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SAZETAK

Uvod: Ulcerozni kolitis upalna je bolest koja zahvaca debelo crijevo te uzrokuje niz patoloskih
promjena na sluznici debelog crijeva. Promjene na sluznici jedan su od rizi¢nih ¢imbenika koji
utiru put ka karcinomu debelog crijeva. Bolest je najceS¢e kroni¢nog tijeka s izmjenom
razdoblja tezih manifestacija i mirnog stanja. Neki od glavnih simptoma su krvavi proljevi,
mucnina, glavobolja, malaksalost i gubitak tjelesne mase. Trenutatno dostupni tretmani
ulceroznog kolitisa su nezadovoljavajuéi, dok se prirodni bioaktivni spojevi poput flavonoida
smatraju terapijskim agensima u razvoju. Luteolin je jedan od spojeva iz velike skupine
flavonoida, a isti¢e se po protutumorskom, protuupalnom, antioksidativnom i antiapoptotskom
ucinku u mnogim bolestima.

Cilj: na pokusnom modelu ulceroznog kolitisa ispitati u¢inak luteolina na razvoj i intenzitet
kolitisa te proces apoptoze.

Materijal i metode: Model ulceroznog kolitisa izazvan je u C57BL/6 miSeva primjenom 3 %
otopine natrijevog dekstran sulfata (DSS) tijekom sedam dana u vodi za pic¢e. Kako bi se ispitalo
terapijsko djelovanje luteolin se primijenio u dvije doze od tre¢eg do sedmog dana pokusnog
perioda, per os. Tijekom pokusnog perioda odnosno tijekom razvoja kolitisa pratile su se
klinicke promjene i stupanj oSteCenja tkiva debeloga crijeva. Izrazaj specificnih proteina
odreden je Western blot metodom 1 imunohistokemijski.

Rezultati: Luteolin je ublazio simptome DSS-induciranog kolitisa kod miSeva, zacijelio
oStecenje tkiva debelog crijeva te smanjio upalu. Luteolin je znafajno smanjio izrazaj
nuklearnog ¢imbenik-kapaB podjedinice p65 i proapoptotskih proteina.

Zakljucak: Rezultati potvrduju prethodno pokazane ucinke luteolina te sugeriraju da se
luteolin moze koristiti kao novi terapeutski kandidat u lijecenju ulceroznog kolitisa ili kao

dodatak postojecoj terapiji.

Kljucne rijeci: Ulcerozni kolitis, luteolin, flavonoid, apoptoza, Western blot



ABSTRACT

Introduction: Ulcerative colitis is an inflammatory disease that affects the colon and causes a
number of pathological changes in the colon mucosa. Mucosal changes are one of the risk
factors in the development of colon cancer. The disease has a chronic course and it is
characterized by periods of severe manifestations and a remission state. Some of the main
symptoms are bloody diarrhea, nausea, headache, and weight loss. Currently used treatments
of ulcerative colitis are unsatisfactory, while natural bioactive compounds like flavonoides are
considered to be emerging therapeutic agents. Luteolin is a natural compound with beneficial
effects on a variety of diseases, however, its effect on ulcerative colitis has been poorly studied.
Luteolin is one of the members of a large group of flavonoids, and is distinguished by its
antitumor, anti-inflammatory, antioxidant, and antiapoptotic effect in many diseases.

Aim: using an experimental model of ulcerative colitis investigate the effect of luteolin on the
development and intensity of ulcerative colitis and the process of apoptosis.

Material and methods: The ulcerative colitis was induced by the administration of 3% dextran
sulfate sodium salt (DSS) in drinking water for seven days. To investigate the effect of luteolin
on the development of colitis two doses of luteolin are administrated between day 3 and day 7
of the experiment period, orally. During the development of colitis, clinical changes were
monitored as well as the degree of damage of the colon tissue by histopathological analysis.
The expression of the investigated proteins was determined by the Western blot method and
immunohistochemically.

Results: Luteolin attenuated symptoms of DSS-induced colitis in mice, ameliorated colon
tissue damage, and reduced inflammation. Luteolin significantly reduced the expression of
nuclear factor-kappa of subunit p65 and proapoptotic proteins.

Conclusions: The results confirmed the anti-inflammatory and anti-apoptotic effects of
luteolin. This suggested that luteolin can be used as a novel therapeutic candidate in the

treatment of ulcerative colitis or could be used as a supplement to existing therapy.

Key words: Ulcerative colitis, luteolin, flavonoids, apoptosis, Western blot
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1. Uvod

1.1. Luteolin

Luteolin (C1sH1006) se moze pronaéi u brojnom vocu i povréu, a tradicionalno se
koristio u drevnoj kineskoj medicini. lzoliran je iz biljke Reseda luteola, koja se poglavito
upotrebljavala kao izvor zutih bojila, a zastupljen je i u biljkama koje upotrebljavamo u
svakodnevnoj prehrani kao $to su celer, zelena salata, mrkva, ¢okolada, repa, kupus. Luteolin
je prvi put izoliran u ¢istom obliku i imenovan 1829. godine, a za imenovanje i otkri¢e zasluzan
je francuski kemicar Michel Eugéne Chevreul. Austrijski kemicari Heinrich Hlasiwetz i
Leopold Pfaundler 1864. godine dosli su do empirijske formule luteolina, a 1896. godine
engleski kemicar Arthur George Perkin predlozio je kemijsku strukturu. Poljsko-§vicarski
kemicar Stanislaw Kostanecki injegovi u€enici A. Rozycki i J. Tambor sintetizirali su luteolin

1900. godine i time potvrdili to¢nost prethodno predlozene strukture (1, 2).

1.2. Struktura i metabolizam luteolina

Luteolin, ili 3',4',5,7- tetrahidroksiflavon je organski spoj Cije se Cetiri hidroksi skupine nalaze
na 3', 4', 5' 1 7' polozajima (3-5). Hidroksilne skupine imaju znacajnu ulogu u odredivanju
farmakoloskih djelovanja luteolina. Luteolin je pripadnik skupine flavonoida, a flavonoidi su
polifenolni spojevi koji su pretezito zastupljeni u biljkama te se sastoje od petnaest ugljikovih
atoma, dvije benzenske jezgre povezane propanskim lancem, (C6-C3-C6) Osim dva benzenska

prstena u strukturi je primjetan i treci prsten koji sadrzi kisik (slika 1.).

Slika 1. Struktura luteolina (3).



Dosad je otkriveno, odnosno izolirano otprilike 6000 flavonoida iz razli¢itih biljaka koji su se
pokazali izrazito korisnim, a ponajvise u inhibiciji Stetnih reaktivnih kisikovih spojeva (engl.
reactive oxygen species, ROS) (3-5).

Pokazano je da se apsorpcija luteolina odvija u svim dijelovima gastrointestinalnog sustava, ali
je nesto veéa u jejunumu i duodenumu nego u ostalim dijelovima probavnog sustava.
Apsorpcija je brza, medutim metabolizam je spor. Nakon apsorpcije luteolin konjugira s
glukuronskom kiselinom u jetri te se u cirkulaciju izlu¢uje u obliku luteolin-3"-O-p-D-
glukuronida koji je s jedne strane najzastupljeniji oblik, a s druge je odgovoran za fizioloski
ucinak luteolina. IstraZivanja na animalnim modelima pokazala su da osim u obliku glukuronida
luteolin cirkulira i u slobodnom obliku, ali i u drugim oblicima npr. u obliku sulfata. Iz
organizma se luteolin izlucuje stolicom u obliku aglikona, a zu¢i i urinom u obliku glukuro- ili

sulfo-konjugata (4).

