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SAZETAK

UVOD: Ulcerozni kolitis (UK) je kroni¢na upalna imunoloski posredovane bolesti obiljezena
ponavljaju¢im upalnim procesima koji rezultiraju oSteenjem i gubitkom funkcije crijevne
sluznice. Etiologija razvoja upale nije u cijelosti poznata, no pokazano je da klju¢nu ulogu u
razvoju ima abnormalni imunoloski odgovor kod genetski predisponiranih osoba uz
djelovanje i drugih ¢imbenika poput, okoliSa i prehrane.

Dipeptidil-peptidaza IV (DPP 1V/CD26) je transmembranski glikoprotein tipa Il, serinska
proteaza koja svojim proteolitickimo djelovanjem, ulogom u medustani¢noj komunikaciji i
prijenosu signala u stanicu sudjeluje u modulaciji imunoloskih mehanizama koji vode k
razvoju UK.

Cimbenik privladenja monocita-1 (engl. Monocyte Chemoattractant Protein-1; MCP-1) je
jedan od klju¢énih kemokina koji reguliraju migraciju i infiltraciju monocita, odnosno
makrofaga, ima vaznu ulogu U procesu angiogeneze te u razvoju malignog procesa.

CILJ: Obzirom da jo$ uvijek nije u potpunosti istrazeno na koji na¢in molekula DPP
IV/ICD26 utjeCe na razvoj i rezoluciju kolitisa cilj ovog rada bio je ispitati utjecaj ove
molekule na klju¢ni faktor u migraciji upalnih stanica, MCP-1 kemokin, uspostavom
pokusnog modela DSS kolitisa kod divljeg tipa (C57BL/6) 1 CD26 deficijentnih miSeva
(CD26™).

MATERIJALI | METODE: Animalni model kolitisa izazvan je, kod obje ispitivane skupine
miseva, primjenom otopine natrijev dekstran sulfata (DSS) kroz sedam dana per os. Zivotinje
su zrtvovane u tri vremenske tocke (3, 7 i 20 dan) kako bi se pratio razvoj kolitisa te potvrdila
uspostava kolitisa i oporavka sluznice debeloga crijeva. Procjena uspostave i intenzitet
kolitisa pratila se na dnevnoj bazi temeljem pojavnosti i intenziteta sistemskih i lokalnih
markera upalnog procesa te izraunom indeksa aktivnosti bolesti. Promjene izrazaja MCP-1

pratile su se na proteinskoj razini u debelome crijevu i serumu te na transkripcijskoj razini u



debelome crijevu. Transkripcijski izrazaj MCP-1 odredena qPCR metodom, a izrazaj na
proteinskoj razini ELISA metodom.

REZULTATI: Izrazaj MCP-1 na proteinskoj razini u debelome crijevu tijekom razvoja i u
akutnoj fazi kolitisa znac¢ajno je ve¢i u odnosu na kontrolnu skupinu u obje ispitivane skupine
miseva. Medutim, porast u CD26” miseva je gotovo dvostruko veéi u odnosu na C57BL/6
miseve. Na transkripcijskoj razini porast izrazaja MCP-1 3. i 7. dana Kolitisa je znacajno veci
u C57BL/6 miseva.

ZAKLJUCAK:. Promjene izrazaj MCP-1 na proteinskoj i transkripcijskoj razini u upalno
promijenjenom tkivu debeloga crijeva u CD267 Zivotinja ukazuju na ulogu DPP IV/CD26 u
procesu aktivacije ovog kemokina te indirektno u aktivaciji upalnih stanica te ostalih

¢imbenika upale.

Kljuéne rijec¢i: ulcerozni kolitis; dipeptidil-peptidaza 1V (DPP [1V/CD26); pokusni model

kolitisa; ¢imbenik privlaéenja monocita-1.



SUMMARY

CHANGES IN THE EXPRESSION OF MONOCYTE CHEMOATTRACTANT

PROTEIN-1 DURING THE COLITIS DEVELOPMENT

INTRODUCTION: Ulcerative colitis (UC) is a chronic immune mediated disease
characterized by recurrent episodes of inflammation of the colon. Etiology has not yet been
clarified but it is considered that disease develops as a result of inadequate immune response
in a genetically susceptible host including the interaction of environmental and nutritional
factors.

Dipeptidyl-peptidase 1V (DPP IV/CD26) is a type Il transmembrane glycoprotein, serine
protease that through proteolytic cleavage, role in interstitial communication, signal
transmission is involved in modulation of immune response which leads to the development
of. UC.

Monocyte Chemoattractant Protein-1 (MCP-1) is one of the key chemokines that regulate the
migration and infiltration of monocytes or macrophages.

GOAL: Given that it is still not fully understand how DPP IV/CD26 molecules influence on
the development and resolution of colitis, the aim of this study was to examine the influence
of this molecule on the main factor in the migration of inflammatory cells, MCP-1
chemokines by establishing experimental model of DSS colitis in wild type (C57BL/6) and
CD26 deficient (CD26™)

MATERIALS AND METHODS: Colitis was induced in both mouse strains using sodium
dextran sulfate solution (DSS) administered for 7 days in drinking water ad libitum. In order
to monitor the development of colitis and recovery both groups of animals were sacrificed on
days 2, 7, and 20 following treatment. Evaluation of colitis establishment was monitored on a

daily basis based on the appearance and intensity of inflammatory markers and calculation of



disease activity index. Transcriptional activity of MCP-1 was done by gPCR, while protein
expression was assessed by ELISA.

RESULTS: Protein expression of colon MCP-1 during the development of colitis and in
acute phase significantly increases in both mouse strains. However, in CD267 animals the
increase of MCP-1 was twice that in C57BL/6 animals. The transcriptional activity of MCP-1
during colitis development and in the acute phase was higher in C57BL/6 animals.
CONCLUSION: Changes of MCP-1 expression, at protein and transcriptional level, in
inflamed colon tissue in CD267- animals implicate the involvement of DPP IV/CD26 in the
process of activation of MCP-1 chemokine and indirectly in the activation of inflammatory

cells and other factors.

Vi
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1. UVOD

1.1. UPALNE BOLESTI CRIJEVA

Upalne bolesti crijeva (engl. inflammatory bowel diseases; UBC) podrazumijevaju
poremecaje koji za posljedicu imaju upalu debelog ili tankog crijeva. Nepoznatog su uzroka,
a dva najucestalija oblika ukljucuju Crohnovu bolest (CB) i ulcerozni kolitis (UK) (1). Unato¢
velikom broju jasnih kriterija koji ith odvajaju, kod manjeg broja bolesnika tesko se odreduje o
kojoj je bolesti rije¢. Tada se bolest oznacava kao nerazvrstani kolitis (engl. Undetermined
colitis). Kod veceg broja bolesnika, koji godinama boluju od UK, postoji moguénost razvitka
bolesti u CB. Primarno promjene zahvacaju probavni sustav, no prisutne su patoloske
promjene na drugim organima poput zglobova, oc¢iju ili koze. lako su uzroci upalne bolesti
crijeva jo§ uvijek nepoznati, postoji rizik od nasljedivanja, stoga odredenu, a prema
literaturnim podacima vrlo vaznu ulogu u procesu patogeneze igraju genetski faktori. Oba
oblika UBC prevladavaju u razvijenijim zemljama te se iz tog razloga vjeruje da upravo
vanjski ¢imbenici poput ishrane i stresa imaju ulogu u razvoju bolesti, iako su i dalje nejasna
istrazivanja u tom pogledu. Pojedina istrazivanja pokazuju da se bolest prije razvije kod osoba
koje imaju genetsku sklonost jer se agensu (npr. virus ili bakterija) omogucuje pokretanje
odnosno aktivaciju nenormalnog imunoloskog odgovora. Na osnovi prikazanog poremecaja

na razini imunoloskog odgovora, UBC cesto se nazivaju i imunosnim bolestima (2).



1.1.1. ULCEROZNI KOLITIS

1.1.1.1. Povijesni pregled

Ulcerozni kolitis prvi put je prepoznat 1859. godine od strane Samuela Wilks-a, kao klini¢ki
entitet razli¢it od bacilarne dizenterije. Pretpostavka da je infektivna dizenterija uzrok kolitisa
odbacena je 1931. godine kada je napravljen, prvi puta, endoskopski pregled
gastrointestinalnog trakta. Time je potvrden detaljan opis simptoma i prirodni tijek koje je
iznio Hawkins 1909. godine. Incidencija UK raste do kasnih 1970. — tih godina, a od tada je

stabilna (2).

1.1.1.2. Epidemiologija

Upalne bolesti crijeva pojavljuju se u svakoj Zivotnoj dobi, medutim na temelju mnogih
epidemioloskih studija, razdoblje u kojem se najcesée pojavljuje varira izmedu 20.- 40. te 60.-
80. godine Zivota i to pretezito kod muskaraca. Pojavnost UK stabilna je od pedesetih godina
20. stoljeca, no zbog povecanja svijesti, razvoja dijagnostickih metoda i tehnika ocekuje se
povecanje incidencije u onim podruc¢jima gdje se Cesto javlja infektivni kolitis. Dosadasnja
saznanja upucuju da genetski ¢imbenici imaju manji utjecaj u nastanku UK, u odnosu na
Chronovu bolest, iako je incidencija veéa uz pozitivnhu obiteljsku anamnezu. Obiteljska
anamneza je za razvoj bolesti najznacajniji neovisni faktor rizika, a pozitivna je u 6 do 20%
oboljelih. Bolesnici koji imaju najveci rizik od oboljenja su braca i sestre, a moguénost za

razvoj bolesti im je 10 — 15 puta veci u odnosu na ostatak obitelji (3).



1.1.1.3. MorfolosSke promjene

UK zahvaca rektosigmoidno podrucje te se moze prosiriti proksimalno u kontinuitetu. Katkad
zahvaca cijeli kolon. U rjedim slucajevima, 10 — 20%, zahvaca ileum uz obiljezja ulceroznih
promjena u debelom crijevu. Morfoloske znacajke znatno variraju, ovisno o stupnju aktivnosti

I trajanju bolesti (4).

1.1.1.4. Etiologija i patogeneza

Etiologija razvoja upale u UBC nisu poznate unato¢ nizu provedenih istrazivanja. lako je
nepoznat specifican luminalni antigen na koji se nadovezuje imuni odgovor, potvrdeno je da
se radi o abnormalnom imunoloskom odgovoru kod genetski predisponiranih osoba. Nadalje,
smatra se da osim prethodno navedenih i mnogi drugi faktori rizika odnosno ¢imbenika
okolisa mogu imati ili imaju utjecaja na razvoj bolesti. Dosada$nja istrazivanja ukazuju na
uzro¢no — posljedi¢nu vezu navedenih ¢imbenika s nastankom UK. ,Zapadnjacki® nacin
zivota uvelike utjeCe na dosadasnje spoznaje, stoga se vjeruje da osim genetskih ¢imbenika
veliku ulogu igraju okoli$ni uvjeti i prehrana. Ono $to je sigurno — UBC je multifaktorijalna
bolest za koju se teSko moze re¢i toCan Cimbenik rizika koji je odgovoran za specifican
imunosni odgovor i koji za posljedicu ima pojavu bolesti. Sumiranjem svih podataka
dobivenih dosada$njim istrazivanjima pretpostavka je da zbog pretjeranog imunosnog
odgovora kod genetski predisponiranih pojedinaca nastaje bolest uz dodatan utjecaj okolisnih

¢imbenika (5).

Imunosni ¢imbenici

Nekontrolirana aktivacija imunoloS$kog odgovora karakteristicna je za eksperimentalno

izazvane Kolitise jednako kao i za humane oblike UBC. Posljedica je aktivacije makrofaga,



povecéane ekspresije adhezijskih i kostimulacijskih molekula te produkcije proupalnih citokina
1 kemokina. Temeljem istrazivanja, razlozi zbog kojih dolazi do kroni¢ne upale crijeva, su
poremecaji ravnoteze pro- i protuupalnih regulacijskih citokina. Klju¢ni proupalni regulacijski
citokini su interleukin (IL)-1, TNF-a, IL-12, i interferon (INF)-y, a najvaznije
imunosupresijske regulacijske molekule IL-10, IL-4, IL-5, i TGF-B. Takoder, dokazana je
aktivacija Thi, Th2, ili Th17 limfocitnog odgovora tijekom razvoja UBC. Th2 tip imunosnog
odgovora posredovan je citokinima IL-10, IL-4, IL-5, IL-6, IL-13, a Th2 stanice su
odgovorne za posljedi¢nu indukciju humoralnog imunoloskog odgovora. Th-2 tip imunog
odgovora dominira u patogenezi UK. Posredovan je citokinima IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-

13. Radi se 0 homoralnom imunom odgovoru.

Genetski ¢imbenici

Najvazniji ¢imbenik na koji ne mozemo utjecati je gentska predispozicija. Obzirom na
genetsku podloznost smatra se da je UBC heterogena poligenska bolest. Do sada je provedeno
niz istrazivanja svrhu odredivanja genetskih ¢imbenika npr. skeniranje genoma za otkrivanje
lokusa na kromosomima. Prema dosadasnjim saznanjima genski lokusi su podijeljeni u 9

skupina imenovanih od IBD1 do IBD9, ovisno o vremenskom razdoblju otkrivanja.

