naden je pojacan izrazaj gena FOSB,
dijela AP-1 transkripcijskog faktora (FDR=0.005). PoviSeni izrazaj gena FOSB odraz je
kombinacije u¢inaka imunosenescencije i karcinogeneze polja, a ne nuzno direktni onkogeni
signal. Karcinogeneza polja je medicinski koncept koji oznaCava veliko podrucje genetski
izmijenjenih stanica zbog dugotrajne izlozenosti tkiva Stetnim ¢imbenicima poput tumora. U
konceptu polja karcinogeneze pokazano je da se molekularne promjene proSiruju izvan
makroskopski vidljivog tumora, zahvacajuéi susjednu i udaljenu sluznicu s promjenama u
proliferaciji, upalnim signalnim putevima 1 epigenetskom profilu. FOSB, kao ¢lan FOS obitelji
jezgrenih transkripcijskih faktora i komponenta AP-1 kompleksa, sudjeluje u regulaciji
proliferacije, diferencijacije i upalnog odgovora. U pojedinim gastrointestinalnim tumorima,
FOSB je povezan s progresijom bolesti ili promijenjenim izrazajem u tumoru u odnosu na
okolna tkiva, §to podupire njegovu ulogu kao osjetljivog markera tumorskog mikrookruzenja
(387,388). Istodobno, studije na kolorektalnim stanicama pokazuju da FOSB regulira ekspresiju
ciklooksigenaze 2, COX-2, bez izravne promjene prostaglandina PGE2, naglaSavaju¢i funkciju
AP-1 u finoj modulaciji upalnih i proliferacijskih putova vaznih za karcinogenezu (389).
Imunosenescencija u gerijatrijskoj dobi dodatno mijenja sposobnost odgovora na tumore. AP-
1 transkripcijski faktori klju¢ni su regulatori funkcije citotoksi¢nih limfocita, T stanica i NK
stanica, a njihova deregulacija u starijoj dobi doprinosi promijenjenom antitumorskom
imunitetu. Preklapanje AP-1 mreZe sa senescentnim programima potvrdeno je i u modelima
stani¢ne senescencije, gdje AP-1 oblikuje senescentni transkripcijski program 1 sudjeluje u
odrzavanju senescentnog fenotipa, Sto je osobito vazno u gerijatrijskih bolesnika s kronicnom
sistemskom upalom povezanom sa starenjem (390). Pojacan izrazaj FOSB u crvuljku starijih
bolesnika s gastrointestinalnim tumorima u naSoj analizi moze odrazavati zajednicki ucinak
kroni¢ne upale niskog intenziteta, promijenjenog antitumorskog imuniteta, senescentnih i
regeneracijskih odgovora u crijevnoj sluznici, $to ukratko oznacava integrirani ucinak polja

karcinogeneze modulirane imunosenescencijom.
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U naSoj smo studiji pokazali da transkriptomske promjene povezane sa starenjem
crvuljka odrazavaju kljucne procese obiljezja starenja, potvrdujuéi ideju da se crvuljak moze
koristiti kao tkivni model za starenje crijeva. Uocili smo povecan izrazaj gena ukljucenih u
uklanjanje ROS-a, biljega inflammaginga i vezivnog remodeliranja, kao 1 smanjenje izrazaja
gena klju¢nih za funkciju crijevnog ziv€anog sustava i odrzavanje crijevne barijere, ukljuc¢ujuci
receptore neuroaktivnih liganada, ionske kanale i adhezijske molekule. Sprjecavanje
oksidacijskog oSte¢enja u crijevu tijekom starenja zahtijeva uskladenu potporu endogenih
antioksidativnih sustava, jacanje integriteta mukozne barijere, ocuvanje funkcije mitohondrija,
te smanjenje kronicne upale niskog stupnja karakteristi¢ne za starenje tkiva, ukupni ucinak

navedenoga ograni¢ava nakupljanje ROS-a i titi tkivo crijeva u starijoj dobi (115,386).

