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SAZETAK

Specifi€nosti imunosnog odgovora u procesu cijeljenja rana u modelu

dijabetesa u CD26 deficijentnim miSevima

Uvod: Dipeptidil-peptidaza IV (DPP 1V/CD26) multifunkcionalan je protein s
znacajnom proteolitiCkom i kostimulacijskom ulogom ¢ime utje€e i na proliferaciju,
angiogenezu, adheziju, migraciju i apoptozu stanica u procesu cijeljenja rana.
Modulacijom bioloSke aktivnosti inkretina sudjeluje i u regulaciji koncentracije
glukoze u krvi, medutim, patofizioloSki procesi cijeljenja rana u dijabetesu nisu
dovoljno razjasnjeni. Pretpostavka ovog istrazivanja je da DPP IV/CD26 ima
vaznu ulogu u modulaciji imunosnog odgovora u procesu cijeljenja rana u
hiperglikemiji.

Cilj istrazivanja bio je ispitati utjeCe li nedostatak DPP IV/CD26 na
makroskopske i/ili mikroskopske promjene tijekom procesa cijeljenja rana koze u
dijabetesu, istraziti izrazaj makrofaga i limfocita T kod CD26 deficijentnih te divljeg
tipa zivotinja s induciranim dijabetesom te ispitati promjene u aktivnosti serumske
DPP IV/CD26 tijekom uspostave eksperimentalne hiperglikemije i tijekom procesa
cijelijenja rana koze u C57BL/6 zivotinjama.

Materijal i metode: CD26 deficijentnim (CD26™) te divljem tipu mieva (C57BL/6)
induciran je model dijabetesa intraperitonealnom aplikacijom otopine
streptozotocina u citrathom puferu u dozi od 50 mg/kg tijekom pet dana. MiSevima
s potvrdenim dijabetesom je potom na interskapularnom dijelu leda ucinjeno Sest
rana promjera 5 mm te su pojedine skupine pokusnih Zivotinja zrtvovane drugog,

Cetvrtog, sedmog, desetog te petnaestog dana. Primjenom razliCitih metoda
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analize  makroskopskih i mikroskopskih uzoraka  (patohistolosSkim,
imunohistokemijskim, histomorfometrijskim i spektrofotometrijskim metodama)
pratio se stupanj regeneracije pojedinih slojeva koze, stupanj proliferacije stanica
bazalnog sloja epidermisa i fibroblastadermisa, izrazaj limfocita T i makrofaga u
vezivu koriuma oba soja ispitivanih Zivotinja, te enzimska aktivhost serumske
DPP 1V/CD26 kod CD57BL/6soja tijekom procesa cijeljenja rana.

Rezultati dobiveni ovim istrazivanjem ukazuju na relativno uspjesniji proces
cijelienja rana kozZe u uvjetima nedostatka DPP IV/CD26 i razvijenog dijabetesa.
Stupanj regeneracije koriuma kod CD26™ miSeva statisticki znac¢ajno je vedi
(p<0,05) u odnosu na C57BL/6 miSeve kao i broj Ki67 pozitivnih stanica, Sto
upucuje na pojaCanu proliferaciju stanica veziva uz obnovu ekstracelularnog
matriksa u uvjetima nedostatka CD26. |zrazaj limfocita T statistiCki je znacajno
veéi (p<0,05) kod divljeg tipa Zivotinja Sto ukazuje da je upalna faza manje
izraZzena kod CD26™ Zivotinja. Porast izraZaja makrofaga bio je brZi i intenzivniji u
uvjetima nedostatka CD26. Aktivhost serumske DPP I1V/CD26 kodC57BL/6
miSeva u uvjetima hiperglikemije je statisti¢ki znacajno veca (p<0,05) u usporedbi
s fizioloSkim uvjetima dok je tijekom procesa cijeljenja rana znacajno snizena
drugog i ¢etvrtog dana od indukcije rana.

Zaklju€ak: Dobiveni rezultati potvrduju pretpostavku kako molekula DPP
IV/ICD26 utjeCe na intenzitet i dinamiku cijelienja rana kao i specificnost
imunosnog odgovora u uvjetima eksperimentalne hiperglikemije. Pokazano je da
je kod CD26” miseva upalni odgovor manje izraZzen nego kod divljeg tipa miseva.

Proces regeneracije i reparacije tkiva u uvjetima hiperglikemije uspjesniji je kod
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nedostatka DPP IV/CD26 Sto potvrduje vaznost inhibitora ove molekule u

terapijske svrhe kod oboljelih od dijabetesa.

Kljuéne rijeci: dijabetes, dipeptidil-peptidaza IV (DPP 1V/CD26), cijeljenje rana,

limfociti T, makrofazi, proliferacija stanica
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SUMMARY

Specificities of the Immune Response during the Wound Healing Process in
CD26 Deficient Mice with Experimental Diabetes

Introduction: Dipeptidyl peptidase IV (DPP IV/CD26) is a multifunctional protein
with a significant proteolytic and costimulatory role, thus affecting the process of
proliferation, angiogenesis, adhesion, migration and apoptosis of cells in the
wound healing process. It is also involved in the regulation of blood glucose
concentrations by modulating the biological activity of incretins. However, the
pathophysiological processes of wound healing in diabetes are not sufficiently
clarified. The hypothesis of this study is that DPP IV/CD26 plays an important role
in modulating the immune response in the wound healing process in conditions of
hyperglycemia.

The aim of this study was to determine whether DPP 1V/CD26 deficiency affects
macroscopic and/or microscopic changes during cutaneous wound healing
process in diabetes. We aimed to determine the expression of macrophages and
lymphocytes T in CD26 deficient and wild-type animals with induced diabetes and
to investigate changes in serum DPP IV/CD26 activity during the development of
experimental hyperglycemia and during the wound healing process in C57BL/6
animals.

Materials and Methods: A model of diabetes was induced in CD26 deficient
(CD26™) and wild type (C57BL/6) mice by intraperitoneal administration of a
streptozotocin solution in citrate buffer at a dose of 50 mg/kg for five days. After

the induction of diabetes, six experimental wounds (5 mm in diameter) were
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induced on the interscapular dorsal part of animals. Groups of experimental
animals were sacrificed the second, fourth, seventh, tenth and fifteenth day of
wound healing. Different methods of analysis were used for macroscopic and
microscopic examinations (pathohistological, imunohistochemical,
histomorphometrical and spectrophotometrical methods). The degree of
regeneration of different skin layers, the degree of proliferation of the basal layer
of epidermis and fibroblasts of the dermis, and the expression of lymphocytes T
and macrophages in wound tissues of both mice strains were determined.
Likewise, serum DPP IV/CD26 activity during the wound healing process in
C57BL/6 mice was analyzed.

The results of this study indicate a relatively more successful skin wound healing
process under conditions of DPP IV/CD26 deficiency in diabetes. The rate of
tissue regeneration in CD26™ mice was statistically significantly higher (p<0.05)
than in C57BL/6 mice as well as the number of Ki67 positive cells, indicating an
increase drate of cell proliferation and regeneration of extracellular matrix in
conditions of CD26 deficiency. The number of lymphocytes T is statistically
significantly higher (p<0.05) in wild type mice indicating that the inflammatory
phase is less pronounced in CD26"animals. The increase in macrophage
expression was faster and more intense in the absence of DPP IV/CD26. The
activity of serum DPP IV / CD26 in C57BL/6 diabetic mice was statistically
significantly higher (p<0.05) compared to physiological conditions while it was

significantly decreased the second and fourthday of wound healing.
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Conclusion: Obtained results confirm the hypothesis that DPP IV/CD26
influences the intensity and dynamics of wound healing as well as the specificity
of the immune response in experimental hyperglycemic conditions. It has been
shown that CD26” mice show a less pronounced inflammation response than wild
type mice. The process of tissue regeneration and reparation in hyperglycemia is
more successful in conditions of DPP IV/CD26 deficiency, which confirms the
importance of inhibitors of this molecule for therapeutic purposes in patients with

diabetes.

Keywords: Diabetes, Dipeptidyl peptidase IV (DPP 1V/CD26), Cell proliferation,

Lymphocytes T, Macrophages, Wound healing
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1. UvOD

1.1. Diabetes mellitus

Dijabetes (Lat. Diabetes mellitus) je metabolicka bolest povezana s
poremecajem ili nedostatkom lu€enja inzulina. Postoji niz patogenih procesa koji
su ukljueni u ovu bolest, od autoimune destrukcije B-stanica Langerhansovih
otoCica gusteraCe Sto rezultira nedostatkom inzulina, pa do abnormalnosti koje
dovode do rezistencije na djelovanje inzulina. Glavni uzrok ostecenja je
poremecaj metabolizma ugljikohidrata, bjelanCevina i masti zbog odsutnosti
djelovanja inzulina na ciljna tkiva Sto dovodi do hiperglikemije koja uzrokuje brojne
posljedice, poput dugorocnog ostecenja i disfunkcije razli€itih organa, a ponajviSe
oc€iju, krvnih zila, srca, zivaca i bubrega. Uzrok nedostatnog djelovanja inzulina na
cilina tkiva je poremecaj izlu€ivanja inzulina i/ili smanjena osjetljivost tkiva na
inzulin. Oba se uzroka mogu Cesto pojaviti kod istog pacijenta, pa je teSko odrediti
koja je abnormalnost odgovorna za pojavu hiperglikemije. Dijabetes se prema
etiopatogenetskoj kategoriji dijeli na dijabetes tipa 1 i dijabetes tipa 2 a osim toga
razlikujemo i gestacijski dijabetes te ostale tipove dijabetesa (1). Kod dijabetesa
tipa 1 postoji potpuni prestanak izlu€ivanja inzulina $to je najéeSc¢e izazvano
autoimunim procesom unistavanja beta stanica (2). Dijabetes tipa 2 je mnogo
uCestaliji te ga karakterizira kombinacija rezistencije na djelovanje inzulina i
poremecaj kompenzacijskog izlu€ivanja inzulina (1). Osobe oboljele od ovog tipa
karakterizira intraabdominalna pretilost koja je povezana s nedostatkom ili
rezistencijom na inzulin, hipertenzija te dislipidemija (2). Posljedice ove bolesti su
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brojne, ponajprije se ocituje hiperglikemija Ciji su simptomi poliurija, polidipsija,
gubitak tezine, zamagljen vid te polifagija. Kod kroni¢ne hiperglikemije moze doci i
do poremecaja u rastu te osjetljivost na odredene infekcije. Nekontrolirani akutni
dijabetes moZe imati po Zivot opasnu hiperglikemiju s ketoacidozom ili
neketonskim hiperosmolarnim sindromom (1). Broj osoba oboljelih od dijabetesa
se 2011. godine procijenio na 366 milijuna ljudi, od ¢ega je ¢ak 90% bolovalo od

dijabetesa tipa 2 (2).

1.1.2. Komplikacije u dijabetesu

Komplikacije koje se pojavljuju kod ljudi koji boluju od dijabetesa su
ponajviSse uzrokovane oStecenjem srednje velikih i velikih arterija
(makrovaskularne komplikacije) te kapilara (mikrovaskularne komplikacije) koje
se nalaze u ciljnim organima. Glavni uzrok smrti kod dijabetiCara su
kardiovaskularne komplikacije u koje ukljuujemo hipertenziju i dislipidemiju. U
mikrovaskularne komplikacije koje su najizraZenije u perifernim Zivcima,
bubrezima i mreznici ubrajamo neuropatiju, nefropatiju te retinopatiju (3).
Neuropatija uzrokuje gubitak osjeta stopala $to moze voditi do nastanka
dijabetiCckog stopala. Nefropatija uzrokovana dijabetesom je vodeéi uzrok
terminalne bubrezZne insuficijencije. Kao posljedica retinopatije kod dijabetiCara
dolazi do sljepoce. Prethodno navedene komplikacije mogu utjecati na dinamiku
cijelienja rana kod dijabetiCara koja je nastala zbog oslabljenih slozenih

mehanizama za obnavljanje i regeneraciju tkiva (4).



Vodeci uzrok morbiditeta kod osoba oboljelih od dijabetesa je kroni¢ni ulkus
koji vrlo Cesto utjeCe na kvalitetu Zivota i uzrokuje patnju i bol pacijenata.
Pojavljuje se kod 15 % svih dijabetiCara te je uzrok 84 % ukupnih amputacija
donjih ekstremiteta koji su povezani s ovom bolesti. Patofiziologija mu je vrlo
kompleksna, a komplikacije poput makroangiopatije, mikroangiopatije i

neuropatije znacajno doprinose razvoju dijabetickih rana (5).

1.1.3. Terapija dijabetesa tipa Il

Kako bi se Sto visSe smanijio rizik za moguce buduce komplikacije najvaznije
je Sto prije identificirati bolesnika ili osobu s predispozicijom oboljenja od
dijabetesa. Cimbenici koji predstavljaju rizik za dijabetes su pretilost, hipertenzija
te obiteljska povijest dijabetesa. Pokazalo se da kod Cak 25 % bolesnika s
dijabetesom tipa 2 postoje mikrovaskularne komplikacije u vrijeme dijagnoze
bolesti $to znaci da boluju od dijabetesa viSe od 5 godina. Za dijagnosticiranje oba
tipa dijabetesa koriste se jednostavni testovi kao Sto su ispitivanje glukoze u
plazmi nataste, oralni test tolerancije glukoze, fruktozaminski test i mnogi drugi.
Kod daljnjeg lijeCenja bolesnika najvaznije je posti¢i uravnotezeno lijeCenje
postizanjem stabilne euglikemije, $to se moZe postiéi praviinom prehranom i
terapijom oralnim antihiperglikemicima. Kod bolesnika s dijabetesom tipa 1
primjenjuju se prilagodene inzulinske terapije koje traju cijeli Zivot. Bolesnici s
dijabetesom tipa 2 takoder mogu primati inzulinsku terapiju, a moguce je i kirurSko

lijeCenje dijabetesa, kirurSkim zahvatom pankreasa. Kod dijabetesa tipa 2, visoke
3



razine glukoze i masnih kiselina u cirkulaciji pospjesSuju disfunkciju beta stanica.
Kako bi se obnovile oStecene beta stanice postoji i mogucnost presadivanja
Langerhansovih otoCi¢a gusSteraCe koji su bogato vaskularizirani (2). Nakon
presadivanja otoCiCa, za uspjeSnost oporavka vrlo su vazni vaskularizacijski
C¢imbenici poput vaskularnog endotelnog faktora rasta (VEGF) koji potie
angiogenezu. Takoder je vazan i glukagonu slican peptid 1 (GLP-1, od engl.
glucagon like peptide-1) koji in vivo djeluje tako $to povecava broj beta stanica
jer potiCe neogenezu otoCica (6). GLP-1 je vrlo vazan regulator metabolizma
glukoze u Covjeka i ima bioloSko djelovanje koje se oc€ituje u stimulaciji sekrecije
inzulina, inhibiciji sekrecije glukagona, zatim produljuje vrijeme praznjenja Zeluca
te izaziva osjecaj sitosti. Zbog ovih djelovanja GLP-1 predstavlja molekulu od
velikog terapijskog znacaja kod lijeCenja SecCerne bolesti tipa 2 (7). Njegova
dostupnost ovisi o0 molekuli DPP IV/CD26 (dipeptidil-peptidaza IV, molekula
CD26), koja ima kataliticko djelovanje na GLP-1. Uporabom inhibitora DPP IV u
terapiji Secerne bolesti tipa 2 omogucuje se povecéanje poluzivota GLP-1 i time se

pospjeSuje metabolicka kontrola (8).

Prevalencija dijabetesa je na Zalost vrlo visoka i broj bolesnika nastavlja
rasti te je stoga potrebno poticati preventivne i kurativne mjere. Prvenstveno bi se
trebalo utjecati na nacin prehrane tako da se smaniji dostupnost visokokalori¢nih i

visoko masnih namirnica te opcenito poticati zdrav nacin Zivota (2).



1.2. Dipeptidil-peptidaza IV (DPP 1V/CD26)

Dipeptidil-peptidaza IV multifunkcionalni je protein otkriven i opisan 1966.
godine pod vodstvom znanstvenika V. K. Hopsu- Havu i G. G. Glennera.
Histokemijskim su istraZivanjima u jetri Stakora dokazali molekulu koja ima
karakteristiku otpustanja naftilamina iz Gly-Pro-2-naftilamida. Zbog navedene
karakteristike enzimu su dali naziv glicil-prolin naftilamidaza, koja je danas
poznatija kao dipeptidil-peptidaza IV (DPP 1V) (9). Aktivnost dipeptidil-peptidaze
IV je 1977. godine utvrdena na limfocitima periferne krvi (10). Jedanaest godina
kasnije dokazalo se da su molekula DPP |V i leukocitni povrSinski antigen CD26
jednake molekule zbog c¢ega se nekolicina monoklonskih protutijela koja
prepoznaju DPP IV grupiralo pod naziv ,CD26“. Godine 1977., znanstvenici
Shrader i Stacy su uoCili neodredeni protein koji ima ulogu vezivanja s
adenozin-deaminazom (ADA). Zbog svoje funkcije protein su nazvali ,adenozin
deaminaza vezujuéi protein“ (engl. Adenosin deaminase binding complexing
protein, ADAbp, ADAcp) (11). Nekoliko godina kasnije, odnosno 1993. potvrdeno
je kako se radi o kompleksu DPP IV-ADA (12). Na osnovu provedenih
istraZivanja 1978. godine ustanovljeno je kako je DPP |V sastavljena od dvije
jednake podjedinice od kojih svaka zasebno ima aktivno mjesto (13). Tada
novootkrivena molekula GLP-1 koja ima vaznu ulogu regulatora metabolizma
glukoze kod Covjeka, podlijeZe katalitickom djelovanju dipeptidil peptidaze 1V. Ova

¢injenica je 1998. godine potaknula J. J. Holsta i C. F. Deacona da daju prijedlog



koriStenja inhibitora DPP IV u terapiji Se¢erne bolesti tipa 2 jer time omogucuju
dulji poluzivot GLP-1 ¢ime poboljSavaju metabolicku kontrolu (8).

DPP IV/CD26 je serinska proteaza stani¢ne povrSine koja pripada obitelji
prolil-oligopeptidaza (POP) (14), te je samo njen izrazaj pronaden na leukocitima
zbog Cega se izdvaja iz svoje skupine. Specificno djelovanje ove molekule je
katalitiCka razgradnja dipeptida na N-terminalnom dijelu peptidnih i proteinskih
lanaca koji u svojoj primarnoj strukturi sadrZe prolin ili alanin na pretposljednjem
mjestu (15). DPP IV/CD26 takoder pokazuje moguc¢nost povezivanja s razli€itim
proteinima, te je 1985. godine pokazano da ovaj enzim ima ulogu receptora za
kolagen i fibronektin (16). Ova spoznaja povezivanja DPP IV/CD26 i kolagena je
takoder potvrdena i 1988. godine kod Stakora (17). DPP IV/CD26 ima veoma
vaznu ulogu i u imunosnom sustavu. lzraZzava se na pojedinim skupinama
limfocita T utjeCuéi na njihovu aktivnost zbog stimulacijskog djelovanja koje ima
na njin (18). lzrazena je isto tako i na povrsSini stanica razliCitih tkiva poput
epitelnih i endotelnih stanica, a kako je dokazano da je DPP IV jednaka
povrSinskom antigenu CD26, ova molekula predstavlja jedinstven hematopoetski
diferencijacijski antigen (19). Moguénost vezivanja CD26 na citoplazmatsku
domenu CD45 dokazano je 2001. godine ¢ime je ustanovljeno i kako je CD26
lokalizirana i na lipidnim splavovima (20).