Upravo ti lokusi sadrZe pojedine gene koji se dokazano povezuju s nastankom UK. Jedan od
njih je polimorfan gen CARD15, odnosno gen NOD2, koji je sastavni dio lokusa IBD1. To je
prvi gen s jasno dokazanom povezano$éu s UBC-om. Nalazi se na dugom kraku 16.
kromosoma. lako sve vodi k tome da on zapravo utjece na razvoj bolesti, mehanizam mutacije
gena i UBC-a nije jo§ razjasnjen. Moguc¢im otkricem mehanizma pronalazi se odgovor na

lijecenje bolesti (6).

Primijec¢eno je CeSce genetsko pojavljivanje UBC medu c¢lanovima iste obitelji, medutim

bolest se ne nasljeduje klasicnim Mendelovim putem. Smatra se da 15% oboljelih ima



srodnike u prvom koljenu koji boluju od UBC. Tako postoji veca sklonost oboljenju kod
monozigotnih blizanaca u usporedbi s dizigotnim blizancima te povezanost izmedu
specificnih genskih markera i razli¢itih oblika UBC-a. Upravo zbog vece pojavnosti bolesti u
blizanaca, vjeruje se da genetski cimbenici uvelike djeluju u nastanku i1 razvitku same bolesti.
Razvoj UC povecava se do 30% unutar iste obitelji, a nerijetko se dogada da se isti oblik

bolesti javlja ukoliko u obitelji postoji visoka stopa pojavnosti UBC (7).

Okoli$ni ¢imbenici

Uz genetske ¢imbenike, faktor koji uvelike utje¢e na pojavnost UK jesu okolisni ¢imbeniCi.
Uzimajuc¢i u obzir podatke koji se odnose na pojavu UK, vidljivo je povecanje ucestalosti
ovisno o geografskom polozaju. Tako sjeverne zemlje imaju veéu pojavnost u odnosu na
juzne. lako sjeverne zemlje zauzimaju veci postotak javljanja bolesti, postoji mogucnost da
upravo genetske predispozicije stanovnika odredenih dijelova svijeta uvjetuju razli¢itu stopu

incidencije.

Osim geografskog polozaja, postoje sumnje da na razvoj UC djeluju i prehrambene navike

stanovniStva, no to jo$ nije znanstveno dokazano.

Komenzalne bakterije

Ljudsko tijelo sadrzi razlic¢ite bakterije koje su neophodne za normalno funkcioniranje
organizma. Takvu ulogu imaju i komenzalne bakterije koje pomazu da se zaustavi razvoj
patogenih bakterija u organizmu. NaruSavanjem ravnoteze u probavnom traktu javljaju se
komplikacije i upalni procesi te dolazi do razvoja bolesti gastrointestinalnog sustava, kao $to
su UBC. Upravo preko sluznice crijeva, organizam je u doticaju s mikroorganizmima i
njihovim Stetnim produktima te ukoliko je sluzni¢na barijera oSte¢enja postoji velika
mogucnost razvoja nezeljene reakcije osnosno bolesti. Kroz oSte¢enu sluznicu omogucen je

protok proupalnih molekula, bakterijskih antigena ili bakterija koji narusavaju ravnotezu (8).



1.1.1.5. Klinic¢ka slika i ocjena aktivnosti bolesti

UK kao kroni¢na bolest moze imati razli¢itu klini¢ku sliku, ovisno o trenutnom stanju ili
stupnju bolesti i mogu¢im komplikacijama. Simptomi krvavog proljeva se pojavljuju u
razmaku od nekoliko dana do nekoliko mjeseci te su praceni gréevitom abdominalnom boli,
mucninama, febrilitetom uz gubitak tjelesne tezine. Proljev se moze javiti opet nakon nekog
vremena. Bolest mozemo definirati ovisno o aktivnosti upalnog procesa odnosno pojavi
simptoma i opéem stanju bolesnika. Stoga, postoje 3 oblika: blaga, umjereno teska i teska
bolest. U ¢ak 60% slucajeva prisutan je blagi oblik bolesti, koji zapo€inje bez op¢ih simptoma
I bez znatnije izrazenog Krvavog proljeva, sa do 4 stolice na dan. Umjereno teska bolest se
pojavljuje u 25% slucajeva uz blage opce i ekstraintestinalne simptome, s prisutnim gréevima
1 poviSenjem temperature. Popraceno je s 4 do 5 stolica na dan. Kod fulminantnog oblika
bolesti, odnosno teskog, dolazi do 6 ili viSe proljevastih stolica dnevno uz moguénosti
rektalnog krvarenja, dehidracije, anemije, hipoalbuminemije ili toksi¢nog megakolona. Teska
bolest pojavljuje se najrjede, kod 15% bolesnika. Tijek bolesti se razlikuje. Tijekom bolesti

dolazi do razvoja komplikacija koje mogu biti intestinalne i esktraintestinalne (7).

Tablica 1. Prikaz intestinalnih i ekstraintestinalnih komplikacija upalne bolesti crijeva

(UBC)

Intestinalne komplikacije Ekstraintestinalne komplikacije

Anorektalne promjene (hemoroidi, fisure, | Nutritivne i metabolicke komplikacije

apsces, fistule, rektalni prolaps) (hipokalijemija, hipoalbuminemija, defecit
zeljeza)
Inflamatorni polip Ostecenja jetre

Toksi¢ni megakolon (fulminantni kolitis s | Kozne promjene (erythema nodosum i

dilatacijom kolona. pyoderma gangrenosum )

Karcinom kolona Ocne lezije (iritis)




1.1.1.6. Dijagnosticki postupak

Postavljanje dijagnoze temelji se na karakteristicnim simptomima i povijesti bolesti. Promatra
se izgled debelog crijeva i analiza tkiva. Dijagnostic¢ki postupak koji u 95% slucajeva dovodi
do promjena, zbog prisutnosti tog segmenta crijeva, je proktosigmoidoskopija. Sam proces
dijagnostike je bolan, Cesto popracen komplikacijama npr. hemoroidi. Ukoliko nalazi
sigmoidoskopije nisu dovoljni za postavljanje dijagnoze UK, radi se biopsija tkiva. Biopsijom
se otkrivaju promjene oblika sluznice, atrofija zlijezda ili karakteristicne nakupine gnoja u
udubinama sluznice.

Dodatne pretrage koje se provode su: kolonoskopija, mikrobioloski pregled stolice, fizikalni
pregled za detekciju mogucih izvancrijevnih komplikacija bolesti.

Kolonoskopija se provodi za detekciju mogucih proSirenja bolesti, malignih struktura i
evaluacije polipoidnih tvorbi. Medutim, kod teze bolesnih pacijenata, primjena kolonoskopije
moze imati negativne posljedice npr. pucanje crijeva.

Zbog nespecifi¢nih simptoma bolesti koji ne karkteriziraju samo jednu bolest, bitno je
iskljuciti sljede¢e zarazne bolesti: infekcije Salmonellom, Shigellom, Campylobacterom,
Aeromonasom, Yersiniom Speci. Upala debelog crijeva uzrokovana bakterijon Clostridium

difficile moze se javiti kao posljedica antibiotske terapije (7).

1.2. POKUSNI MODELI UPALNE BOLESTI CRIJEVA

Kompleksnost UBC-a i u potpunosti ne shva¢en mehanizam razvoja upalnog procesa
razlozi su teSkog pronalaZzenja pokusnog modela. Potreban je model koji bi svojim
histoloskim, imunosnim i klini¢kim znafajkama najvise slicio UBC 1 time pomogao
pronalasku moguéeg nacina lijeCenja bolesti kao 1 pridonijeti novi uvid u testiranje
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terapeutskih lijekova. Prema dosadas$njim saznanjima postoje viSe od 60 animalnih modela
UBC. Razvoj i progresija upalnog procesa postize se primjenom kemijskih agensa,
manipulacijom ciljnih gena ili prijenosom imunosnih stanica (9).

Unutar skupine kemijskih induciranih kolitisa isti¢e se kolitisa izazvan primjenom otopine
natrijeva dekstran sulfata (DSS). Otopina DSS se primjenjuje ad libitum, per os. Model se
Cesto primjenjuje zbog niza prednosti i vrlo malo nedostataka. Simptomi te slijed dogadaja
koji su prisutni prilikom uspostave modela su vrlo sli¢ni kao kod humanog oblika i vrlo lako
se mogu pratiti, a ukljucuju gubitak tjelesne mase i krvavo-sluzave proljevaste stolice.
Nadalje, model je pouzdan, ima visoki stupanj ponovljivosti te se relativno lako inducira.
Tijekom razvoja modela, na patohistoloskoj razini sluznice debelog crijeva dolazi do razvoja
upale koja zapocinje s epitelnim oSteéenjem zatim razvojem ulceracija i promjenom broja
kripta.. U skladu s ljudskim oblikom bolesti upalni proces zahvacéa podrucje debelog crijeva, S
vidljivim podru¢jima krvarenja i ulceracijama. lako se upalni proces u pojedinim dijelovima
prodire u dublje slojeve, submukozu i laminu muskularis mukoze uglavnom zahva¢a mukozu.
Ukoliko se zeli izazvati akutni 1/ili kroni¢ni oblik bolesti, primjenjuju se razlicite
koncentracije DSS otopine u razli¢itim vremenskim intervalima. Maligni proces izaziva se
dugotrajnom primjenom malih doza u kombinaciji s jednokratnom ili visekratnom dozom
azoksimetana koji se moZe primjeniti u vodi za pice ili u obliku intraperiotonealnih injekcija
(10).

S biokemijskog pogleda DSS ¢ini osnovni lanac na koji se nadograduju pobocni lanci ili
grane te stoga, ovisno o broju poboc¢nih lanaca, njegova molekulska masa se kre¢e u rasponu
od 50 pa sve do visokih 1400 kDa. Osnovni i pobo¢ni lanci gradeni su od molekula glukoze te
kazemo da je DSS slozeni polimer glukoze za ¢iju sintezu su odgovorne bakterije, najcesce
Leuconostoc spp i Streptococcus spp iz saharoze. Sumpor ¢ini 0ko 17% molekule, a to

odgovara omjeru dvije sulfatne skupine na jednu molekulu glukoze. Osim broja pobo¢nih



lanaca na molekulsu masu ovog polimera utjeCe i raspon molekulske mase dekstrana.
Istrazivanja provedena od strane Kitajima i sur. ukazala su da na intenzitet i lokalizaciju
kolitisa utje¢e molekulska masa DSS-a (5000, 40000 i 500000 Da) (11). Pokazano je da je
nakon primjene DSS-a molekulske mase od 40 kDa intenzitet kolitisa najveci, a da se kolitis
nikako nije moga uspostaviti primjenom DSS otopine molekulske mase 500 kDa. Ovim
istrazivanjem potvrdila se pretpostavka da molekulska masa DSS utjeCe na brzinu uspostave,

prosirenost i intenzitet Kolitisa.

1.2.1. Mehanizam djelovanja

Unato¢ Cestoj primjeni DSS u uspostavi modela UBC odnosno UK mehanizami kojim DSS
dovodi do razvoja osteéenja sluznice odnosno razvoja upalnog procesa nije jos uvijek u
potpunosti objasnjen. Prema dosada$njim saznanjima pretpostavlja se da u razvoju modela
kolitisa sudjeluje nekoliko mehanizama. Primarni proces smatra se DSS-om uzrokovano
ostecenje sluznice crijeva, a aktivacija imunoloskog odgovara se smatra posljedicom
prethodnog (12). U etiopatogenezi neke bolesti vrlo je vaznan integritet sluznice i svaki
poremecaj koji dodvosi do povecanja propusnosti sluznice rezultirat ¢e i njenim oSte¢enjem.
Iz toga je i proizasla pretpostavka da se mehanizam djelovanja DSS temelji na prethodnom
odnosno da utjece na stupanj propusnosti stijenke crijeva, a u prilog tome pridonosi i ¢injenica
da je pokazano da primjenom DSS-a dolazi do smanjenja broja bazalnih kripta te njihovo
odvajanje od lamine muscularis mucose. Na modelu DSS-kolitisa izazvanog u miSeva
pokazano je da je upravo povecana propusnost mukoznog sloja sluznice omogucava
nakupljanje upalnih stanica, odnosno formiranje upalnog infiltrata (13). Ova su saznanja su
potvrdena i na Stakorskome modelu kolitisa (14). Poritz i sur. su jo$ dublje objasnili
prethodno jer su u svom radu pokazali znacajno snizenje ekspresije proteina ¢vrstih veza vec

prvog dana pokusnog razdoblja odnosno prvog dana primjene DSS-a, a razvojem Kolitisa,
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odnosno petog dana pokusnog razdoblja, izrazaj ovog proteina je bio gotovo na donjoj granici
detekcije, sto je u konaénici potvrdilo ulogu propusnosti sluznice u patogenezi DSS-kolitisa

(15).

Epitelne ¥ DSS
stanice
K3 Crijevna
flora
- g
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Slika 1: Prikaz mehanizma djelovanja natrijeva dekstran sulfata (DSS) na sluznicu

crijeva (16).