Provedena studija ima nekoliko ogranicenja. VeliCina uzorka je relativno mala 1 buduce
studije veceg broja ispitanika biti ¢e potrebne kako bi se provjerila i1 prosirila ova saznanja.
Dodatno, studija je prvenstveno opisna i oslanja se na profiliranje transkriptoma bez daljnje
eksperimentalne potvrde. Stoga, daljnja istrazivanja ¢e biti potrebna kako bi se objasnila
funkcionalna vaznost naSih rezultata. Procesi povezani sa starenjem probavnog sustava mogu
se znacajno razlikovati prema anatomskoj lokaciji, a crvuljak ne mora u potpunosti prikazati
sve regionalne znacajke starenja crijeva. U svrhu procjene prikladnosti crvuljka kao modela za
pojedine mehanizme starenja u buduénosti bit ¢e potrebno izraditi studije usporedbe procesa
starenja na raznim dijelovima probave koje ukljucuju crvuljak. S obzirom da starenje
predstavlja rizi¢ni faktor za razvoj bolesti, razumijevanje slozenih mehanizama starenja koji
dovode do disfunkcije probave moze u buducnosti biti klju¢ za bolje i kvalitetnije lijecenje

bolesti starije dobi.
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Na temelju provedenog RNA-sekvenciranja i histoloSke analize na uzorcima tkiva
morfoloski nepromijenjenog crvuljka utvrdeno je da postoji jasna razlika u izraZaju gena
izmedu inocentnih crvuljaka pedijatrijske, odrasle i1 gerijatrijske populacije, koja slijedi

progresivan obrazac promjena u skladu s bioloSkim starenjem tkiva.

Tkivo crvuljka u gerijatrijskoj skupini pokazuje pojacan izrazaj gena povezanih s
oksidativnim stresom, procesima povezanim s metabolizmom kolesterola i odrzavanjem
crijevne barijere uz istodobno smanjen izrazaj gena ukljucenih u sinapticku signalizaciju,
neuronsku adheziju i integritet crijevnog ziv€anog sustava, ¢ime se potvrduju specificne

transkriptomske razlike u odnosu na odraslu populaciju.

Identificiran je manji skup gena koji kodiraju proteine s postupnim promjenama izrazaja
kroz sve dobne skupine (pojacan izrazaj CLDN2, MUC?2 i1 GDF15, smanjen izrazaj NOG 1
NELL?2), koji odrazavaju slabljenje epitelne barijere, kroni¢nu upalnu aktivnost niskog
stupnja (eng. inflammaging) 1 smanjeni regeneracijski potencijal, pri ¢emu su pojedine
razlike izrazene izmedu gerijatrijske 1 pedijatrijske populacije, ali ne nuzno u medusobnoj
usporedbi s odraslom skupinom, $to podupire tre¢u hipotezu o dobno specificnim

obrascima.

Analiza obogacenosti skupova gena (GSEA) pokazala je da starenje inocentnog crvuljka
odrazava klju¢ne procese intestinalnog starenja: pojacanu oksidacijsku aktivnost,
metabolicko remodeliranje (osobito metabolizam lipida i kolesterola), narusavanje funkcije
crijevne barijere te aktivaciju imunosnih i upalnih puteva u skladu s kroni¢nom upalom u

starenju.

Analiza transkriptoma crvuljaka u populaciji pacijenata s tumorima gastrointestinalnog
sustava u odnosu na one bez tumora ukazuje na dodatne pomake u izrazaju u putovima
vezanim uz imunosni nadzor, metabolicku preraspodjelu i stani¢ni stres, sugerirajuc¢i da

crvuljak moze odrazavati sistemske promjene u neoplasticnim oboljenjima.
Analiza izrazaja spolno vezanih gena otkrila je mali broj znacajno diferencijalno izrazenih

gena, od kojih je vecina vezana za Y kromosom, $to oc¢ekivano govori o relativno malim

razlikama u genskom izrazaju izmedu spolova.
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Histoloskom analizom utvrdeno je da gerijatrijski uzorci pokazuju vecu ucestalost fibrozne
obliteracije vrSka crvuljka i1 redukcije limfnih folikula u skladu sa dosada$njim
histomorfometrijskim radovima o degeneraciji limfnog tkiva tokom starenja, ¢ime se
morfoloSke promjene povezuju s transkriptomskim nalazima slabljenja steCene imunosti 1