Postoje dva oblika DPP IV/CD26 u organizmu: topljivi (solubilni) i
membranski oblik. Prisutnost topljivog oblika nalazimo u plazmi te ostalim
tielesnim teku¢inama, a membranski oblik izraZava se na povrSini mnogobrojnih

stanica razli€itih tkiva. Znanstvena istraZivanja koja se provode na DPPIV/CD26
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su vrlo vazna zbog njene uklju€enosti u mnogobrojne procese organizma poput
uloge u metabolizmu glukoze, zatim uloge prognostickog ili dijagnostickog

markera za razliCite vrste karcinoma te drugih bolesti (14).

1.2.1. Molekularna svojstva DPP IV/CD26

Pomocu metode kloniranja i sekvencioniranja Stakorske cDNA 1989.
godine je prvi put odredena primarna struktura dipeptidil peptidaze IV (21). Tri
godine kasnije, cDNA koja kodira humani DPP IV/CD26 je izolirana i
sekvencionirana. Njezina molekulska masa je iznosila 100 kDa. Humana DPP
IV/CD26 je transmembranski protein tipa |l sastavljen od dva identicha dimera
ukupne relativne molekulske mase 240 000. Pomoc¢u sekvencioniranja cDNA
ustanovilo se kako je DPP IV/CD26 sastavljena od 766 aminokiselina (kod
Stakora 767), pri ¢emu 22 aminokiseline (VLLGLLGAAALVTIITVPVVLL) tvore
transmembransku hidrofobnu domenu. Na njenom N-terminalnom kraju se zatim
nastavlja intracelularni hidrofilni ostatak sastavljen od 6 aminokiselina
(MKTPWK). Kod humane DPP IV/CD26 nalazimo 9 N-glikozilacijskih mjesta, a
ona se Cak 84,9% podudara sa Stakorskim polipeptidom (22).

Na duljem kraku drugog kromosoma (2g24.3) smjesten je humani gen koji
kodira DPP 1V/CD26. Duljina gena priblizno iznosi 82 kb (Slika 1), te se sastoji od
26 egzona Cija veli€ina iznosi od 45 pb do 1,4 kb (16). TATA i CAAT kutija nisu
sadrzane u strukturi gena na 5' kraju, ali gen sadrzava oko 300 pb veliko podrucje

koje obiluje citozinom te gvaninom (72 %). U navedenom podrucju se nalaze



potencijalna vezna mjesta odredenih transkripcijskih faktora poput Sp1, NFkB,
AP2 (23).

U miSjem genu koji kodira DPP [V/CD26 isto tako je sadrzano 26 egzona
razli€itih veli€¢ina od 100 pb do viSe od 20kb (24). Domena misje DPP IV/CD26
se proteze na viSe od 90 kb i ne podudara se u sekvenciji s ostalim serinskim
proteazama. Takoder u njenoj strukturi postoji visoko konzervirana domena koja
je specificna za odredene nekonvencionalne serinske hidrolaze, a njena veli€ina

je oko 200 aminokiselina (25).

102.30 Kb Forward strand me—

162.84 Mb 162.85 Mb 162.86 Mb 162.87 Mb 162.88 Mb 162.89 Mb 162.90 Mb 162.91 Mb 162.92 Mb 162.93 Mb 16!

—
162.84 Mb 162.85 Mb 162.86 Mb 162.87 Mb 162.88 Mb 162.89 Mb 162.90 Mb 162.91 Mb 162.92 Mb 162.93 Mb 18!
- Reverse strand 102.30 Kb

Slika 1. Lokalizacija humanog gena DPP IV/CD26 na drugom kromosomu
(2924.3); izvor (24)

1.2.2. Strukturna grada DPP IV/CD26

DPP IV/ICD26 kao protein staniCne povrSine tipa Il je smjeSten najvecim
dijelom u izvanstani€nom prostoru. U organizmu ovu molekulu nalazimo naj¢esée
u obliku dimera kojeg grade dvije monomerne jedinice od kojih je svaka gradena
od dvije podjedinice. Kod obje monomerne jedinice podjedinica koja je smjestena
na C-terminalnom kraju predstavlja a/B-hidrolaznu domenu, a podjedinica koja je

smjeStena na N-terminalnom kraju predstavlja 3-propelernu domenu (Slika 2).



C-terminalno smjeStena podjedinica predstavlja kataliticko mjesto DPP IV
koje je sastavljeno od osam B-nabranih ploCa a one tvore dva antiparalelna te
Sest paralelnih lanaca. Nadalje, one sacinjavaju a-uzvojnicama povezanu
sredi$nju B-nabranu plocu (26). Ova podjedinica je smjeStena na povrsini staniCne
membrane, a sastavljena je od dvadeset aminokiselina (27). Takoder je u ovoj
domeni smjesteno aktivno mjesto DPP [V/CD26 s reaktivnim skupinama Asp-708,
Ser-630 i His-740 koje predstavljaju katalitiCcku trijadu aktivnog sredista, te
disulfidni most izmedu aminokiselina Cys-649 i Cys-762 Cija je uloga povezivanje
B-nabrane ploCe s C-terminalnom a-uzvojnicom (Met746-Ser764) kako bi
tercijarna struktura ovog proteina bila stabilna (22, 26). Kako bi DPP IV/CD26 bila
katalitiCki aktivha, veoma je vazan i tirozinski ostatak koji pripada a/B-hidrolaznoj
domeni i ima ulogu kod stabilizacije intermedijarnih supstrata (28).

B-propelernu domenu smjestenu N-terminalno gradi osam plo¢a od kojih
svaku pojedinaéno grade Cetiri antiparalelna lanca -nabrane ploCe. B-nabrane
ploCe grade tunel koji seZze sve do aktivhog mjesta kojeg povezuje s donjim
dijelom monomera, Sto za posljedicu ima ljevkasti oblik B-propelera (29). Kako
udaljenost B-nabranih plo¢a od srediSnjeg dijela tunela nije jednaka, tunel je
uvijek otvoren te ima elipsoidni oblik. 3-propelerna domena obiluje cisteinom (10
do 12 jedinica) koji stabilizira tercijarnu strukturu zbog disulfidnih mostova koje
gradi. Smjestaj svih disulfidnih mostova je u ovoj domeni, a izuzetak je most koji
povezuje Cys-649 i Cys-762. Pristup supstratu je ograni¢en zbog toga Sto je

aktivno srediste prekriveno 3-propelerom (30).



Do aktivnog srediSta DPP IV/CD26 vode dva puta. Jedan je put kroz bocni
otvor ovalnog oblika, nalikom na tunel, nastao spajanjem [B-nabranih plo¢a koje
potjeCu iz B-propelera. Drugi put je onaj kroz tunel kojeg gradi B-propeler. Kod
tunela B-propelera udaljenost aktivnog sredi$ta od povrsine proteina iznosi 37 A,
a kod boénog otvora 20 A. Put ulaza supstrata koji se cijepa u aktivnom sredistu i
izlaza novonastalog produkta koji izlazi iz srediSta ne mora biti jednak. Najvedi dio
B-propelera sadrzi devet N-glikozilacijskin mjesta, od kojih se Sest nalazi u
visokoglikoziliranoj regiji (31). Neka istrazivanja pokazuju da iako u Stakorskoj
DPP IV/CD26 u jetri nije potvrdeno prisustvo o-glikozilacije, takoder postoje i dva
o-glikozilacijska mjesta (32). Tijekom procesa glikozilacije nastaju glikani koji
imaju vaznu ulogu u procesu nabiranja proteina i stabilizacije molekule (30).

IstraZivanjima su dobivene kristalne strukture molekule DPP 1V/CD26
kojima se neuspjesSno pokuSala opisati njena trodimenzionalna struktura, no ona

se naposljetku razjasnila kompjuterskom obradom (33,34).
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Slika 2. Struktura humanog DPP IV/CD26-shematski prikaz; izvor (29)

1.2.3. Topljiva DPP IV/CD26

Aktivnost dipeptidil peptidaze IV otkrivena je prvi put u serumu 1976.
godine (35). DPP IV/CD26 koja je vezana za membranu proteolitiCki se pri Cemu
nastaje topljiva DPP IV/CD26 CcCija je primarna struktura gradena od 727
aminokiselina (36). Njena struktura je gotovo identiCna strukturi membranske DPP
IV/CD26 osim $to topljiva DPP IV/CD26 ne sadrzi intracelularni i transmembranski
dio, a molekularna masa joj je 110 kDa (37). Topljiva DPP IV/CD26 nalazi se u
cirkulaciji u tekuc¢inama poput urina, plazme, seruma, sjemene i amnionske
tekucine te drugim tjelesnim tekuc¢inama (38, 36). Glavni uzrok njene topljivosti je
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Cinjenica da ne sadrzi transmembransku domenu (39). Detektirana je nizom
metoda poput tehnike imunoreaktivnosti, enzimske aktivhosti DPP 1V/CD26 i
vezanja adenozin deaminaze koje je za CD26 strogo specificno, €ime je
dokazano da ¢ak 95 % aktivnosti DPPIV dolazi od CD26 (37).

Koncentracija serumske DPP IV/CD26 u odraslih zdravih pojedinaca iznosi
oko 7ug/ml (40), a brojna istraZivanja pokazuju kako se njezina kataliticka
aktivnost u prisustvu upala i malignih promjena znacajno mijenja (41). Istrazivanja
koja su provedena na kultivacijama limfocita T bolesnika koji boluju od karcinoma
usne Supljine pokazuju da se DPP [V/CD26 otpusta s aktiviranih limfocita T nakon
Cega cirkulira krvotokom (42). Spoznaja da je podrijetlo topliive DPP 1V iz
membranskog oblika DPP 1V tkiva jo$ nije potvrdena sa sigurno$¢u. Pretpostavka
je da se ona odcjepljuje s povrSine raznih stanica koje izrazavaju CD26, a koje
imaju doticaj s krvi. Mehanizmi te faktori oslobadanja membranske DPP IV/CD26
isto tako nisu potvrdeni, no pretpostavka je da se oslobada s povrSine stanica

proteolitiCkim cijepanjem te tako odlazi u cirkulaciju (40).

1.2.4. Uloga DPP IV/CD26
1.2.4.1. proteoliticka svojstva DPP IV/CD26

S obzirom na uvjete procesa u kojima se ukljuCuje te vrstu stanica gdje se
izrazava, DPP IV/CD26 ima mnogobrojne uloge. DPP |V je postala znac¢ajna u
raznim znanstvenim podru¢jima kao Sto je hematologija, imunologija te
endokrinologija, a glavnu ulogu je pokazala u istraZivanju terapije $ecerne bolesti

tipa 2. Njezina proteolitiCka uloga je hidrolitiCcka razgradnja tj. otcjepljenje
12



dipeptida koji se nalazi na N-terminalnom kraju proteina ili polipeptida koji u svojoj
primarnoj strukturi na predzadnjem mjestu sadrzi aminokiseline prolin ili alanin
(43). Takvi polipeptidi i proteini su brojni neuropeptidi, citokini, hormoni, kemokini,
faktori rasta i ostali (44). DPP IV/CD26 osim Sto ih razgraduje, ujedno ima
mogucnost aktivacije ili inaktivacije brojnih bioloSki znacajnih peptida. U Tablici 1
su nabrojani neki od najvaznijih supstrata dipeptidil peptidaze IV poput kentsina,
somatoliberina, prolaktina, SDF-1a (engl. stromal cell derived factor 1a),
eotaksina, supstancije P, B-kazomorfina i ostalih. Kao $to je prikazano u Tablici 1
mozemo zakljuCiti da ima vrlo Siroki spektar supstrata Sto ukazuje na Cinjenicu
kako ima bitnu funkciju kod brojnih fizioloSkih i patolo$kih procesa.

Neka istrazivanja pokazuju kako molekulska masa supstrata utjeCe na
prilazak supstrata aktivnom mijestu dipeptidil peptidaze IV, pri ¢emu su ,bolji
supstrati oni peptidi koji imaju manju molekulsku masu, a oni s veCom imaju teZi
prilaz aktivnom sredistu DPP [V/CD26 zbog Cega nemaju moguénost biti
proteoliticki razgradeni (15). Otkriveno je nekoliko molekula, homologa i
nehomologa dipeptidil peptidaze IV sa slichom enzimskom funkcijom, te nekoliko

enzimski inaktivnih homologa dipeptidil peptidaze IV (45,46).

Tablica 1. Prikaz najvaznijih supstrata DPP 1V/CD26; izvor (15)

Supstrati koji sudjeluju Supstrati koji sudjeluju
u fizioloskim procesima u neuroloskim procesima
a- lanac fibrinogena B-kazomorfin
a1- mikroglobulin Endomorfin 1i 2
Aprotinin Kentsin
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Bradikinin

Enterostatin

Faktor oslobadanja hormona rasta
Gastricni inhibicijski polipeptid (GIP)
Gastricni otpustajuci peptid
Glukagonu sli¢an peptid 1
Glukagonu sli¢an peptid 2
Glukagon

Inzulinu sli¢an faktor rasta 1
Korionski gonadotropin
Morficeptin

Monocitni kemotakticki protein 1
Monocitni kemotakticki protein 2
Monocitni kemotakticki protein 3
Prokalcitonin

Prokolipaza

Prolaktin

Supstancija P

Tripsinogen

Tyr-melanostatin

Vazoaktivni intestinalni peptid (VIP)

Neuropeptid Y
Peptid YY
Supstancija P

Supstrati koji sudjeluju
u uplanim procesma

Eotaksin

Interferon-gama inducibilni protein 10
(IP-10)*

Interleukini: IL-1, IL-2, IL-6
Kentsin

Limfotoksin

RANTES (engl. regulated on
activation normal T-cell)
SDF-1a

SDF-183

TNF-o®

1.2.4.2.

DPP IV/CD26 - uloga u metabolizmu glukoze

Uloga DPP IV/CD26 u homeostazi glukoze je izrazito znac¢ajna. Biolosko

(Zengl. interferon gamma-induced protein 10)
2 TNF-a ( tumorski nekrotizirajuci ¢imbenik a)

djelovanje regulatora metabolizma glukoze, supstrata DPP IV - GLP-1 ocituje se
stimulacijom sekrecije inzulina, inhibicijom sekrecije glukagona te produljenjem
vremena praznjenja zeluca $to dovodi do osjecaja sitosti. Navedene funkcije
GLP-1 ukazuju na to Cinjencu kako je ova molekula od velike vaznosti u terapiji

Secerne bolesti tipa 2 (7). Njenim djelovanjem povisuje se koncentracija inzulina,
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dok koncentracija glukagona se snizuje Cime se omogucuje efikasnije
iskorisStavanje glukoze u krvi kao izvora energije (47).

Godine 1996. godine dokazano je kako se GLP-1 proteoliticki razgraduje
od strane DPP 1V/CD26 (48). Radi djelovanja DPP 1V/CD26 poluzivot GLP-1 traje
2-3 minute. Primjenom inhibitora DPP [V/CD26 poluzivot GLP-1 te ostalih
hormona koji djeluju na metabolizam glukoze poput GIP® i VIP* se moze
znacajno produljiti (49). U terapiji dijabetesa tipa 2 se takvi inhibitori mogu
primjeniti i zajedno s drugom antidijabetiCkom terapijom poput metformina.
PocCetkom 2000-ih su zabiljezeni prvi kliniCki dokazi o ulozi DPP IV/CD26
inhibitora u lije€enju ove bolesti (50).

Inhibitori DPP IV/CD26 koji se naj¢eSCe upotrebljavaju su sitagliptin,
saxagliptin i vildagliptin a prikazani su u Tablici 2 zajedno s ostalim inhibitorima.
Svi inhibitori DPP 1V/CD26 sprjjeCavaju katalitiCku aktivnost dipeptidil peptidaze
IV, a medusobno se razlikuju u pojedinim svojstvima kao $to je jacina djelovanja,
vrijeme djelovanja te kemijska i farmakokinetska svojstva. Primjenjuju se
samostalno, ali i zajedno s ostalom antidijabetiCkom terapijom (50). Brojna su
istrazivanja pokazala djelotvornost inhibitora DPP 1V/CD26 kod osoba sa
Se¢ernom bolesti tipa 2. Primjerice, dokazano je sniZzavanje koncentracije
glukagona primjenom LAF237, inhibitora tvrtke Novartis Sto je posljedi¢no
omogucilo efikasniju kontrolu glikemije (51). Primjenom doze od 100 mg dnevno

kroz Cetiri tiedna drugog Novatisovog inhibitora NVP-DPP728 kod bolesnika sa

® GIP (engl. gastric inhibitory polypeptide)
* VIP (engl. vasoactive intestinal peptide)
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Sec¢ernom bolesti tipa 2, doSlo je do snizavanja koncentracije glukoze u krvi za
otpriike 1mmol/l (52). Takoder, istrazivanje provedeno na miSevima s
dijabetesom kojima se aplicirao sitagliptin je pokazalo smanjenje koncentracije
glukoze u krvi, ali i povecanje broja beta stanica u otoCi¢cima gusterace zbog ¢ega
je i koncentracija inzulina u njima bila povecana (53). Sitagliptin takoder ima i
utjecaj na povecanje proliferacije endotelnih stanica unutar graftova. Pronadene
su lokalizacije stanica koje sacinjavaju mikrovaskularne Zile te glukagon-pozitivnih
stanica oko beta stanica $to upucuje na to da je sitagliptin utjecao na povecanje
vaskularizacije tako $to je aktivirao VEGF-A / VEGF-B signalni put, a posljedi¢no
je poboljSao i funkcionalni protok krvi u graftu. Dobiveni rezultati pokazuju
pozitivan ucinak sitagliptina na sekreciju VEGF-a u presadenim svinjskim
otoCi¢ima koji doprinosi u proliferaciji stanica i angiogenezi tako sto povecéava
izrazenost VEGFR-2 (54). Primjenom linagliptina u miSeva s dijabetesom isto tako
je doslo do smanjenja razine glukoze u krvi te ubrzanja reepitelizacije koze uslijed
povecanja razine aktivnhog GLP-1 u lizatima rana. Takoder su kod tretiranih
miSeva zabiljeZzene i smanjene razine makrofaga te neutrofila (55). JoS jedan
pozitivan ucinak je pokazao inhibitor pod nazivom vildagliptin. On je u provedenim
kliniCkim ispitivanjima doveo do brzeg cijeljenja kroni¢nih ulkusa kod oboljelih od
dijabetesa, pri ¢emu je doSlo do brzeg zatvaranja rane u odnosu na kontrolnu
skupinu. Pretpostavlja se da je to rezultat utjecaja vildagliptina na povecanje
razine VEGF-a i transkripcijskog faktora HIF-1a koji ima glavnu ulogu u
neovaskularizaciji (56). Poveéanjem razine citokina i faktora rasta poput SDF-1a u

plazmi i broja endotelnih prekursorskih stanica u cirkulaciji inhibitori DPP / CD26
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pospjeSuju cijeljenje rana te pokazuju svoje pleiotropne ucinke (57). Medutim,
unato€ pozitivnim svojstvima, inhibitori DPPIV/CD26 mogu dovesti i do razliCitih
nuspojava poput alergijske reakcije, hipoglikemije i hipoglikemijskog Soka (58),
zbog Cega su brojna istrazivanja farmaceutskih tvrtki usmjerena na usavrsavanje
postojecih inhibitora radi sprjeCavanja navedenih nuspojava te radi povecanja

njihove terapijske ucinkovitosti.