Nadalje, pretpostavlja se da se djelovanja DSS sastoji i u njegovoj direktnoj toksi¢nosti na
samu sluznici gastrointestinalnog sustava, a stupanj toksi¢nosti ovisi 0 primjenjenoj
koncentraciji. S molekularnog pogleda ova pretpostavka potvrdena je temeljem promjene
izrazaja integrin 04 i M290 podjedinica na epitelnim stanicama $to rezultira promjenom
njihove interakcije s yé- intraepitelnim limfocitima (17). Navedene interakcija je vazna jer se

smatra da ima zastitnu ulogu u obrani od razli¢itih Stetnih ¢imbenika, ukljucujuci i DSS (18).
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1.3. PROTEAZE | OBITELJI DIPEPTIL-PEPTIDAZA IV (DPP 1V)

Proteaza (peptidaza/proteinaza) je svaki enzim koji katalizira proteolizu — hidrolizira
peptidne veze koje povezuju aminokiseine u polipeptidnom lancu. Razli¢ite vrste proteaze
mogu provoditi jednaku reakciju, ali uz potpuno drugaciji kataliticki mehanizam. Zbog
njihove velike vaznosti u aktivaciji i reulaciji imunosnog odgovora te u procesima prijenosa
signala, smatra se da imaju vaznu ulogu u razvoju i progresiji razli¢itih patoloskih stanja (19).
Ovisno o funkciji, kroz istrazivanja je utvrdeno pet razlic¢itih vrsta proteina koji s DPP
IV/CD26 pripadaju DPP4 genskoj obitelji. Pripadaju serinskim peptidazama, te imaju slicnu
aktivnost prema supstratima. To su: dipeptidil-peptidaza 8, dipeptidil-peptidaza 9, FAP-a
(engl. fibroblast activation protein; sepraza), dipeptidil-peptidaza 6 i dipeptidil-peptidaza 10
(20).

Zbog mutacije u katalitickom dipeptidil-peptidaza 6 i dipeptidil-peptidaza 10 nisu enzimski
aktivna, dok prva tri djeluju kao enzimi i pokazuju sli¢nosti u aminokiselinskom slijedu za 27
— 60% (21). Upravo zbog takve sli¢nosti u strukturi, ali i funkciji, za njih je uveden skupni
naziv DASH — homolozi DPP IV/CD26 po aktivnosti i/ili strukturi. Funkcija se temelji na
odcjepljivanju N- terminalnih dipeptida s peptidnog lanca u ¢ijoj se primarnoj strukturi na

predzadnjem mjestu nalaze aminokiseline — alanin ili prolin.

1.3.1. Struktura i lokalizacija DPP IV/CD26

DPP IV/CD26 kao transmembranski glikoprotein tipa Il, ima primarnu strukturu od 766
aminokiselina. Molekulska masa mu je 110 kDa. Humani gen koji kodira DPP4 lociran je na
duzem kraku drugog kromosoma. Na 5' kraju ne nalaze se ni TATA kutija ni CAAT kutija.

Podrugje velic¢ine oko 300 parova baza koje obiluju citozinom i gvaninon (oko 72%) i sadrzi
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potencijalna vezna mjesta za nekoliko transkripcijskih faktora —nuklearni faktor kB (NF-xB),
AP2 i Spl (22).
Primarna struktura utvrdena je 1989. godine sekvencioniranjem i kloniranjem Stakorske
cDNA. U organizmu najviSe nalazimo u obliku dimera koji je sastavljen od 2 jedinice
monomera, a posjeduje devet potencijalnih mjesta za glikozilaciju koji se najve¢im dijelom
nalaze na -propelernoj domeni (23). Svaka monomerna jedinica sadrzi i 2 podjedinice:

1) o - B hidrolaznu domenu (501. — 766. aminokiselinski ostatk)

2) N- terminalna - propelerna domena (59. — 497. aminokiselinski ostatk)

a-B hidrolazna domena gradena je od 6 paralelnih beta lanaca (nabrana struktura i dva
antiparalelna lanca), a zajedno ¢ine veliku nabranu plo¢u povezano s a uzvojnicama.

Kataliticka domena smjeStena je na povrsini stanicne membrane.

3 — propelerna domena se dijeli na dvije subdomene, a sakriva aktivno srediSte molekule ¢ime
otezava pristup supstratu. VaZzan dio ove domene je cisteinom bogata regija zbog toga $to

sadrzi 10 do 12 cisteina koji sudjeluju u procesu stvaranja disulfidnih mostova.

Podrucje koje je odgovorno za katalitiCku aktivnost, esktracelularno podrucje, podijeljeno je
na tri dijela: glikolizacijska regija, kataliti¢ka regija i regija bogata cisteinom.

Kao protein izrazen je dijem organizma: pluca, jetra, endotelne stanice, epitelne stanice
bubreznih tubula, Zu€ovoda i tankog crijeva. Transmembranski oblik enzima pronaci se moze

u srcu, mozgu i skeletnim misi¢ima.
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1.3.2. Uloga DPP 1V/CD26 u fizioloskim procesima

DPP 1V/CD26 molekula ima nekoliko mehanizma djelovanja u organizmu: proteoliti¢ko,

medustanicna komunikacija, prijenos signala u stanicu, a upravo joj oni omoguéavaju da

sudjeluje odnosna da ima vaznu ulogu u modulaciji imunosnog odgovora.

Tablica 2. Prikaz djelovanja DPP 1V/CD26 molekule

Proteoliticka uloga

Proteolitica razgradnja pojedinih bioloski peptida (aktivacija i/ili
inaktivacija) te na taj néin utjeCe na neuroimunobiokemijski

odgovor organizma u patoloskim i fiziolo§kim procesima.

Uloga u
medustani¢noj

komunikaciji

Uloga dvojaka — kao kolagen i fibronektin-vezujuéi protein, kao
¢imbenik metastaziranja tumora i1 kao koreceptor za HIV-1 u

medudjelovanju s adenozin-deaminazom.

Prijenos signala u

stanicu

Zbog kratke citoplazmatske domene — uloga koreceptora u

kaskadnim reakcijama prijenosa specifi¢nih signala kroz membranu.

Uloga u modulaciji

imunosnog odgovora

Moze mijenjati imunosni odgovor vezivanjem na adenozin
deaminazu. Ukljucenost u mehanizme stani¢ne proliferacije i

diferencijacije.
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1.4. MAKROFAGI

1.4.1. Rasprostranjenost i uloga

Makrofag je najzreliji oblik stanica mononuklerane fagocitne loze. Njegov neposredni
prethodnik je monocit koji sazrijeva uz pomo¢ citokina, posebno uz GM — CSF (engl. Colony
stimulating factor), ¢imbenika poticanja granulocitno — makrofagnih kolonija. Monociti
cirkuliraju krvlju te ulaskom u tkiva diferenciraju se do aktivnih makrofaga. Ovisno o tkivu u
kojem se nalaze, makrofagi poprimaju odredene uloge. Makrofagi kao stanice mogu biti
pokretne i nepokretne, odnosno slobodne i fiksne. Nepokretne makrofage mozemo pronaci u
razli¢itim tkivima, u vezivu i oko miSi¢a nazivamo ih histiocitima, u jetri Kupfferovim
stanicama, u mozgu mikroglijalnim stanicama, u bubregu mezangijalnim stanicama, a u
plu¢ima alveolarnim makrofagima (5). Pokretne u vecini slu¢ajeva nalazimo u peritonealnoj i
pleurealnoj Supljini, koStanoj srzi, plu¢ima, slezeni i limfnim ¢vorovima. Monociti —
makrofagi jako dobro adhediraju za staklene 1 plasticne povrSine, stoga to pridonosi njihovoj

velikoj sposobnosti fagocitoze.

Glavne uloge makrofaga su: kemotaksija, luenje prouupalnih i /ili protuupalnih posrednika,
fagocitoza, liziranje mikroorganizama, uklanjanje stare i apoptoti¢ne stanice te predocivanje
antigena limfocitima T. Djeluju kao C¢istaci tkivnih prostora zbog svoje mogucnosti
fagocitiranja raznih Cestica (npr. mikroorganizama, inertnih tvari), apoptickih stanica
(neutrofili) 1 oStecenih eritrocita. Nosioci su nespecificne imunosti, no sudjeluju i u
specificnoj imunosti. Makrofagi uz pomo¢ posebnih receptora prepoznaju ,strana“ tijela.

Receptore dijelimo na opsoninske i ne — opsoninske.
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Tablica 3. Prikaz djelovanja opsoninskih i ne-opsoninskih receptora

Receptori za Fc-ulomak protutijela (FcR) 1 receptori za ulomke

Opsoninski komplementa (CR) dok se u skupinu ubrajaju lektinski, TLR (engl. Toll-

receptori like receptor), NLR (engl. NOD-like receptor), RLR (engl. RIG1-like
helicase receptor) i receptori Cistaci

Ne — Ne-opsoninski receptori prepoznaju konzervirane molekularne obrasce, ali

opsoninski i molekularne obrasce otpustene oSte¢enjem vlastitih tkiva i stanica te se

receptori zbog toga nazivaju receptorima za prepoznavanje obrazaca

Receptori se razlikuju po svojoj ulozi i po tome $to prepoznaju. Lektinski i receptori Cistaci
ukljuéeni su u proces fagocitoze, dok su u prijenos signala uklju¢eni NLR, RLR i TLR.
Receptori koji pripadaju skupini ne — opsoninskih receptora mogu se razlikovati po nacinu
prepoznavanja ,stranih tijela® npr. lektinski receptori imaju sposobnost prepoznavanja
Secernih ostataka stijenki mikroorganizama, a TLR produkte bakterija, virusa, plijesni i
vlastitih oStecenih stanica. Svi ne — opsoninski receptori nazivaju se i receptorima za
prepoznavanje obrazaca zbog svoje mogucnosti prepoznavanja molekulskih obrazaca i/ili
molekulskih obrazaca otpusteni oSte¢enjem vlastitog tkiva i stanica. Makrofagi izlucuju
razli¢ite tvari u okoli§ (> 60) npr. TNF-a, interleukini (IL-1, IL-6, IL-8 i IL-12), lipidni
metaboliti iz skupine upalnih posrednika (prostagandini i leukotrieni), koagulacijski ¢imbenici
(npr. protrombin), kemokini, enzimi (npr. lizozim, elastaze i kolagenaze), reaktivni
intermedijarni metaboliti kisika (H202, OH) i dusika (NO, NO2). Osim navedenih uloga,
makrofagi sudjeluju u povezivanju nespecificne i specifiéne imunosti. Vazni su u aferentnoj
fazi specifi¢ne 1 humoralne imunosti jer predocuju proteinske antigene limfocitima T, izlucuju
citokine koji kasnije pospjesuju aktivaciju limfocita. Takoder, pri izgradnji unutarstani¢nih

patogena, pod utjecajem citokina, sudjeluju i kao efektorske stanice (24).
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1.4.2. Aktivacija i diferencijacija makrofaga

U procesu aktivacije makrofaga sudjeluje velik broj kako endogenih tako i egzogene

tvari. Aktivirani limfociti T i NK stanice luce citokine koji predstavljaju skupinu najvaznijih
endogenih tvari IFN-y i IL-4. Egzogeni ¢imbenici koji aktiviraju makrofage ¢ine proizvodi
mikroorganizama ili mikroorganizmi koji napadaju same makrofage. Aktivirani makrofagi su
vazni 1 u nespecificnoj otpornosti na tumore zbog svoje mogucnosti liziranja stanica
zlo¢udnih tumora.
Ovisno o uvjetima mikrookolisa odnosno uvjetima u kojima se nalaze u trenutku aktivacije
makrofagi se diferenciraju u funkcionano razli¢ite fenotipove: M1 ili M2. Put aktivacije
makrofaga koji se pokrece U prisustvu bakterijskog lipopolisaharida te lu¢enjem IFN-y naziva
se klasi¢ni put ili M1 put.. S druge strane, alternativni put aktivacije odnosno M2 put moze
biti potaknut kombinacijom razli¢itih citokina, imunokompleksima, lipopolisaharidima te
glukokortikoidima. Ovisno o kombinaciji citokina koji sudjeluju u aktivaciji makrofaga
unutar M2 puta razlikuje se M2a, M2b i M2c (25). Primarna uloga M1 makrofaga je u obrani
organizma kako u upali tako 1 prilikom ozljede odnosno u slucaju tumorske proliferacije.
Osim toga, makrofagi su dobro poznate antigen prezentirajuce stanice. Budu¢i da makrofagi
aktivirani klasi¢nim putem lucée velik broj proupalnih citokina, reaktivne kisikove spojeve te
dusikov oksid smatra se da oni imaju proupalno djelovanje. Prema dosadas$njim saznanjima
M2 makrofagi za razliku od M1 makrofaga, imaju protupalno djelovanje. Nadalje, budu¢i da
je dokazano da M2 makrofagi luc¢e posrednike koji poticu angiogenezu, diobu endotelnih
stanica i sintezu izvanstanicnog matrikasa pretpostavlja se da imaju vaznu ulogu u obnovi,
cijeljenju tkiva. U procesu smirivanja upale odnosno uspostave homeostaze luc¢enjem
medijatora poput IL-10 M2b makrofagi imaju klju¢nu imunomodulacijsku ulogu. Stoga,
uzimaju¢i u obzir prethodno navedeno zakljucujemo da fenotip makrofaga ima ulogu u
razvoju, napredovanju i prognozi upale (26).
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Makrofagi su smjeSteni u lamini propriji i na dodirnoj povrsini crijevnog lumena gdje
prepoznaju mikrobe 1 progutane podrazaje. Imaju klju¢nu ulogu u odrzavanju homeostaze
tkiva te u patogenezi UBC. Najrasprostranjeniji su fagociti u zdravoj crijevnoj sluznici.
Ukoliko se homeostaza narusi npr. infekcijom, dolazi do promjene funkcije te broja i fenotipa
makrofaga. To za posljedicu ima prekomjerni odgovor na crijevne mikrobne podrazaje.
Veliku ulogu fenotip makrofaga ima u oStecenju sluznice crijeva, ovisno o uvjetima u okoliSu,

sudjeluju u uklanjanju bakterija i obnavljanju oStecene sluznice aktivacijom procesa.