kroni¢ne upale niskog stupnja.
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7. SAZETAK NA HRVATSKOM JEZIKU
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Uvod: Starenje predstavlja slozeni proces psihofizickog propadanja, obiljezen
progresivnom stani¢nom i organskom disfunkcijom te nagomilavanjem DNA oSte¢enja koja
dovode do promjena u izraZaju gena. Starenjem tkiva prolaze kroz niz morfoloskih 1
funkcionalnih promjena koje mogu narusiti funkciju i homeostazu tkiva, a probavni sustav nije
iznimka u ovom procesu. Starenje probavnog sustava ukljucuje postupne promjene u strukturi
i funkciji crijeva te sastavu crijevne mikrobiote, koje pridonose nastanku poremecaja
homeostaze i povecanoj sklonosti kroni¢nim bolestima probavnog sustava. Crvuljak je dio
crijeva bogat GALT-om i djeluje kao rezervoar crijevne mikrobiote. Dosadasnje histolosSke
studije ukazale su na involuciju limfnog tkiva 1 fibroznu obliteraciju crvuljka u starijoj dobi, no

transkriptomska podloga tih promjena nije dosada istrazena (83,198).

Ciljevi: Cilj ovog istrazivanja je utvrditi dobno ovisne razlike u izrazaju gena, bioloSkim
putevima te histoloskim obiljezjima morfoloski normalnog crvuljka usporedbom uzoraka
pedijatrijske, odrasle i gerijatrijske populacije. Dodatno, istrazivanje je nastojalo procijeniti
utjecaj spola i prisutnosti gastrointestinalnih tumora na promjene izrazaja gena te povezati

molekularne promjene sa histoloskim znakovima starenja.

Materijali i metode: NaSe istrazivanje, temeljeno na morfoloski normalnim uzorcima
crvuljka, obuhvatilo je histolosku analizu sa RNA sekvenciranjem na ukupnom uzorku tkiva
kako bi se opisale promjene strukture i izraZzaja gena povezane sa starenjem. U studiju je
ukljuceno ukupno 20 uzoraka podijeljenih u tri dobne skupine: pedijatrijsku (n=5), odraslu

(n=8) 1 gerijatrijsku (n=7).

Rezultati: HistoloSkom analizom u uzorcima starije dobi zabiljezena je veca ucestalost
redukcije limfnih folikula i pojava fibrozne obliteracije vrska crvuljka, Sto je u skladu s ranije
opisanim involutivnim promjenama limfnog tkiva i remodeliranja vezivnog tkiva u starijoj
zivotnoj dobi. Analizom ekspresije gena RNA sekvenciranjem identificirana su 1004
diferencijalno izrazena gena izmedu odraslih 1 gerijatrijskih ispitanika (385 pojacano 1 619
smanjeno izrazenih; p < 0,05). Pojacano izrazeni funkcionalni putevi bili su ukljuc¢eni u odgovor
na oksidacijski stres, metabolizam kolesterola i odrzavanje mukozne barijere, ukljucujuci ciljne
gene transkripcijskog faktora NRF2 (NQOI, MGSTI). Navedeni rezultati upucuju na
kompenzatorno pojacanje antioksidativne aktivnosti u starijem crvuljku. Nasuprot tome,
smanjeno izrazeni geni bili su povezani sa sinaptickim signaliziranjem, regulacijom ionskih
kanala i neuronalnom adhezijom (GRIA2, RET, NOSI, NCAM2, CNTN1), sto odrazava dobno
uvjetovano slabljenje funkcije crijevnog ziv€anog sustava. U sve tri dobne skupine izdvojeno
je 25 gena koji kodiraju proteine s progresivnim promjenama izrazaja tijekom starenja, pri cemu
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su CLDN2, MUC?2 i GDF15 pokazali pojaanje, a NOG 1 NELL2 smanjenje izrazaja. Takav
obrazac upucuje na popustanje epitelne barijere, trajnu upalnu aktivnost povezanu sa starenjem
(eng. inflammaging) te smanjeni regenerativni potencijal tkiva, Sto je u skladu sa poznatim
konceptima crijevnog starenja. Spolno vezane razlike u crvuljku analizirane su usporedbom
izmedu muskih 1 zenskih uzoraka odrasle 1 gerijatrijske skupine. U ovoj analizi najznacajnije
pojacano izrazeni geni u musSkaraca su oCekivano vazni Y kromosom vezani geni. Analiza
transkriptoma crvuljka pacijenata s gastrointestinalnim tumorima u odnosu na pacijente bez
tumora pokazala je statisticki znaCajno pojacan izrazaj gena FOSB §to se objasnjava
integriranim ucinkom polja karcinogeneze moduliranog imunosenescencijom u pacijenata s

neoplastiénim oboljenjima.