Tablica 2. Popis FDA-odobrenih DPP IV inhibitora u 2015. (59)

Ime brenda Aktivni sastojak (sastojci)

Januvia sitagliptin

Janumet sitagliptin i metformin

Janumet XR sitagliptin i metformin s
produljenim otpustanjem

Onglyza saxagliptin

Kombiglyze XR

saxagliptin i metformin s

produljenim otpustanjem

Tradjenta linagliptin

Glyxambi linagliptin and empagliflozin
Jentadueto linagliptin i metformin
Nesina alogliptin

Kazano alogliptin i metformin

Oseni alogliptin i pioglitazon
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1.2.4.3. Obitelj DPP IV-sli€énih proteina

Postoji Sest strukturno slinih €lanova koji pripadaju obitelji DPP-slicnih
proteina, a to su DPP IV, FAP (engl. fibroblast activation protein), DLP1, DLP2,
DPP8 i DPP9. Molekule DPP IV, DPP8, DPP9 i FAP posjeduju svojstvo hidrolize
peptidne veze s N-terminalnog kraja koje u svojoj strukturi sadrze prolin na
predzadnjem mjestu, dok su clanovi DLP1 i DLP2 enzimski neaktivni (60).
Dipeptidil peptidazi IV strukturno sliCan ¢lan FAP ima izrazaj ve¢inom na
stanicama tumorskih tkiva. Uloga DPP IV-slicnih proteina se ocituje i kod
mobilizacije stanica koStane srzi. Uloga DPP IV i FAP u biologiji tumora je
posljedica njihove funkcionalne interakcije s ekstracelularnim matriksom.
Molekule DPP8 i DPP9 imaju Siroku rasprostranjenost te indirektno imaju ulogu u
radu imunoloskog sustava, dok su ¢lanovi DPL1 i DPL2 modulatori kalijskih

kanala izrazenih u mozgu (61).

1.2.4.4. Uloga DPP IV/ICD26 u imunoloSskom sustavu

lzrazaj DPP IV/CD26 se moze pronaci na brojnim stanicama kao $to su
endotelne i epitelne stanice, te na stanicama tkiva organa kao $to su pluéa,
bubrezi, placenta, mozak, prostata, uterus, egzokrini pankreas, gastrointestinalni i
bilijarni sustav i drugdje (40).

Na tkivu Stakora su provedena znanstvena istraZivanja u kojima se
pokazalo da se DPP IV/CD26 izraZzava na endotelnim stanicama koje izgraduju
kapilare misi¢a, limfnih organa i mozga, ali i na limfocitima (62). lzrazaj DPP

IV/CD26 u imunoloSkom sustavu je na aktiviranim limfocitima T, limfocitima B,
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makrofazima i njihovim pripadajué¢im stani¢nim linjama te na NK-stanicama.
Njezin izrazaj je pronaden i na aktiviranim CD4" i CD8" limfocitima T (63), te na
povrSini 10 % CD16+ NK-stanica koje su izolirane iz svjeze izoliranih
mononuklearnih stanica periferne krvi (64).

DPP IV/CD26 u stanicama imunosnog sustava predstavlja vazan faktor
aktivacije, te se pokazalo kako sudjeluje u stani¢noj proliferaciji i diferencijaciji
NK-stanica i limfocita B, u autoimunim procesima (59), apoptozi te u aktivaciji
limfocita T u in vivo i in vitro uvjetima (15, 62). Prilikom poveéanja izrazaja CD26
na povrsini limfocita T, dolazi do inicijacije proliferacije Ciji maksimum nastupa
trec¢i dan od stimulacije antigenima. Nakon tre¢eg dana, sniZzava se izrazaj CD26
te zbog toga nakon jedanaest dana dolazi do terminacije proliferacije, a CD26
viSe nije stabilan biljeg (15). Nizak izrazaj CD26 kod NK-stanica se moze povecati
stimulacijom s IL-2 (65). Pokazalo se kako se na limfatickim stanicama s
aktivacijskim markerima poput CD71, CD25, CD29 | CD46RO naj¢escée izrazava i
CD26 (66). Kod limfocita T koji inaCe imaju nizak izrazaj CD26 (62,67), on se
moze povecati stimulacijom uz pomo¢ mitogena ili proteina Staphylococcus
aureus (65), a pet do deset puta se moze povecati kod mirujuéih limfocita T

stimulacijom s IL-2, anti-CD3 i mitogenima poput fitohemaglutinina (40, 62, 60).

1.2.4.5. DPP IV/ICD26 i aktivacija limfocita

Na ¢ak 60 % limfocita T koji su porijeklom iz humane periferne krvi moze se

dokazati izrazaj DPP IV/CD26. Godine 1985. pokazalo se da
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N-Ala-Pro-O(nitrobenzil)-hidroksilamin, koji inhibira nepovratno DPP [V/CD26,
potiskuje proliferaciju humanih limfocita koji su stimulirani uz pomo¢ mitogena, sto
dovodi do njihovog reduciranog razvoja. 1z toga proizlazi zaklju¢ak kako DPP IV
ima znacajnu ulogu u procesu proliferacije limfocita T (68). Inhibicijsko djelovanje
inhibitora DPP IV/CD26 na proliferaciju limfocita te na proizvodnju citokina
potvrduju i mnogobrojni modeli sazrijevanja limfocita T. Pokazano je takoder i da
se uz primjenu specifiCnih inhibitora DPP IV/CD26 enzimska aktivnost svjeze
izoliranih stanica timusa i slezene iz miSa zaustavlja (69).

Za aktivaciju limfocita T su potrebna minimalno dva signala. Prvi signal je
stimulacija kompleksa T-stani¢nog receptora od strane specificnog peptidnog
protutijela ili antigena. Drugi signal dolazi od kostimulacijskin molekula, tzv.
pomocnih molekula koje sudjeluju u antigen-nespecificnoj interakciji izmedu
antigen-prezentirajuih stanica i limfocita T i koje stimuliraju sintezu IL-2,
autokrinog Cimbenika rasta limfocita T. DPP IV/CD26 i njezina kostimulacijska
svojstva su pomno istrazena u in vitro uvjetima (70).

Limfociti T se poslije rasta diferenciraju u izvrSne stanice, a to usmjeravanje
diferencijacije oznaCava treéi signal. Veoma vazan faktor prilikom takvog
usmjeravanja Cini lu€enje specificnih citokina. S obzirom na brojne €imbenike,
dolazi do diferencijacije pomagackih limfocita T0 u razliCite podvrste, od kojih su
osnovne limfociti Tyl i TH2.

Do stvaranja limfocita Tyl dolazi kada se makrofagi zaraze pojedinim
unutarstani¢nim bakterijama, virusima, parazitima i antigenima koji su primijenjeni

u jakom adjuvansu. Zajedni¢ko svojstvo ovakvim vrstama zaraza je lucenje
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citokina IFN tipa I, IL-2 i IL-18. Isto tako kod ove vrste limfocita se izlu€uju citokini
TNF-a, TNF-B, IL-2 i IFN-a. Nakon diferencijacije ova vrsta limfocita uz potporu
CD40L molekule (smjestena na limfocitu T) i CD40 molekule (smjeStena na
predocnoj stanici) potiCe se citokinsko lu€enje makrofaga. Specificna uloga Tyl
im je da brane organizam od unutarstani¢nih mikroorganizama.

Do stvaranja limfocita T2 dolazi kada organizam stvori imunoloski odgovor
na mikroorganizme i alergene koji vode do ponavljajuce ili trajne aktivacije
limfocita T, uz odsutnost aktivacije makrofaga nuznih za diferencijaciju limfocita
Tu1 i nespecificne upalne reakcije. Izazivanje imunosnog odgovora na helminte
uz luCenje alergen-specificnog imunoglobulina (IgE) te aktivacija mastocita i
eozinofila je primarna funkcija limfocita Ty2. Izlu€uju citokine IL-4, IL-5, IL-6, IL-9,
IL-10 i IL-11 koji su uklju€eni u sintezu protutijela i alergijski odgovor te Cija je

uloga poticanje humoralnog imunosnog odgovora (71).

1.2.4.6. Utjecaj DPP IV/CD26 na izrazaj makrofaga

Makrofagi su vrsta fagocita, stanica koje su prve izloZzene stranim tvarimaili
mikroorganizmima koji se pojave u organizmu. Njihov mehanizam djelovanja je
takav da najprije vrSe endocitozu i pinocitozu topljivih tvari, zatim fagocitozi
podlijezu strane Cestice i mikroorganizmi, a naposlijetku dolazi do enzimske
razgradnje i lize istih. Makrofagi mogu sudjelovati u aferentnoj reakciji specifiCne
imunosti gdje imaju ulogu predoCnih stanica za limfocite T, te u eferentnoj reakciji

specificne imunosti gdje se mogu ukljuCivati specifi€éno ili nespecificno. U
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specifi¢noj imunoreakciji sudjeluju putem mehanizma citotoksiéne reakcije ADCC>
i olakSane fagocitoze. Nalazimo ih u razliCitim seroznim tkivima gdje mogu biti
slobodni ili fiksni. S obzirom na vrstu tkiva u kojem se nalaze imaju odgovarajuée
nazive, pa tako se u jetri nazivaju Kupfferovim stanicama, u misicnom i vezivnhom
tkivu histocitima, u mozgu mikroglija stanicama, u bubrezima mezangijalnim
stanicama te u pluéima alveolarnim makrofagima. Na svojoj povrSini sadrze
pojedine skupine receptora kojima osjete priblizavanje opasnih tvari nakon ¢ega
se aktiviraju. Receptori koji su najvazniji za aktivhost makrofaga su opsoninski
receptori te PRR®, receptori za prepoznavanje obrazaca. U opsoninske receptore
spadaju FcR’ i CR®. Oni potpomazu da se mikrobi i ostale ciline stanice obloZe
produktima imunoreakcije, npr. ulomcima komplemenata ili protutijelima ¢ime
omogucéuju lakdu fagocitozu. Medu najvaznijim PRR receptorima su TLR®
receptori koji su smjesteni na stani¢noj membrani i citosolu te lektin Cija je uloga
vezanje Secernih ostataka poput stjenke mikroorganizama. Uloga TLR receptora
je prepoznavanje produkata mikroba nastalih u stanici i izvanstani¢nih produkata
mikroorganizama.

Aktivacija makrofaga je pod utjecajem brojnih endogenih i egzogenih tvari.
U egzogene tvari ubrajaju se stanice mikroorganizama kao $to je Mycobacterium

tuberculosis ili njihovi produkti. U endogene tvari ubrajaju se citokini koje izluCuju

ADCC - stani¢na citotoksi¢nost ovisna o protutijelima

PRR (engl. pettern recognition receptors)

FcR — receptori za Fc-ulomak imunoglobulina

CR — receptori za komplement

TLR (engl. Toll-like receptors)- receptori ¢ija je grada sli¢na proteinu Tollu

© o N o O
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vrsta aktiviranih limfocita T, IFN-y'°. Nakon aktivacije navedenim tvarima
makrofagi izrazavaju vece koncentracije MHC/HLA Il i kostimulacijskih molekula
koje pomazu da limfocitima T predoCe antigene. Takoder izluCuju i kemokine,
citokine kao primjerice TNF-q, IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, zatim enzime, koagulacijske
C¢imbenike i slicno koji imaju ulogu povezivanja specificne i nespecificne imunosti
(72).

Na misjem modelu lijeCenja ostecenja kozZe supstrat DPP IV/CD26,
RANTES™ ima glavnu ulogu kod izrazaja makrofaga (73). Dokaz da makrofagi
imaju vaznu ulogu kod neovaskularizacije rana pokazuju i istrazivanja provedena
na miSevima s deficijencijom makrofaga (74). Nadalje, poznato je da se
keratinociti i makrofagi ubrajaju u klju€ne stanice koje lu€e faktor rasta VEGF koji
pospjeSuje angiogenezu (75). Kako je kod procesa cijeljenja rana uloga
makrofaga dobro poznata, mozZe se =zaklju€iti da odsutnost DPP IV/CD26
pogoduje izrazaju makrofaga, a samim time i na luCenje faktora rasta VEGF koji

pospjesuje angiogenezu i cjelokupno izlje€enje ranjenog tkiva.

1.2.4.7. Interakcija DPP IV/CD26 i adenozin-deaminaze

Adenozin deaminaza (ADA) topljivi je globularni protein koji se nalazi kod
sisavaca u svim tkivima koja sudjeluju u razvitku i radu limfati¢nih tkiva i koji u
metabolizmu purina igra vrlo znac€ajnu ulogu. Molekulska masa adenozin

deaminaze je 46 kDa. Djeluje kao katalizator za proces nepovratne hidrolitiCke

0 |FN-y — interferon-gama
1 RANTES - engl. regulated on activation normal T-cell
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deaminacije adenozina u inozin ili 2'-deoksiadenozina u 2'-deoksiinozin. Smjestaj
adenozin deaminaze u organizmu je otprilike 90 % unutar stanica, iako je
dokazan i njezin izrazaj i na povrsini limfocita B i limfocita T. Prilikom nasljedne
deficijencije adenozin-deaminaze dolazi do teSke limfopenije i imunodeficijencije
Sto vodi do oStecenja stanicne i humoralne imunosti (40). Smatra se da je njezin
nedostatak uzrokovan poviSenim razinama toksi¢nih metabolita (76). Nedostatak
adenozin-deaminaze prati visoka razina adenozina, patoloSka stanja koStanog i
Ziv€anog sustava te jetre Sto se i pokazalo eksperimentalno na ADA negativnim
miSevima koji su upravo radi poremecaja jetre i plu¢a ugibali perinatalno (40).
Oprec¢no tome, prilikom visokih koncentracija adenozin deaminaze moze doci do
pojacanog lucenja INF-y,IL-6 i TNF-a, dok na izlu€ivanje IL-2 nema izravnog

utjecaja (77).

Na povrsini limfocita T nalaze se brojni markeri medu kojima su CD39 i
CD73 koji sudjeluju u biosintezi adenozina iz ATP-a'* dok CD26 kao kompleks
CD26-ADA razgraduje adenozin (78). Metodama imunoprecipitacije i
aminokiselinskim sekvencioniranjem pokazano je kako se CD26 direktno veze s
ADA-om (79). Ovaj kompleks se stvara samo kod ljudi i viSih sisavaca, dok kod
Stakora i miSeva nije pronaden (80). Na povrsini limfocita T CD26 ima ulogu
receptora za adenozin deaminazu (Slika 3) s kojom gradi kompleks €ija je funkcija
snizavanje razine adenozina (81). Posljedica visoke razine adenozina je toksi¢no
djelovanje na organizam koje vodi do inhibicije proliferacije limfocita T, stoga

slijedi zaklju€ak da kompleks CD26-ADA ima glavnu ulogu u zaétiti limfocita T od

2 ATP -adenozin-trifosfat, engl. adenosine triphosphate
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inhibitornog djelovanja adenozina (76, 82). Osim toga, prilikom aktivacije anti-CD3

receptora ovaj kompleks igra ulogu kostimulacijske molekule (81).

CD3

Adenosine cumplex
© T cell
surface

| iL2gene

Slika 3. Shema DPP IV/CD26 i njezine uloge na povrSini stanice limfocita T; izvor

(40)

1.2.4.8. DPP IV/ICD26 u ostalim fizioloSkim procesima

DPP IV/CD26 ima vrlo raznolike uloge ovisno o vrsti stanica na kojima je
izrazena, pa tako primjerice u gastrointestinalnom sustavu razgraduje GLP-1 i

inzulinotropni polipeptid ovisan o glukozi Cime se i istiCe njezina dipeptidazna
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aktivnost (48). Takoder predstavlja receptor za fibronektin i kolagen (16, 83), a in
vitro istraZzivanjem je pokazano da se DPP [V/CD26 povezuje zajedno s
kolagenom tipa | i kolagenom tipa Il (84). Kolagen ima vrlo vaznu ulogu u
cijelienju rana, zatim daje koZi elasticnost i napetost, potiCe njezin oporavak i
regeneraciju Sto dokazuju i podaci o vec¢im razinama kolagena | i kolagena Il
tijekom procesa oporavka ranjene koze (85).

Kompleks koji nastaje izmedu fibronektina Ill i DPP IV/CD26 potiCe
metastaziranje stanica tumora S$to dovodi do progresije tumora (59). DPP
IV/CD26 igra vaznu ulogu i u prenoSenju signala u stanicu za $to su odgovorni
kemokini kao MIG, MDC, eotaksin, LD78B i SDF-1a. S obzirom na to da DPP
IV/CD26 aktivira ili inaktivira odredene bioloSki znacCajne supstrate takoder ih
moze i sprjeCavati da sudjeluju u raznim signalnim putovima putem vezivanja na
receptore. Navedeno postize otcjepljivanjem prolina koji se nalazi na
pretposljednjem mjestu na N-terminalnom kraju (59, 86). DPP IV/CD26 preko
svog veoma vaznog supstrata, kemokina RANTES (engl. regulated on activation
normal T cell expressed and secreted) regulira kemotaksiju monocita i limfocita T.

Isto tako, sudjeluje i u sazrijevanju i diferencijaciji limfocita T (87, 88).

1.3. Proces cijeljenja rana
Najveéi organ kod sisavaca je koZa, a njena glavna uloga je zastita
organizma od brojnih nepovoljnih vanjskih ¢imbenika koji mogu biti fizikalni ili

mehanicki, bioloski i kemijski. Koza sprje€ava dehidraciju organizma, regulira
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tielesnu temperaturu, pruza zastitu od patogenih mikroorganizama, regulira
sekreciju, ali sudjeluje i uimunosnom odgovoru $to znaci da je koza osjetni organ.