1.3. Biolosko djelovanje luteolina

Dosadasnji podaci ukazuju da postoje brojne blagodati konzumiranja luteolina, ali i
pozitivni terapijski ucinci. Bioloska aktivnost luteolina ukljucuje antioksidacijsko, protuupalno

I antitumorsko djelovanje.

1.4. Antioksidativno djelovanje luteolina

Luteolin posjeduje snaZna antioksidativna svojstva te inhibira ROS koji mogu zna¢ajno
nastetiti organizmu te dovesti do razvoja malignih oboljenja. Luteolin §titi stanicu od ROS-a i
inducira apoptozu tumorskih stanica te ima protuupalno i antikancerogeno djelovanje. Inhibira
proliferaciju tumorskih stanica te ko¢i razvoj metastaza (2). Primjerice, luteolin potice
nakupljanje molekularnog kisika (O2), smanjuju¢i na taj nacin koncentraciju vodikovog
peroksida (H202) u stanicama raka pluca. Takvo prevodenje O2 u H.O2 omoguéeno je, odnosno
katalizirano enzimom mangan superoksid dismutazom (MnSOD). Naime, uoceno je da luteolin
koci aktivnost MnSOD, no upitno je i potrebno je istraziti postoje 1i neki drugi mehanizmi
ukomponirani u peroksidaciju izazvanu luteolinom (6). Nadalje, interferencija ROS-a u
stani¢noj signalizaciji moZe poduprijeti apoptozu stanica raka potaknutu luteolinom.
Zanimljivo je da su in vivo pokusi na miSevima s tumorima pokazali luteolinom potisnut rast

tumora nastalih od mi§jeg Lewisovog karcinoma pluca, ali potisnut rast tumora ovisio je o dozi.



Luteolin poti¢e apoptoticku smrt stanica aktiviranjem puteva apoptoze i inhibicijom puteva
prezivljavanja stanica, naj¢e$¢e neispravnih, Sto pozitivno utjeCe na fiziolosko stanje
organizma. Takoder, luteolin aktivira intrinzi¢ni put apoptoze aktivacijom p53 i izazivanjem

oste¢enja DNK, $to je omoguceno inhibicijom enzima DNA topoizomeraze (6).

1.5. Protuupalno djelovanje luteolina

Pokazano je protuupalno djelovanje luteolina, kao i1 vec¢ine flavonoida. U istrazivanju
analiziran je protuvirusni upalni kapacitet luteolina i njegovi molekularni mehanizmi
djelovanja. Rezultati istrazivanja pokazali su da luteolin nije imao toksi¢ne ucinke te su ¢ak
uocena nastojanja prema vecem prezivljavanju stanica. U zaraZenim stanicama luteolin je
intenzivno koc¢io proizvodnju NO, inducibilne dusik oksid sintaze (iNOS), ciklooksigenaze-2
(engl. cyclooxygenase-2, COX-2 i op¢u proizvodnju upalnih citokina. Takoder, luteolin je
uzrokovao indukciju hem oksigenaze 1 (engl. heme oxygenase 1, HO-1) putem regulacije Nrf2
(nuklearni eritroidni ¢imbenik 2 (engl. nuclear factor erythroid 2-related factor 2), a oba su
ukljuena u lucenje prouupalnih medijatora. Naime, blokada ekspresije HO-1 sa SnPP
(inhibitorom HO-1), oslabila je indukciju HO-1 luteolinom i na taj nacin ublazila njegove
protuupalne ucinke tijekom infekcije stanica. Krajnji rezultati pokazali su da luteolin smanjuje
proupalne medijatore NO, upalne citokine i ekspresiju njihovih regulatornih gena, iINOS i COX-
2 uinficiranim stanicama (7). Luteolin , osim §to je vazan u obrani ljudskog organizma od upale
i tumora, od enormne je vaznosti za obranu biljaka od UV zrac¢enja. Naime, luteolin djelomi¢no
apsorbira UV zrafenje. Osim kod fotobioloskih i blagotvornih djelovanja koje ima na biljkama,
moze svoje Saroliko korisno djelovanje primijeniti 1 na ljudskoj kozi. Dokazano je
antioksidativno i protuupalno djelovanje luteolina na keratinocte i fibroblaste, ali i na nekoliko
podvrsta imunoloskih stanica (makrofagi, mastociti, neutrofili, dendritske i T stanice). Luteolin
moze potisnuti i zako€iti proupalne medijatore (npr. interleukin (IL)-1p, IL-6, IL-8, IL-17, IL-
22, TNF-a 1 COX-2) te na taj nacin regulirati razli¢ite signalne puteve, npr. nuklearni ¢imbenik-
kapaB podjedinica p65 (NF-kB), JAK - pretvara¢ signala i aktivator transkripcije (STAT) 3 kao
I TLR (engl. Toll-like receptor) signalni put. Pokazano je da luteolin modulira mnoge procese
poput starenja koze, zacjeljivanje rana, psorijazu, kontaktni i atopijski dermatitis. Pokazano je
takoder, kako luteolin ima obecavajuca i ljekovita svojstva za lijecenje mnogih upalnih procesa
(8). Medutim, tu ne prestaju blagodati flavonoida, odnosno, luteolina. Formulacija liposomskog

luteolina u ekstraktu ploda masline znacajno je popravila poremecaj paznje kod djece s ASD-



om 1 mozdanom ,,maglom* (gubitak kratkorocnog i dugoro¢nog pamcenja) kod bolesnika s
Mastocitozom. Metilirani analozi luteolina s pove¢anom bioloskom aktivnosc¢u, odnosno ve¢om
dostupnoséu za biokemijske reakcije imaju veliki potencijal razvitka u visoko ucinkovite

tretmane neuropsihijatrijskih poremecaja i tretiranja ,,mozdane magle* (9).

1.6. Antitumorsko djelovanje luteolina

Sve su zanimljivija istrazivanja novih metoda terapije karcinoma, a osobito onih
zlo¢udnih. Autofagija je zazivjela kao jedna od potencijalnih metoda terapije raka. Mnogi
poznati lijekovi ¢iji je glavni mehanizam usmjeren na autofagiju su pokazali veliki potencijal u
inhibiciji proliferacije stanica raka. Autofagija je katabolicki proces koji je zaduzen za
uklanjanje nepotrebnih, odnosno disfunkcionalnih komponenta te omogucuje ,recikliranje®
stani¢nih komponenti. Takoder, autofagija snabdijeva organizam hranom u stanju gladovanja.
Nadalje, autofagijom se razgraduju toksi¢ne komponente i organeli. Kako luteolin igra znacajnu
ulogu u procesu autofagije, moze se re¢i da ima direktno antitumorsko djelovanje (11).
Utvrdeno je da je ekspresija proapoptotickih proteina znacajno povecana ako U terapiju
pacijenta oboljelog od karcinoma uklju¢imo luteolin. Takoder, luteolin inducira preokret

epitelno-mezenhimalnog prijelaza (12).



2. Ulcerozni kolitis i podvrste

Ulcerozni kolitis (UK) jedan je od dva patohistoloska oblika upalne bolesti crijeva, a
manifestira se iritacijom, ¢irevima i upalom sluznice debelog crijeva. Bolest ima kroni¢ni tijek,
a ljudi koji boluju od UK veé¢inom imaju simptome koji su jace ili slabije izrazeni u odredenom
vremenskom periodu zivota. U terapiji jo§ uvijek ne postoji jedinstveni lijek, no pojedini

tretmani i redoviti nadzor mogu znacajno umanjiti simptome i uspostaviti kontrolu nad bolesti.