1.5. KEMOKINI

Kemokini su sekretorni proteini koje proizvode leukociti i tkivne stanice konstutivno ili nakon
indukcije. Molekulske su mase 6 — 14 kDA te se sastoje od 70 — 1 AK. Predstavljaju obitelj
kemoatraktantnih citokina te su na temelju broja i razmaka konzerviranih cisteinskih ostataka
na N- kraju proteina, podijeljeni u 4 obitelji. Igraju vaznu ulogu u selektivhom regrutiranju
monocita, neutrofila i limfocita, kao i u induciranju kemotaksije aktivacijom receptora
vazanih za G — protein.

Pojam kemokina oznacava skraceni naziv za kemotaksijske citokine , a kod ¢ovjeka postoje u
viSe od 50 oblika tvore¢i veliku porodicu medijatora upale 1 imunosti. Upravo zbog njihove
funkcije, imaju sli¢nosti sa citokinima, medutim razlika je u veli¢ini i nac¢inu djelovanja. U
odnosu na citokine kemokini su nesto manji, a svoje djelovanje ostvaruju kroz interakciju s
receptorima koji su povezani na G protein. Dijelimo ih u 2 skupine: homeostatsku i oni koje
proizvode stanice tijekom infekcije ili slijede proupalni podrazaj i migraciju leukocita na
mjesto infekcije. Kao posljedica toga su kemokini koji aktiviraju stanice za pojacavanje

imunosnog odgovora i pomazu u procesu cijeljenja rana. Kemokini jako sli¢e svojim
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receptorima, a a i B kemokini imaju dva mjesta uz pomo¢ kojih se povezuju s receptorima. U
amino-terminalnoj domeni prije prvog cisteina nalazi se jedno vezno mjesto koje ujedno
predstavlja 1 najvarijabilnije podru¢je kemokina. Drugo vezno mjesto se nalazi unutar
strukturnog zavoja iza drugog cisteina, a oba se povezuju uz pomo¢ disulfidnih mostova.
Receptori su definirani kao CXC, CC, XC (X je umetnut da se razlikuje od receptora
komplementa 1, CR1) i CX3C iza ¢ega slijedi R i broj. Do sada je poznato da postoji 6 a i 10
B receptora. Unato¢ cinjenici da jedan receptor moZe, ima moguénost vezivanje vise
kemokina, oni su ograni¢eni na jednu podskupinu. Takoder, jedna vrsta kemokina se moze
vezati za viSe razliitih receptora u odredenom trenutku. a receptori posjeduju Sesnaest, a 3
receptori osamnaest razli¢itih kemokina. Unutar svake skupine receptora naknadno se granaju
podskupine npr. a receptori se dijele u ovisnosti sadrze li tripeptid glutaminsku kiselinu-
leucin-arginin u NH> kraju. Kemokine koji u svovj strukturi imaju prethodno navedeni
tripeptid proizvode razliCite stanice kao odgovor na brojne podrazaje, uglavnom citokine s

proupalnim djelovanjem poput IL-1 i TNF- a.

1.6. CIMBENIK PRIVLACENJA MONOCITA-1

Cimbenik privladenja monocita-1 (engl. Monocyte Chemoattractant Protein-1; MCP-1), dio
je male skupine induktivne obitelji gena koju ¢ine ¢etiri ¢lana MCP -1, -2, -3 i -4. Naziva se i
malim inducibilnim citokinom A-2 (SCY A2) i monocitni kemotakti¢ni i aktivirajuci faktor.
MCP-1 je jedan od klju¢nih kemokina koji reguliraju migraciju i infiltraciju monocita,
odnosno makrofaga. Migracija monocita iz krvotoka preko vaskularnog endotela je potrebna

za rutinski imunoloski odgovor tkiva, kao i kao odgovor na upalu. Temeljem dosad
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provedenih istrazivanja, smatra se da je MCP-1 identi¢an genu Cija je izrazaj inducirana u

misjim fibroblastima pomocu faktora rasta izvedenog iz trombocita (27).

1.6.1. Kemokinska uloga MCP-1 molekule

Clan je C-C kemokinske obitelji te je poznat kao CCL2 kemokin te se stoga u literaturi vrlo
Cesto koristi i skracenica MCP-1/CCL2. CCL2 je prvi otkriveni humani C-C kemokin i
intenzivno se istrazuje posljednjih godina. Ljudski homolog karakteriziran kao CCL2, prvi je
puta prociscen je iz ljudskih stani¢nih linija na temelju svojih monocitno — kemoatraktantnih
svojstava. Homologija sekvence izmedu CCL2 i ostalih ¢lanova obitelji je visoka i varira
izmedu 61% za CCL8 i CCL4, a 71% za CCL7. Primarne proteinske strukture ljudskih CCL2,
CCL7 i CCLS8 pocetno su odredene upotrebom proc¢is¢enog prirodnog materijala, dok je
humana CCL13 proteinska sekvenca izvedena iz izoliranih cDNA. Uz ove proteine,
prociSceni su CCL2 proteini razli¢ite momolekularne mase, a obrazloZenje se nalazi u procesu
O-glikozilacija. Osim $to glikolizacija utjeCe na molekularnu masu utjeci i na sposobnost
privlacenja monocita odnosno smanjuje tu sposobnost.

CCL2 proizvode razliciti tipovi stanica, konstitutivno ili nakon indukcije oksidativnim
stresom, citokinima ili ¢imbenicima rasta. Proizvode ga: endotelne, epitelne, fibroblaste,
mirkoglijalne 1 monocitne stanice. Navedene stanice vazne su za antivirusni imunoloski
odgovor u perifernoj cirkulaciji i tkivu. Kako su makrofagi jedni od glavnih izvora CCL2, on
regulira migraciju i infiltracije monocita, T limfocita i NK stanica. CCL2 sudjeluje, kao
potencijalna intervencijska tocka, u lije¢enju razli¢itih bolesti: multipla skleroza, reumatoidni
artritis, ateroskleroza,itd. Analiza mutacijaa CCL2 rezultirala je identificiranjem dviju regija
primarne strukture koje su kriti¢ne za biolosku aktivnost. Prva regija sastoji se od sekvence od

Thr-10 do Tyr-13, dok se druga regija, takoder funkcionalno vazna, sastoji od ostataka 34 i

19



35. Mutacija bilo kojeg ostatka 10 ili 13 uzrokuje smanjenje aktivnosti CCL2. Vaznost druge
regije utvrdena je temeljem rezultata dobivenih mutacijama kojima je uveden prolin izmedu
Ser-34 i Lys-35, a drugi zamjenom tih dvaju ostataka sa slijedom Gly-Pro-His. Bilo koja od
prethodno navedenih mutacija znac¢ajno smanjuje aktivnost CCL2. Osim ovih dviju regija,
takoder je objavljeno da specifi¢nost vezivanja CCL2 na stanice mijenja se nakon mutacije
ostataka 28 i 30, ali ne samo na ostatke 30. Nadalje, brisanje ostataka na N-terminalnoj
domeni rezultira gubitkom aktivnosti CCL2 unato¢ ¢injenici da neki produkti N-terminalnih
mutacija djeluju kao CCL2 antagonisti (27).

Nadalje, podaci o ulozi CCL2 dobiveni su temeljem pokusa provedenih u miseva kojima je

uklonjen gen te receptor za CCI2 (28).

1.6.2. Lokalizacija i pojavnost u patoloSkim procesima

Istrazivanja ukazuju da su MCP-1 i njegov receptor ukljuceni u razvoj mnogih

patoloskih procesa od infektivnih, preko degenerativnih te sve do karcinoma.

MCP-1 je pronaden u zglobovima osoba s dijagnosticiranim reumatoidnim artritisom gdje
mogu posluZiti za regrutiranje makrofaga i perpetuirati upalu u zglobovima. Takoder, moze se

pronaci u urinu osoba dijagnosticiranih s lupusom kao znak upozorenja na upalu bubrega.
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Slika 2. Shematski prikaz strukture MCP-1 (29).
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1.6.3. Signalni put i regulacija izrazaja

Kao sto je prethodno navedeno MCP-1 ostvaruje svoj ucinak vezivanjem za receptor
koji je vezan na G-protein te poti¢e aktivaciju i migraciju ciljnih stanica. Aktivacijom
receptora, odnosno nizom reakcija koje rezultiraju stvaranjem inozitol-trifosfata,
unutarstani¢nim otpustanjem kalcija te aktivacijom protein kinaze C. Zanimljivo, istovremeno
dolazi i do aktivacije proteina Rho obitelji koji su GTP-vezuju¢i proteini (30). Na slici 2.
prikazan je biosignalni proces MCP-1. Veéina veze vise razli¢itih kako MCP-1 proteina te i
neke druge kemokine iz obitelji C-C kemokina. Prema dosadasnjim podacima postoje dva
oblika recetora: CCR2A i CCR2B. Oni se medusobno razlikuju samo po C-terminalnom repu.
CCR2A je izoforma uglavnom izrazena na mononuklearnim stanicama i miSi¢nim stanicama
krvnih zila dok monociti i aktivirane NK stanice na svojoj povrSini izrazavaju uglavnom
CCRB izoformu receptora. Mogucée je, ali jo$ uvijek nije dokazano, da ove dvije izoforme
aktiviraju razlicite signalne puteve i time ostvaruju razli¢ite u€inke u staanici odnosno tijekom
odredenog procesa. Potrebno je naglasiti da se signalizacijom kroz receptor MCP-1 moze

ostvariti dvojaku ulogu, proupalnu i/ili protuupalnu (29).
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Slika 3. Signalni put MCP-1 molekule (29).

MCP-1, Cimbenik privlaéenja monocita-1; CCR2, receptor za MCP-1; PLC, fosfatidil —kolin;

PKC, protein-kinaza C; IP3, inozitol-trifosfat; NF-kB, nuklearni faktor-kB (30).

Regulacija izrazaja MCP-1 na transkripcijskoj razini ovisna je o razli¢itim molekulama

odnosno ¢imbenicima (Slika 3). Medu navedenim ¢imbenicima kljuénu ulogu u aktivaciji

odnosno poja¢anom izrazaju ima pro-upalni transkripcijski faktor NF-xB. S druge strane,

glukokortikoidi 1 estrogen imaju negativan ucinak na izrazaj MCP-1 molekule. Dosada$nja

saznanja ukazuju da je tijekom razvoja upalnog procesa povecana aktivnost NF-kB u

korelaciji s infiltracijom mononuklearnih stanica, adhezijskim molekulama te izrazajem

MCP-1 TNF-a, COX2 i iNOS. Time NF-«B ima vaznu ulogu u aktivaciji i kemotaksiji
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makrofaga, pro-upalnog djelovanju i tkivnoj remodulaciji. Nadalje ovaj transkripcijski faktor

ima vrlo vaznu ulogu u procesu angiogeneze i proliferacije te u razvoju malignog procesa.

Aktivatori
TNF-a NF-kB PDGF Stres
Ateroskleroza ; ‘-.,__' : ~ Ishemija
:‘i l"-
Angiogeneza AUtOi"fwne
Razvoj raka bolesti

Slika 4. Cimbenici i patolo$ka stanja koja utje¢u na transkripcijski izrazaj MCP-1 (30).

MCP-1, Cimbenik privla¢enja monocita-1; TNF-a, tumorski faktor nekroze a; NF-kB,

nuklearni faktor-«B; PDGF,
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1.7. IMUNOENZIMSKI TEST (ELISA)

Imunoenzimski testovi su jednostavne, osjetljive, specifi¢ne i isplative zamjene ili
dodaci raspolozivim analitickim metodama te stoga danas ¢ine vrlo vazan dio unutar
laboratorijskih tehnika. Jedna od glavnih prednosti imunokemijskih analiza je moguénost
neposredne kvalitativne 1 kvantitativne karakterizacije malih koli¢ina tvari u slozenim
bioloskim wuzorcima. Nadalje veéina ovih metoda je bazirana na fotometrijskom,
fluorimetrijskom i elektrokemijskom principu te stoga ne zahtjeva primjenu skupih
instrumenata (31).

One se temelje na reakciji antigen-protutijelo te su jakost vezivanja antigena i protutijela
odredena njihovim svojstvima. S obzirom na nacin uspostavljanja reakcije izmedu antigena i

protutijela, imunokemijske tehnike se mogu podijeliti u dvije osnovne skupine (Tablica 4).

1.7.1. ELISA test - definicija i osnovni princip

ELISA (engl. Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) je imunoenzimski test visoke
osjetljivosti 1 selektivnosti koji se koristi za odredivanje ukoliko su prisutni odredeni analiti, te
u kojim koli¢inama. Koristi se uz jednostavnu pripremu uzoraka, a moguce je odrediti vrlo
niske koncentracije analita. Nadalje, ova metoda odnosno proces same reakcije odvija se u
mikrotitarskoj plocici §to je ujedno jo$ jedna od prednosti jer se tijekom jednog pokusa,
istovremeno, odvija ispitivanje velikog broja uzoraka. Kao $to je prethodno navedeno, sve
imunokemijske metode pa tako i ELISA zasnhivaju se na specifi¢noj interakciji antigen —
protutijelo te spektrofotometrijskom mjerenju nastale reakcije, do koje dolazi zbog promjene

boje. Povezivanje antigena i protutijela odvija se uz pomo¢ slabih, nekovalenih veza, koje
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djeluju na maloj udaljenosti pa stoga navedena interakcija ovisi o prostornom poklapanju

antigena i protutijela (31, 32).