Zakljuéak: Dobiveni rezultati pokazuju da crvuljak odrazava klju¢ne procese
intestinalnog starenja poput oksidativnog stresa, kroni¢ne upalne aktivacije, narusene epitelne
barijere i neurodegeneracije sto dodatno podupire njegovu upotrebu kao modela za istrazivanje

mehanizama starenja crijeva na histoloSkoj i molekularnoj razini.
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Starenje je prirodan proces tijekom kojeg tijelo postupno gubi svoju funkciju, a to se
dogada i u probavnom sustavu. S godinama dolazi do promjena u strukturi crijeva, sastavu
bakterija u njima i nac¢inu na koji stanice funkcioniraju. Crvuljak, mali dio crijeva bogat
imunoloSkim tkivom, moze posluziti kao dobar model za proucavanje tih promjena jer ima

vaznu ulogu u obrani organizma i odrZzavanju crijevne ravnoteze.

U ovom istrazivanju analizirani su uzorci crvuljka ljudi razlicite dobi. Istrazivanje je
pokazalo da kod starijih osoba dolazi do smanjenja imunoloSkog tkiva i pojave oziljkastih
promjena u crvuljku. Na razini gena uoceno je da se s godinama pojacava aktivnost sustava koji
Stite stanice od stresa i oStecenja, Sto vjerojatno predstavlja pokuSaj organizma da se obrani.
Istodobno, smanjuje se aktivnost gena povezanih s funkcijom ziv€anog sustava crijeva, S$to

moze utjecati na rad crijeva.

Istrazivanjem su takoder identificirani geni koji se postupno mijenjaju s dobi, a koji
upucuju na slabljenje zaStitne barijere crijeva, prisutnost blage kroni¢ne upale i smanjene
sposobnosti obnove tkiva. Rezultati ukazuju da crvuljak odrazava klju¢ne promjene povezane
sa starenjem crijeva te moze biti koristan model za daljnja istrazivanja procesa starenja i bolesti

probavnog sustava.

101



9. SUMMARY

102



Title: Age-Related Transcriptomic Changes in the Vermiform Appendix

Introduction: Aging is a complex process of psychophysical decline characterized by
progressive cellular and organ dysfunction, as well as the accumulation of DNA damage leading
to alterations in gene expression. During aging, tissues undergo a range of morphological and
functional changes that may impair tissue function and homeostasis, and the gastrointestinal
system is not an exception. Aging of the gastrointestinal tract involves gradual changes in
intestinal structure and function, as well as in the composition of the gut microbiota,
contributing to disrupted homeostasis and increased susceptibility to chronic gastrointestinal
diseases. The appendix is a part of the intestine rich in gut-associated lymphoid tissue (GALT)
and functions as a reservoir of the gut microbiota. Previous histological studies have
demonstrated involution of lymphoid tissue and fibrous obliteration of the appendix with
advancing age; however, the transcriptomic basis of these changes has not yet been investigated

(83,198).

Objectives: This study aimed to determine age-related differences in gene expression,
biological pathways, and histological features of the morphologically normal appendix by
comparing paediatric, adult, and geriatric populations. Furthermore, the study aimed to evaluate
the impact of sex and the existence of gastrointestinal tumours on the transcriptomic profile, as

well as to correlate molecular alterations with histological ageing features.

Materials and Methods: This study analyzed morphologically normal appendix
samples by combining histological examination with bulk RNA sequencing to understand age-
related structural and gene expression changes. A total of 20 samples were collected and

categorized into three age groups: paediatric (n=5), adult (n=8), and geriatric (n=7).

Results: Histological analysis of older samples revealed a higher frequency of lymphoid
follicle reduction and fibrous obliteration of the appendiceal tip, consistent with previously
described involutional changes in lymphoid tissue and connective tissue remodelling in older
age. Gene expression analysis identified 1004 differentially expressed genes between adult and
geriatric subjects (385 upregulated and 619 downregulated; p < 0.05). Upregulated pathways
were involved in oxidative stress response, cholesterol metabolism, and maintenance of the
mucosal barrier, including NRF2 target genes (NQOI, MGSTI), suggesting a compensatory
increase in antioxidant activity in the aged appendix. In contrast, downregulated genes were
associated with synaptic signalling, ion channel regulation, and neuronal adhesion (GRIA2,