Slika 2. Usporedba zdrave sluznice debelog crijeva (desno) i sluznice debelog crijeva pacijenta

s ulceroznim kolitisom (lijevo) (16-18)

Kod pacijenata koji boluju od UK uoéljivo je oSteCenje epitelne barijere debelog crijeva
prvenstveno zbog poremecéene regulacije epitelnih ¢vrstih spojista koja, kod zdravih ljudi
predstavljaju fizi¢ku barijeru luminalnim bakterijama i imunoloskim stanicama, §to znaci
povecanu propusnost. Takav znacajan poremecéaj homeostaze te nemoguénost postizanja
ravnoteZze normalnih bakterija koje ¢ine mikrobiotu debelog crijeva i mukoznog imuniteta,
zavrSava s konac¢nim, ali pogreSnim, imunoloSkim odgovorom u obliku napada na komenzalne
bakterije u debelom crijevu. Uostalom, takva naruSena homeostatska ravnoteza utjeCe i na
lu¢enje efektorskih i regulatornih T stanica. Proizvode se T stanice koje otpustaju IL-5 1 1L-13
koji imaju citotoksi¢an ucinak na epitelne stanice te aktiviraju proces apoptoze. Privlacenje
proupalnih stanica poput leukocita je posredovano proupalnim citokinima, kemoatraktantima
poput, CXCLS8 te adhezijskim molekulama (23). Imunoloski sustav, ako ispravno funkcionira,

napada strana tijela, mikroorganizme i nepoznate potencijalno opasne patogene. No, kod



pacijenata s UK imunoloski sustav napada prehranom unesene nutritivne tvari, normalnu
mikrobiotu sluznice debelog crijeva te stanice koje oblazu sluznicu debelog crijeva.

Unato¢ istrazivanjima joS$ nije u potpunosti razjasnjeno na koji nacin odredena populacija
obolijeva od UK. Pretpostavlja se da je bitan genetski faktor buduci da se bolest ponekad
opetovano pojavljuje u istoj obitelji. EpidemioloSka istrazivanja pokazuju da je rizik za
obolijevanje 30% veci, ako u obitelji postoji blisko krvno srodstvo s doti¢nim stanjem. Nadalje,
dodatni ¢imbenik rizika za razvijanje bolesti je dob, a najvjerojatnije je da ¢e osoba oboljeti u
dobi od 15 do 30 godina te osobe starije od 60 godina. Takoder, UK je jo$ jedna od
mnogobrojnih pa i rijetkih, bolesti poveéano ispoljena kod Askenazi Zidova. Suprotno
premisama, stres i hrana ne mogu uzrokovati UK, no mogu biti zna¢ajni okida¢i mnogobrojnih
simptoma karakteristi¢nih za bolest.

UK podijeljen je na podvrste ovisno o lokalizaciji oste¢enja u probavnom sustavu (slika 3).
Najblazi je oblik ulcerozni proktitis koji zahvaca samo rektum, odnosno, dio debelog crijeva
koji je najblizi analnom otvoru. Ponekad je rektalno krvarenje jedina manifestacija ulceroznog
proktitisa. Nadalje, proktosigmoiditis je lokaliziran u donjem dijelu kolona i rektumu, a naziva
se jos$ 1 sigmoidni kolon. Proktosigmoiditis je popra¢en krvavim proljevima, boli i gréevima u
trbuhu, pacijent ima redovite porive na defekaciju, no bezuspjesna praznjenja. Takvo stanje
naziva se tenezam. Sljedeca podvrsta UK naziva se lijevostrani kolitis koji uzrokuje gréevitu
bol i1 gréenje lijeve strane abdomena, krvave proljeve te nagli gubitak kilograma. Upala se kod
ovakvog stanja $iri od rektuma nagore, ali po lijevoj strani kolona. Potom, pankolitis koji
najcesce pogada cijelo debelo crijevo, a uzrokuje teske akutne krvave proljeve, gréeve u trbuhu,
malaksalost, zna¢ajan 1 pretjeran gubitak kilograma i intenzivnu bol, dok je posljednja vrsta
ulceroznog kolitisa rijetka, ali postojeca te se naziva akutni teski ulcerozni kolitis. Pogada cijelo

debelo crijevo i uzrok je jakih proljeva, bolova, krvarenja i poviSene tjelesne temperature.



a) Proktitis  b) Proktosigmoiditis c) Distalni kolitis

d) Ekstenzivnikolitis e) Pankolitis

Slika 3. Tipovi ulceroznog kolitisa ovisno o mjestu zahvacenosti upalnim procesom

2.1. Simptomi i komplikacije ulceroznog kolitisa

Najizrazeniji i jedan od najc¢eséih simptoma UK je krvavi proljev. Osim krvavih proljeva
prisutni su i gréeviti bolovi u trbuhu, gubitak apetita i iznenadni gubitci tjelesne mase. Uz
navedeno prisutan je umor, bol u zglobovima, vrucica, nagli porivi za defekacijom, afte,
dehidracija, gubitak crvenih krvnih stanica, $to posljedi¢no moze dovesti 1 do anemije. Jo$ neki
od simptoma su bol u ofima nakon gledanja u intenzivno zarko svjetlo, upala uvee, upala
vanjske ovojnice bjeloocnice (episkleritis), upala bjeloocnice (skleritis) te abnormalnosti
roznice. Ceste su i rane na koZi, nesanica i prekinuti san zbog poriva na defekaciju i vjecitog
popratnog osjecaja punoce crijeva i nemogucnosti apsolutnog praznjenja. Uostalom, pacijenti
povremeno ne mogu zadrzati stolicu $to uzrokuje niz neugodnosti, a bol i krvarenje uz glasno i
osjetno gibanje crijeva doprinose osje¢aju nelagode i pojac¢avaju osjet boli. Zanimljivo je da se
simptomi mogu individualno razlikovati, povremeno nestati, smanjiti se ili se cak naglo
pogorsati. Posljedi¢no zbog kontinuiranih krvarenja, odnosno znacajnog gubitka krvi moze
do¢i i do anemije. Osim gubitka krvi, organizam kontinuirano gubi i veliku koli¢inu tekucine i
nutrijenata $to moze rezultirati dehidracijom i losim nutritivnim statusom. Kako je upala po
zivot Covjeka opasno stanje, potrebno je reagirati na prve znakove upale i prevenirati ih kako
ne bi utjecali na druge organske sustave, primjerice vid, kozu ili zglobove. Ukoliko je napad

UK intenzivan, postoji opasnost od puknuca debelog crijeva, a povremeno i do Sirenja infekcije
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po svim dijelovima tijela. Fulminantni kolitis moze uzrokovati puknuce i oticanje debelog
crijeva $to je uzrok megakolona, izrazito opasnog stanja, koji se lijeci operativnim zahvatom.
Upalni proces se moze prosiriti i na jetru ili zu¢, a moze dovesti i do stvaranja oziljkastog tkiva
na jetri 1 ozbiljnog osStecenja jetre 1 Zucovoda. Osim fulminantnog kolitisa, jo§ jedna u nizu
opasnih komplikacija je i razvoj raka debelog crijeva, a posebice u pacijenata koji od UK boluju

duzi vremenski period (19- 21).