Protutijelo ili imunoglobulini su po kemijskom sastavu proteini, glikoproteini koje organizam
proizvodi kao odgovor na imunogene. Pod pojmom imunogene podrazumijeva se svaka
kemijska tvar koja je sposobna potaknuti stvaranje protutijela. Sintezu protutijela mogu
potaknuti razli¢ite vrste tvari od bjelancevina, polipeptida, preko nukleinskih kiselina te nekih
organizmu nepoznatih molekula. U ELISA metodi koriste se dvije vrste, tipa protutijela,

monoklonalna ili poliklonalna.

Poliklonalna protutijela nastaju u organizmu kao odgovor na pojedine slozene antigene su
heterogena smjesa jer ih proizvodi razliite stani¢ne linije plazma stanica, od kojih je svaki
sposoban proizvesti protutijelo koje reagira s razli¢itom antigenskom determinantom
kompleksnog antigena. Suprotno, monoklonska protutijela proizvode stanice koje su

podrijetlom i s jedne stanice te su homologna, a time i izrazito specifi¢na.

Antigen po kemijskoj prirodi moze biti protein, polisaharid ili jednostavna mala tuda molekula
koja poti¢e proizvodnju protutijela. Kvaliteta antitijela definira specificnost 1 osjetljivost

analize.

Test u svom imenu nosi naziv enzimski jer se rezultat vizualizira uz pomo¢ enzimske reakcije
u posljednjoj fazi izvodenja testa. Detekcijska protutijela poznatija pod nazivom sekundarna
protutijela obiljeZzena su enzimom Kkoji kroz enzimsku reakciju mijenjaju boju supstrata.
Najc¢esce koriSteni enzimi su alkalna fosfataza, peroksidaza iz hrena i -galaktozidaza. Ovaj
korak je multiplikacijski odnosno jedna molekula enzima vezana za jednu molekulu
protutijela, koja je vezana za jednu molekulu antigena, moZe enzimski promijeniti viSe

molekula supstrata (31, 32).
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Postupak ELISA testa izvodi se u nekoliko koraka. Uzorak s nepoznatom koli¢inom antigena
imobilizira se na krutu podlogu (mikrotitarska ploc¢a) adsorpcijom na povrSinu (nespecificno)
ili hvatanjem drugim antitijelima specifi¢nim za isti antigen (specifi¢no). Nakon imobilizacije
antigena, dodaje se detekcijsko protutijelo (sekundarno protutijelo) na taj nacin stvarajuci
kompleks s antigenom. Izmedu svakog koraka ploca se ispire blagom otopinom deterdenta za
uklanjanje proteina ili antitijela koji nije specificno vezan. Nakon zavrSnog koraka pranja,
ploca se razvija dodavanjem enzimskog supstrata u svrhu dobivanja vidljivog signala koji ¢e

pokazivati koli¢inu antigena u uzroku (31, 32).

1.7.2. Vrste ELISA testova

Postoje tri osnovna tipa ELISA testa: direktni, indirektni i ,,sendvic® test. Mogu se

temeljiti na kompetitivnoj ili inhibicijskoj tehnici (Slika 5).

( Supstrat

Supstrat .
Komjugirano
. \ / \ sekundarno protutijelo

Komjugirano
primarno protutijelo

Antigen - .

Direktna Indirektna

Slika 5. Vrste ELISA metode (32).
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"Sendvi¢" ELISA mjeri koli¢inu antigena izmedu dvaju slojeva protutijela (primarnog i
sekundarnog). Antigen koji se odreduje mora imati najmanje dva antigenska mjesta za

vezanje na protutijela, jer najmanje dva protutijela djeluju u "sendvi¢* testu.

1.7.3. Interpretacija rezultata ELISA metode

Rezultat ELISA testa jest obojenje, a intenzitet obojenja mjeri se spektrofotometrom, a
izmjerena vrijednost naziva se apsorbancija. Odredivanje koli¢ine mjerene tvari moze se
odrediti na viSe nacina ali najces¢e se odreduje prema standardu u kojem je koli¢ina tvari

poznata. Koli¢ina tvari moze biti izrazena u jedinicama koncentracije ( npr. pg/mL).

1.8. LANCANA REAKCIJA POLIMERAZOM

Lancana reakcija polimerazom (PCR) (eng. Polymerase Chain Reaction) je metoda
koja je imala presudni utjecaj na primjenu molekularno-bioloskih metoda u znanstvenim
istrazivanjima. Covjek koji je osmislio ovu metodu je dr. Kary Mullius, 1993. god. dobio
Nobelovu nagradu za svoje otkrice, a time je potvrdena vaznost ove metode. Njome se
relativno kratki dio DNA umnozava u veliki broj identi¢nih kopija. Sam proces metode je vrlo
jednostavan: ciljni dio DNA molekule koji se Zeli umnoziti odreduje se prom kratkim
oligonukleotidnim sekvencama odnosno pocetnicama (engl. primers), koji su komplementarni
krajevima DNA od interesa. Pocetnice su pokretaci niza reakcija uz pomo¢ enzima DNA

polimeraze, koja na kalupu jednog lanca DNA sintetizira novi, komplementarni lanac.
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Veli¢ina sintetiziranog dijela DNA molekule odgovara duzini koju omeduju izabrane

pocetnice (31).

PCR se provodi u posebnom uredaju koji kontrolira promjene temperature tijekom ciklusa
amplifikacije. Za provodenje metode potrebno je: termostabilna DNA polimeraza, uzorak

DNA, dva odgovarajuca oligonukleotidna primera, reakcijski pufer i nukleotidi.

Svaki PCR proces moze se podijeliti u 3 osvnova dijela:

1. Inicijalno denaturiranje DNA u trajanju od 3 do 5 minuta na temperaturi od 94 °C
2. Hibridizacija pocetnica na komplementarne odjeljke DNA (temperatura je sniZzena na
oko 55 °C zbog mogucénosti vezanja primera na komplementarne razdvojene lance)

3. Sinteza komplementarnog lanca na temperaturi od 72 °C

Tijekom procesa denaturacije DNA lanci se razdvajaju i u otopini stvaraju strukturu
nasumi¢nog klupka. Hladenjem smjese u rasponu od 40 °C do 60 °C dolazi do sparivanja
pocetnica s 5 krajem na 3 kraju denaturiranih DNA lanaca ¢ime se oblikuju granice odsjecka
koji se umnaza, a istovremeno se postavlja pocetna sekvenca neophodna da bi DNA
polimeraza mogla zapoceti svoju aktivnost. Ponovnim zagrijavanjem smjese do 72 °C je
optimalna temperatura za djelovanje termostabilne Tag-polimeraze. DNA polimeraza
izolirana iz bakterije Thermus aquaticus, koja Zivi u termalnim vodama, a stabilna je na
visokim temperaturama od 70 °C. Maksimalna djelotvornost joj je pri 74 °C 1 pH 8§, a
efikasnost sinteze oko 2800 nukleotida/min. Ugradivati ¢e nove komplementarne nukleotide
sve dok ne stigne do druge pocetnice. Posto se na oba dva lanca odvija sinteza, u jednom
ciklusu amplifikacije ¢e se broj DNA udvostruciti. Proces se odvija u 30 do 40 ciklusa, nakon
toga dolazi do zasicenja i gubi se efikasnost reakcije. Navedeni koraci dio su jednog ciklusa
PCR reakcije, a kako bi se dobile dovoljne koli¢ine ispitivanog ulomka koraci se ponavljaju

najéesce u 20-40 ciklusa (33).
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1.8.1. Lancana reakcija polimerazom nakon obrnutog prepisivanja

Lancana reakcija polimerazom nakon obrnutog prepisivanja (RT-PCR) je metoda koja
se vrlo Cesto koristi u istrazivanjima, a temelji se na obrnutom prepisivanju prethodno
izolirane RNA u komplemetarnu DNA (cDNA) koja se zatim umnaza metodom PCR. RT-
PCR se koristi za a) odredivanje prisutnosti ili odsutnosti odredenog transkripta b) za procjenu
razine ekspresije gena i c¢) kloniranje cDNA. Ova metoda ima vrlo visoku osjetljivost te je
stoga pogodna za analizu slabije izrazenih gena. RNA sluzi kao kalup, a reakciju obrnutog
prepisivanja omogucéuje enzim reverzna transkriptaza koja se odvija se u nekoliko koraka.
Prvi kork odnosno denaturacija sekundarnih struktura RNA provodi se zagrijavanjem RNA
tijekom 5 minuta pri 65°C uz dodatak inhibitora RNaze. Nakon toga slijedi sparivanje
pocetnica pri 25 °C i inkubacija na odgovarajucoj temperaturi, za vrijeme koje se odvija
sinteza prvog lanca cDNA. Na kraju sinteze cDNA reakcijska smjesa se zagrije do 95 °C,

¢ime se inaktivira reverzna transkriptaza.

1.8.2. Lan¢ana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu

Budu¢i daje RT-PCR semikvantitativna metoda stoga je doslo d razvoja lancane reakcije
polimerazom u stvarnom vremenu (engl. real-time PCR) ili kvantitativni PCR. U reakciji
produkti su obiljeZzeni fluorescencijskom bojom, koja se veze za dvolancanu (novonastalu)
DNA, a produkti se analiziraju dok nastaju. Stoga, mjerenjem fluorescencije mjeri se razina
nastale DNA jer je koli¢ina fluorescencije proporcionalna PCR produkta. Ova metoda Koristi
se za apsolutnu ili relativnu kvantifikaciju DNA/RNA. U sluc¢aju kada odredimo broj kopija

RNA u nekom uzorku usporedujuéi fluorescenciju sa standardnom krivuljom govorimo o
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metodi apsolutne kvantifikacije. Relativnom kvantifikacijom moZemo analizirati relativne

promjene u koli¢ini transkripta (31, 33).
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Slika 6. Prikaz PCR procesa (33).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Obzirom na pokazanu uklju¢enosti DPP IV/CD26 u modulaciji imunoloskog odgovora
tijekom razvoja kolitisa i klju¢ne uloge imunosnih stanica pretpostavka istrazivanja je da kroz
modulaciju aktivnosti kemokina te medijatora upale DPP 1V/CD26 sudjeluje u razvoju upale

i/ili procesima cijeljenja u UK.

Cilj ovog rada bio je ispitati utjecaj DPP IV/CD26 na klju¢ne faktore u migraciji
upalnih stanica, to jest MCP-1 kemokina, uspostavom pokusnog modela DSS kolitisa kod

divljeg tipa (C57BL/6) i CD26 deficijentnih miseva (CD267").
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. KEMIKALIJE | REAGENSI

aceton (Kemika)

agaroza (Invitrogen, Life Technologies)

assay diluent RD1W

calibrator diluent RD5-3

coomasie Brilliant Blue G-250 (Acros Organics)
eozin (Shandon Inc)

etanol (70%, 90%, 96%, 100%), (Kemika)
etidij-bromid (Sigma)

hematoksilin (Shandon Inc.)

izopropilni alkohol (Kemika)

klorovodic¢na kiselina (Kemika)

ksilol (Kemika)

natrijev dekstran-sulfat (DSS) (MP Biomedicals)
natrijev-hidroksid (Kemika)

paraformaldehid (4%) (Sigma)

parafin (Shandon Inc.)

fizioloska otopina puferirana fosfatnim puferom (Sigma)
tripansko modrilo (Serva)

tris-borat-EDTA pufer (Invitrogen, Life Technologies)
vodikov peroksid (30%) (Kemika)

voda bez nukleaza; Ambiom, Life Technologies
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3.2. LABORATORIJSKE ZIVOTINJE

U ovom istrazivanju Koristile su se dvije vrste miseva koji su dobiveni iz laboratorija ,,Centre
d'Immunologie de Marseille Luminy, Parc Scientificque de Luminy*, Marseille Cedex,
Francuska ili uzgajani u sredi$njem uzgojnom centru Medicinskog fakulteta u Rijeci, starosti
od 8 do 12 tjedana i istog spola (muZzjaci). KoriSteni su miSevi soja divlji tip, C57BL/6 i s
inaktiviranim genom za molekulu DPP IV/CD26 (CD26™7).

Zivotinje su hranjene standardnom laboratorijskom hranom (Standard Diet GLP; 4 RF 21,
Mucedola) i vodom ad libitum te su obitavali u kavezima pri temperaturi od 21 °C i vlaznosti
od 50% u rezimu 12 sati svjetla i 12 sati mraka. Najmanje 24 h prije pocetka postupka

izazivanja kolitisa i zrtvovanja, miSevima je hrana uskracena.

3.3. POKUSNI MODEL KOLITISA

Animalni model kolitisa izazvan je, kod miSeva kojima je inaktiviran gen za molekulu CD26
te u divljem tipu misa soja C57BL/6, primjenom natrijev dekstran sulfata (DSS) prethodno
otopljenim u vodi za pi¢e u koncentraciji od 3%. Svjeza otopina DSS-a pripremala se svakog
drugog dana, a misevi su je pili ad libitum tokom sedam dana. Kontrolnu skupinu ¢inili su
misevi koji su tijekom 7 dana pili pitku vodu. Obje skupine Zivotinja su zrtvovane u istim
vremenskim intervalima, a svaka je skupina ukljucivala 6 — 8 zivotinja.

Procjena uspostave kolitisa pratila se na dnevnoj bazi temeljem pojavnosti i intenzitet
markera upalnog procesa: konzistencija stolice, tjelesna tezina, opCe stanje Zivotinje i pojave
krvi u stolici odnosno vidljivog krvarenja u podruc¢ju rektuma. Prisustvo krvi u stolici

dokazano je uz pomo¢ Hemoccult II SENSA testa (Beckman Coulter, USA). Svaki od
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navedenih parametara je bodovan prema kriterijima navedenim u tablici 5. te je zbrajanjem

pojedinih bodova odreden ukupni zbroj bodova odnosno indeks aktivnosti bolesti.