RET, NOSI, NCAM2, CNTNI), indicating an age-related decline in enteric nervous system
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function. Across all age groups, 25 genes with progressive age-related expression changes were
identified; CLDN2, MUC2, and GDF15 were upregulated, while NOG and NELL2 were
downregulated. This pattern suggests epithelial barrier dysfunction, inflammaging, and reduced
regenerative capacity. Sex-related differences showed the expected upregulation of Y
chromosome-linked genes in males. The analysis of the appendiceal transcriptome in patients
with gastrointestinal tumours compared with tumour-free patients showed a statistically
significant upregulation of FOSB, which can be explained by the integrated effect of field

cancerisation modulated by immunosenescence in patients with neoplastic disease.

Conclusion: The findings suggest that the appendix mirrors essential aspects of
intestinal aging, such as oxidative stress, chronic inflammation, compromised epithelial barrier
integrity, and neurodegeneration. This supports its suitability as a model for investigating

intestinal aging through histological and molecular approaches.
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Aging is a natural process in which the body gradually loses function, and this also
occurs in the digestive system. Over time, changes occur in the structure of the intestines, the
composition of gut bacteria, and the way cells function. The appendix, a small part of the
intestine rich in immune tissue, can serve as a useful model for studying these changes because

it plays an important role in immune defence and in maintaining intestinal balance.

In this study, appendiceal samples from individuals of different ages were analysed. The
results showed that older individuals exhibit reduced immune tissue and fibrotic (scar-like)
changes in the appendix. At the gene level, ageing was associated with increased activity of
systems that protect cells from stress and damage, likely reflecting a compensatory defence
mechanism. At the same time, the activity of genes related to the function of the intestinal
nervous system decreased, which may affect gut function. Additionally, genes that change
progressively with age were identified, indicating a weakened intestinal barrier, mild chronic
inflammation, and a reduced capacity for tissue regeneration. These findings suggest that the
appendix reflects key changes associated with intestinal ageing and may serve as a valuable

model for further research into ageing processes and gastrointestinal diseases.
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Prilog 1. Informirani pristanak za sudjelovanje u istrazivanju

Klinika za Kkirurgiju
Zavod za abdominalnu Kirurgiju
Odjel za koloproktolosku Kkirurgiju
u suradnji s
Klinikom za dje€ju Kirurgiju,
Zavodom za patologiju, sudsku medicinu i citologiju

Klini¢kog bolni¢kog centra Split

Medicinskim fakultetom SveudiliSta u Splitu
OBAVIJEST
ZA ISPITANIKA /RODITELJA/ ZAKONSKOG ZASTUPNIKA /SKRBNIKA
(zaokruziti odgovarajuce)
Naslov istrazivanja
Promjene u izrazaju gena crvuljka izazvane imunosenescencijom i starenjem
Voditelj istrazivanja:
Damir Quien, dr. med.
Specijalist abdominalne kirurgije
Klinika za kirurgiju; KBC Split
POZIV ZA SUDJELOVANIJE

Postovana / poStovani, pozivamo Vas da sudjelujete u znanstvenom istrazivanju u kojem ¢e se
na VaSem uzorku crvuljka, uzetom tijekom abdominalnog zahvata, laboratorijskom,
patohistoloSkom i imunohistokemijskom metodom te analizom transkriptoma, odrediti izrazaj
RNA molekula i proteina. Ova obavijest sadrzi podatke ¢ija je svrha pomoc¢i Vam odluciti Zelite

li sudjelovati u ovom znanstvenom istrazivanju. Prije nego odlucite, Zelimo da shvatite zaSto se
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to istrazivanje provodi i §to ono ukljucuje. Zato Vas molimo da paZljivo procitate ovu

obavijest.
DOSADASNIJE SPOZNAJE O OVOM PROBLEMU

Sluznica probavnog sustava je imunoloski vrlo aktivno tkivo koje predstavlja nepropusnu
barijeru te Stiti organizam od progutanih patogena i njihovih toksina. Imunoloski odgovor
sluznice crijeva slabi starenjem u procesu tzv. imunoloske senescencije koja je kod ljudi vrlo
slabo opisana, a rezultira naruSavanjem integriteta epitelne barijere probavnog sustava koji