Gradena je iz dva dijela: epidermisa ili vanjskog sloja, dermisa ili unutarnjeg
sloja ispod kojeg je sloj subcutisa ili potkozja (Slika 4). Epidermis je neposredno
izlozen okolini i gradi ga orozeni viSeslojni ploCasti epitel, tzv. keratinociti koji se
neprestano ljuste. U epidermisu se nalaze Merkelove stanice koje imaju ulogu
osjetnih mehanoreceptora, zatim Langerhansove stanice koje predstavljaju
antigen predoCne stanice i makrofage te melanociti koji proizvode pigment
melanin. Dermis je sloj koze koji se nalazi ispod epidermisa. Sastoji se od
vezivnog tkiva koje sadrzi retikularna, kolagena i elasticha vlakna. U vezivhom
tkivu se nalaze i osnovna tvar, osjetna tjeleSca, upalne i stalne stanice, Zivci te
krvne i limfne Zile. U stalne stanice se ubrajaju makrofagi, fibroblasti i mastociti, a
u upalne stanice se ubrajaju plazma stanice, neutrofili, eozinofili i limfociti. Sloj
koze ispod dermisa se naziva subcutis ili potkozje kojeg Cini rahlo vezivno tkivo
koje u sebi sadrzi manije ili viSe masnih stanica (89).

Izlje€enje rana u procesu cijeljenja prati niz sloZenih stani¢nih i biokemijskih
promjena. Tri su faze na koje se cijeljenje rana moze podijeliti i one se
medusobno preklapaju. Prva od njih je homeostaza ili nulta faza nakon koje
neposredno slijedi upalna faza ili faza I. Nakon upalne faze nastupa proliferacijska
faza ili faza Il i naposljetku faza sazrijevanja ili remodeliranje (faza Ill). Ukoliko se
bilo koja faza prekine ili produlji moguce su poteskoce ili odgoda cijeljenja rana

(90).
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Slika 4. Grada koze; izvor (91)

1.3.1. Faza | - homeostaza i upalna faza

Nakon same ozljede koZe nastupa homeostaza za Cije je uspostavljanje
neophodno stvaranje krvnog ugruska. Krvni ugrusak ima ulogu barijere koja Stiti
organizam od mikroorganizama te zaustavlja krvarenje. Takoder predstavija i
medij kojim upalne stanice migriraju te sadrzi faktore rasta koji su uklju¢eni u
ostale faze cijeljenja rana. Strukturna grada krvnog ugruska se sastoji od mreze
fibrina i proteina izvanstani¢nog matriksa kao primjerice vitronektina, fibronektina i
trombospondina. Nastanak krvnog ugrusSka je posljedica poremecaja strukture

krvnih Zila do kojeg dolazi nakon povrede, kada trombociti dodu do rane i stupe u
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kontakt s kolagenom. Tada se trombociti aktiviraju i nakupljaju zbog Cega se
stvara krvni ugrusak (92, 93).

Kada se trombociti u krvnom ugrusku degranuliraju dolazi do oslobadanja
faktora rasta, koji potom privlaCe na mjesto povrede upalne stanice ¢ime pocinje
upalna faza. Faktori rasta koji su od veéeg znadaja su TGF-B**, EGF'* i PDGF™.
PDGF zajedno s citokinima kao primjerice IL-1 privla€i neutrofile Cija je zadaca
zastita rane od infekcije. TGF-f privlaci monocite koji prelaze u makrofage nakon
diferencijacije. Nastali makrofagi fagocitiraju mikroorganizme koji su preostali,
ostale stanice i ostatke tkiva. Takoder izlu€uju faktore rasta kao primjerice FGF,
PDGF, EGF* i TGF-B te citokine poput IL-1 i IL-6 (94). Limfociti T se isto tako
nalaze u podrucju ranjenog tkiva. Uloga im je pospjesiti permeabilnost krvnih Zila i
usmijeriti aktivnost fibroblasta kod cijeljenja (95).

Upalna faza sprje€ava nastanak infekcije u organizmu, poti¢e proliferaciju i
Cisti ranu. StiSavanjem upalne faze postepeno se smanjuje luenje citokina i
faktora rasta, pa i neutrofila koji se zamijenjuju makrofagima koji uskladuju prijelaz

iz upalne u proliferacijsku fazu (96).

1.3.2. Faza Il — proliferacijska faza
U upalnoj fazi trombociti izluduju faktore rasta TGF-B i VEGF'’ &ija j uloga

veoma vazna u proliferacijskoj fazi (94). Faktor rasta TGF-$ je glavni signal koji

¥ TGF-B (engl. transforming growth factor-f)
1 EGF (engl. epidermal growh factor)
> PDGF (engl. platelet-derived growth factor)
16 EGF (engl. fibroblast growth factor)
Y7 \VEGF (engl. vascular endothelial growth factor)
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stimulira fibroblaste i pritom potice inhibiciju proteaza. On takoder potiCe sintezu
elastina, kolagena, fibronektina i proteoglikana. Zbog pojaCane metaboliCke
aktivnosti u ovoj fazi podrucje rane zahtijeva optimalnu razinu hranjivih tvari te
kisika koja se postize povecanjem dotoka krvi. Ukoliko se razina kisika smaniji

ispod optimalne razine, dolazi do aktivacije HIF-a.

HIF-a utjeCe na izrazaj
VEGF-a tako Sto se veZe na to¢no odredeni dio DNA, stimulira transkripciju, ¢ime
se posljedi¢no potiCe angiogeneza. Faktori rasta FGF, TGF- i VEGF poticu
angiogenezu koja na povrijedenom podrucju iz malih kapilara i venula stvara nove
krvne Zile te se posljedi¢no stabilizira i razina kisika. Stabilizacijom razine kisika
HIF-1a se naposljetku veze s kisikom S§to znacajno smanjuje sintezu VEGF-a (93).

Angiogeneza je fioloSki proces nastajanja novih krvnih Zila kojeg
karakterizira otapanje bazalne membrane, pri ¢emu nastupa proliferacija
endotelnih stanica usmjerena k izvoru izlu€ivanja faktora rasta. Endotelne stanice
se dijele sve dok ne oblikuju niz cjevastih struktura koje se kasnije povezuju u
kapilarne petlje kroz koje ce cirkulirati krv. Nakon formiranja krvne Zile, u njezinu
stjenku se ugraduju glatka miSicna vlakna i na taj nacCin nastaju ateriole te vece
arterije (97).

Klju€ne stanice uklju¢ene u sintezu ekstracelularnog matriksa su fibroblasti.
Iz ekstracelularnog mariksa se nadalje stvara granulacijsko tkivo koje je ima ulogu
u formiranju novih krvnih Zila i cijeljenju ranjenog podrucja. Tijekom proizvodnije
novog matriksa, trenutni matriks koji se nalazi oko ruba rane biva razgraden

putem enzimskih sustava aktivatora plazminogena i matri€nih metaloproteina

8 HIF (engl. hypoxia-inducible factor)
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(96). Fibroblasti takoder izazivaju sintezu kolagena tipa | koji ima vaznu ulogu
tijekom cijeljenja, te kolagena tipa Il koji €ini najveci dio vezivnog tkiva u oziljku.
Najprije se sintetizira kolagen tipa Ill koji je veoma znacajan za proliferaciju, a
potom kolagen tipa | koji je vazan za krajnji dio cijeljenja (93, 98). Fibroblasti pod
djelovanjem faktora rasta TGF- i PDGF-a prelaze u miofibroblaste koji pozitivho
utjeCu na zatvaranje rane. Keratinociti koji se nalaze na rubu rane proliferiraju, a
ostali podlijezu obiljezenoj transformaciji ¢ime dobivaju svojstvo fagocitoze
krhotina i migracije preko rane. Ishod istovremene migracije keratinocita i stezanja

rane je reepitelizacija i zatvaranje ranjenog tkiva (94, 96).

1.3.3. Faza lll - faza sazrijevanja ili remodeliranja

Faza Ill ili sazrijevanje moze trajati nekoliko tjedana, pa sve do nekoliko
godina. Kada fibroblasti prijedu u miofibroblaste potiCe se zatvaranje rane Sto
oznacCava pocCetak faze Ill koju karakterizira nastanak epitela i stvaranje oZiljka.
Pritom je vrlo vazna ravnoteza izmedu sinteze i razgradnje tvari. Ekstracelularni
matriks Ciju strukturu grade vlaknasti proteini kao primjerice elastin i kolagen se
pregraduje. Kolagen tipa Ill se zamjenjuje s kolagenom tipa | ¢ime se postiZze
zatvaranje rane i prethodna &vrstoéa tkiva. Cvrstoca tkiva zavisi od kovalentnih
veza izmedu kolagenih vlakana koje su ovisne o vitaminu C. Elastin vra¢a krvnim
Zilama i kozi prvotnu strukturu. Ostale stanice koje se takoder nalaze u rani
podlijeZu procesu apoptoze, protok krvi se usporava, zaustavlja se rast krvnih Zila,

a metaboliCka aktivnost se usporava. Rezultat faze Ill je u potpunosti formiran
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oziljak s vrlo malo stanica i krvnih Zila, te velikom ¢vrsto¢om tkiva (Slika 5) (98, 99,

100).

KEY
Keratinocyte

L 8

> 4
Bl ©icod clot
>

— Muscle

@ Macrophage

Wound matrix

——. Myofibroblast

Granulation
tissue

Slika 5. Shema razlicitih faza tijekom procesa cijeljenja rane; izvor (92)

1.3.4. Uloga DPP IV / CD26 u cijeljenju rana u dijabetesu

Proces cijeljenja rana je u prisustvu hiperglikemije mnogo tezi radi razliCitih
unutarnjih i vanjskih faktora (101). PatofizioloSke abnormalnosti koje su posljedica
kroni¢nih rana poput kronicnih ulkusa dovode do usporenog cijeljenja rana gdje
nije sinkronizirana progresija regeneracije tkiva. Unutarnji ¢imbenici poput
vaskularnih problema, neuropatije te ostalih hiperglikemijom uzrokovanih
komplikacija dovode do otezavanja cijeljenja rana kod Secernih ulkusa (102).
Vanjski ¢imbenici koji utjeCu na cijeljenje rana su mehanicki stres ili ponovljene
traume koji uzrokuju infekcije rana, zatim nastanak kalusa i ponovno stvaranje
ulkusa. Kod dijabetesa visoka koncentracija glukoze utjeCe na smanjenje

proliferacije i diferencijacije keratinocita, kemotaksiju te fagocitozu u poc€etnoj fazi
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cijelijenja rana, a takoder u rani dolazi i do promjene izgleda Cimbenika rasta i
citokina. Kod dijabetiCkih rana je zabiljezeno i talozenje fibronektina i kolagena u
prevelikim kolicinama (103,104).

Uloga DPP IV/CD26 u procesu cijeljenja rana je mnogobrojna. Ima ulogu
kostimulacijske molekule aktivacije imunosnih stanica, ulazi u medudjelovanje s
razli€itim proteinima, ima ulogu u regulaciji bioloSke aktivnosti brojnih supstrata
kao primjerice kemokina, citokina, kolagena i ostalo. Takoder djeluje i na
proliferaciju limfocita T koji tijekom upalne faze luCe faktore rasta i citokine.
Istrazivanja pokazuju da je tijekom lu€enja citokina na limfocitima T izrazaj DPP
IV/ICD26 povecan (68, 71), zbog Cega se moze zakljuciti da se djelovanjem na
DPP IV/CD26 moze regulirati luCenje citokina kao primjerice INF-y, IL-2, IL-10 i
IL-12 (105). Ukoliko se DPP IV/CD26 inhibira, izlu€ivanje citokina se isto tako
smanjuje, a time se i na limfocitima T smanjuje izrazaj DPP IV/CD26 ¢ime njihova
proliferacija biva smanjena. Tijekom faze proliferacije u procesu cijeljenja rana
limfociti T imaju utjecaj na moduliranje fibroblasta koji imaju vaznu ulogu u sintezi
ekstracelularnog matriksa. Moze se zakljuciti da ukoliko se DPP IV/CD26 inhibira
posljedi¢no postoji djelovanje i na navedenu ulogu limfocita T (95). Degradaciju
ekstracelularnog matriksa DPP [V/CD26 uzrokuje vezivanjem na adenozin
deaminazu i tako utjeCe na povecCanje koncentracije plazmina i degradaciju
kolagena, fibronektina te laminina do kojih dolazi zbog aktivacije metaloproteaza
matriksa (106). DPP IV/CD26 ima ulogu i u adheziji, migraciji i apoptozi stanica

tijekom procesa cijeljenja rana (83). Pri niskim razinama kisika tijekom cijeljenja
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rana nastupa hipoksija koja izaziva DPP IV/CD26 da proteoliti¢ki djeluje na NPY*®
Sto uzrokuje nemogucnost njegovog vezivanja sa svojim receptorom Y1, dok se i
dalje mozZe povezati s receptorima Y2 i Y5. Na ovaj naCin DPP IV/CD26 ima
mogucnost regulacije procesa upale, proliferacije i angiogeneze. Medudjelovanje
ekstracelularnog matriksa i DPP 1V/CD26 djeluje na bFGF sto se ima ucinka na
proliferaciju, angiogenezu, migraciju i prezivljavanje stanica. U procesu cijeljenja
rana zbog duljeg trajanja upalne faze moze doci do kroni¢nih rana, a posljedi¢no i
do trajnog ostecenja tkiva (107). U fazi kada nastupaju hipoksic¢ni uvjeti GLP-1 koji
je supstrat DPP IV/CD26 regulira HIF-1a, faktor koji regulira izrazaj VEGF. VEGF
je faktor rasta koji poti€e angiogenezu i neovaskularizaciju te tako utjeCe na
cijelienje rana. U slu€aju niske razine ovog faktora kod dijabetiCara dolazi do
slabe vaskularizacije i duljeg oporavka rane (108). Pokazano je i da DPP IV/CD26
djeluje proteolitiCki na supstanciju P Sto ima ucinak na osjecaj boli ranjenog
podrucja (59, 109).

Kemokini su vrsta citokina koji sudjeluju u prijenosu signala u stanicu (86,
94). DPP IV/CD26 djeluje proteoliticki na kemokine kao $to je IP-10 €ija je uloga
regrutiranje u jetri aktiviranih NK stanica, CD4 i CD8, pri emu se njegova
sposobnost kemotaksije smanjuje, dok svojstvo inhibicije angiogeneze ostaje
oCuvano. Zbog toga dolazi do neuspjesnog obnavljanja krvnih Zila te se povecava
sklonost prema ulceracijama i dehiscenciji (110). Kemokini RANTES, eotaksin i
SDF-1a takoder radi prethodno navedenog djelovanja DPP IV/CD26 gube

svojstvo kemotaksije $to posljedicno utjeCe na monocite i limfocite. SDF-1a pritom

9 NYP — neuropeptid Y
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gubi i kemotaktiCnost za endotelne prekursorske stanice na mjestu upale.
Angiogena svojstva SDF-1a su isto tako smanjena radi enzimske aktivnosti DPP
IV /CD26 (111). Proteoliticko djelovanje DPP 1V/CD26 na kemokine isto tako
utjeCe na migraciju i apoptozu stanica. Tijekom faze proliferacije i sazrijevanja
DPP IV/CD26 sudjeluje u razgradnji kolagena, a kako utjeCe i na ekstracelularni

matriks sudjeluje u migraciji stanica (105).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Pretpostavka ovog istrazivanja je da DPP IV/CD26 ima znacajnu ulogu u
modulaciji imunosnog odgovora u procesu cijeljenja rana u hiperglikemiji, obzirom
na svoju proteolitiCku i kostimulacijsku ulogu. Svrha istrazivanja bila je ispitati
utjeCe li i na koji na€in nedostatak DPP [V/CD26 na specificnosti imunosnog
odgovora u procesu cijeljenja rana u uvjetima eksperimentalne hiperglikemije.
Kako bismo ispitali pretpostavku ovog istraZivanja, postavili smo slijedece

ciljeve rada:

1. Uspostaviti pokusni model dijabetesa te uspostaviti model cijeljenja rana u
u CD26 deficijentnom (CD26™) te divllem tipu misa (C57BL/6) s
eksperimentalnom hiperglikemijom.

2. Ispitati utjeCe li i na koji nacin nedostatak DPP [V/CD26 na makroskopske
i/ili mikroskopske promjene tijekom procesa cijeljenja rana koze u
dijabetesu;

3. lIstraziti izrazaj limfocita T te makrofaga u razli€itim vremenskim periodima
cijelienja rana u CD26" te C57BL/6 tipu misa s induciranim dijabetesom;

4. Utvrditi postoje li promjene u aktivnosti DPP 1V/CD26 u serumu divljeg tipa
miSa tijekom procesa cijelienja rana u uvjetima eksperimentalne

hiperglikemije.
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3. MATERIJALI | METODE
3.1. Materijali
3.1.1. Kemikalije i reagensi
Kemikalije i reagensi koji su upotrjebljeni u provedenom istrazZivanju za
izvedbu analitickih metoda su sljededi:
Depilacijska krema, Veet
Eozin, Shandon Inc.
Etanol (50 %, 70 %, 90 %, 96 %, 100 %) Kemika
FizioloSka otopina puferirana fosfatnim puferom (PBS), Sigma-Aldrich Life
Sciences
Glicin-prolin-p-nitroanilid (Gly-Pro-p-NA), Sigma-Aldrich Life Sciences
Hematoksilin, Shandon Inc.
Kloridna kiselina (HCI, 37 %), Kemika
Kromogen DAB sustav za vizualizaciju, Dako real en vision system, Dako Inc.
Ksilol, Kemika
Medij za montiranje Entellan, Merck
Paraformaldehid (4 %), Sigma-Aldrich Life Sciences
Parafin,Shandon Inc.

Streptavidin-POD konjugat, (ref. 11 089153 001), Roche Diagnostics
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3.1.2. Protutijela

Primarna protutijela koja su koriStena za imunohistoloSka bojenja koja su
izvodena za potrebe ovog rada su: primarno zecje poliklonsko protu-misje-CD3
protutijelo (Abnova, AB5690) protutijelo za dokaz limfocita u tkivu u razrijedenju 1
: 50, primarno Stakorsko protutijelo F4/80 Alexa Flour (Bio-Rad, MCA497A488T)
protutijelo za dokaz makrofaga u tkivu u razriedenju 1:50 te primarno Stakorsko
monoklonsko protu-misje-Ki67 (Dako Inc., M7249) protutijelo koje se koristi kao
marker proliferacije  stanica. Sekundarno protutijelo  upotreblieno u
imunohistoloSkim bojenjima je biotinizirano kozje protu-Stakorsko IgG H&L

protutijelo, Invitogen u razrijedenju 1 : 100.