2.2. Dijagnosticiranje ulceroznog kolitisa i distinkcija sli¢nih stanja

Mnoge bolesti gastrointestinalnog trakta dijele sli¢nost simptoma UK, a najprepoznatljivije
su Chronova bolest i iritabilni kolon. Dok UK pogada samo debelo crijevo, Chronova bolest
zahvaca i1 druge dijelove probavnog sustava. Iritabilni kolon, odnosno sindrom iritabilnog
kolona ima mnogo dodirnih tocaka s UK, no niti uzrokuje ¢ireve, niti upalu. Zapravo, iritabilni
kolon je poremecaj koji zahvac¢a misi¢e probavnog trakta, a ne sluznicu debelog crijeva.
Laboratorijski nalazi krvi upuéuju na upalu i/ili anemiju. Za dokazivanje okultnog krvarenja
primjenjuju se testovi, a jedan od tih testova Koristi se za otkrivanje karcinoma debelog crijeva
i naziva se FOBT (test na okultno fekalno krvarenje) te se u posljednjih nekoliko godina rutinski
koristi za skrining u programima za rano otkrivanje raka debelog crijeva u Republici Hrvatskoj.
Takoder, u dijagnostici se koristi i kolonoskopija kojom se pregledava cijelo debelo crijeva te
fleksibilna sigmoidoskopija koja omogucava pregled samo donjeg dijela debelog crijeva (22-
24).

2.3. Epidemiologija ulceroznog kolitisa

Veéa incidencija  (9-20/100,000* dobna  starost) i  prevalencija  (156-
291/100,000*populacija)  primijeCena je u  populacijama  sjevernoeuropskog i
sjevernoamerickog podrijetla, a znacajno se povecala u zemljama razvijene industrije te u
urbanim podrucjima. Kako je uocljiv porast incidencije i prevalencije u urbanim dijelovima
zemlje, u usporedbi s ruralnim zemljopisnim podruc¢jima, namece se premisa da je vazno
obratiti paznju na okoliSne okidace. Vazniji ¢imbenici su takoder izloZenost crijevnim
bolestima, pretezno gastroenteritisima u djetinjstvu, a posebice prije temeljitog i pravilnog

raspodjele kod osoba dobne starosti 15-30 te od 50 do 70 godina zivot te oni najceSce
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obolijevaju. Anamneza u obitelji, prvenstveno prvog reda krvnog srodstva (5,7-15,5%) te
aSkenaskog zidovskog podrijetla (3-5x) apeliraju poveéan rizik za razvitak ulceroznog kolitisa.
Zanimljivo je da kod osoba koje su u proslosti oboljele od razli¢itih bakterijskih gastroenteritisa,
najéesc¢e alimentarnom infekcijom, imaju dvostruko veéi rizik od razvoja UK kao postinfekcije.
Od bakterija koje su najceS¢e odgovorne za takve infekcije pronadeni su dokazi infekcija
Salmonellom spp., Shigella spp., Campylobacter spp. i ostalih bakterija najces¢ih uzrocnika
gastroenteritisa u razvijem zemljama. Osim toga, osobe koje su u proslosti prakticirale aktivno

pusenje cigareta, znacajno prednjace u riziku obolijevanja od UK (20).

2.4. Terapija ulceroznog kolitisa

lako ne postoji konkretna terapija, postoje lijekovi uz pomo¢ kojih se bolest stavlja pod
nadzor i kontrolu. Jedan od njih je 5-aminosalicilat koji se upotrebljava za blagu do umjerenu
bolest, dok se kortikosteroidi primjenjuju kod bolesnika sa srednje, umjerenim do teSkim UK.
Osim toga, pacijentima koji boluju od teZeg oblika, ponekad je potrebna i bioloska terapija.
Pacijenti koji boluju od proktitisa lijece se isklju¢ivo lokalnim lijekovima. Redoviti nadzor i
odaziv na terapije preporuca se osobama s kolorektalnim karcinomom od 8 do 10 godina nakon
pojave prvih simptoma te nadzor svake druge godine. NaZalost, kod pacijenata s teSkom
formom bolesti, operativna terapija je neizbjezna. Ukoliko se simptomi ponavljaju i nisu blagi
do umjereni, ve¢ teski, a pacijent je postao otporan na lije¢enje alternativnim terapeuticima,
operacija je neizostavna i potrebna postotku od 20-30% pacijenata. Operativni zahvat nuzan je
u slucajevima displazije ili kolorektalnog karcinoma. Osim kod megakolona, karcinoma i
ostalih prijete¢ih stanja, kirurSka intervencija je poZeljna kod totalne kolektomije s ilealnom

vre¢icom, odnosno analne anastomoze (21).



3. Apoptoza

Rije¢ apoptoza grckog je korijena, a nosi znacenje otpadanja lis¢a (gr¢. apo-od, ptosis-
opadanje, ,,otpadanje li§¢a“), Sto se u prenesenom znacenju odnosi na odumiranje dotrajalih,
odnosno isuSenih dijelova organizma. U svim razvojnim procesima Stanice, tkiva i organa
apoptoza je jedan od glavnih regulatornih mehanizama (13).

Kroz povijest ¢ovjek je kao viSestaniéni organizam bio primoran razviti protektivne
mehanizme od toksi¢nih djelovanja iz okoline. Programirana stani¢na smrt, tzv. apoptoza
upravo je jedan od mehanizama prevencije te eliminiranja Stete za organizam. Apoptozom
stanica, uz utroSak energije i sintezu pojedinih proteina, pokrece vlastitu smrt kao odgovor na
potencijalno patolosko ili po zivot opasno stanje. Ukoliko je mehanizam apoptoze poremecen,
lak$e dolazi do razvoja mnogobrojnih bolesti. Naime, ako je neka stanica, oStecena ili producira
toksi¢ne spojeve, u normalnim okolnostima, do¢i ¢e do aktivacije apoptoze. Pravilan tijek
apoptotskih procesa znac¢ajan je za pravilan embrionalni razvoj te za regulaciju homeostaze svih
stanica, tkiva i organa.

Klju¢nu ulogu u pokretanju apoptoze ¢ini enzimska skupina cisteinskih proteaza u citoplazmi
stanica. Nadalje, kaskadna aktivacija cisteinskih proteaza kljucni je dio u genezi biokemijskih
apoptotskih i morfoloskih promjena. Danas je poznat veliki broj unutarnjih i vanjskih faktora
koji dovode do apoptoze. Na mnogobrojnim pokusnim modelima pokazano je 1 potvrdeno da
je apoptoza temeljni proces u odrzavanju funkcionalne sposobnosti pojedinih organa.

Dva su glavna uzroka pokretanja apoptoze. Apoptoza se moze aktivirati zbog izostanka
pozitivnih signala potrebnih za preZivljavanje stanica ili zbog primanja negativnih signala.
Pozitivni signali su potrebni stanici za diobu, za sintezu biokemijskih spojeva, faktora rasta
neurona, IL-2, citokina, spolnih hormoni, itd. Jednom kad stanica po¢ne primati negativne
signale, ako je sve ispravno, krece u apoptozu. Negativne signale nazivamo apogenim. DNA
stanice se moze ostetiti na razli¢ite nacine, npr. ioniziraju¢e zracenje, lijekovi, mikotoksini,
kemoterapeutici, a neki od njih mogu i direktno pokrenuti apoptozu. Takoder, osim svih
nabrojenih moguc¢ih uzroka apoptoze, neizostavni su i ROS koji mogu aktivirati apoptozu
djelujuc¢i na promjenu permeabiliteta membrane mitohondrija i otpustanje citokroma c. Osim
svih nabrojenih negativnih signala, neizostavni su i tzv. proteini smrti kao $to su ligandi TNFa.
i Fas. Ligandi su molekule od velikog znacaja za apoptozu. Vezu se na komplementarne
receptore stanica te ith smatramo pokretacima stani¢ne smrti. Neki od najpoznatijih liganada su
limfotoksin, TRAIL (engl. TNF-related apoptosis inducing ligand). Takoder, CD95 ligand na