doprinosi razvoju kroni¢ne upale kod starije populacije (1,2). Funkcija imunoloSkog sustava 2

unutar probave vezana je uz razvoj tolerancije za komenzalne mikrorganizme te pruZanje
adekvatnog imunoloSkog odgovora na patogene. S obzirom na iznimno aktivnhu imunolosku
osnovu, crvuljak predstavlja odlican model za proucavanje progresivne imunosenescencije
crijeva koja se odrazava aberantnom ekspresijom imunoloskih receptora, upalnih citokina 1
defenzina, ali i strukturalnih proteina tkiva crvuljka. Usprkos nekim poznatim ¢injenicama o
morfoloSkim 1 imunoloSkim posljedicama starenja, koje su utvrdene prvenstveno na
zivotinjskim modelima poput miSa, imunosenescencija probavnog sustava kod ljudi nije
detaljno proucena. Na$ pristup problematici stoga obuhvaca proucavanje ekspresije proteina u

tkivu crvuljka u pedijatrijskoj populaciji u odnosu na srednju i kasnu Zivotnu dob.

1. Jasper H. Annual Review of Physiology Intestinal Stem Cell Aging: Origins and
Interventions. Annu Rev Physiol is online. 2019;82:203-29.

2. Mabbott NA, Kobayashi A, Sehgal A, Bradford BM, Pattison M, Donaldson DS. Aging and
the mucosal immune system in the intestine. Biogerontology 2014 162. 2014;16(2):133-45.

OBRAZLOZENJE CILJA / SVRHE ISTRAZIVANJA

Istrazivanje imunosenescencije 1 integriteta crijevne barijere klju¢no je za razumijevanje
starenja ljudskog probavnog sustava te prevencije i lijeCenja upalom vodenih malignih bolesti,

stoga su ciljevi ovog istrazivanja sljedeci:

1. Ispitati ukupni izrazaj gena u tkivu inocentnih crvuljaka kod pacijenata pedijatrijske i odrasle

populacije te istraziti razlike u ekspresiji gena prilikom starenja tkiva
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2. Potvrditi diferencijalnu ekspresiju klju¢nih gena, koja je utvrdena ispitivanje ukupnog

izrazaja, na Sirem uzorku arhivskih tkiva inocentnih crvuljaka uklopljenih u parafin

Ispitivanje obuhvaca analizu uzoraka zdravih (makroskopski urednih) crvuljka uzetih u tijeku

abdominalnih zahvata zbog drugih stanja 1 bolesti u trbusnoj Supljini.
MOGUCI RIZICI I PREDNOSTI SUDJELOVANJA ZA VAS KAO ISPITANIKA

Moguca prednost je za ispitanika je Sto ¢e se svi uzorci koji budu uzeti u analizu patohistoloski

analizirati te se na ovaj nacin mogu otkriti druge bolesti (tumori, upalne bolesti crijeva...).

Nema rizika povezanih sa sudjelovanjem u ovoj studiji obzirom da se planira uzorkovanje tkiva

koje se ionako odstranjuje prema indikaciji. 3

VASA ULOGA ISPITANIKA U OVOM ZNANSTVENOM ISTRAZIVANJU

Na Vama je da odlucite hocete li sudjelovati u ovom istrazivanju. Ako odlucite sudjelovati

dobit ¢ete na potpis ovu obavijest. VaSe sudjelovanje je dobrovoljno.
POVIJERLJIVOST I UVID U DOKUMENTACIJU

Vasi osobni podatci se ¢uvaju sukladno Zakonu o zastiti podataka koji se provodi u KBC Split.
Svi podatci ¢e biti elektronski obradeni i nisu dostupni za javnost. Pristup dokumentaciji ima
patolog iz Zavoda za patologiju, sudsku medicinu i citologiju KBC Split gdje se podatci cuvaju

u elektronskom obliku sukladno Zakonu o zastiti podataka.

ZA STO CE SE KORISTITI PODACI DOBIVENI U OVOM ZNANSTVENOM
ISTRAZIVANJU?

Podatci dobiveni ovim znanstvenim istrazivanjem mogu biti prakti¢ne i znanstvene koristi.

Objavit ¢e se u znanstvenim publikacijama. Identitet ispitanika ostaje anoniman.
TKO ORGANIZIRA I FINANCIRA ISPITIVANIJE?