3.1.3. Uredaji
Analiticke metode u provedenom istraZivanju su izvodene uz pomoc
sljededih uredaja i instrumenata (abecednim redom):
Analiticka vaga, Mettler Toledo
Aparat za dobivanje ultra Ciste vode, TKA MicroPure
Automatske pipete, Eppendorf
Centrifuga ROTINA 420R, Heltich Zentrifugen
Cita& mikrotitarskih plogica Bio-tek EL808, Bio-tek instruments INC
Destilator vode, TAK Pacific
Digitalna kamera (TMC 76S), Pulnix
Digitalni fotoaparat, Olympus

Digitalna vaga, Mettler Toledo
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Fluorescentni mikroskop, Olympus

Histokinet, MSE

Instrument za uzimanje bioptiCkog materijala i indukciju rana, Biopsy Punch,
Miltex

Kombinirani hladnjak s ledenicom +4/-20 °C, Gorenje

Masinica za brijanje, Simbo

Mikroton (HM340 E), Laica

pH-metar (MP 222), Mettler Toledo

Svjetlosni mikroskop (BX 40), Olympus B201

Zamrzivac do -80 °C (VXE 490), Jouane

3.1.4. Puferi i otopine reagensa

U ovom istrazivanju su pripremljeni i koriSteni sljedeci puferi i otopine
reagensa:
Acetatni pufer (pH = 4,5)

Acetatni pufer pH=4,5 pripremljen je u odmjernoj tikvici Ciji je volumen 50
ml, mijeSanjem 6,5 ml 1 M otopine etanske kiseline i 2,5 ml 1 M otopine NaOH.
Preostali volumen tikvice nadopunjen je do oznake destiliranom vodom nakon
C¢ega je pripremljenoj otopini izmjerena pH vrijednost uz pomo¢ digitalnog
pH-metra. Ukoliko pH vrijednost ne odgovara Zeljenoj vrijednosti, podeSava se
dodatkom destilirane vode, NaOH ili par kapi HCI. Acetatni pufer koji je
pripremljen se koristio za zaustavljanje kataliticke reakcije prilikom odredivanja

aktivnosti dipeptidil peptidaze IV, te se ¢uvao na +4 °C.
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Citratni pufer (pH = 6,0)

Citratni pufer pH=6,0 je pripremljen u odmjernoj tikvici Ciji je volumen 1000
ml na nacin da se 2,94 g natrij-citrata dihidrata otapi u destiliranoj vodi. Nakon
potpunog otapanja natrij-citrata dehidrata, preostali volumen tikvice je do oznake
nadopunjen destiliranom vodom. Ukoliko pH vrijednost ne odgovara Zeljenoj
vrijednosti, podeSava se dodatkom destilirane vode, NaOH ili HCI. Citratni pufer
koji je pripremljen se koristio za imunohistokemijske analize, te se Cuvao na +4

°C.

EDTA pufer (pH = 8,0)

EDTA pufer pH=8,0 je pripremljen na nacin da se najprije pripremila 1M
otopina EDTA tako Sto se 0,37 g etilen-diamin-tetraacetata otopilo u 1000 ml
destilirane vode. Potrebno je mijeSati otopinu sve dok se Cestice krutog
etilen-diamin-tetraacetata ne otope u potpunosti. Ukoliko pH vrijednost ne
odgovara Zeljenoj vrijednosti, podeSava se dodatkom 1M otopine NaOH. U tako
pripremljenu otopinu je dodano 0,5 ml Tween 20 te je sve zajedno dobro
promijeSano. EDTA pufer koji je pripremljen je Cuvan na sobnoj temperaturi na
kojoj se moze Cuvati 3 mjeseca, a Cuvan na +4 °C ima rok valjanosti dulje od 3

mjeseca.

Tris-HCI pufer (pH = 8,0)
Tris-HCI pufer pH=8,0 je pripremljen na nacin da se najprije pripremila

otopina 1M Tris-a tako $to se 1,2114 g krutog Tris-a otopilo u 10 ml destilirane
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vode. Zatim se u odmijernoj tikvici volumena 50 ml promijeSalo 4,305 ml 1M
otopine Tris-a i1 2,5 ml 1 M otopine HCI. Preostali volumen tikvice se nadopunio s
destiliranom vodom do oznake. Pomocu digitalnog pH-metra je provjerena pH
vrijednost pripremljene otopine. Ukoliko pH vrijednost ne odgovara Zeljenoj
vrijednosti, podeSava se dodatkom destilirane vode, NaOH ili par kapi HCI. Tris
pufer koji je pripremljen se koristio za stvaranje povoljnih uvjeta koji su potrebni da
bi se odvijala hidroliza supstrata prilikom odredivanja  aktivnosti

dipeptidil-peptidaze V.

Otopina streptozocina u citratnom puferu

Otopina streptozocina je priredena prije same intraperitonealne aplikacije
otapanjem 22,5 mg streptozocina u 1,0 ml citrathog pufera pH vrijednosti 4,5,
svjeze priredenog. Kako streptozocin ima sklonost brze razgradnje te je osjetljiv
na svjetlost, otopinu je potrebno utroS$iti u kratkom vremenu i zastiti od utjecaja

svjetlosti.

3.1.5. Laboratorijske zivotinje koriStene u istrazivanju

Za potrebe provedenog istraZivanja koriStena su dva soja laboratorijskih
mieva: divlji tip (C57BL/6, CD26"") i CD26 deficijentni misevi (CD26™) koji su
dobiveni iz divljeg tipa tipa, utiS8avanjem gena za DPP [V/CD26. Ljubaznoscu dr.
Didiera Margueta (Centre d'Immunologie de Marseille Luminy, Parc Scientificque
de Luminy, Merseille Cedex, Francuska) dobiveni su CD26" miSevi potrebni za

ovo istraZivanje. Postupak dobivanja CD267 Zivotinja bio je slijededi: prvi korak je
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izolacija i restrikcija gena koji kodira enzim DPP IV/CD26. Nakon restrikcije gena
dolazi do zamjene 2,3 kb Pstl-Sphl fragmenta s 13,5 kb Sall-EcoRI CD26
genomskim fragmentom koji je dobiven iz B10.A-izvedenog A klona 10 s NEO
genom kontroliran od strane PGK1 (engl. phosphoglycerate kinase 1). Tako
dobiveni mutirani gen se transficira u C57BL/6-izvedenu embrionalnu mati¢nu
stanicu linije B6lll koja se dalje injektira u blastocistu C57BL/6 Zenke u kojoj se
uzgaja. Na ovaj nacin su dobiveni kimericki muzjaci C57BL/6 miSeva, uz
napomenu da se iz svake prirodene linije heterozigota dobiva CD26™ homozigot.

Za potrebe ovog istraZzivanja laboratorijske zivotinje su uzgojene na
Medicinskom fakultetu u Rijeci u srediSnjem vivariju za uzgoj laboratorijskih
miSeva LamRi. Tijekom trajanja eksperimentalnog istraZivanja laboratorijski
miSevi su boravili u vivariju Zavoda za fiziologiju i imunologiju Medicinskog
fakulteta u Rijeci u standardnim kavezima za laboratorijske miSeve. Hranjeni su
standardnom laboratorijskom hranom (Standard diet GLP; Mucedola, Italija) i

vodom ad libitum u prirodnim uvjetima izmjene tame i svjetla.

3.1.5.1. Eticko glediste istrazivanja na eksperimentalnim zivotinjama
IstraZivanja provedena na eksperimentalnim Zivotinjama izvodena su u
skladu sa Zakonom o zastiti Zivotinja (NN br. 135/06) i Pravilnikom o zastiti
zZivotinja koje se koriste u znanstvene svrhe (NN br. 55/13) Republike Hrvatske,
pri Cemu su postovana temeljna eticka i znanstvena nacela vezana za izvodenje

eksperimenata na Zivotinjama. Patnja i nepotrebni eksperimenti na Zivotinjama su

42



maksimalno izbjegnuti. Istrazivanje je odobrilo Eticko povjerenstvo Medicinskog
fakulteta u Rijeci, te je izvodeno sukladno 3R nacelima koja oznaCavaju:

1. Engl. replacement — nadomjestanje zivotinja,

2. Engl. reduction — smanjenje broja Zivotinja i

3. Engl. refinement — oplemenjivanje postupaka).

3.2. Metode
3.2.1. Plan eksperimenta
Eksperimentalne Zivotinje podjeljenje su u dvije skupine: prvu skupinu su

&inili migevi divljeg tipa, odnosno soja C57BL/6 (CD26™*)

a drugu skupinu su Cinili
CD26 deficijentni miSevi, odnosno CD26™. Sve ekperimentalne Zivotinje bili su
muzjaci starosti izmedu 10 i 12 tjedana. Pojedine skupine Zivotinja podijeljene su
u podskupine, ovisno o danu planiranog Zrtvovanja. Pojedina ispitivana
podskupina se sastojala od 6 do 8 eksperimentalnih Zivotinja. Potom je svim
zivotinja inducirana eksperimentalna hiperglikemija a nakon uspjesno
uspostavljenog modela dijabetesa, ucinjene su im eksperimentalne rane Ciji se
proces cijeljenja pomno pratio. Tijekom procesa cijeljenja rana miSevi su Zrtvovani

drugog, Cetvrtog, sedmog, desetog te petnaestog dana od dana indukcije rana

(Slika 6).
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C57BL/6 miSevi s dijabetesom
Dani: 0. 2. 4. 7. 10. 15.

Indukcijarana zrtvovanje zrtvovanje zrtvovanje zrtvovanje zrtvovanje

CD26" misevi s dijabetesom

Dani: 0. 2. 4, 7. 10. 15.

Indukcijarana zrtvovanje zrtvovanje zrtvovanje zrtvovanje zrtvovanje

Slika 6. Plan eksperimenta

3.2.2. Indukcija pokusnog modela dijabetesa

Kako bi uspostavili pokusni model dijabetesa kod C57BL/6 i CD26™
miSeva, svakom je misu intraperitonealno jednom dnevno aplicirano prethodno
priredene otopine 0,05 mg streptozocina u citratnom puferu po 1 g tjelesne tezine
miSa. Postupak je ponavljan tijekom 5 dana, a pritom se miSevima svakog dana
odredivala koncentracija glukoze u krvi te tjelesna tezina. Koncentracija glukoze u
krvi odredivana je glukometrom (Accu-Chek®). Samo pokusne Zivotinje kojima je
uspostavljena stabilna hiperglikemija (miSevi s koncentracijom glukoze u krvi
veéom od 17 mmol/L tijekom najmanje 3 uzastopna dana) su sudjelovali u

daljnjem istrazZivanju.

3.2.3. Postupak anesteziranja eksperimentalnih zivotinja
Anesteziranje pokusnih Zivotinja izvedeno je prije same indukcije rana

kombiniranim anestetikom pripremljenim mijeSanjem otopine ksilapana
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(Xylapan®, injekcijska otopina, Vetoquinol) i otopine narketana (Narketan® 10,
injekcijska otopina, Vetoquinol) u omjeru 1:1 (Slika 7).

Otopina ksilapana je priredena mijeSanjem 2 ml izvorne otopine ksilapana
te 18 ml sterilne fizioloSke otopine puferirane fosfatom, nakon Cega je razdijeljena
u doze po 1 ml i pohranjena na -20 °C. Otopina narketana je priredena
mijeSanjem 2 ml izvorne otopine narketana te 8 ml sterilne fizioloSke otopine
puferirane fosfatom, nakon ¢ega se alikvotira i pohrani na -20 °C. Alikvoti obiju
otopina se neposredno prije postupka anesteziranja odmrznu te pomijeSaju u
omjeru 1:1. Anesteziranje se vrsi aplikacijom 100 ul pripremljenog kombiniranog
anestetika u trbusnu Supljinu eksperimentalne Zivotinje pomocu tanke inzulinske
Sprice. Postupak je proveden u digestoru, u prostoriji koja je grijana. Duljina

trajanja anesteziranog stanja miSeva je iznosila priblizno dvadeset minuta..

Slika 7. Kombinirani anestetik ksilapana i narketana
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3.2.4. Indukcija rana

Nakon anesteziranja eksperimentalnim miSevima smo najprije aparatom za

brijanje s leda uklonili dlake kako bi ih pripremili za indukciju rana (Slika 8).

Slika 8. Uklanjanje dlaka s miSjih leda aparatom za brijanje

Aparatom za brijanje je uklonjena najvec¢a koliina dlaka, a kremom za
depilaciju su uklonjene preostale dlacice uz kozu kako bi se sprijeCilo oSteCenje
koZe, Sto je prikazano na Slici 9 pod a) i b). Mi§ju koZu smo nakon depilacije
prebrisali PBS-om, a zatim dezinficirali 70 %-tnim etanolom. Navedeni postupak

je prikazan na Slici 9 pod c) i d).
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Slika 9. Postupak uklanjanja dlaka s leda misa

Eksperimentalnim miSevima je na temeljito dezinficiranoj kozi
interskapularno inducirano 6 rana. Ranjavanje je izvrSeno sa sterilnim

instrumentom za uzimanje bioptickog materijala, engl. Biopsy punch (Slikal0).

Slika 10. Sterilni instrument za uzimanje bioptickog materijala, promjera 5 mm
(engl. Biopsy punch)

Prije same indukcije rana misju kozu leda smo spojili kako bi istovremeno
mogli inducirati po dvije jednake rane. Tako spojenu koZu smo snazno pritisnuli
prethodno navedenim sterilnim instrumentom te inducirali Sest jednakih rana

promjera 5 mm. Slika 11 pod a) i b) prikazuje postupak indukcije rana.
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Slika 11. Indukcija rana na misjim ledima

3.2.5. Dobivanje uzorka misjeg seruma

Uzorak miSjeg seruma dobiven je punkcijom orbitalnog sinusa tijekom
Zrtvovanja eksperimentalnin miSeva u zadanim danima, pri ¢emu se izdvojila
periferna krv u epruvete. Uzorci periferne krvi su potom odstajali na sobnoj
temperaturi 30 minuta, nakon ¢ega su se centrifugirali 10 minuta na 3000 okretaja
po minuti. Izdvojeni serum se premjestio s oprezom u Cistu epruvetu i pohranio za

daljnje potrebe analize na -80 °C.

3.2.6. Uklapanje tkivnih preparata u parafin

Uzorci kontrolne koZe i tkiva rana su uzeti svim ispitivanim misevima u
zadanim danima Zzrtvovanja za potrebe histoloSke analize. Uzorci su tijekom
uzimanja ispirani u PBS-u nakon ¢ega su pohranjeni u histoloSke kazetice (Slika
12). HistoloSke kazetice s uzorkom se inkubiraju 24 sata u 4 %-nom
paraformaldehidu, a zatim se provodi postupak dehidratacije uzoraka kroz rastuce

koncentracije alkohola od 70 %, 80 %, 96 % i 100 % radi uklanjanja vode iz tkiva.
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Slika 12. HistoloSke kazetice

Uzorci se zatim uranjaju u ksilol i time prosvjetljuju u tkivnhom procesoru
histokinetu, nakon ¢ega se uklapaju uranjanjem u parafin €ija temperatura iznosi
od +50 do +60 °C. Na tim temperaturama agregatno stanje parafina je tekuce.
Uranjanjem uzoraka, postupkom tri izmjene parafina ksilol u tkivu se mijenja s
parafinom. Nakon toga se uzorci tkiva hlade na +4 °C Cime se dobiju kruti
parafinski blokovi. Za potrebe daljnje analize blokovi se zalede na -20 °C kako bi
se mogli rezati mikrotomom. Na mikrotomu se uzorci reZu serijski pri ¢emu svi
tkivni rezovi imaju debljinu 4 pm. Tkivni rezovi se na kraju adheriraju na

predmetna stakalca koja su prije toga silanizirana.

3.2.7. Hematoksilin-eozin bojanje preparata tkiva
Tkivhe rezove koje smo adherirali na stakalca smo obojili
hematoksilin-eozin bojenjem (HE). Hematoksilin-eozin bojenje je postupak

histoloSkog bojenja s kombinacijom dviju boja, hematoksilinom i eozinom.
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Hematoksilin se koristi za bojenje bazofilnih struktura u stanici kao $to su jezgra i
kromatin u plavo-ljubi€astu boju. Eozin se koristi za bojenje acidofilnih struktura u
stanici poput citoplazme u crvenu boju.

Postupak bojenja smo izvrSili tako da smo najprije deparafinizirali tkiva na
predmetnim stakalcima u otopini ksilola 3 puta po 5 minuta, ali smo svaki put
premjestili kadicu s preparatima u novu otopinu. Zatim smo preparate rehidrirali
uranjanjem u otopine alkohola koji imaju padaju¢e koncentracije po 4 minute u
svakoj otopini. Najprije su bili uronjeni 2 puta po 4 minute u 100 % alkoholu, a
potom po 4 minute u 90 %, 70 % te 50 % alkoholnoj otopini. Nakon rehidracije
preparate smo 4 minute ispirali u destiliranoj vodi, a onda bojili 4 minute u otopini
hematoksilina na nacin da je otopina prekrila sve tkivhe preparate u kiveti.
Preparate smo nadalje ispirali 15 minuta pod mlazom tekuce vode, a potom
diferencirali 2 sekunde u otopini HCl-etanola koja se sastoji od 0,5 ml HCI'i 200 ml
70 %-nog etanola. Slijedilo je ponovno ispiranje 10 minuta tekucom vodom, pa 3
minute destiliranom vodom. Nakon ispiranja tkivne preparate smo bojili 3 minute u
otopini eozina i ponovno isprali uranjanjem 3 puta po 5 minuta u destiliranu vodu.
Preparate smo nakon ispiranja dehidrirali otopinama alkohola koji imaju rastuce
koncentracije, to jest 30 sekundi u 70 %, 2 puta po 30 sekundi u 96 % i 2 puta po
30 sekundi u 100 % otopini alkohola. Na kraju su preparati stajali 3 puta po 5
minuta u ksilolu, nakon €ega su se suSili na sobnoj temperaturi i tako osuseni

uklopili s entelanom (Slika 13).
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Slika 13. Otopine za hematoksilin-eozin bojanje preparata tkiva