povrsini citotoksi¢nih T-limfocita ima dvije vazne funkcije. Naime, CD95, ili FasL se veze za
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povrsinske stani¢ne receptore Fas na mnogobrojnim stanicama u organizmu, a ponajvise kada
su inficirane ili se nalaze u neposrednoj blizini inficiranih stanica. Vezanjem na stani¢ne
receptore, pokrece se vanjski put aktivacije apoptoze te na taj nacin igra bitnu ulogu u zastiti
organizma. Takoder, osim §to pokrecu vanjski put apoptoze, sudjeluju u uklanjanju aktiviranih
T limfocita potkraj imunoloskog odgovora. Nadalje, ¢imbenik tumorske nekroze a (TNFa)
proizvode limfociti T i aktivirani makrofazi te je njihova prisutnost i aktivacija odgovor na
upalu. Oni se vezu na proteinske stani¢ne receptore imena TNFR1 (engl. Tumor Necrosis
Factor Receptor 1). Nakon prepoznavanja inficiranih stanica, makrofazi otpustaju TNF-a i tako
pokrec¢u apoptozu inficiranih stanica, ali i susjednih, neinficiranih. Sve je popularnije lije¢enje
razli¢itih bolesti manipulacijom nad mehanizmima i stani¢nim aparatima apoptoze. Razlikuju
se vanjski i unutarnji put apoptoze. Vanjski put ukljucuje receptore smrti, odnosno ciljani
ucinak enzima citotoksi¢nih limfocita T, poput primjerice perforina, granzima B. S druge

strane, postoji i unutarnji put apoptoze koji se jo§ naziva i mitohondrijskim putem.

Neovisno o na¢inu pokretanja, najbitniji enzimi u cijelom ciklusu zbivanja su kaspaze koje
cijepaju odredene supstrate te na taj nacin biokemijski mijenjaju supstrat. Kaspaze se nalaze u
citoplazmi stanice te su inace prisutne kao proenzimi i aktiviraju se kaskadnim proteoliti¢kim

cijepanjem, dok redoslijed aktivacije kaspaza iskljucivo ovisi o putu pokretanja stani¢ne smrti.

3.1. Vanjski put apoptoze

Porodica TNF-receptora je obitelj transmembranskih proteina. U citoplazmatskom dijelu
receptora nalaze se domene smrti. Nadalje, vezanje FasL na Fas receptor rezultira
unutarstani¢nim grozdolikim nakupljanjem domena smrti receptora. Dakako, u cijelom procesu
potrebne su i adapterske molekule, tzv. FADD (engl. Fas Associated Death Domain) koje u
krajnosti uz svoje receptorske dijelove aktiviraju putove koji aktiviraju prokaspazu 8.
Prokaspaza 8 se tada cijepa i prelazi u aktivni oblik koji moze pokrenuti kaskadu kaspaza i u
konacnici smrt stanice apoptozom. Nadalje, TRAIL, osim Sto je ligand, on je i jedan od
pokretada smrti. TRAIL se veze se na DR4 i DR5-receptore koji imaju domene smrti.
Citotoksi¢ni limfociti T 1 NK-stanice, nakon detekcije inficiranih stanica, vezu se za njih te uz
perforin razgrade stanicnu membranu. Razgradnja stani¢ne membrane omogucuje ulaz enzimu
granzimu B koji je serin esteraza koja pak direktno aktivira kaspaze 3, 7, 8 i 10 i tako pokrece

stani¢nu smrt.

11



3.2. Unutarnji put pokretanja apoptoze

Ponekad je nepovratno oStecenje DNA jedini uzrok pokretanja smrti stanice, a tada je
najvazniji protein p53, prisutan i u neoSte¢enim stanicama, ali u neaktivnom obliku. Krajnja
sposobnost p53 da zaustavi proliferaciju stanica i daljnji rast stanice bitno je tumor supresijsko
svojstvo istog proteina. Veliki broj karcinoma posjeduju p53, ali je njegov gen u tumorskim
stanicama mutiran i nefunkcionalan, dakle ne dolazi do ispravne sinteze p53 proteina. Znacajno
oStecena DNA potice transkripciju p53, ali i nakupljanje p53 u stanici. Uz to, dolazi do
zaustavljanja stani¢nog ciklusa u fazi G1. Kada se jednom zaustavi daljnji stani¢ni razvoj,
odredeni proteini zaduzeni za popravak oste¢ene DNA, ispravljaju pogreske kodiranja, odnosno
osteCenja uzrokovana zracenjem, kemikalijama, ili lijekovima. Ukoliko su neka oStecenja
nepopravljiva, proteini ih ne mogu popraviti i tada signaliziraju stanici da pokrene apoptozu.
Razlicita vrsta oSte¢enja uzrokuju signalizaciju za ulazak u apoptozu razli¢itog intenziteta. Tako
su primjerice, ROS snazni aktivatori oSte¢enja mitohondrija, a tim putem i apoptoze. Kada su
stanice u organizmu izlozene povecanom stresu, kemoterapiji, bez dovoljnog vremena za
popravak svih o$tecenja, p53 postaje pokreta¢ apoptoze zdravih i normalnih stanica, a posebice
sustava te stanice koze). Sva ta dodatna i nepozeljna oSteéenja dolaze kao nuspojava
protutumorskih terapija (13). Nefunkcionalnost fizioloskih puteva apoptoze moze inducirati
proliferaciju zlo¢udnih stanica, a korigiranje takvih nepozeljnih efekata moze proizvoljno

potaknuti apoptozu u stanicama karcinoma (14).
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4. ldentifikacija proteina - Western Blot

Za precizno dijagnosticiranje i pracenje patoloskih procesa, neophodno je proucavati
proteine, a osobito njihove aktivne, ¢esto fosforilirane ili ponekad i neaktivne oblike. Proteini
u stanicama imaju mnogobrojne funkcije, stoga su u stanicama prisutni kao gradivni element,
mogu imati enzimatsku aktivnost, grade protutijela, receptore, ali i mnoge druge stani¢ne

komponente.

Blotovi su metode koje se prvenstveno koriste u molekularnim metodama analize uzoraka te se
razlikuju Southern blot koja sluzi za analizu DNA, Northern blot kojom analiziramo RNA
molekule te Western blot koja sluzi za proucavanje proteina. Western blot metodom odreduje
se prvenstveno vrsta, ali i koli¢ina proteina. Metoda pocdiva na razdvajanju proteina na
poliakrilamidnom gelu, zatim prijenosu proteina s gela na membranu i detekciji proteina
pomocu protutijela specificnog za pojedini protein.

Prvo je potrebno izolirati proteine iz stanice, za §to su nuzni detergenti. Detergenti razaraju
staniénu membranu, ali 1 membrane stani¢nih organela. Osim detergenata, neophodni su i
inhibitori proteaza i fosfataza koji preveniraju razgradnju proteina i uklanjanje fosfatnih
skupina. Od velike je vaznosti uvidjeti fosforilirani oblik proteina jer upravo fosfatne skupine
odreduju aktivno, odnosno inaktivno stanje proteina. Razli€iti protein, ili pak isti protein na
razli¢itom mjestu u organizmu moze se fosforilacijom aktivirati ili inaktivirati. Nakon izolacije
proteina mjeri se njihova koncentracija. Kona¢no, slijedi elektroforeza proteina, najéesé¢e SDS-
PAGE, koja je jednodimenzionalna elektroforeza proteina u denaturirajuéim uvjetima. Smjesa
proteina se izlaze elektricnom polju u jednom smjeru uz detergent. Proteini migriraju kroz pore
matriksa gela te tako putujuci od katode prema anodi razdvajaju se prema veli¢ini u prisutnosti
negativno nabijenog detergenta. Razdvajanje proteina u denaturirajuim uvjetima ovisiti ¢e
prvenstveno o gustoc¢i poliakrilamidnog gela, a pritom je veli¢ina pora recipro¢na gustoci gela,
masi proteina i prisutnosti disulfidnih veza. Naime, disulfidne veze su kovalentne veze i one
ostaju oCuvane u denaturiraju¢im uvjetima, ali mogu se ukloniti merkapto-etanolom. Gel za
jednodimenzionalnu elektroforezu proteina sacinjen je od gela za koncentriranje (gornji gel) i
gela za razdvajanje (donji gel). Uzorak proteina prvo ulazi u gel za koncentriranje na ¢ijoj se
kra¢oj duzini proteini koncentriraju u usku putujucu frontu. U gelu za razdvajanje, koji je
zapravo vecinski gel za SDS- PAGE elektroforezu proteina, proteini se razdvajaju prema svojoj
veli¢ini. Nakon zavrSene elektroforeze, proteini se prenose na pozitivho nabijenu membranu

pod utjecajem elektricnog polja. Prijenos proteina na membranu je neizbjezan za sljedece
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spajanje proteina sa odgovarajuom smjesom protutijela, Sto ne bi bilo moguce s
poliakrilamidnim gelom.