Tablica 4. Kriteriji za izratunavanje indeksa aktivnosti bolesti

Bodovi | Gubitak tjelesne ] . ) )

mase (%) Konzistencija stolice Rektalno krvarenje
0 <5%* Uredna stolica Nije prisutno

(negativan hemokult)
1 5-10% Pozitivan hemokult
2 10-15% Mekana stolica Blago  krvarenje  (pozitivan
(ljepljiva i poluformirana) hemokult i vidljivo krvarenje)

3 15-20%
4 >20 Dijareja (tekuca stolica) Opsezno krvarenje

*Dnevne promjene tjelesne mase u zdravih zivotinja kre¢u se u rasponu do 4% te je stoga

bodovanje gubitka tjelesne mase uzima u obzir samo gubitak veci od 5%.

Broj bodova kretao se u rasponu od 0 (nema bolesti) do 12 (maksimalna aktivnost bolesti).
Nakon Zrtvovanja, a u cilju procjene intenziteta upale izmjerena je duljina izdvojenog dijela

debeloga crijeva te se zabiljezila masa.

3.4. UZIMANJE BIOLOSKIH UZORAKA

Neposredno prije zrtvovanja uzeti su uzorci krvi iz koje su nakon centrifugiranja izdvojeni
uzorci seruma. Nakon zrtvovanja izolirano je tkivo debelog crijeva od cekuma do zavr$nog
dijela, rektuma. Kao $to je navedeno, tkivo je izvagano i odredena mu je duzina, a nakon §to
je isprano u fizioloskoj otopini, podjeljeno je u nekoliko dijelova. U svrhu pripreme

histoloskih preparata, jedan do dva uzorka su, narezani na manje dijelove te uronjeni u 4%-tni
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paraformaldehid, a preostali uzorci debelog crijeva su, do daljnjih analiza, smrznuti u teku¢em

dusiku 1 pohranjeni na -80 °C.

3.5. PRIPREMA PREPARATA ZA HISTOLOSKE ANALIZE

Nakon fiksacije uzoraka debelog crijeva u 4% paraformaldehidu tijekom 24 h tkivo je
uranjano u otopine etanola rastuc¢e koncentracije 70, 80, 96% te apsolutni alkohol s ciljem
uklanjanja vode iz uzoraka. Nakon dehidratacije, a u cilju postizanja prozirnosti tkiva ono je
uronjeno u ksilol te na kraju u smjese parafina rastu¢e koncentracije. Za potrebe provodenja
postupka odnosno odrzavanja parafina u tekuem agregatnom stanju i postupne zamjene
ksilola parafinom postupak zahtjeva temperaturu od 50 °C do 60 °C. Parafinski blokovi tkiva
narezani su uz pomo¢ mikrotoma, za histoloska ili imunohistokemijska bojanja. Rezovi tkiva

debljine 2-4 um su adhenirana su na silanizirana predmetna stakalca.

3.6. HEMATOKSILIN - EOZIN BOJANJE

Rutinsko histolosko hematoksilin — eozin bojanje tkiva (HE), provodi se zbog
prikazivanja patohistolo§kih promjena na razini debelog crijeva. Za detekciju koriste se dvije
vrste boja: hematoksilin koja kisele stani¢ne strukture boji plavo te eozin koji crveno oboji
bazi¢ne dijelove stanice. Samom procesu prethodi postupak deparafinizacije i rehidracije
tkiva uklopljenog u parafin. Parafin se uklanja na nacin da se preparat uroni u otopinu ksilola.
Tkivo se redehidrira uranjanjem u otopinu alkohola padaju¢e koncentracije. Nakon
navedenog, ispire se u destiliranoj vodi te se onda provodi HE bojanje. Slijedi inkubacija u
trajanju od 3 minute, a preparati se ispiru 2x u 10 minuta u tekucoj vodi i diferenciraju u

otopini HCI alkohola 5 sekundi. Nakon toga opet slijedi faza ispiranja u tekucoj vodi u istom
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vremenskom periodu. Sljede¢a faza inkubacije u otopini eozina traje 5 minuta, a proces
ispiranja se provodi 4 puta u 5 minuta u destiliranoj vodi. Rehidracija se provodi kroz
otopine etanola po 1 minutu, a u ksilolu 3x po 5 minuta. Kroz 24 sata, tkiva je potrebno

osusiti na zraku i uklopiti u entelan te na kraju prekriti pokrivnim stakalcem.

3.7. ODREDIVANJE KONCENTRACIJE MCP-1 IMUNOENZIMSKIM TESTOM

Koncentracija MCP-1 u uzorku kolona i u serumu odredena je imunoenzimskim
testom ELISA proizvodaca R & D na c¢itacu mikrotitarskih ploc¢ica EL808 (BioTek, VT,
SAD). Po principu djelovanja, ovaj test svrstava u ,sendvi¢“ ELISA testove. U jazice
mikrotitarske plocice, na ¢ijoj je podlozi adsorbirano primarno protutijelo specifi¢no za MCP-
1, dodano je 200 pL uzorka, homogenata kolona ili seruma. Na temelju prethodno
provedenog pilot pokus, utvrdeno je optimalno razrjedenje uzorka te se homogenat kolona
razrijedivao 10 puta, serum, prema uputama proizvodaca dva puta. Takoder, u jazice je dodan
i 200 pL standard MCP-1 u sljede¢im razredenjima: 1000 pg/mL, 500 pg/mL, 250 pg/mL,
125 pg/mL, 62.5 pg/mL i 31.3 pg/mL te je uslijedila dvosatna inkubacija. Mikrotitarske
plocice su inkubirane na sobnoj temperaturi. Nakon inkubacije uslijedilo je ispiranje plocice
kako bi se uklonili antigeni koji se nisu vezali na primarna protutijela. Ispiranje se provelo uz
pomoc¢ pufera za ispiranje koji je pripremljen prema uputama proizvodaca. Nakon ispiranja u
jazice je dodano je protutijelo konjugirano s molekulom peroksidaze.. Inkubacije je trajala 2
sata nakon ¢ega se dodala 200 pL otopine supstrata, inkubacija je trajala 30 minuta na sobnoj
temperaturi, a mikrotitarska plocica se zastitila od svjetlosti. Ukoliko je doSlo do vezivanja
MCP-1, dodatkom supstrata, TMB do¢i ¢e do razvoja plave boje u jazicama. Kako bi se
zaustavila reakcija u jazice je dodano 50 uL sulfatne kiseline te se izmjerila apsorbancija pri A
450 nm. Izracunat je prosjek duplikata izmjerenih apsorbancija za svaki standard odnosno

uzorak te je oduzeta vrijednost apsorbancije standarda 0. Koncentracija MCP-1 odredena je
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pomocu programske podrSke KC Junior ¢itaca mikrotitarskih plo¢ica prema bazdarnoj krivulji

standarda iz jednadzbe 4-parametarskog logisti¢kog modela.

3.8. ISTRAZIVANJE NA EKSPERIMENTALNIM ZIVOTINJAMA

Provedeno istrazivanje odobreno je od strane Eti¢kog povjerenstva Medicinskog
fakulteta Sveucilista u Rijeci te se provodi u sklopu znanstvenoistrazivackog projekta ,,Uloga
proteina obitelji DPP IV u kroni¢nim bolestima (br. 13.06.1.2.26; voditelj, prof. dr. sc.
Jadranka Varljen)“. Prilikom provodenja navedenog istrazivanja na pokusnim zivotinjama sve
je provedeno uz postivanje zakona, propisa i u skladu s nacelima 3R (1. nadomjestanje
zivotinja — engl. Replacement, 2. smanjenje broja zivotinja — engl. Reduction i 3.

oplemenjivanje postupaka prema zivotinjama — engl. Refinement).

3.9. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Brojcani rezultati pohranjeni su u bazu podataka uz pomo¢ Microsoft Excell
programa, a program STATISTICA 10 je koriStena za statisticku obradu podataka. Student t
testom ili neparametrijskim Mann-Whitney U test koristeni su prilikom dokazivanja statisticki
znacajne razlike izmedu ispitivanih grupa (razina od P<0,05 je statisticki znacajna). Rezultati

su prikazani tabelarno i graficki.
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4. REZULTATI

4.1. PROCJENA RAZVOJA I INTENZITETA KOLITISA

Uspostava kolitisa, intenzitet upale i cijeljenje sluznice debelog crijeva pratio se uz pomoc
prethodno navedenih klini¢kih, makroskopskih i histoloskih parametara u obje ispitivane
skupine miseva odnosno u skupinama zivotinja u kojima je izazvan kolitis te u kontrolnoj
skupini. Procjena razvoja kolitisa podijeljena je na sistemaske i lokalne promjene buduc¢i da se
tijekom razvoja kolitisa, kako u humanom obliku tako i u animalnom modelu, simptomi
odnosno pratece promjene SU prisutne upravo na te dvije razine. Nadalje, Zivotinje kojima je
izazvan kolitis Zrtvovane su u tri vremenske tocke (3, 7 i 20 dan) kako bi se pratio razvoj
kolitisa (3. dan) te utvrdila uspostava (7. dan) i oporavka sluznice debeloga crijeva. Na
temelju prikupljenih podataka zakljueno je da su miSevi oba soja podlozni razvoju
induciranog kolitisa oralnom primjenom DSS otopine. Tre¢i dan pokusnog perioda
predstavlja fazu razvoja kolitisa, sedmi dan akutnu fazu, koja odrzava intenzitet do 9 ili 10
dana pokusnog perioda nakon ¢ega slijedi razdoblje oporavka. Dvadeseti dan pokusnog

razdoblja predstavlja vremensku tocku u kojoj su se zivotinje U potpunosti oporavile.

4.1.1. Sistemske promjene tijekom pokusnog razdoblja

Tijekom pokusnog razdoblja odnosno svaki dan, od pocetka primjene DSS otopine do
Zrtvovanja Zivotinje, pratilo se opée stanje svake pojedine Zivotinje. Kao $to je prethodno

navedeno, za svaku pojedinu zivotinju biljezena je promjena tjelesne mase, konzistencija
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stolice te pojava krvi u stolici te je temeljem navedenih parametara izra¢unat indeks aktivnosti
bolesti.

Razvojem kolitisa postepeno se pogorSavalo opée stanje Zivotinja, a simptomi su bili
najintenzivniji u razdoblju od 7. do 10. dana pokusnog perioda. U tom razdoblju zivotinje su
imale slabiji interes za hranom, smanjenu tjelesnu aktivnost te u nekim slucajevima zgrcen
polozaj tijela. Prethodno opisani simptomi bili su prisutni u obje ispitivane skupine Zivotinja,
od 10. dana su polako slabili, a u potpunosti su se izgubili do 15. odnosno 20. dana pokusnog
razdoblja.

Prosjecna tjelesna masa misSeva oba soja izrazena je po skupinama te danom Zrtvovanja.
Tjelesna masa miseva u nultoj tocki odnosno prvom danu pokusnog razdoblja, kada je
zivotinjama u vodu za piée otopljen DSS, znacajno se razlikovala medu sojevima. CD26™
miSevi imaju manju tjelesnu masu u usporedbi s C57BL/6 miSevima iste dobne skupine.
Obzirom na zabiljeZene razlike u tjelesnoj masi izmedu sojeva, te da bi se tjelesna masa iste
skupine misSeva §to tocnije izrazila promjena tjelesne mase tijekom razvoja kolitisa prikazana
je kao omjer mase u trenutku Zrtvovanja i pocetne tjelesne mase, a izrazena je kao postotak
(%) (Slika 7A). Znac¢ajan gubitak tjelesne mase u oba soja miSeva s DSS-kolitisom uocen je
Cetvrtog ili petog dana pokusnog razdoblja. Sedmi dan se opisuje kao pocéetak akutne faze
upale bududi da su klini¢ki simptomi i gubitak tjelesne mase najizraZeniji U oba soja miSeva u
odnosu na podetnu vrijednost. Medutim, u CD26™ miseva se moZe uoditi i minimalan, ali ne i
znacajan, gubitak tjelesne mase tijekom 8 i 9 dana nakon cega slijedi oporavak odnosno
razdoblje postepenog povecanja mase. U C57BL/6 miseva to razdoblje gubitka tjelesne mase
je nesto krace odnosno ve¢ devetog dana vidimo promjenu u pozitivnom smjeru. Prema

grafi¢kom prikazu porast tjelesne mase je nesto brzi u CD26” miseva (Slika 7A).