3.2.8. Imunohistokemijska bojanja tkivnih preparata

Metodom imunohistokemijskog bojenja smo obojili tkivhe preparate kako bi
vizualizirali CD3, Ki67 i F4/80 pozitivne stanice. Analiza je napravljena slijedeci
protokol za imunohistokemijsko bojenje. Najprije smo deparafinirali preparate tako
Sto smo ih uronili 3 puta po 5 minuta u otopinu ksilola, nakon ¢ega smo ih
rehidrirali u otopinama alkohola padajucih koncentracija, to jest po 3 minute u 100
% (dva puta), 90 % i 70 % otopini alkohola. Preparate smo nakon rehidracije
isprali uranjanjem 2 puta po 3 minute u destiliranu vodu, a zatim 5 minuta u PBS.
Sljededi korak je bio postupak razotrkrivanja antigena ili tzv. ,antigen retrival“ gdje
smo tkivne preparate uronili u citratni pufer i stavili u mikrovalnu pecnicu najprije
na 800 W kroz 3,30 minute do klju¢anja, potom na 350 W kroz 10 minuta. Ukoliko

se dio citratnog pufera tijekom procesa izgubi klju¢anjem potrebno ga je nadodati i
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jo$ 5 minuta staviti u mikrovalnu pecénicu na 350 W. Preparate u citrathom puferu
smo nakon kuhanja hladili 20 minuta na sobnoj temperaturi, zatim ispirali najprije
2 puta po 3 minute u destiliranoj vodi, a potom 5 minuta u TBS-u. Sljedeéi korak je
bio blokiranje endogene peroksidaze koji smo izveli tako da smo u posebnoj
kadici pripremili otopinu koja se sastoji od 1,2 ml H,O2, 35 ml metanola i 35 ml
PBS-a. Zatim smo tkivne preparate uronili u kadicu s pripremljenom otopinom
kroz 35 minuta. Preparate smo potom ispirali 2 puta po 5 minuta u PBS-u, nakon
¢ega smo na svaki nakapali po 150 pl seruma koji potjecCe iz zivotinje u kojoj su
sekundarna protutijela proizvedena (engl. normal goat serum) kako bi
onemogucili nespecificno vezanje protutijela. Serum sa preparata se ne ispire,
veC se odlije viSak te se na njega dodaju primarna protutijela. Za potrebe ovog
istraZivanja koristili smo sljedeéa primarna protutijela: primarno zecje poliklonsko
protu-misje-CD3 protutijelo (Abnova, AB5690) protutijelo za dokaz limfocita u
tkivu u razrjedenju 1 : 50, primarno Stakorsko protutijelo F4/80 Alexa Flour
(Bio-Rad, MCA497A488T), protutijelo za dokaz makrofaga u tkivu u razriedenju
1:50, te primarno Stakorsko monoklonsko protu-misje-Ki67 (Dako Inc., M7249)
protutijelo koje se koristi kao marker proliferacije. Potom je slijedila inkubacija
tkivnih preparata preko noc¢i u vlaznoj komori na +4 °C. Sljede¢i dan nakon
inkubacije preparate smo isprali 3 puta po 5 minuta u PBS-u i na njih dodali
odgovarajuce sekundarno protutijelo. Na preparate na koje smo inkubirali
primarno protutijelo F4/80 nismo vezali sekundarno protutijelo. Sekundarno
protutijelo koje je koristeno za potrebe ovog istrazivanja je kozje protu-Stakorsko

IgG H&L protutijelo, Invitogen u razrijedenju 1 : 100. Inkubacija sekundarnog
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protutijela se odvijala na sobnoj temperaturi 30-45 minuta. Preparate smo zatim
ispirali 3 puta po 5 minuta u PBS-u, a onda inkubirali 45 minuta u vlaznoj komori
streptavidinom za koji je vezan enzim peroksidaza. Sljedeci korak je bilo ispiranje
3 puta po 5 minuta u PBS-u, nakon ¢ega su na tkivnim preparatima vizualizirane
CD3 i Ki67 pozitivne stanice pomocu kromogenog supstrata DAB kroz 20-30
sekundi. Zadovoljavaju¢a razina vizualizacije je provjerena mikroskopom.
Preparati su nakon vizualizacije ispirani 10 minuta u tekucoj vodi, a potom 5
minuta u destiliranoj vodi. Nadalje smo preparate kontrastirali 15 sekundi s
hematoksilinom i ponovno ispirali 10 minuta u tekuéoj i 5 minuta u destiliranoj
vodi. Slijedila je dehidracija tkivnih preparata u otopinama alkohola rastucih
koncentracija, po 3 minute u svakom (70 %, 80 %, 96 % po dva puta i dva puta u
100 % ), zatim uranjanje 3 puta po 5 minuta u ksilol i na samom kraju uklapanje
entelanom. Preparati s vezanim F4/80 primarnim protutijelom koje na sebi sadrZi
fluorescentnu boju su uklapani s Mowiolom i vizualizirani su metodom

imunoflorescencije.

3.2.9. Histomorfometrijska i imunohistokemijska analiza preparata tkiva

Na tkivnim preparatima koji su pripremljeni metodama imunohistokemije i
hematoksilin-eozin bojenjem izvrSena je patohistoloSka, histomorfometrijska te
imunohistokemijska analiza. Sva mjerenja je ucinio iskusni histolog pomocu
kompjuterskog sustava koji se sastoji od svjetlosnog mikroskopa (Olympus,
Tokio, Japan) te fluorescentnog mikroskopa i digitalne kamere (TMC 76S, Tokio,

Japan). Pomoc¢u kompjuterskog programa ImageJ2 (112) izvrSena je analiza
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digitalnih fotografija raznih uvecCanja s histoloskim preparatima. Svi dobiveni

rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija.

3.2.10. Intraperitonealni test tolerancije glukoze

Test tolerancije glukoze uobi€ajeni je postupak koji procjenjuje sposobnost
organizma da metabolizira glukozu, odnosno mjeri se vrijeme koje je potrebno da
se egzogena glukoza ukloni iz krvi. Primjenjuje se kod nepravilnog rada 3-stanica
pankreasa, tijekom inzulinske rezistencije, kao test za utvrdivanje dijabetesa, za
otkrivanje nepravilnosti u metabolizmu ugljikohidrata i drugo. Za potrebe
provedenog istraZivanja primijenili smo intraperitonealni test tolerancije glukoze ili
IPGTT 2 kojim smo u toéno odredenim vremenskim to¢kama odredili
koncentraciju glukoze u krvi, nakon Sto smo intraperitonealno aplicirali injekciju s
10 %-tnom otopinom glukoze u oba soja eksperimentalnih miseva. Otopinu 10
%-tne glukoze smo priredili otapanjem 1g glukoze (beta-D(+)-glukoza) u sterilnom
PBS-u volumena 10 ml. Eksperimentalni miSevi su prije aplikacije 10 %-tne
glukoze izvagani, te se ovisno o masi miSa odreduje potreban volumen za
aplikaciju prema sljedecoj formuli:

Volumen (ul) = masa miSa (g) x 20.

MiSevi su prije same aplikacije 10 %-tne otopine glukoze gladovali 16 sati

te im je izmjerena razina glukoze. Isto tako 15, 30, 60, 90, 120 i 240 minuta nakon

aplikacije otopin im je takoder izmjerena koncentracija glukoze u krvi.

2 IPGTT - engl. Intraperitoneal glucose tolerance test
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3.2.11. Odredivanje enzimske aktivhosti DPP IV/CD26 u serumu C57BL/6
misSeva

Spektrofotometrijski je odredena enzimska aktivhost DPP [V/CD26 u
serumu svih eksperimentalnih miSeva C57BL/6 mjerenjem apsorpcije svjetlosti uz
pomoc Citaca mikrotitarskih plo€ica na valnoj duljini od 405 nm. Odredivanje se
temelji na hidrolizi glicin-prolin-p-nitroanilida (Gly-Pro-p-NA), supstrata DPP
IV/ICD26. U Tablici 3 je prikazan postupak pripreme probe i slijepe probe u
jazicama mikrotitarske plocCice $to predstavlja prvi korak u odredivanju enzimske
aktivnosti. Proba i slijepa proba se sastoje od 34 ul Tris-HCI pufera (pH = 8,0) i 2
Ml komercijalnog kromogenog supstrata (Sigma Chemical, Njemacka). Smjesa
probe sadrzi joS i 4 yl miSjeg seruma. Nakon pripreme smjesa slijedi njihova
inkubacija 30 minuta na 37 °C radi postizanja optimalnih uvjeta kako bi doSlo do
hidrolize izmedu DPP IV/CD26 iz seruma i spomenutog supstrata. Sljedeci korak
je podeSavanje pH vrijednosti u smjesama radi zaustavljanja reakcija dodatkom
160 ul acetatnog pufera Cija pH vrijednost iznosi 4,5. Nakon zaustavljanja reakcije
slijepoj probi se dodaje 4 ul miSjeg seruma (tada viSe supstrat ne moze biti
razgraden od strane DPP IV/CD26, a u cilju uklanjanja moguce interferencije boje
seruma na rezultate mjerenja). Intenzitet zutog obojenja koje je nastalo u reakciji
hidrolize se odreduje naspram sliiepe probe svakog pojedinog uzorka.
Mikrotitarska ploCica se nakon pripreme ubacuje u citaC pri ¢emu se
spektrofotometrijski na valnoj duljini od 405 nm mjeri apsorpcija svjetlosti probe u
odnosu na slijepu probu. Od ukupno izmjerene apsorbancije se oduzme

apsorbancija slijepe probe i na taj nacin dobije stvarna apsorbancija probe.
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Tablica 3. Odredivanje enzimske aktivnosti serumske DPP [V/CD26 u C57BL/6

eksperimentalnim misevima

SLIJEPA PROBA PROBA
V /L
Tris-HCI pufer 34
(pH = 8,0)
Supstrat 2
(Gly-Pro-p-NA)
Serum 4
Inkubacija uzoraka 30 minuta
Acetatni pufer 160
(pH = 4,5)
Serum -

JednadzZzba prema kojoj se raCuna enzimska aktivhost serumske DPP

IV/CD26 je sljedeca:

Enzimska aktivhost =

Legenda:

Ap = apsorbancija probe

Vuk = ukupni volumen reakcijske smjese
10° = faktor pretvorbe mola u pmol

Vuz = volumen uzorka

d = debljina kivete (1 cm)

t = vrijeme inkubacije u minutama (30 min)

€-d-t vV,

€ = molarni apsorpcijski koeficijent (za p-nitroanilid pri 405 nm iznosi 9,9 x 103mol)
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Kod svih skupina C57BL/6 eksperimentalnih miSeva specificna aktivnost
serumske DPP IV/CD26 se izrazila u internacionalnim jedinicama po litri (IU/l) za

koje vrijedi da je 1 IU/L jednaka hidrolizi 1umol-a supstrata po 1 L miSjeg seruma.

3.3. Statisticka obrada podataka

Svi podaci koji su prikuplijeni u ovom istraZivanju su saCuvani u bazi
podataka putem programa Windows Microsoft Office Excel® 2007. Zavisno od
pripadajuce kategorije dobiveni rezultati su izrazeni kao aritmetiCka sredina i
standardna devijacija broj¢anih podataka, to jest prikazani su kontingencijskim
tablicama za kategoriCke podatke, a potom i graficki. Zavisno od mjerne ljestvice
koju slijede i raspodijele, vrijednosti varijabli izmedu ispitivanih skupina miSeva
komparirane su parametrijskim i neparametrijskim postupcima statisticke
raS€lambe. Razlike koje su uoCene izmedu pojedinih skupina eksperimentalnih
miSeva su se testirale ANOVA testom, u kojem se razlika od P < 0,05 smatrala
statisti¢ki znaajnom. Pomoéu programa Windows Microsoft Excel® 2007 uz
potporu raéunalnog programa STATISTICA® 7 (StatSoft Inc., Tulsa, OK 74104,

SAD) su izvedeni postupci statistiCke ras¢lambe..
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4. REZULTATI

4.1. Osobine eksperimentalnih miseva

U provedenom istrazivanju primjeceno je kako su oba soja
eksperimentalnih miseva, odnosno divlji tip C57BL/6 i CD26 deficijentni tip
(CD267) jednakih fenotipskih obiljeZja, jednakog ponadanja, te da pokazuju isti
nacin prehrane kao i razmnozavanja. Takoder je uoCeno kako oba soja miSeva
imaju priblizno jednaku duljinu zivota. Medutim, prilikom analize tjelesnih masa
zivotinja u fizioloSkim uvjetima, ali i prilikom uspostavljanja eksperimentalne
hiperglikemije, uo€eno je kako je kod CD26 deficijentnih miSeva koji su jednakog
spola i starosti tjelesna masa statistiCki zna¢ajno niza (p<0,05) u odnosu na

C57BL/6 Zivotinje, Sto je prikazano na Slici 14 i Slici 15.
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C57BL/6 CD26-/-
Soj pokusnih Zivotinja

Slika 14. ProsjeCne tjelesne mase ekperimentalnih miSeva u fizioloskim uvjetima
(srednja vrijednost + standardna devijacija)

*, statistiCki znaCajna razlika izmedu sojeva eksperimentalnih miSeva (C57BL/6)
(p<0,05)
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Slika 15. ProsjeCne tjelesne mase ekperimentalnih miSeva u uvjetima
hiperglikemije (srednja vrijednost + standardna devijacija)

*, statistiCki znaCajna razlika izmedu sojeva eksperimentalnih miSeva (C57BL/6)
(p<0,05)

4.1.2. Intraperitonealni test tolerancije glukoze

Intraperitonelni test tolerancije glukoze proveden je kod oba soja
eksperimentalnih miSeva radi pracenja utjecaja DPP 1V/CD26 na koncentraciju
glukoze u krvi. UoCeno je kako su C57BL/6 Zivotinje u svim vremenskim
intervalima mjerenja imali viSu koncentraciju glukoze u krvi. U vremenu od 15 i 30
minuta nakon aplikacije otopine glukoze primije¢eno je da su kod oba soja miSeva
razine glukoze najveée. 30 minuta nakon aplikacije otopine glukoze primijeceno je
kako u oba soja miSeva pada razina glukoze u krvi, a 240 minuta nakon aplikacije

otopine glukoze razina glukoze postiZze pocCetno stanje, to jest razinu izmjerenu
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prije aplikacije otopine glukoze. Kod CD26" mi§eva koji su prethodno gladovali 16
sati, u 0. minuti, tj. po€etnoj toCki mjerenja, primijecena je statistiCki znaCajno niza
razina glukoze u krvi (p<0,05) u odnosu na divlji tip Zivotinja. StatistiCki znacajna
razlika (p<0,05) je takoder primijeCena u 90-toj, 120-toj, 180-toj i 240-toj minuti

nakon aplikacije otopine glukoze izmedu C57BL/6 i CD26™ miSeva.

25

20

15

——(C57BL/6
10
—8— CD26-/-

wn

Koncentracija glukoze ukrvi /

{mmol/L)

o

0 15 30 60 90 120 130 240

Vrijeme/min

Slika 16. Koncentracije glukoze izmjerene u krvi oba soja eksperimentalnih
miSeva tijekom intraperitonealnog testa tolerancije glukoze
*, statistiCki znaCajna razlika izmedu sojeva eksperimentalnih miSeva (p<0,05)

4.1.3. Pokusni model dijabetesa

Tilekom procesa uspostavijanja dijabetesa svim eksperimentalnim
miSevima pratila se razina glukoze u krvi svakog dana od dana aplikacije otopine
streptozocina pa sve do dana zrtvovanja. Isto tako pratili su se karakteristiCni
klinicki znakovi dijabetesa poput poliurije, polidipsije, polifagije te tipi¢an, po
ketonskim tijelima miris mokrac¢e. U oba soja eksperimentalnih miSeva je nakon
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priblizno 30 dana od dana aplikacije otopine streptozocina potvrden uspjesSno
induciran model dijabetesa. Tijekom mjerenja glukoze u krvi utvrdeno je kako
postoji statistiCki zna€ajna razlika (p<0,05) u koncentracijama glukoze ve¢ na dan
aplikacije otopine streptozocina, pri ¢emu su C57BL/6 imali znacajno vecu
koncentraciju glukoze u krvi u odnosu na CD26” migeve. Isto tako, 20 dana nakon
aplikacije otopine streptozocina izmjerene su statistiCki znacajno vece (p<0,05)
razine glukoze kod C57BL/6 miSeva u odnosu na CD26™ migeve, a u oba soja
postoji statistiCki zna€ajna razlika (p<0,05) u odnosu na fizioloSke uvjete. Najveca
statistiCki zna€ajna razlika u razini glukoze u krvi izmjerena je 30. dana pri ¢emu
su C57BL/6 migevi imali znatno vi$u razinu glukoze u odnosu na CD26” migeve.
Na isti dan je takoder prisutna i statisticki znacajna razlika (p<0,05) kod oba soja u

odnosu na fizioloSke uvjete (Slika 17).
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Slika 17. Koncentracije glukoze u krvi u razli€itim danima uspostave pokusnog
modela dijabetesa
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*, statistiCki znac¢ajna razlika u odnosu na fizioloSke uvjete (p<0,05)
** statistiCki znacajna razlika u odnosu na divlji tip Zivotinja (p<0,05)
4.2. Model cijeljenja rana
4.2.1. Makroskopski prikaz cijeljenja rana eksperimentalnih miseva u
hiperglikemiji

Eksperimentalnim miSevima su radi pracenja utjecaja DPP IV/CD26 na
proces cijellenja rana u uvjetima hiperglikemije na dorzalnom dijelu tijela
inducirane rane jednakog promjera. Makroskopske promjene rana koje su nastale
tijekom procesa cijeljenja rana svakog su dana fotografirane i pracene kroz 15
dana (Slika 18). Primije¢eno je kako su rane relativno bolje zacijelile kod CD26™
miSeva nego kod C57BL/6 soja miSeva, Sto je izraZeno Cetvrtog, sedmog i najvise
desetog dana od dana ranjavanja. Zatim na Slici 19 je vidljivo da je kod C57BL/6

miSa doS$lo do pojave kroni¢nog ulkusa koji ni tijekom 15 dana nije zacijelio.

C57BL/6

CD26

Slika 18. Makroskopski prikaz rana kod oba soja eksperimentalnih miSeva u
razli€itim danima
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Slika 19. Makroskopski prikaz kroni¢nog ulkusa nastalog kod CD26” misa u
uvjetima eksperimentalne hiperglikemije tijekom petnaestog dana procesa
cijeljenja rana

4.2.2. Mikroskopski prikaz cijeljenja rana eksperimentalnih miseva u
uvjetima hiperglikemije

Kako bi utvrdili postoje li znacajnije razlike u cijeljenju rana izmedu sojeva
C57BL/6 i CD26-/- u uvjetima hiperglikemije u oba soja miSeva uzorci rana nakon
fiksacije paraformaldehidom te dobiveni parafinskom postupkom su histopatoloski
analizirani. Pokazano je kako je u podrucju koriuma doslo do postupnog cijeljenja
tkiva uz obnovu osnove tvari i vlaknatih dijelova matriksa te nastanka oZiljkastog
tkiva kao i do reepitelizacije epidermisa kod oba ispitivana soja pokusnih Zivotinja.

Tijekom zadanog vremenskog razdoblja primijecene su razlike u cijeljenju
rana izmedu sojeva. Kod CD26” miSeva primijeéen je relativno brzi nastanak
novog epitelnog sloja te prekrivanje rane u odnosu na C57BL/6 miSeve. Kod

C57BL/6 miSeva sporije dolazi do uslojavanja epitela do oCekivanog izgleda
63



mnogoslojnog plo€astog epitela, Sto se primjecuje 4. i 7. dana kada je on ponesto
tanji dok 10. dana cijeljenja dolazi do njegove nagle hipertrofije. PovrSinsko
stvaranje keratiniziranog sloja je otezano radi ostataka fibrina te propalih stanica
koriuma koje prekrivaju novonastali epidermis. Nasuprot tome, kod CD26™
miSeva je 15-tog dana epidermis gotovo potpuno obnovljen te se mogu primijetiti

izraZene vezivnotkivne papile kao i dla¢ni folikuli koji su u poCetnoj fazi rasta.