Razdvojene 1 obiljezene proteine, potrebno je detektirati i na kraju analizirati. Proteini
razdvojeni na poliakrilamidnom gelu i preneseni na membranu detektiraju se pomocéu
protutijela specifi¢nih za pojedini protein. Membrana se prvo inkubira s primarnim protutijelom
koje prepoznaje ciljani protein. Potom slijedi ispiranje membrane te inkubacija sa sekundarnim
protutijelom na koje je vezan enzim HRP (engl. Horse Radish Peroxidase). Enzim HRP
oksidira supstrat pri ¢emu je oslobodeno svjetlo (kemiluminiscencija) koje se uo¢ava na filmu

prislonjenom uz membranu.
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Slika 4. Oprema potrebna za provedbu Western blot metode
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5. Ciljistrazivanja

Dosadasnja istrazivanja su pokazala zna¢ajan ucinak luteolina u lijeCenju razlicitih akutnih, a
posebno kroni¢nih bolesti te malignih procesa. Molekularni mehanizam djelovanja ovog
fenolnog spoja u upalnom procesu nije u potpunosti istrazen. Obzirom na dosadasnja saznanja
postavili smo hipotezu da primjena luteolina ublazava ili zaustavlja napredovanje upalnog

procesa te utjece na stani¢ne procese kao $to su apoptoza i autofagija.

Stoga je cilj istrazivanja bio na pokusnom modelu DSS kolitisa ispitati utjecaj luteolina na

razvoj i intenzitet kolitisa te proces apoptoze.

Kako bismo testirali postavljenu hipotezu postavili smo sljedeée specific¢ne ciljeve:

1. na lokalnoj i sistemskoj razini pratiti i usporediti razvoj i intenzitet kolitisa u miseva kod
kojih je primjenom otopine DSS-a izazvan kolitis te u skupini miSeva kod kojih je uz DSS

primijenjen i luteolin.

2. odrediti utjecaj luteolina na histoloske promjene tkiva debelog crijeva eksperimentalnih

zivotinja s ulceroznim kolitisom

3. odrediti utjecaj luteolina na aktivaciju NF-«B te na izrazaj biljega apoptoze i autofagije u

tkivu debelog crijeva zivotinja s kolitisom.
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6. Materijali i metode

6.1. Protokol izazivanja kolitisa i primjena luteolina

U sklopu istrazivanja mehanizma djelovanja luteolina tijekom razvoja kolitisa koriSteni
su muzjaci miseva soja C57BL/6 uzgojeni u uzgojnom centru za uzgoj 1 inzenjering
laboratorijskih migeva (LAMRI) Medicinskog fakulteta Sveuéilista u Rijeci. Zivotinje su bile
smjestene u prostoriji s kontroliranim uvjetima temperature (20 £ 1 °C) i vlage (50 £ 5%) te
izmjenom ciklusa svjetla i mraka svakih 12 sati, a tijekom uzgoja su imale slobodan pristup
standardnoj hrani za glodavce (MK, Complete Diet for Laboratory Rats and Mice, Slovenija) i

vodi ad libitum.

Primjenom 3% vodene otopine natrijevog dekstran sulfata (DSS, Dextrane sulfate sodium salt
colitis grade, MW 36000 — 50000 Da; Cat. No. 160110, MP Biomedicals, Solon, OH, SAD)
per os tijekom sedam dana izazvan je pokusni model ulceroznog kolitisa.

Luteolin (sc-203119C, ChemCruz Biochemicals, Santa Cruz Biotechnology, Inc., Dallas, TX,
SAD) je otopljen u dimetil sulfoksidu (DMSO, engl. dimethyl sulfoxide) (41640, Sigma-
Aldrich, Steinheim, Njemacka), pri ¢emu koncentracija DMSO nije bila ve¢a od 5%. Za sva
daljnja razrjedenja luteolina koristio se fosfatni pufer (0,01 M, pH 7,4). Luteolin je primijenjen
u dvije doze, 50 mg/kg i 100 mg/kg. Kako bi se ispitalo terapijsko djelovanje luteolin se
primijenio u navedenim dozama od treceg do sedmog dana pokusnog perioda, per os, jednom
dnevno (Slika 5.).

Dani
e e s sy e Y A B B A R B |
0 7 0 3 7
HO S > DSS >
0 >
Kontrola 3% DSS + Lut 50 mg/kg
DSS > DsS >
| 1| A —— -
3% DSS 3% DSS + Lut 100 mg/kg

Slika 5. Plan pokusa
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Eksperimentalne zivotinje su podijeljene u Cetiri skupine: a) DSS skupina: primjena DSS kroz
sedam dana b) DSS + 50 mg/kg LUT: zivotinje tretirane s luteolinom ¢) DSS + 100 mg/kg
LUT: zivotinje tretirane s luteolinom u dozi od 100 mg/kg d) kontrolna skupina. Tijekom

pokusnog perioda kontrolna skupina zivotinja konzumirale su teku¢u vodu ad libitum.

6.2. Klinic¢ka prezentacija ulceroznog kolitisa

Klini¢ka prezentacija bolesti pratila se uz pomo¢ indeksa aktivnosti bolesti (engl. disease
activity index, DAI). U cilju odredivanja DAI pratio se gubitak tjelesne mase, pojava rektalnog
krvarenja, promjena konzistencije stolice. Prema prethodno definiranim Kriterijima svaki od

parametara je pojedina¢no bodovan te je na kraju ukupni zbroj bodova podijeljen s tri.

6.3. Zrtvovanje zivotinja i uzimanje uzoraka

Nakon anestezirananja (i.p. injekcijom ketamina, 2,5 mg/mi§) Zivotinje su usmrcene
cervikalnom dislokacijom. Nakon otvaranja trbusne Supljine, za analizu, izolirano je debelo
crijevo od cekuma do antruma te mu je izmjerena duzina. Debelo crijevo svake Zivotinje je
zatim narezano na manje dijelove (~2 mm) pri ¢emu je dio tkiva izdvojen za uklapanje u parafin,
a koji ¢e se koristiti za histopatoloSku analizu. Ostatak tkiva debelog crijeva je izvagan na
analiti¢koj vagi (Mettler Toledo, Svicarska), zamrznut u tekuéem dusiku i pohranjen na -80 °C,

kako bi se provela izolacija proteina i analiza izrazaja proteina Western blot metodom.