Ispitivanje se provodi u okviru doktorske disertacije pod nazivom ,,Promjene u izrazaju gena
crvuljka izazvane imunosenescencijom i starenjem®, a financirano je iz sredstava Medicinskog

fakulteta Sveucilista u Splitu.
TKO JE PREGLEDAO OVO ISPITIVANIJE?
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Ovo ispitivanje pregledalo je Eticko povjerenstvo Klinickog bolni¢kog centra Split, koje je

nakon uvida u dokumentaciju odobrilo ispitivanje. Ispitivanje se provodi u skladu sa svim

primjenjivim smjernicama, €iji je cilj osigurati pravilno provodenje i sigurnost osoba koje
sudjeluju u ovom znanstvenom istrazivanju, uklju¢uju¢i Osnove dobre klinicke prakse i

Helsinsku deklaraciju.

KOGA KONTAKTIRATI ZA DALINJE OBAVIJESTI?

Za sve dodatne informacije kontaktirajte

Damir Quien, dr. med.

Klinika za kirurgiju; Zavod za abdominalnu kirurgiju, Odjel koloproktoloske kirurgije
Tel: 021/556 420

e-mail:dquien@kbsplit.hr

Preslik potpisane obavijesti dobiva ispitanik. Originalni primjerak potpisane obavijesti

zadrZava i ¢uva glavni ispitivac.
Hvala Sto ste procitali ovaj dokument 1 razmotrili sudjelovanje u ovom znanstvenom
istrazivanju.

Ova obavijest je sastavljena u skladu s Zakonom o zdravstvenoj zastiti Republike Hrvatske (NN
150/08), Zakonom o pravima pacijenata Republike Hrvatske (NN 169704) i Zakonom o zastiti
osobnih podataka NN 106/12.

SUGLASNOST ZA SUDJELOVANJE

1. Potvrdujem da sam procitao/procitala ovu obavijest za gore navedeno znanstveno istrazivanje

te sam imao/imala priliku postavljati pitanja.

2. Razumijem da je moje sudjelovanje dobrovoljno te se mogu povuci u bilo koje vrijeme, bez

navodenja razloga i bez ikakvih posljedica po zdravstvenom ili pravnom pitanju.

3. Razumijem da mojoj medicinskoj dokumentaciji imaju pristup odgovorni pojedinci, tj. glavni
istraziva€ 1 njegovi suradnici, ¢lanovi Eti¢kog povjerenstva ustanove u kojoj se istraZivanje
obavlja te ¢lanovi Eti¢kog povjerenstva koje je odobrilo ovo znanstveno istrazivanje. Dajem

dozvolu tim pojedincima za pristup mojoj medicinskoj dokumentaciji.

150



4. Pristajem da moj obiteljski lijeCnik (odnosno c¢lan obitelji) bude upoznat s mojim

sudjelovanjem u navedenom znanstvenom istrazivanju.

5. Zelim sudjelovati u navedenom znanstvenom istrazivanju.

Ime 1 prezime Ispitanika / Roditelja / Zakonskog zastupnika / Skrbnika (zaokruziti

odgovarajuce)

Potpis:

Ime i prezime (tiskanim slovima)

Datum:

Osoba koja je vodila postupak obavijesti za ispitanika i suglasnosti za sudjelovanje:

Uloga u istrazivanju:

Potpis:

Ime i prezime (tiskanim slovima)

Datum:
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Prilog 2. Odobrenje Etickog povjerenstva Klinickog bolnickog centra Split

' KBC Split

KLINICKI BOLNICKI CENTAR SPLIT
ETICKO POVJERENSTVO

Klasa: 500-03/22-01/90
Urbroj: 2181-147/01/06/M.5.-22-02

Split, 14.06.2022.

IZVOD
1Z ZAPISNIKA SJEDNICE ETICKOG POVJERENSTVA KBC SPLIT 8/2022

13.

Damir Quien, dr.med. iz Klinike za kirurgiju KBC-a Split je uputio Eti¢kom povjerenstvu zamolbu za
odobrenje provedbe istraZivanja:

" Promjene u izraZaju gena crvuljka izazvane imunosenescencijom i starenjem"

IstraZivanje u svrhu doktorske disertacije ¢e se provesti u Klinici za kirurgiju, Klinici za dje&ju kirurgiju i
Zavodu za patologiju, sudsku medicinu i patologiju KBC-a Split.