U podrucju dermisa su takoder primije¢ene razlike izmedu C57BL/6 i
CD26” miSeva. Kod CD26” miseva u pocetnoj fazi cijelienja uodeno je jace
bujanje veziva, dok je u kasnijim danima cijeljenja doslo do njegovog smanjivanja
kao rezultat brzeg povlaenja edema i uspostavljanja ¢vrste mreze vlakana ECM
¢ime je stvoren preduvjet za brZi i kvalitetniji nastanak oZiljka. U podrucju koriuma
kod CD26” migeva 15. dana cijeljenja rana moguée je razlikovati retikularni sloj

koriuma od papilarnog sloja, sto kod C57BL/6 miSeva nije moguce (Slika 20).
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C57BL/6

Slika 20. Histolodki prikaz ranjenog podru¢ja nakon kod oba soja

eksperimentalnih miSeva u uvjetima hiperglikemije; HE bojenje, poveéanje 200X
Histoloki uzorci kontrolne koZe i ranjenog podrugja C57BL/6 i CD267

miSeva s eksperimentalnom hiperglikemijom su tijekom razli€itih dana cijeljenja

rana analizirani histomorfometrijskom metodom. Podaci koji su dobiveni pokazuju
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kako izmedu ispitivanih zivotinja ne postoji statistiCki znaCajna razlika u debljini
koriuma nulti dan prije ranjavanja tj. u kontrolnim koZzama. MoZe se vidjeti kako
drugog dana cijeljenja rana kod CD26™ miSeva postoji statisti¢ki znacajna razlika
(p<0,05) u odnosu na debljinu koriuma kod C57BL/6 miSeva, te u odnosu na nulti
dan istog soja prije ranjavanja. U sljedeé¢im danima cijeljenja rana kod oba soja je
zabilieZzen porast debljine koriuma, sve do desetog dana kada postize svoju
najveéu vrijednost, nakon &ega opada. Cetvrtog, sedmog, desetog i petnaestog
dana od ranjavanja, kod oba soja miSeva se debljina koriuma statisti¢ki znacajno
razlikuje (p<0,05) od debljine koriuma prije ranjavanja miSeva. U navedenim
danima debljina koriuma je kod CD26" migeva statisti¢ki znagajno veéa (p<0,05)
od debljine koriuma C57BL/6 miSeva, $to upuéuje na ¢&injenicu kako CD26™

miSevi ostvaruju bolji i brzi oporavak ranjenog podrucja (Slika 21).
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Slika 21. Grafi¢ki prikaz debljine koriuma u C57BL/6 i CD26-/- soju Zivotinja za
ispitane dane cijeljenja rana u uvjetima hiperglikemije.
*-statisti¢ki znacajna (p<0,05) razlika u odnosu na kontrolnu skupinu
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**_ statistiCki znacCajna (p<0,05) razlika u odnosu na divlji tip Zivotinja za ispitivani
dan cijeljenja rana

4.2.3. Utjecaj nedostatka DPP IV/CD26 na imunosni sustav

Kako bi utvrdili utjeCe li nedostatak DPP IV/CD26 na izrazaj makrofaga i
limfocita T te postoje li razlike u njihovom izrazaju medu ispitivanim sojevima
miSeva koriStena je imunohistokemijska metoda dokaza CD3 i F4/80 pozitivnih

stanica na histoloskim preparatima.

4.2.3.1. Utjecaj nedostatka DPP IV/CD26 na izrazaj limfocita T kod miSeva s
eksperimentalnom hiperglikemijom

Analizirani su uzorci koze C57BL/6 i CD26” mi§eva u ispitivanim danima u
uvjetima hiperglikemije, gdje je dobiven imunohistoloSki prikaz CD3 pozitivnih
stanica koje su vizualizirane DAB-om uz kontrasno bojanje hematoksilinom (Slika
22). Na Slici 23 se moze vidjeti kako je kod CD26™ migeva broj CD3 pozitivnih
stanica prije indukcije rana statistiCki zna¢ajno manji (p<0,05) u odnosu na
C57BL/6 miseve. Cetvrtog dana od ranjavanja kod oba soja mieva je zabiljezena
statistiCki znac¢ajna razlika (p<0,05) u odnosu na odgovarajuc¢e kontrolne skupine,
a kod CD26” miSeva i statisticki znagajno niza razina CD3 stanica (p<0,05) u
odnosu na divlji tip. Nadalje, sedmog dana od ranjavanja izrazaj CD3 pozitivnih
stanica kod C57BL/6 i CD26" migeva je i dalje statisticki znacajno veci (p<0,05) u
odnosu na nulti dan prije ranjavanja. Kod CD26" migeva je desetog dana najvise
istaknuta statisti¢ki znacajna razlika (p<0,05) u izrazaju CD3 pozitivnih stanica u
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odnosu na divlji tip zivotinja. Tog dana se moze vidjeti kako je kod C57BL/6
miSeva broj limfocita T najveci, te se oba soja miSeva statisticki znacajno razlikuju
od odgovarajucih kontrolnih skupina. U daljnjim danima dolazi do pada broja CD3
pozitivnih stanica, pri emu je petnaestog dana kod CD26" migeva njihov broj
ponovno statisticki znac¢ajno nizi (p<0,05) nego kod divljeg tipa, Sto potvrduje
prethodna istrazivanja o utjecaju DPP IV/CD26 na aktivaciju proliferacije limfocita

T.
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CD57BL/6 CD26™

2.dan

4.dan

7.dan

10.dan

15.dan

Slika 22. Uzorci koze C57BL/6 i CD26™ mi$a u kljuénim danima po nastanku
rane, u uvjetima hiperglikemije, imunohistoloski prikaz CD3 pozitivnih stanica;

vizualizacija DAB-om, kontrasno bojanje hematoksilinom, poveéanje 100x
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Slika 23. Graficki prikaz CD3 pozitivnih stanica kod C57/BL/6 i CD26™ miSeva u
kljuénim danima po nastanku rane, u uvjetima hiperglikemije
Rezultati su izraZeni kao srednja vrijednost + standardna devijacija
*-statistiCki znacCajna razlika u odnosu na kontrolnu skupinu (p<0,05)
**_ statistiCki znac€ajna (p<0,05) razlika u odnosu na divlji tip Zivotinja za ispitivani
dan cijeljenja rana
4.2.3.2. Utjecaj nedostatka DPP IV/CD26 na izrazaj makrofaga kod misSeva s
ekperimentalnom hiperglikemijom

Tijekom svih kljuénih dana od indukcije rana analiziran je i kvantificiran broj
F4/80 pozitivnih stanica po jedinici povrSine tkiva, koji je odreden metodom
imunofluorescencije na histologkim uzorcima C57BL/6 i CD26" miSeva (Slika 24).
Nultog dana prije indukcije rana nije primijeCena razlika medu kontrolnim

skupinama zivotinja. Vidljivo je kako su F4/80 pozitivhe stanice drugog dana od

ranjavanja statisticki znagajno brojnije (p<0,05) kod CD26” miSeva nego kod
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C57BL/6 miSeva. Njihov broj nastavlja rasti te je Cetvrtog statistiCki znacajno veci
(p<0,05) kod CD26™ migeva u odnosu na divlji tip, a kod istog soja sedmog dana
postize najviSu vrijednost te nakon toga pocinje opadati. Desetog dana je takoder
primjeéen statisti¢ki znadajno nizi broj F4/80 pozitivnih stanica kod CD26™
miSeva, a kod divljeg tipa tada postize najviSu vrijednost nakon ¢ega se do
petnaestog dana smanjuje za viSe od polovice vrijednosti. StatistiCki znacajna
razlika je zabiljeZena kod oba soja miSeva u odnosu na kontrolne skupine drugog,

Cetvrtog, sedmog, desetog i petnaestog dana od ranjavanja (Slika 25).

CD57BL/6 CD26/-

4. dan

10. dan

Slika 24. KarakteristiCan prikaz izraZzaja F4/80 pozitivnih stanica nakon Cetiri i
deset dana od induciranja rana kod oba soja pokusnih Zivotinja;
imunofluorescencija, primarno protutijelo obiljeZzeno FITC-om
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Slika 25. Graficki prikaz broja F4/80 pozitivnih stanica nakon dva, Cetiri, sedam,
deset i petnaest dana od induciranja rana kod oba soja eksperimentalnih miSeva
*-statistiCki znaCajna razlika u odnosu na kontrolnu skupinu (p<0,05)

**_ statistiCki znac€ajna (p<0,05) razlika u odnosu na divlji tip Zivotinja za ispitivani
dan cijeljenja rana

4.2.3.3. Proliferacija stanica bazalnog sloja epidermisa kod ispitanih miSeva
s ekperimentalnom hiperglikemijom

U cilju dobivanja podataka o razini proliferacije bazalnog sloja epidermisa
kao i u vezivu koriuma, histolodke uzorke CD26” i C57BL/6 migeva smo analizirali
imnohistokemijski, gdje smo vizualizirali Ki67 pozitivhe stanice. Cilj je bio utvrditi
postoje li razlike izmedu ispitivanih sojeva pokusnih Zzivotinja u uvjetima
hiperglikemije, te utjeCe li nedostatak DPP 1V/CD26 na razinu proliferacije. Slika
26 prikazuje mikroskopski prikaz Ki67 pozitivnih stanica drugog i Cetvrtog dana od
dana ranjavanja eksperimentalnih miSeva.
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4. dan

Slika 26. Mikroskopski prikaz Ki67 pozitivnih stanica kod C57BL/6 i CD26”
miSeva u uvjetima eksperimentalne hiperglikemije drugog i Cetvrtog dana od
indukcije rana; imunohistoloSka metoda, vizualizacija s DAB-om uz kontrasno
bojanje hematoksilinom, povecéanje 100x

Na Slici 27 moze se vidjeti razlika u izrazaju Ki67 pozitivnih stanica u
bazalnom sloju epidermisa i u koriumu kod oba soja miSeva s dijabetesom tijekom
Cetvrtog dana od indukcije rana. Vidljivo je kako je izrazaj Ki67 pozitivnih stanica u
odsutnosti DPP 1V/CD26 znacajno veci nego li u divllem tipu miSeva, $to upucuje
na Cinjenicu kako je proliferacija stanica bazalnog sloja epidermisa izraZenija kod

CD26™ migeva.
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Slika 27. Mikroskopski prikaz Ki67 pozitivnih stanica kod C57BL/6 i CD26"
miSeva u uvjetima eksperimentalne hiperglikemije Cetvrtog dana od indukcije rana
u bazalnom sloju epidermisa i u koriumu; imunohistoloSka metoda, vizualizacija s
DAB-om uz kontrastno bojanje hematoksilinom, povecanje 200x

a- mikroskopski prikaz Ki67 pozitivnih stanica u epidermisu

b- mikroskopski prikaz Ki67 pozitivnih stanica u koriumu

Slika 28 prikazuje izrazaj Ki67 pozitivnih stanica sedmog, desetog i
petnaestog dana od ranjavanja eksperimentalnih miSeva. Primije¢eno je kako je
kod CD26™ migeva izrazaj Ki67 pozitivnih stanica gotovo dvostruko viSi u odnosu

na divlji soj sedmog dana od ranjavanja, a nakon toga njihov broj postupno opada.
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Slika 28. Mikroskopski prikaz Ki67 pozitivnih stanica u tkivu koze kod C57BL/6 i
CD26” mieva u uvjetima eksperimentalne hiperglikemije sedmog, desetog i
petnaestog dana od indukcije rana; imunohistoloSka metoda, vizualizacija s
DAB-om uz kontrasno bojanje hematoksilinom, povecéanje 200x

Uzorci tkiva ispitivanih sojeva miSeva u uvjetima hiperglikemije su takoder
analizirani i histomorfometrijski, ¢ime je broj Ki67 pozitivnih stanica kvantificiran
kako bi dobili detaljnije podatke o razini proliferacije. Na Slici 29 je graficki

prikazan broj Ki67 pozitivnih stanica u bazalnom sloju epidemisa kod C57BL/6 i
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CD26" migeva u uvjetima eksperimentalne hiperglikemije tijekom klju¢nih dana

cijeljenja rana.
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Slika 29. Graficki prikaz Ki67 pozitivnih stanica po 10 um duzine bazalnog sloja
epidermisa kod C57BL/6 i CD26 -/- miSeva u uvjetima eksperimentalne
hiperglikemije u klju¢nim danima cijeljenja rana

*-statistiCki znac€ajna razlika u odnosu na kontrolnu skupinu (p<0,05)

**_ statistiCki znac€ajna (p<0,05) razlika u odnosu na divlji tip Zivotinja za ispitivani
dan cijeljenja rana

Primijeéeno je kako bazalni sloj epidermisa CD267 miSeva u uvjetima
hiperglikemije ve¢ nultog dana sadrzi statistiCki znacajno veci broj (p<0,05)
proliferiraju¢ih stanica u odnosu na C57BL/6 soj. Razlika se moze vidjeti tijekom
cijelog vremenskog perioda istrazivanja. Razina proliferirajucih stanica je drugog
statisticki znacajno veca (p<0,05) u svim ispitivanim toCkama u usporedbi s divljim
tipom miSeva. lzrazaj Ki67 Cetvrtog dana od ranjavanja gotovo je tri puta veca u
CD26™ Zivotinje odnosu na C57BL/6. U oba soja je prisutna statisti¢ki znagajna

razlika (p<0,05) u odnosu na kontrolne skupine Zivotinja tijekom Cetvrtog,
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sedmog, desetog i petnaestog dana cijeljenja rana. CD26™ miSevi svoj
maksimalni izrazaj postizu sedmog dana cijeljenja rana nakon ¢ega njihov broj
postupno opada. Irazaj Ki67 pozitivnih stanica je takoder statisticki znacajno veci
(p<0,05) u odnosu na divlji tip i u sljede¢im danima (sedmog, desetog i
petnaestog dana). Maksimalni izrazaj Ki67 pozitivnih stanica u C57BL/6 miSeva je
zapazen desetog dana cijeljenja rana, a petnaestog dana poprima polovicu

vrijednosti zabiljeZenu desetog dana cijeljenja rane.

Slika 30 prikazuje graficki prikaz Ki67 pozitivnih stanica u koriumu kod C57BL/6 i

CD26” migeva u uvjetima eksperimentalne hiperglikemije tijekom klju¢nih dana
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Slika 30. Grafi¢ki prikaz Ki67 pozitivnih stanica po 0,1 mm? duzine koriuma kod
C57BL/6 i CD26™ miseva u uvjetima eksperimentalne hiperglikemije u klju&nim
danima cijeljenja rana
*-statistiCki znacCajna razlika u odnosu na kontrolnu skupinu (p<0,05)
**. statistiCki znaCajna (p<0,05) razlika u odnosu na divlji tip Zivotinja za ispitivani
dan cijeljenja rana
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CD26” miSevi pokazuju jadu i brzu proliferaciju stanica koriuma nego
C57BL/6 miSevi Sto se uoCava drugog, Cetvrtog, sedmog te desetog dana
cijelienja rana, kada je broj proliferirajuCih stanica statistiCcki znacajno veci
(p<0,05) u uvjetima nedostatka DPP IV/CD26 u hiperglikemiji. Drugog dana se
primjeCuje statistiCki znacajno veci (p<0,05) izrazaj Ki67 pozitivnih stanica kod
CD26™ migeva s obzirom na nulti dan. Moze se primjetiti kako je Cetvrtog dana
nakon ranjavanja njihov broj je €ak trostruko veci u uvjetima nedostatka DPP
IV/ICD26 nego kod divljeg tipa miSeva, a zatim postepeno opada. Tijekom
Cetvrtog, sedmog, desetog i petnaestog dana postoji statistiCki znacajno veci
(p<0,05) broj navedenih stanica kod oba soja u odnosu na nulti dan prije
ranjavanja. lzrazaj proliferirajucih stanica kod C57BL/6 postize svoj maksimum
tek desetog dana od ranjavanja, a do petnaestog dana blago opada. Moze se
zakljuc€iti kako je prisutna velika razlika u izrazaju Ki67 pozitivnih stanica izmedu
CD26™ i C57BL/6 eksperimentalnih migeva, §to upucuje ¢&injenicu kako je
proliferacija stanica kod C57BL/6 miSeva mnogo sporija i dugotrajnija u odnosu na
CD26™ migeve. Tijekom proliferacije stanica u epidermisu C57BL/6 mi$eva broj
proliferirajuéih stanica se s vremenom smanjuje, ali je njihov broj nesto veci u
koriumu. Kod kontrolnih uzoraka koze broj Ki67 pozitivnih stanica u epidermisu i

koriumu se takoder razlikuje medu sojevima.
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4.3. Enzimska aktivhost serumske DPP IV/CD26 kod C57BL/6 miseva s

eksperimentalnim dijabetesom

Tijekom provedenog istrazivanja odredivana je enzimska aktivhost DPP
IVICD26 u serumu C57BL/6 miSeva u fizioloSkim uvjetima te u uvjetima
eksperimentalne hiperglikemije. Na Slici 31 su prikazane dobivene vrijednosti

(srednja vrijednost + standardna devijacija).
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Slika 31. Aktivnost DPP [V/CD26 (IU/L) u serumu C57BL/6 miSeva u fizioloSkim
uvjetima te u uvjetima eksperimentalne hiperglikemije
*-statistiCki znacCajna razlika u odnosu na fizioloSke uvjete (p<0,05)

Analizom dobivene vrijednosti pokazuju da je aktivnost DPP IV/CD26 kod
miSeva s eksperimentalnom hiperglikemijom statisticki znacajno veca (p<0,05) u

odnosu na C57BL/6 miSeve u fizioloSkim uvjetima.
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StatistiCkom obradom podataka analizirane su vrijednosti aktivnosti
serumske DPP IV/CD26 i koncentracije glukoze u krvi kod C57BL/6 Zivotinja s
eksperimentalno uspostavljenom hiperglikemijom kako bi se mogle utvrditi
korelacije izmedu analiziranih parametara. Na Slici 32 je prikazano kako postoji
pozitivna korelacija izmedu analiziranih parametara (R?*=0,4636), tj., utvrdeno je
kako enzimska aktivnost serumske DPP IV/CD26 raste proporcionalno s

koncentracijom glukoze u krvi.
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Slika 32. Korelacija aktivnosti DPP 1V/CD26 u serumu i koncentracije glukoze u
krvi kod C57BL/6 migeva (R*=0,4636)

Takoder je odredivana i aktivnost serumske DPP [IV/CD26 tijekom
promatranog razdoblja kod C57BL/6 miSeva s eksperimentalno uspostavljenim
dijabetesom koiji nisu bili ranjavani (kontrolna skupina), te kod istog soja miSeva s

dijabetesom kod kojih je pra¢en proces cijelienja rana. Slika 33 prikazuje
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dobivene vrijednosti enzimske aktivnosti DPP IV/CD26 kontrolne skupine te one

izmjerene drugog, Cetvrtog, sedmog, desetog i petnaestog dana cijeljenja rana.
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Slika 33. Aktivhost DPP IV/CD26 (IU/L) u serumu kontrolne skupine C57BL/6
miSeva u uvjetima eksperimentalne hiperglikemije tijekom procesa cijeljenja rana
*, statistiCki zna€ajna razlika (p<0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu (0. dan)
Rezultati dobiveni statistiCkom analizom pokazuju kako je kod ranjavanih
C57BL/6 miseva s dijabetesom Cetvrtog i sedmog dana od indukcije rana
enzimska aktivnhost DPP IV/CD26 u serumu statisti¢ki zna¢ajno niza (p<0,05) u
odnosu na kontrolnu skupinu. Nakon sedmog dana aktivnost serumske DPP

IV/CD26 pocinje ponovno rasti na vrijednost izmjerenu kod kontrolne skupine te

do petnaestog dana postize priblizno jednake vrijednosti.
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5. RASPRAVA

Dijabetes (lat. diabetes mellitus) metaboliCcka je bolest uzrokovana
nedostatkom i/ili poremecajem luCenja inzulina do kojeg dolazi zbog niza
patogenih procesa poput autoimune destrukcije B-stanica Langerhansovih oto€i¢a
gusterace ili abnormalnosti koje uzokuju rezistenciju na djelovanje inzulina. Radi
nedostatnog djelovanja inzulina dolazi do poremecaja metabolizma ugljikohidrata,
bjelanCevina i masti Sto uzrokuje hiperglikemiju koja je osnovna znacajka
dijabetesa. Rani simptomi hiperglikemije su poliurija, polidipsija, zamagljen vid te
gubitak tezine koji moZze biti i u kombinaciji s polifagijom (1).