6.4. lzolacija proteina i priprema tkiva za analizu izrazaja specifi¢nih
proteina

Tkivo debelog crijeva je homogenizirano (IKA T25 basic, Janke & Kunkel GmbH & Co. KG,
Njemacka) u odgovaraju¢em volumenu radioimunoprecipitacijskom puferu za liziranje (engl.
radioimmunoprecipitation assay, RIPA) uz dodatak inhibitora fosfataza (PhosphoSTOP
Phosphatase Inhibitor Coctail Tablets, Cat. No. 04906845001, Roche, Mannheim, Njemacka) i
proteaza (RIPA Lysis buffer System, sc-24948, ChemCruz Biochemicals, Santa Cruz
Biotechnology, Inc., Dallas, TX, SAD). Nakon homogeniziranja i inkubacije u RIPA puferu
uzorci su centrifugirani (Rotina 420R, Andreas Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen,
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Njemacka) 45 minuta na 14000 okretaja, a nakon centrifugiranja, odvojen je supernatant. U
dobivenom supernatantu je odredena koncentracija proteina metodom bicinkonini¢ne kiseline
(engl. bicinchoninic acid, BCA). Kvantifikacija je provedena kolorimetrijski mjerenjem
apsorbancije na 562 nm valne duljine prema standardu koriste¢i upute proizvodaca (Pierce™
BCA Protein Assay Kit, Prod # 23227, Thermo Scientific, Rockford, IL, SAD). Vrijednost
apsorbancije izravno je proporcionalna koncentraciji ukupnih proteina u uzorku tkiva koja je

izracunata koriStenjem jednadzbe kalibracijske krivulje standarda.

6.5. Priprema parafinskih preparata tkiva debelog crijeva i bojanje
hematoksilin/eozinom

Nasumicno su odabrana 2 do 3 unaprijed narezana manja dijela tkiva za dobivanje parafinskih
rezova. Zatim su postavljena u plasti¢ne kazete za uklapanje tkiva (M490, Simport, Quebec,
Kanada) te su potom fiksirana u 4%-tnoj otopini paraformaldehida (4% NB Formaldehyde,
FNB4-5L, BioGnost d.o.0., Zagreb, Hrvatska) preko no¢i na temperaturi od 4°C. Tako
fiksirana, isprana su vodom i premjestena u histokinet (TP1020, Leica Biosystems) u kojem su
dehidrirana nizom otopina etanola, ali rastu¢ih koncentracija od 70% do 100% te su kona¢no
procisc¢ena kiselinom. TKivo je potom uronjeno u parafin, prethodno zagrijan na 50-60 °C.
Obradeni parafinski blokovi koriSteni su za rezanje pomocu mikrotoma (HM340 E, Leica
Biosystems) na preparate debljine 4 mikrometra koji su zatim adherirani na predmetna stakla
(Adhezivna predmetna stakla za mikroskopiju, Vitrognost® plus ultra, Ref: 103001A72,
BioGnost d.o.0., Zagreb, Hrvatska). Parafinski preparati tkiva kolona upotrijebljeni su za
histopatoloSku analizu tkiva debelog crijeva hematoksilin/eozin bojanjem 1 analizu ekspresije
te lokalizacije pojedinih proteina u stanici metodom imunohistokemijskog bojanja. Naime,
parafinski preparati tkiva najprije su deparafinizirani uranjanjem u ksilen (Bioclear Xylene for
histology, BC-1L, BioGnost d.0.0., Zagreb, Hrvatska) u vremenskim periodima od tri puta po
osam minuta te su potom rehidrirani uranjanjem u niz otopina etanola (Histanol 100 (100%
denaturated ethyl alcohol solution for use in histology, H-100-10L, BioGnost d.0.0., Zagreb,
Hrvatska) padaju¢ih koncentracija (100%-tni etanol (2 puta po 4 minute, 90%-tni etanol i to
jedanput kroz 4 minute, zatim 70%-tni etanol takoder 1 puta po 4 minute te 50%-tni alkohol 1
puta kroz 4 minute)). Zatim su preparati isprani destiliranom vodom kroz 4 minute, obojeni
hematoksilinom uranjanjem u otopinu hematoksilina te jednominutnom inkubacijom. Isprani
preparati, pod mlazom tekuée vode u trajanju od 15 minuta, na 2 sekunde uronjeni su u otopinu

za diferencijaciju koja sadrzi smjesu 70%-tnog etanola u koli¢ini od 100 mL i klorovodi¢ne
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kiseline u koli¢ini od pola mililitra. Nadalje, preparati su ispirani pod mlazom teku¢e vode u
vremenu od 10 minuta, a potom su isprani uranjanjem u destiliranu vodu u trajanju od 3 minute.
Uranjanjem u otopinu eozina i jednominutnom inkubacijom, preparati su obojeni eozinom, a
zatim su isprani uranjanjem u destiliranu vodu u trajanju od 5 minuta kroz 3 izmjene destilirane
vode. Uslijedilo je dehidriranje obojanih preparata uranjanjem u niz otopina etanola rastu¢ih
koncentracija, a nakon suSenja na sobnoj temperaturi, preparati su uklopljeni koristenjem
BioMount medija koji sluzi za uklapanje (BioMount DPX, BM- 100, Biognost, Zagreb,
Hrvatska) s ciljem dobivanja trajnih histoloskih preparata. Kona¢no, obojeni preparati su
analizirani 1 snimljeni pomocu svjetlosnog mikroskopa Olympus BX51 (Olympus Corporation,
Tokyo, Japan) koji je opremljen kamerom Olympus DP70 (Olympus Corporation, Tokyo,
Japan) te uz koristenje racunalog programa Olympus DPController (Olympus Corporation,
Tokyo, Japan). Mikroskopskom analizom oStecenja tkiva debelog crijeva 1 odredivanjem
mikroskopskog indeksa ostecenja, koje je provedeno nakon bojanja tkiva hematoksilinom i
eozinom, vrednovano je pet parametara; tezina upale (bez upale- 0 bodova, blaga upala- 1 bod,
umjerena upala- 2 boda, jaka upala- 3 boda), na sli¢an nacin vrednovali su se i stupanj
infiltracije upalnih stanica (bez infiltracije upalnih stanica- 0 bodova, infiltracija upalnih
stanica u mukozu- 1 bod, inflitracije upalnih stanica u mukozu i submukozu- 2 boda,
transmuralna infiltracija- 3 boda), osteéenje epitela (bez ostecenja -0 bodova, distorzija kripti-
1 bod, erozija- 2 boda, ulceracija- 3 boda), opseg lezije (bez lezije- 0 bodova, tockaste lezije- 1
bod, multifokalne lezije- 2 boda, difuzne lezije- 3 boda) te edem (bez edema- 0 bodova, blagi
edem u mukozi- 1 bod, edem u mukozi i submukozi- 2 boda, edem u cijelom zidu crijeva- 3
boda). Ukupni zbroj bodova dodijeljen svakom parametru dao je ukupni rezultat

mikroskopskog indeksa oStecenja tkiva i1 to po svakom uzorku:

MIKROSKOPSKI INDEKS OSTECENJA = tezina upale + infiltracija upalnih stanica +

oStecenje epitela + opseq lezije + edem

Mikroskopski indeks oStec¢enja odreden je za svaku Zivotinju ocjenjivanjem od 2 do 3 uzorka
tkiva, a potom je izraCunata srednja vrijednost. Nadalje, zbroj vrijednosti mikroskopskog
indeksa oStecenja svih zivotinja iz iste eksperimentalne skupine podijeljen je s ukupnim brojem
zivotinja iz te skupine s ciljem odredivanja srednje vrijednosti mikroskopskog indeksa
oStecenja, a kojim je ocjenjeno mikroskopsko ostecenje tkiva debelog crijeva za svaku pokusnu

grupu miseva.
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6.6. Imunohistokemijsko bojanje preparata