39



105 105
A c
%100 - 100 0
c
w 1]
o
E 95 Les =
@ L,
= o
8 S
g a0 - 80 E
@ o 7
c
S g5 L85 B #
E =
S s
o & 20
80 - 80 -_— T
== cD26™
75 75 : . . .
012345678 91011121314151617181920 0 1 2 3 4 5
Pokusno razdoblje (dan) Intenzitet krvarenja
12
B D {o# —— WT
e TP i~
10 2 @ CD26
~ 0+ - k
c ©
o @
5 g’
5% Z
‘8 o 6
o c
£ 2
s = # § 4
w 7]
3 &
2 [1F}
o T 24
020 £
-— T
= D26 01
0 1 2 3 4 0 3 7 20
Konzistencija stolice Pokusno razdoblje (dan)

Slika 7. Sistemske promjene tijekom razvoja kolitisa i oporavka u C57BL/6 i CD26
deficijentnim (CD267") miSevima

DSS tretirani C57BL/6 (WT) i CD267" miSevi zrtvovani su 3., 7. i 20.dana. Promjena tjelesne
tezine izrazena kao prosjecni postotak pocetne tjelesne tezine (A). Promjene konzistencije
stolice tijekom pokusnog razdoblja (B). Prikaz intenziteta krvarenja (C). Indeks aktivnosti
bolesti (D). Rezultati su izrazeni kao prosjecna vrijednost + standardno odstupanje. n = 6-8
miseva/skupini. *znacajno razli¢ito u usporedbi s kontrolnom skupinom (dan 0). *znagajna

razlika u odnosu na istu skupinu drugog soja Zivotinja. Razina znacajnosti je P < 0,05.
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Razvojem kolitisa pojavljuje se krv u stolici te se mijenja konzistencija stolice. Krvarenje je u
fazi razvoja kolitisa okultno te je stoga pozitivan hemokult test. Prva pojava okultnog
krvarenja zabiljeZena je 3. dana pokusnog perioda. Intenzitet krvarenja se povecava
proporcionalno oSte¢enju sluznice debelog crijeva te je, kako se moze vidjeti na slici 1B,
najintenzivnije u akutnoj fazi kolitisa, 7. dan. Radi se o vidljivom rektalnom krvarenja koje
ostaje prisutno sve do 10. dana pokusnog perioda (slika 8.). Uz prisutno krvarenje, stolica je

ljepljiva, mekana i tamno smede boje zbog prisutnog krvarenja.

Slika 8. Rektalno krvarenje u akutnoj fazi kolitisa

Prethodno navedeni simptomi, promjene opéeg stanja i promjene tjelesne mase i slezene nisu
zapazene u kontrolnoj skupini Zivotinja (0 dan).

Nadalje, kao indirektni odnosno sistemski pokazatelj intenziteta upalnog procesa pratila se i
promjena mase slezene. Primjena DSS otopine rezultirala je pove¢anjem mase slezene u obje
skupine miseva. U C57BL/6 miseva povecanje mase je bilo zna¢ajno u akutnoj fazi bolesti te
tijekom oporavka (7-15 dan pokusnog perioda) dok je kod CD267" miseva bilo znagajno samo

7. dana (rezultati nisu prikazani).
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4.1.2. Lokalne promjene tijekom pokusnog razdoblja

Lokalne promjene uklju¢uju makroskopske, promjena duzine debelog crijeva, te
mikroskopske (pathistoloske) promjene. Stoga je prilikom Zrtvovanja izdvojen dio debelog
crijeva od cekuma do anusa. Uzorku debelog crijeva je izmjerena duzina i masa te Se zatim

razdjelio na nekoliko manjih djelova za daljnje analize ukljucujuci patohistolosku.

Skracenje debelog crijeva zabiljezeno je u obje skupine miSeva dok u kontrolnoj skupini
Zivotinja takve promjene nisu zabiljeZene (slika 9.). Sedmi dan pokusnog perioda predstavlja
razdoblje uspostave akutne faze kolitisa te je, kako je vidljivo na slici 8., tog dana i duZina

debelog crijeva znacajno manja u usporedbi s ostalim vremenskim tockama.

Kontrola CD267

Slika 9. Makroskopske promjene debeloga crijeva tijekom razvoja kolitisa u CD26"

miSeva.
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Ovakav obrazac promjena prisutan je u obje skupine miseva tretirane s DSS otopinom (5,9 cm
u CD26™ i 6,0 cm u C57BL/6) dok u kontrolnoj skupini takve promjene nisu bile prisutne
(8,5 cm u CD26 i 8,8 cm u C57BL/6). Tijekom oporavka skraéenje debelog crijeva je sve
manje te dvadesetog dana doseZe duzinu kontrolnih vrijednosti (8,0 cm u CD26” i 9,1 cm u

C57BLY6).

Makroskopskim pregledom izdvojenih debelih crijeva miSeva s DSS kolitisom Zrtvovanih u
razli¢itim vremenskim periodima uocCene su makroskopske promjene koje su bile
najintenzivnije sedmog dana pokusnog razdoblja. U oba soja miSeva nastupa osim prethodno
spomenutog skracenja i zadebljanje stjenke debeloga crijeva koje je u pojedinim slucajevima
napunjeno veé¢im fekalnim peletima. U gotovo svih pokusnih Zivotinja zabiljezeno je
prosijavanje krvi kroz stjenku debeloga crijeva u akutnoj fazi bolesti. Lezije crijevne stjenke,
kao jedna od mogucih i1 opisanih komplikacija, zabiljezene su u malom broju slucajeva. Kod
miseva zrtvovanih dvadesetog dana te su promjene u potpunosti nestale te makroskopski

crijevo izgleda identicno onomu misa kontrolne skupine.

Primjena DSS otopine rezultirala je oSte¢enjem sluznice te razvojem vrlo sli¢nih
patohistoloSkih promjena u oba soja miSeva koje su karakteristicne za akutni upalni proces.
Na slici 10. prikazane su patohistoloske promjene prisutne tijekom razvoja te u akutnoj fazi
kolitisa C57BL/6 i CD26” miseva. Promjene sluznice nisu se razlikovale po intenzitetu ili
vremenu pojavljivanja izmedu sojeva. Tijekom razvoja kolitisa odnosno 3. dana pokusnog
perioda na reprezentativnim histoloskim preparatima vidljivo je smanjenje Sirine Kripti s tog
podrucja s infiltaracijom upalnih stanica. Razvojem upalnog procesa oSteCenje sluznice
debelog crijeva se pojacava tako da je najintenzivnije 7. dana. U tom razdoblju, na oSte¢enim
podru¢jima moze se uociti nekroza sluznice koja je ujedno i obilno prozeta upalnim
stanicama, posebice neutrofilnim granulocitima, kao i leukocitima koji se polako raspadaju ili

su se raspali, uz podrucja krvarenja i nastanak nekroti¢nog detritusa. U podrucju podsluznice
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izrazen je edem te proboj upalnih stanica u mukozu lamine muscularis, a mogu se uociti i
zariSna podrucja transmuralne raspodjele stanica. Tijekom oporavka odnosno zarastanja

upalom ostecenog tkiva patohistoloski znakovi upale postepeno nestaju.

C57BL/6

Slika 10. Patohistoloske promjene stjenke debeloga crijeva u C57BL/6 i CD267 miseva

uslijed djelovanja natrijevog dekstran sulfata (DSS).

Hematoksilinom i eozinom obojeni popreéni presjeci stjenke debeloga crijeva koji pokazuju
razvoj upalih promjena (3. i 7. dan) te zacjeljenje odnosno potpuni oporavak sluznice (20.
dan) u C57BL/6 i CD26-deficijentnim Zivotinjama (CD267). Kontrolna skupina oznacena je
kao “0”. n = 6-8 miSa/skupina. Izvorno povecanje, prvi i treéi stupac 10x; drugi i Cetvrti

stupac 20x.
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4.2. PROMJENE IZRAZAJA MCP-1 TIJEKOM RAZVOJA DSS KOLITISA |
OPORAVKA NA SISTEMSKOJ | LOKALNOJ RAZINI

Obzirom na plan pokusa promjene u izrazaju MCP-1 u C57BL/6 i CD267 misevima
pratile su se na proteinskoj i transkripcijskoj razini od primjene DSS otopine do dana
zrtvovanja u tri vremenske tocke, u fazi razvoja kolitisa (3. dan), akutne upale (7. dan), i

potpunog oporavka (20. dan) te usporedivane s kontrolnom skupinom.

4.2.1. Proteinski izrazaj MCP-1 na sistemskoj i lokalnoj razini tijekom pokusnog
razdoblja

Na slici 11. prikazane su promjene koncentracije MCP-1 u serumu ispitivanih skupina
pokusnih Zivotinja oba soja. Kako se vidi iz slike koncentracija MCP-1 tijekom razvoja
kolitisa raste u odnosu na kontrolnu skupinu i to kod C57BL/6 i CD26™ Zivotinja. U C57BL/6
miSeva porast koncentracije zabiljeZen treeg dana pokusnog razdoblja znacajan je u odnosu
na kontrolnu skupinu te 20. dana pokusnog razdoblja. Trend porasta vrijednosti koncentracije
MCP-1 nastavlja te je znacajan porast zabiljezen i u akutnoj fazi upale, ali samo kod C57BL/6
zivotinja. Do dvadesetog dana pokusnog razdoblja vrijednosti koncentracije MCP-1 polako
padaju, u obje skupine miSeva dolazi do normalizacije koncentracija te su 20. dana na razini

fizioloske vrijednosti (dan 0).
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Slika 11. Koncentracija MCP-1 tijekom razvoja kolitisa u serumu C57BL/6 (A) i
CD267 (B) miSeva.
MCP-1, Cimbenik privladenja monocita-1.*znagajna razlika u odnosu na kontrolnu

skupinu (0 dan), * znacajna razlika u odnosu na akutnu fazu bolesti (7. dan), “znagajna razlika

u odnosu na fazu potpunog opravka (20. dan). Razina znacajnosti je P < 0,05. n = 6-8

miseva/skupini.
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Na slici 12. prikazane su promjene koncentracije MCP-1 na lokalnoj razini, debelome crijevu
ispitivanih skupina pokusnih Zivotinja oba soja. Koncentracija MCP-1 u debelome crijevu
C57BL/6 miseva mijenja se znacajno tijekom pokusnog razdoblja (slika 12A). Ve¢ treCeg
dana pokusnog razdoblja uoCava se znacajan porast koncentracije u odnosu na kontrolnu
skupinu u obje ispitivane skupine miSeva. Takoder, napredovanjem kolitisa vidljiv je daljnji
porast koncentracije ovog proteina. Stoga, vrijednost zabiljeZena sedmog dana kolitisa
znacajno je poviSena u odnosu na zdrave zivotinje te 3. dan pokusnog razdoblja u oba soja
zivotinja. No, do dvadesetog dana pokusnog razdoblja koncentracija MCP-1 polako pada i i

priblizavaju se fiziolo§kim vrijednostima (dan 0).
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Slika 12. Koncentracija MCP-1 tijekom razvoja kolitisa u debelome crijevu C57BL/6
(A) i CD267 (B) miseva.

MCP-1, Cimbenik privlatenja monocita-1. *znagajna razlika u odnosu na kontrolnu skupinu
(0 dan), * znacajna razlika u odnosu na akutnu fazu bolesti (7. dan), * znacajna razlika u
odnosu na fazu potpunog opravka (20. dan). Razina znacajnosti je P < 0,05. n= 6-8

miseva/skupini
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Na slici 13. mogu se pratiti i usporediti promjene koncentracije MCP-1 u serumu i debelome
crijevu izmedu sojeva. U fizioloSkim uvjetima vrijednosti MCP-1 se ne razlikuju znacajno.
Vidljivo je da promjene koncentracije imaju isti ili gotovo identiCan obrazac ponasanja
odnosno porast koncentracije tijekom razvoja kolitisa te normalizacija vrijednosti do 20. dana
pokusnog razdoblja. Medutim, intenzitet porasta izrazaja MCP-1 izmedu sojeva se znacajno
razlikuje, posebice treCeg dana u serumu te tre¢eg i sedmog dana u debelome crijevu. U
serumu CD267 Zivotinja u akutnoj fazi kolitisa vidljiv je pad koncentracije MCP-1u odnosu
na tre¢i dan kolitisa i u odnosu na C57BL/6 Zivotinje. Posebno je zanimljiv porast izraZaja na
razini proteina u debelome crijevu u akutnoj fazi kolitisa u CD267 Zivotinja budu¢i da je u

usporedbi s C57BL/6 sojem dvostruko ve¢i.

49



140 1 A B C57BL/6
I cD26”"

120 - a
100 -
80
60 -

40 A

MCP-1 koncentracija (pg/mL)

20 -

0 3 7 20
Pokusno razdoblje (dan)

3500
B a BN C57BL/6

ofi
3000 - = CcD26

2500 +

2000 +

1500 -

1000 -

MCP-1 koncentracija (pg/mL)

500 +

0 —
0 3 7 20
Pokusno razdoblje (dan)

Slika 13. Usporedba koncentracija MCP-1 u serumu (A) i debelome crijevu (B)

pokusnih Zivotinja s DSS kolitisom i kontrolne skupine.

MCP-1, Cimbenik privladenja monocita-1. # zna¢ajna razlika u odnosu na istu skupinu
drugog soja Zivotinja Rezultati su izraZeni kao prosjecna vrijednost + standardno odstupanje.

.n = 6-8 miSeva/skupini. Razina znacajnosti je P < 0,05.
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4.2.2. Transkripcijski izrazaj MCP-1 u debelome crijevu tijekom pokusnog razdoblja

Na slici 14. prikazane su promjene izrazaja na transkripcijskoj razini u debelom crijevu
ispitivanih skupina pokusnih zivotinja oba soja. Vidljivo je da se izrazaj MCP-1 u C57BL/6

miseva mijenja znacajno tijekom pokusnog razdoblja (slika 14).