Suradnici u istraZivanju su prof.dr.sc. Katarina Vilovi¢, prof.dr.sc. Zenon Pogoreli¢, doc.dr.sc. Ognjen
Barcot, dr.sc. Matija Boric.

Nakon razmatranja zamolbe, donesen je sljedeci

Zakljucak

Iz prilozene dokumentacije razvidno je da je Plan istraZivanja uskladen s odredbama o zaititi prava i
osobnih podataka ispitanika iz Zakona o zastiti prava pacijenata (NN169/04, 37/08) i Zakona o provedbi
Opce uredbe o zaltiti podataka (NN 42/18), te odredbama Kodeksa lijeénitke etike i deontologije
(NN55/08, 139/15) i pravilima Helsinske deklaracije WMA 1964-2013 na koje upucuje Kodeks.

Eti¢ko povjerenstvo je suglasno i odobrava provodenje istraZivanja.

PREDSJEDNIK ETICKOG POVJERENSTVA
KLINICKOG BOLNICKOG CENTRASPLIT
PROF. DR. SC, MARIJAN SARAGA
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Prilog 3. Odobrenje Etickog povjerenstva Medicinskog Fakulteta Sveucilista u Splitu

SVEUCILISTE

U SPLITU

MEDICINSKI
FAKULTET

EtiCko povjerenstvo

Klasa: 003-08/22-03/0003

Ur, br.: 2181-198-03-04-22-0079
Split, 9. prosinca 2022,

o

MISLIENJE
Etickog povierenstva povadom prijave istraZivanja:
Promjene u izraZaju gena crvuljka izazvane imunosenescencijom i starenjem

Zaprimljen je zahtjev doc. dr. sc. Marine Degoricija za odobrenjem znanstvenog istrafivanja pod
nazivom Promjene u izraiaju gena crvuljka izazvane imunosenescencijom | starenjem -
provedba znanstvenog istraZivanja na ljudima. Predvideno je da ova istrafivanje zapocne u ofujku
2023. godine te da traje dvije godine,, a provodit ée se u Labaratoriju 2a biokemiju i Laboratoriju
za istrafivanje raka, Medicinskog fakulteta u Splitu te u Klinickom zavedu za patelogiju, sudsku
medicinu | citologlju, Kliniel 2a kirurgiju, Zavodu za abdominalnu kirurgiju, Odjelu za
koloproktolosku kirurgiju, te u Kliniel za djecju kirurgiju, KBCa Split. Glavni ciljevi ovog istraivanja
51 ispitati ukupni izraiaj gena u tkivu inoeentnib crvuljaka kod pacijenata pedijatrijske | odrasle
populacije te istrafiti razlike v ekspresiji gena prilikom starenja thkiva te potvrditi diferencijalnu
ekspresiju kljuénih gena, koja je utvrdena ispitivanje ukupnog izra¥aja, na Sirem vzorku arhivskin
tkiva inocentnih crvuljaka uklopljenih u parafin,

Etitko povierenstvo Medicinskog fakulteta Sveudilista u Splitu je, prilikom raspravljanja o ovem
predmetu, uzelo u obzir izjavu prijavitelja da ispitanici u okviry predloienog istraiivanju nece biti
izlofeni dodatnom riziku v odnosu na ved planirani operativnl zahvat. Takoder je uzeta u obair
izjava da fe identitet ispitanika wvijek ostati anoniman.

Sukladno odredbi £lanka 16, Etickog kodeksa Medicinskog fakulteta u Splitu Povjerenstvo je
zauzelo stajaliste kake je predmetng istraZivanje o skladu 5 odredbama EtiCkog kodeksa koje
reguliraju istraZivanja na ljudima u znanstvenom, istrafivatkom i stru€nom radu te vadedim
pravnim propisima i etitkim nafelima | smjernicama &iji je cilj osigurati pravilno provodenje
istrafivanja, sigurnost sudionika i istraZivacku Cestitost.

Misljenje je doneseno jednoglasno.

Predsjednik Povjerengt_'gﬁ?_" T,

P R '
Pt
prof. dr. sc. Marko Ljﬁf@lcng:iﬁ.-;

iy pn

ot

viti;

- doc. dr. sc. Marina Degoricija
- arhiv Etitkog povjerenstva Medicinskog fakulteta
- arhiv Fakulteta
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