Komplikacije kod osoba koje boluju od dijabetesa uzrokovane su
oSte¢enjem makrovaskularnog i mikrovaskularnog sustava u ciljnim organima.
Medu vodec¢im uzrokom smrti dijabetiCara ubrajaju se kardiovaskularne bolesti,
odnosno hipertenzija te dislipidemija. Mikrovaskularne komplikacije najviSe
ostecuju periferne Zivce, bubrege te mrezZnicu Sto uzrokuje neuropatiju, nefropatiju
te retinopatiju (3). Kroni¢ni ulkus se pojavljuje u 15 % dijabetiCara te uzrokuje 84
% ukupnih amputacija donjih ekstremiteta (5). Cijeljenje rana kod dijabeti¢ara radi
oslabljenih mehanizama regeneracije tkiva joS uvijek nije u potpunosti
razjaSnjeno, no dosadasnjim istraZivanjima se pokazalo da inhibicija DPP
IV/CD26 ima pozitivan ucinak na navedeni proces (113).

Dipeptidil-peptidaza IV je transmembranski protein koji ima veliku vaznost u
procesu cijeljenja rana te u metabolizmu glukoze. Izrazava se na razli€itim
stanicama poput endotelnih i imunosnih stanica. Ima ulogu u procesima

agiogeneze, adhezije, migracije i apoptoze stanica vaznih tijekom cijeljenja
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ranjenog tkiva (83), utjeCe na sazrijevanje i diferencijaciju limfocita T (88),
razgraduje GLP-1 iinzulinotropnipolipeptid koji je ovisan o glukozi (48) te igra
ulogu receptora za kolagen i fibronektin (16, 83). Inhibitori DPP IV koji se
primjenjuju u terapiji Se¢erne bolesti omogucuju bolju glikemijsku kontrolu tako $to
sprjeCavaju razgradnju inkretina, $to je od velike vaznosti u klini¢koj praksi.

Pretpostavka ovog istrazivanja, temeljem prethodnih saznanja o funkcijama
DPP IV/CD26 jest da ova molekula ima vaznu ulogu u modulaciji imunosnog
odgovora u procesu cijeljenja rana u hiperglikemiji. Cilj je bio istraziti utjeCe i
nedostatak DPP [|V/CD26 na cijeljenje rana kod miSeva s uspostavljenim
pokusnim dijabetesom. Osim makroskopskih i mikroskopskih promjena, pracen je
izrazaj limfocita T i makrofaga kako bi vidjeli postoje li promjene u izrazaju
imunosnih stanica u uvjetima hiperglikemije te utjeCe li molekula DPP IV/CD26
svojim kostimulacijskim djelovanjem na njihov izrazaj. Ispitana je i aktivnost DPP
IV/CD26 u serumu divljeg tipa miSeva u uvjetima hiperglikemije.

Tijekom ovog istraZivanja, nisu primijeCene fenotipske razlike izmedu
C57BL/6 i CD26" miSeva. Takoder nisu uodene niti razlike u razmnozavanju i
drugim fizioloSkim procesima te zivotnom vijeku €ime su potvrdena prethodno
provedena istrazivanja (115). Medutim, primjeéeno je kakoCD26" migevi imaju
statistiCki znaajno manju (p<0,05) tjelesnu masu nego C57BL/6 Zivotinje u
uvjetima hiperglikemije, $to je u skladu s istraZivanjima koja ukazuju na Cinjenicu
kako CD267Zivotinje pokazuju bolju toleranciju glukoze zbog duljeg Zivotnog
vijeka inkretina zbog €ega se lu€enje inzulina povecava Sto utjeCe pozitivnho na

glikemijsku kontrolu (93). Intraperitonealni test tolerancije glukoze koji je proveden
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kod oba soja eksperimentalnih miSeva u uvjetima hiperglikemije pokazuje kako je
koncentracija glukoze kod C57BL/6 miSeva u svim toCkama mjerenja bila veca u
usporedbi s CD26” miSevima. Dobivene vrijednosti potkrepljuju provedena
istraZivanja o pozitivnom ucinku inhibitora DPP [IV/CD26 na smanjenje
koncentracije glukoze u krvi sto omogucuje bolju glikemijsku kontrolu (44).

Prilikom aplikacije streptozocina u citrathom puferu kod C57BL/6 i
CD26" migeva je praéena razina glukoze, koja je 20. i 30. dana od aplikacije bila
statisticki znacajno visa (p<0,05) kod oba soja u usporedbi s kontrolnim
skupinama. Razina glukoze je kod CD26"miSeva bila statisti¢ki znagajno niza
(p<0,05) nego kod divljeg tipa, ¢ime se takoder zakljuCuje kako je u uvjetima
nedostatka DPP IV/CD26 tolerancija glukoze bolja.

Dosadas$nja istraZivanja pokazuju kako je u uvjetima hiperglikemije proces
cijelienja rana otezan. Posljedice koje nastaju uslijed hiperglikemije, poput
mikroangiopatije, makroangiopatije te neuropatije, onemogucuju prikladnu
opskrbu tkiva kisikom i hranjivim tvarima $to dodatno utjeCe na brzinu oporavka
ranjenog tkiva. Poznato je kako DPP IV/CD26 sudjeluje u kljuénim procesima
vaznim za cijeljenje rana kao Sto su proliferacija, angiogeneza, apoptoza i
migracija stanica (92).

Eksperimentalnim miSevima su interskapularno inducirane rane kako bismo
utvrdili postoji li utjecaj odsutnosti DPP 1V/CD26 na proces cijeljenja u uvjetima
eksperimentalne hiperglikemije. Razlike u cijeljenju rana medu sojevima su
pracene makroskopskom i mikroskopskom analizom u odredenom vremenskom

periodu (drugog, Cetvrtog, sedmog, desetog i petnaestog dana). Makroskopskom
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analizomutbrdeno je relativnouspjesnije cijeljenje rana kod CD26™ miseva, dok je
kod divleg tipa Zivotinja cijelijenje bilo dugotrajnije te vidljivo otezano.
Makroskopski vidljive razlike smo potvrdili histopatoloSkim metodama analize.
Dobiveni rezultati pokazuju da je kod oba soja miSeva doSlo do postepenog
obnavljanja tkiva, ali je kod CD26" miSeva prisutno brze stvaranje novog epitela i
prekrivanje rane u usporedbi s C57BL/6 miSevima. U C57BL/6 miSeva je oteZzano
stvaranje keratiniziranog sloja, dok se kod CD26™ migeva 15. dana cijeljenja rane
moze primijetitiepidermis koji je obnovljen te vezivnotkivhe papile s dlaénim
folikulama u pocetnoj fazi rasta. Nadalje, u dermisu CD26” miSeva je primje¢eno
jace bujanje veziva i brze uspostavljanje mreze vlakana ekstracelularnogmatriksa,
te je uoCljiva granica izmedu retikularnog sloja i papilarnog sloja koriuma.
Dobivene vrijednosti debljine koriuma pokazuju kako nema razlike medu sojevima
u fizioloSkim uvjetima. Medutim, tijekom odredenog vremenskog perioda uoCena
je statistiGki znacajno veéa (p<0,05) debljina koriuma kod CD26" miSeva u
usporedbi s C57BL/6 miSevima, Sto potvrduje Cinjenicu da nedostatak DPP
IV/CD26 doprinosi boljem i brzem oporavku ranjenog podrucja.

IstraZivanja pokazuju kako DPP IV/CD26 igra vaznu ulogu u imunosnom
odgovoru utjeCuci na proliferaciju limfocita T. Pretpostavlja se da ima utjecaj na
upalnu fazu tijekom procesa cijeljenja rana te da se njezinom inhibicijom smanjuje
mogucnost nastanka kroni¢nih rana (115). Pokazano je da se broj limfocita T u
upalnoj fazi povecava $to za posljedicu ima Sirenje krvnih Zila te pove¢an dotok
krvi na osteceno podrucje. Utjecaj nedostatka DPP IV/CD26 na imunosni

odgovor, odnosno na limfocite T i makrofage u uvjetima hiperglikemije ispitan je
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imunohistokemijskim metodama analize u razli€itim danima cijeljenja rana. Izrazaj
limfocita T je prikazan CD3 pozitivnim stanicama. Analizirani uzorci pokazuju
statisti¢kiznagajno manji (p<0,05) izrazaj CD3 pozitivnih stanica kod CD26™
miSeva u usporedbi sC57BL/6 miSevima prije same indukcije rane, u uvjetima
hiperglikemije. StatistiCki znaCajno niza razina CD3 pozitivnih stanica (p<0,05)
zabilieZena je i Setvrtog dana kod CD26™ miSeva u odnosu na kontrolnu skupinu.
Desetog dana je statistiCki znacajna razlika (p<0,05) najviSe izrazena te je kod
divljeg tipa miSeva broj CD3 pozitivnih stanica tada najvec¢i nakon ¢ega opada u
oba soja. |z dobivenih rezultata mozZe se zakljuCiti kako u nedostatku DPP
IV/CD26 dolazi do brzeg ulaska u fazu proliferacije $to znaci da je trajanje upalne
faze krace.

Makrofagi se ubrajaju u fagocite, a uloga im je endocitoza, pinocitoza te
fagocitoza mikroba ili stranih tvari koje dospiju u organizam koje zatim liziraju ili
razgrade enzimskom aktivnoScu (72). Makrofagi izluCuju faktor rasta VEGF koji
potiCe angiogenezu (75), $to je od klju€nog znaCaja za proces regeneracije i
reparacije te neovaskularizacije tkiva.

Kako bi utvrdili postoji li utjecaj nedostatka DPP IV/CD26 na izrazaj
makrofaga u procesu cijeljenja rana u uvjetima eksperimentalne hiperglikemije,
metodom imunofluorescencije je analiziran i kvantificiran broj F4/80 pozitivnih
stanica tijekom kljuénih dana kod C57BL/6 i CD26™ migeva. Izmedu kontrolnih
skupina nije vidljiva razlika u izrazaju F4/80 pozitivnih stanica. Medutim, tijekom
drugog i Cetvrtog dana cijeljenja rana njihov broj je statistiCki znacajno veci u

usporedbi na divlji soj. ZabiljeZen je porast sve do sedmog dana nakon ¢ega broj
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makrofaga pocinje opadati. VrijednostiF4/80 pozitivnih stanica kod divljeg tipa
miSeva su desetog dana najviSe, a do petnaestog dana se dvostruko smanjuju.
Obje skupine su u svim kljuénim danima imale statistiCki znacajno viSe vrijednosti
F4/80 pozitivnih stanica u usporedbi s kontrolnim skupinama. Dobiveni rezultati
pokazuju da je izrazaj makrofaga (F4/80 pozitivnih stanica) kod CD26” miseva u
uvjetima hiperglikemije ve¢i nego kod divljeg soja, pa se pretpostavlja da je i
luCenje VEGF-a vece $to pozitivno utjeCe na angiogenezu ranjenog tkiva.

Ki67 predstavlja izvrstan marker proliferacije stanica u imunohistokemijskim
analizama (117) kojeg mozemo pronaci u aktivnim fazama dijeljenja stanica. Zbog
navedenih karakteristika koriSten je u ovom istrazivanju kako bi na histoloSkim
uzorcima CD26” i C57BL/6 miSevaispitali stupanj proliferacije bazalnih stanica
epidermisa i veziva koriuma u uvjetima eksperimentalne hiperglikemije pomocu
imunohistokemijskih i histomorfometrijskih metoda te utvrdili postoje li razlike
izmedu ispitanih sojeva. U nedostatku DPP IV/CD26 je primjeéen brzi i veci
stupanj proliferacije u svim ispitanim danima, a narocito Cetvrtog dana kada je
vedi za viSe od polovice vrijednosti izmjerene kod divljeg tipa miSeva. Oba soja su
tijekom Cetvrtog, sedmog, desetog i petnaestog dana pokazala statisticki
znacajno vecu vrijednost (p<0,05) Ki67 pozitivnih stanica u odnosu na kontrolne
skupine miSeva. Na temelju dobivenih rezultata moze se zakljuciti da odsutnost
DPP IV/CD26 u uvjetima hiperglikemije pozitivho utjeCe i na proliferaciju bazalnih
stanica epidermisa i veziva koriuma. Nadalje, dosadasnja su istraZivanja pokazala

i kako nedostatak DPP IV/CD26 povecava razine VEGF-a koji poti¢e proliferaciju
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endotelnih stanica i transkripcijskog faktora HIF-1a koji ima znacajnu ulogu u
procesu neovaskularizacije (41).

Provedena istrazivanja pokazuju kako je aktivnost DPP IV/CD26 u serumu
tijekom upalnih procesa kao Sto su primjerice bolesti crijeva, reumatoidne bolesti
te multipla skleroza znatno snizena. Aktivhost DPP IV/CD26 predloZzena je i kao
potencijalni upalni billeg s obzirom na to Cinjenicu da su njezina aktivnost i
intenzitet upale obrnuto proporcionalni (118). U svrhu dobivanja podataka o
aktivnosti DPP IV/CD26 u uvjetima hiperglikemije izvrSeno je mjerenje aktivnosti
serumske DPP IV/CD26 u C57BL/6 miSevima tijekom procesa cijeljenja rana u
uvjetima hiperglikemije ali i u fizioloSkim uvjetima. Vrijednosti koje su dobivene
pokazuju statistiCki znacajno vecu (p<0,05) aktivhost DPP 1V/CD26 kod miSeva s
induciranom hiperglikemijom u usporedbi na kontrolne miSeve tj. C57BL/6
Zivotinjama u fizioloSkim uvjetima. Usporedbom aktivnosti serumske DPP
IV/ICD26 izmedu kontrolne skupine C57BL/6 miSeva s eksperimentalno
uspostavljenim dijabetesom koiji nisu bili ranjavani i miSeva s dijabetesom koji su
ranjavani tijekom cCetvrtog i sedmog dana uocena je statistiCki znacajno niza
(p<0,05) aktivnost kod ranjavanih miSeva, a nakon sedmog dana raste i u
narednim danima dostize gotovo jednaku vrijednost kao i nultog dana.U
dosadas$njim istrazivanjima je takoder zabiljeZzena veca aktivnost DPP IV/CD26
nakon sedmog dana kada se moZe uocCiti formiranje novog tkiva (119).
Statistickom obradom podataka takoder je pokazano kako enzimska aktivnost

serumske DPP IV/CD26pozitivno korelira s koncentracijom glukoze u krvi.
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Rezultati koji su dobiveni ovim istrazivanjem potvrduju znacajnu ulogu DPP
IV/CD26 u metabolizmu glukoze te u modulaciji imunosnog odgovora u uvjetima
eksperimentalne hiperglikemije. Pokazano je kako je izrazaj limfocita T i
makrofaga izmijenjen u odsutnosti DPP IV/CD26 te pokazuje odredene
specificnosti. Broj limfocita T bio je vec¢i u prisutnosti DPP [V/CD26 Cime je
potvrdena njezina uloga u aktivaciji limfocita T. Broj makrofaga je u uvjetima
deficijencije DPP IV/CD26 znacajno vedi tijekom upalne faze €ime je potvrden
njezin utjecaj na izrazaj makrofaga.Pokazano je kako utiSavanje aktivnosti DPP
IV/CD26 ima pozitivan u€inak na upalne procese te procese proliferacije epitelnih
stanica Sto posljedi¢no utjeCe na uspjesSnije cijeljenje rana. Temeljem dobivenih
rezultata pokazano je kako inhibicija ove molekule ima veliki terapijski znacaj u
ljeCenju Secerne bolesti tipa 2, osobito kod oboljelih koji kao komplikacije
dijabetesa imaju odgodeno cijeljenje rana, $to ukazuje na brojne moguénosti

primjene.
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6. ZAKLJUCAK

Temeljem rezultata dobivenih ovim istrazivanjem doneseni su sljedeci zakljucci:

1. Pokusni model dijabetesa uspjeSno je uspostavljen u CD26
deficijentnom (CD26™) te divljem tipu mi$a (C57BL/6) $to je potvrdeno
kliniCkim, patohistoloSkim te biokemijskim analizama.

2. U uvjetima nedostatka DPP IV/CD26 pokazana je bolja tolerancija
glukoze.

3. Deficijencija DPP IV/CD26 povezana je s uspjesSnijom regeneracijom
koriuma, brzim ulaskom u fazu proliferacije, kracim trajanjem upalne
faze te brzim stvaranjem oziljka, sto je dovelo do uspjesnijeg cijeljenja
rana u usporedbi s C57BL/6 miSevima.

4. Imunosni odgovor u procesu cijeljenja rana koZze u hiperglikemiji u
uvjetima nedostatka DPP [V/CD26 pokazuje odredene specifiCnosti:
broj limfocita T znacajno je maniji tijekom regeneracije i reparacije tkiva
u uvjetima hiperglikemije u CD267 Zivotinja $to potvrduje utjecaj DPP
IV/CD26 na upalni odgovor koji traje krace i manje je izrazen u odnosu
na divlji tip Zivotinja.

5. Porast broja makrofaga tijekom procesa cijeljenja rana brZi je i
znacajno izrazeniji u uvjetima nedostatka DPP 1V/CD26 u procesu

.....

molekule u modulaciji imunosnog odgovora.
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6. Aktivnost serumske DPP IV/CD26 pozitivno korelira s koncentracijom
glukoze u krvi dok negativno korelira s intenzitetom upale tijekom

procesa cijeljenja rana koze u C57BL/6 zivotinjama.

Rezultati ovog istraZivanja potvrduju pretpostavku o znacajnoj ulozi DPP
IV/ICD26 u procesu cijeljenja rane u uvjetima hiperglikemije te utjecaj ove
molekule na imunosni odgovor. Potkrijepljena je vaznost uporabe inhibitora DPP
IV/CD26 u terapiji dijabetesa te komplikacija cijeljenja rana u ovom metaboli¢kom

poremecaju.
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