Porast u odnosu na kontrolnu skupinu se uo¢ava ve¢ nakon 3. dana gdje nastavlja rasti do 7.
dana. Trend porasta vrijednosti izrazaja nastavlja se i u aktivnoj fazi upale. U oba soja
Zivotinja nakon 7. dana, izrazaj po¢inje lagano opadati te do 20. dana dolazi do normalizacije

i pribliZzavanja fizioloskim vrijednostima, osobito kod C57BL/6 miseva.
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Slika 14. Transkripcijska aktivnost MCP-1 gena u debelome crijevu C57BL/6 (A)
i CD267- (B) i miSeva u fazi razvoja kolitisa i oporavka te kontrolne skupine.
MCP-1, Cimbenik privladenja monocita-1. *znadajna razlika u odnosu na kontrolnu skupinu
(0 dan), #znacajna razlika u odnosu na akutnu fazu bolesti (7. dan), 2znacajna razlika u odnosu

na fazu potpunog opravka (20. dan). n= 6-8 miseva/skupini. Razina znacajnosti je P < 0,05.
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Na slici 15. mogu se pratiti i usporediti promjene transkripcijske aktivnosti MCP-1 izmedu
sojeva. U fizioloskim uvjetima vrijednosti MCP-1 se ne razlikuju znacajno. Vidljivo je da
promjene izrazaja gena imaju znacajan porast tijekom razvoja kolitisa te se ona zadrazava u
akutnoj fazi, dolazi dovodi do normalizacije vrijednosti do 20. dana pokusnog razdoblja. U
fazi razvoja kolitisa intenzitet porasta izmedu sojeva znacajno se razlikuje, posebice treceg
dana u CD26” te sedmog dana u C57BL/6 Zivotinja. Nadalje, iz slike se moze i§¢itati da je
porast izrazaja mRNA za MCP-1 protein u C57BL/6 skupini gotovo dvostruko veéi nego u

CD267 zivotinjama.
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Slika 15. Usporedba transkripcijske aktivnosti gena MCP-1 izmedu C57BL/6 i
CD267 miSeva u debelome crijevu.
MCP-1, Cimbenik privladenja monocita-1. *znadajna razlika u odnosu na istu skupinu drugog

soja zivotinja. N = 6-8 miSeva/skupini. Razina znacajnosti je P < 0,05.
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5. RASPRAVA

U regulaciji razvoja i popravka ostecenja sluznice crijeva sudjeluju razli¢ite molekule
kao Sto su citokini, kemokini i faktori rasta, te razli¢iti enzimi medu kojima nalazimo
metaloproteaze, katepsin-cistein proteaze i serinske proteaze (34). DPP I1VV/CD26 je serinska
proteaza za koju je pokazano da ima vaznu ulogu u migraciji, adheziji i apoptozi stanica $to
upucuje na pretpostavku da ima potencijalnu vaznu ulogu u procesu razvoja upale (35). S
obzirom na to da jo$ nije dovoljno istrazeno na koji nacin ova molekula utjeCe na razvoj i
rezoluciju kolitisa, cilj ovog rada bio je ispitati utjecaj DPP IV/CD26 na klju¢ne faktore u
migraciji upalnih stanica, to jest MCP-1 kemokina, uspostavom pokusnog modela DSS

kolitisa kod divljeg tipa (C57BL/6) i CD26 deficijentnih migeva (CD267").

Pokazane promjene sistemskoj razini te lokalno, u debelom crijevu, potvrduju da je u
obje skupine miseva, nakon primjene DSS otopine, doslo do razvoja upalnog procesa odnosno
oStecenja sluznice crijeva koji se manifestirao klini¢kim, histoloskim, imunolo$kim
promjenama. Takoder, dobiveni rezultati potvrduju prethodno utvrden slijed dogadaja u
razvoju animalnog modela kolitisa koju ¢ine tri faze ili razdoblja. Prva odnosno prvih Sest
dana pokusnog perioda ulaze u razdoblje razvoja kolitisa. Drugo razdoblje ¢ini akutnu faza
koja prema literaturnim podacima, a i nasim rezultatima, zapoc¢inje sedmog dana i nastavlja se
jos 2-3 tijekom pokusnog razdoblja. U akutnoj fazi sistemski i lokalni simptomi su
najizrazeniji. Trece razdoblje, zapocinje oko 10 dana, a zavrsava izmedu 15. i 20. dana ovisno
o stupnju ostecenja sluznice. Ovo razdoblje predstavlja rezoluciju odnosno uspostavu uvjeta,
na sistemskoj i lokalnoj razini, kao na pocetku pokusa odnosno u fizioloskim uvjetima (36).
Temeljem dobivenih rezultata vidimo da u razdoblju razvoja kolitisa postoji blagi gubitak
tjelesne mase, pojava okultnog krvarenja te skracenje crijeva te da te promjene dovode do

porasta indeksa aktivnosti bolesti u obje skupine miSeva. U skladu s rezultatima moZemo
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zakljuciti da ne postoji razlika u brzini razvoja kolitisa izmedu ispitivanih skupina. Medutim,
u akutnoj fazi kolitisa simptomi intenzitet krvarenja, konzistencija stolice su znacajno jace
izrazeni u CD26” miSevima. Nadalje, gubitak mase je duZe izrazen nego u C57BL/6
misSevima te stoga mozemo zakljuciti da ne postoji znacajna razlika u intenzitetu akutne faze
kolitisa izmedu ispitivanih skupina. Unato¢ tome §to sistemski i lokalni simptomi u CD267
miSeva traju nesto duze nego u C57BL/6 miSeva oni ulaze u fazu oporavka i unato¢ malom

kasnjenju oporavljau se do 15. ili 20. dana pokusnog razdoblja kao i C57BL/6 miSevi (13).

MCP-1 ima vrlo vaznu ulogu u mnogim patoloskim procesima posebice s upalnim
stanjima koja su povezana aktivacijom upalnih stanica, ali i reumatskim oboljenjima te
bakterijskim infekcijama 1 bolestima bubrega. Nadalje, studije su pokazale i poviSenu
vrijednost MCP-1 proteina u serumu 24 sata nakon infarkta miokarda te u stanjima ishemije
jetre 1 bubrega. Kao $to 1 samo ime kaze, MCP-1 je snazni medijator u procesu privlacenja
monocita na mjesto upale ili ozljede tkiva. U prilog tome govore i istrazivanja u kojima je
pokazano da uslijed delecije MCP-1 kemkina smanjuje se snaga privla¢enja monocita i/ili
prethodno formirane makrofage iz krvi u upalnom osteceno tkivo, a slabiji Th1 imunoloski
odgovor konacan je rezultat. Osim toga, istraZivanja ukazuju da ima vaznu ulogu i u
privlacenju T limfocita te NK stanica (30). Nadalje, pokazano je da MCP-1 deficijentni
upucuju da MCP-1 ima vaznu ulogu u razvoju upalnog procesa, a mehanizmi njegovog
djelovanja su razli¢iti. Kljuéni ¢imbenik u etiopatogenezi upalnih bolesti crijeva je lokalna
aktivacija imunoloSkog odgovora. Stoga je oStecenje sluznice i razvoj upale rezultat pojacane
ekspresije proinflamatornih citokina, kemokina i adhezijskih molekula uklju¢uju¢i TNF-a, IL-
1, IL-2, IL-6, IFN-y te aktivacije razli¢itih upalnih stanica. U skladu s navedenim opravdano
se smatra da je kljucan dogadaj tijekom razvoja i uspostave ostecenja tkiva infiltracija upalnih

stanica u sluznicu debelog crijeva. Pri tome intenzitet upalnog procesa, koji je takoder ovisan
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o0 stupnju nakupljanja upalnih stanica, utjece na disfunkciju gastrointestinalnog sustava, kako
u Covjeka tako i u animalnim modelima bolesti (37). Medu upalnim stanicama koje se
nakupljaju na mjestu upale vrlo vaznu ulogu imaju neutrofili kao ,,stanice pioniri“ koji
aktiviraju mnoge druge stanice te upalne medijatore (38). Nadalje, vaznu ulogu imaju T

limfociti te makrofazi.

Istrazivanja ukazuju da su makrofagi jedna od klju¢nih populacija u odrzavanju
homeostaze tkiva te da lufenjem brojnih medijatora upale znacajno doprinose razvoju
oSte¢enja kao i posljedi¢noj regeneraciji tkiva. Makrofagi su velika populacija fagocita za
koju je pokazano da ima kljuénu ulogu u procesima kao §to su prepoznavanje odnosno
razlikovanje patogenih od apatogenih bakterija te usmjeravanje imunoloSkog odgovora.
Posebno je zanimljiva njihova uloga u gastrointestinalnom sustavu budu¢i da su znacajna
karika u oCuvanju integriteta odnosno intaktnosti sluznice (39). Utvrdeno je da u procesu
diferencijacije makrofaga do funkcionalno razli¢itih fenotipova presudnu ulogu nosi
interakcija izmedu uvjeta mikrookolisa i aktivacije klju¢nih signalnih molekula (40).Nasi
prethodni rezultati, ali i rezultati drugih istraZivanja, ukazuju na znacajno nakupljanje
makrofaga u akutnoj fazi kolitisa u CD26”" miseva u usporedbi s C57BI/6 misevima (41).
Rezultati ove studije su pokazali znacajno vecu koncentraciju MCP-1 proteina u debelom
crijevu CD267" migeva u usporedbi s C57BL/6 misevima u akutnoj fazi kolitisa. Ako uzmemo
u obzir prethodne rezultate onda mozemo zakljuciti da MCP-1 utjeCe na broj makrofaga
prisutnih u sluznici debelog crijeva. S druge strane nasi rezultati izrazaja ovog kemokina na
proteinskoj razini podupiru zakljucak da nedostatak CD26 molekule utjece na koncentraciju
ovog proteina. Nadalje, u skladu s nasim rezultatima i prema dosad dostupnim podacima
smatra se da je MCP-1 pro-upalni medijator te je pokazano da je ekspresija MCP-1 povecana
u upalno promijenjenoj sluznici crijeva kod bolesnika s upalnim bolestima crijeva u usporedbi

s kontrolnom skupinom (42). Medutim, na$i rezultati i rezultati prethodnih istrazivanja
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usmjeravaju nas na razmisljanje i zaklju¢ak da odreden broj makrofaga u debelom crijevu
CD267 miseva nije iskljudivo odraz poveéane ekspresije MCP-1, kao presudnog
kemotaksijskog i regulatornog ¢imbenika makrofaga, nego, najvjerojatnije i odraz drugih

mehanizama ili proupalnih/protuupalnih medijatora sluznice crijeva.

Ovim istrazivanjem odredio se izrazaj MCP-1 proteina i na genskoj razini. Rezultati
ispitivanja izrazaja ovog kemokina u debelome crijevu na genskoj razini su pokazali zna¢ajno
veéi izrazaj mRNA tijekom razvoja kolitisa u CD267 Zivotinja. Dok je u akutnoj fazi kolitisa
izrazaj mRNA znacajno ve¢i u C57BL/6 (7. dan). Stoga mozemo zakljuciti da inaktivacija
gena za DPP IV/CD26 utjece na izrazaj mMRNA MCP-1 tijekom razvoja kolitisa, a u akutnoj
fazi kolitisa nema znacajnu ulogu budu¢i da je izrazaj mRNA na razini 3. dana pokusnog
razdoblja. Ako rezultate izrazaja mRNA za MCP-1 u CD26 deficijentnih Zivotinja
usporedimo s izraZzajem na razini proteina mozemo zakljuciti da su rezultati u korelaciji.
Povecan izrazaj MCP-1 na razini gena pracen je povecanim izrazajem na razini proteina kako
na lokalnoj (debelo crijevo) tako i na sistemskoj razini (serum). Medutim u akutnoj fazi
postoji obrat situacije, izrazaj na razini gena se ne mijenja u odnosu na prethodnu vremensku
tocku, ali izrazaj na razini proteina raste Sest puta u odnosu na koncentraciju zabiljezenu 3.
dana pokusnog perioda. Mehanizme ovih promjena potrebno je dalje ispitati, a temeljem
dosadasnjih spoznaja razlog ovakvih promjena u CD26 deficijentnih Zivotinja moze biti
nedostatak kataliticke aktivnosti DPP IV/CD26 u kombinaciji s znacajnijim pomakom MCP-1

iz seruma u debelo crijevo.

Promjene na sistemskoj i lokalnoj razini ukazuju na ulogu DPP 1VV/CD26 u modulaciji
imunosnog odgovora tijekom razvoja kolitisa i cijeljenja upalom o$teé¢ene sluznice. Nadalje,
ovi rezultati usmjeravaju ka daljnjim istrazivanjima uloge DPP IV/CD26 na proliferaciju,

aktivaciji i izrazaj upalnih medijatora i stanica tijekom imunoloskog odgovora.
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6. ZAKLJUCAK

1z rezultata dobivenih ovim istrazivanjem proizlaze sljedeci zakljucci:

1. Pokazane promjene parametara na lokalnoj 1 sistemskoj razini potvrduju da je model DSS

potaknutog kolitisa uspostavljen u obje ispitivane skupine miseva.

2. Utvrdeni povecan izrazaj MCP-1 na proteinskoj razini u upalno promijenjenom tkivu
debeloga crijeva u CD267 Zivotinja ukazuju na ulogu DPP IV/CD26 proteina u procesu

aktivacije upalnih stanica te potencijalno ostalih ¢imbenika upale.

3. Uslijed nedostataka DPP IV/CD26 molekule izrazaj mMRNA MCP-1 proteina se znacajno
mijenja tijekom razvoja kolitisa te stoga mozemo zakljuciti da ova molekula utjeca na izrazaj

MCP-1 na razini gena.

4. Budu¢i da DPP IV/CD26 ima ulogu u procesu usmjeravanja kljuénih upalnih stanica
humanog obrambenog sustava prema mjestu ostecenja, rezultati dobiveni ovim istrazivanjem
ovaraju mogucénosti za nova istrazivanja uloge DPP IV/CD26 u procesu modulacije

imunoloskog odgovora.
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