Za analizu ekspresije transkripcijskog faktora, NF-«B upotrijebljena je imunohistokemijska
analiza. Parafinski preparati tkiva debelog crijeva su deparafinizirani u ksilenu tri puta po osam
minuta i rehidrirani kroz niz otopina padaju¢ih koncentracija. Nakon ispiranja u destiliranoj
vodi kroz jednu minutu, preparati su uronjeni u 10 mM citratni pufer, pH 6,0 i zagrijani u
vremenu od 20 minuta u mikrovalnoj pe¢nici (Electrolux, Krakow, Poljska) na 700 W.
Upotrijebljeni je citratni pufer s ciljem razotkrivanja antigena koji su skriveni tijekom fiksacije
tkiva i uklapanja u parafin. Nakon obrade kuhanjem preparati su ohladeni kroz 20 do 30 minuta
na sobnoj temperaturi te su isprani teku¢om vodom kroz 10 minuta i destiliranom vodom kroz
5 minuta. U daljnjem postupku preparati su inkubirani u 0,5%-tnoj otopini vodikovog peroksida
(Vodikov peroksid, 30%-tna otopina, P154917, Gram- Mol d.o.0., Zagreb, Hrvatska) u
metanolu (histanol M, HM, BioGnost, d.o.0., Zgareb, Hrvatska) (v/v) u trajanju od pola sata
kako bi se sto efikasnije uklonila aktivnost tkivnih endogenih peroksidaza. Nadalje, preparati
su isprani u PBS-u (pH 7,4) kroz pet minuta, tri puta na tresilici (Heidolph Unimax 1010,
Heidolph Instrumensts, Schwabach, Njemacka) te su zatim inkubirani kroz 1 sat pri sobnoj
temperaturi 5%-tnom otopinom albumina iz govedeg seruma (BSA, engl. bovine serum
albumin) (Albumin, bovine fraction V (Approx. 99%), A-30059, Sigma- Aldrich, Steinheim,
Njemacka) otopljenog u PBS-u (BSA/PBS), kako bi se uklonilo nespecificno vezanje
protutijela. Zatim su preparati inkubirani primarnim protutijelom specifiénim za NF-kB p65
podjedinicu (ab7970, Abcam, Cambridge, UK) razrijedeni 1:1000 u vlaznoj komori kroz no¢
na temperaturi od 4°C. Preparati su isprani PBS-om u tri navrata kroz pet minuta, nakon
inkubacije primarnim protutijelima, a zatim su inkubirani sekundarnim protutijelom koje je
dostupno u komercijalnom kitu (Dako REAL ™ EnVision™ Detection System,
Peroxidase/DAB+, Rabbit/Mouse kit, Dako Denmark A7S, Glostrup, Danska) 45 minuta na
sobnoj temperaturi. Nadalje, uslijedilo je ispiranje u PBS-u kroz 5 minuta po tri puta te
inkubacija sa svjeze spremljenim 3,3'- diaminobenzidin tetraklorid (DAB, engl. 3,3'-
diaminobenzine tetrahydrochloridae), a taj supstrat je pripremljen mijeSanjem DAB
kromogena i otopine pufera u kojoj je sadrzan vodikov peroksid u omjeru 1:50 (Dako REAL
™ EnVision™ Detection System, Peroxidase/DAB+, Rabbit/Mouse kit, Dako Denmark A7S,
Glostrup, Danska). Uz peroksidazu, DAB stvara smedi talog na mjestu na kojem je ciljani
antigen prepoznat od strane primarnog protutijela. Inkubacija DAB supstrata i preparata trajala
je jednu minutu, a preparati su potom isprani destiliranom vodom kroz 5 minuta po 3 puta te su

zatim uronjeni u otopinu hematoksilina kroz pola minute na sobnoj temperaturi kako bi se
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postiglo obojenje stanicne jezgre. Nakon bojanja, kroz niz otopina etanola rastucih
koncentracija (50%-tni etanol (1 puta po 3 minute), 75%-tni etanol (1 puta po tri minute), 96%-
tni etanol (1 puta po 3 minute), 100%-tni etanol (1 puta po tri minute) ), preparati su uspjesno
dehidrirani te potom proc¢i$¢eni ksilenom uranjanjem u otopinu ksilena u trajanju od 3 minute
po dva puta te su konac¢no uklopljeni pomo¢u BioMount medija za uklapanje. Svakako,
analizirani obojeni preparati, snimljeni su svjetlosnim mikroskopom Olympus BX51
opremljenim kamerom Olympus DP70 i racunalnim programom Olympus DPController.
Nakon imunohistokemijskog bojanja, uéinjeno je kvantificiranje pozitivnih jezgri i to po
svakom uzorku tkiva kolona, odnosno, pobrojane su i uzete u obzir stanice u kojima je NF-xB
lokaliziran u jezgri u deset vidnih polja po svakoj pokusnoj zivotinji (od 2 do 3 uzorka) te je
detektiran broj stranica s NF-xB lokaliziranim u jezgri po vidnom polju i to za svaku zivotinju

iz iste skupine te se odredila srednja vrijednost.
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7. Rezultati

7.1. Utjecaj luteolina na Klinicke simptome i aktivnost bolesti tijekom
razvoja kolitisa
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Slika 6. Utjecaj luteolina na klinicke simptome i aktivnost bolesti kod miSeva s DSS-om
izazvanim kolitisom. Promjene u tjelesnoj masi miSeva (A). Indeks aktivnosti bolesti prikazan
je kao srednja vrijednost indeksa aktivnosti bolesti u sve tri skupine miseva tijekom pokusnog
perioda (B). Duljina debelog crijeva miSeva po eksperimentalnim skupinama sedmog dana
pokusa (C). Reprezentativne makroskopske slike debelog crijeva svake eksperimentalne

skupine miseva (D). Promjene u masi slezene (E). Omjer mase slezene i tjelesne mase odreden
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sedmog dana pokusa (F). Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija.
a: P < 0,05 statisticki znacajna razlika u odnosu na kontrolnu skupinu; b: P < 0,05 statisticki

znacajna razlika u odnosu na DSS skupinu.

Promjena tjelesne mase u eksperimentalnom periodu prikazana je na slici 6A. Vidljivo

je kako miSevi iz kontrolne skupine imaju konstantnu masu budu¢i da su tijekom
eksperimentalnog perioda primali samo obi¢nu vodu. S druge strane, miSevi koji su primali
isklju¢ivo DSS najvise su izgubili na tjelesnoj masi. Nadalje, kod miseva koji su primali DSS i
luteolin u koncentraciji od 50 mg/kg ili 100 mg/kg vidljiv je gubitak u tjelesnoj masi, ali je
znacajno manji u odnosu na skupinu miSeva koji su primali isklju¢ivo DSS otopinu. Pad mase
je najznacajniji sedmog dana jer je tada bolest i najjaceg intenziteta.
Nadalje, slika 6B prikazuje poveéanje indeksa aktivnosti bolesti kroz eksperimentalni period.
Vidljiv je najznacajniji porast indeksa aktiviteta bolesti kod miSeva koji su isklju¢ivo primali
DSS, a on je najveci u akutnoj fazi bolesti, odnosno sedmog dana eksperimentalnog perioda.
MiSevi koji su primali DSS u kombinaciji s luteolinom od 50 mg/kg takoder biljeZe porast
indeksa aktiviteta bolesti, no on je manji, nego u miseva koji su primali isklju¢ivo DSS.
Takoder, u skupini miseva koji su primali DSS i luteolin u dozi od 100 mg/kg statisticki je
znacajan pad indeksa aktiviteta bolesti u usporedbi s misevima koji su primali samo DSS i onih
koji su uz DSS primali i luteolin u dozi od 50 mg/kg.

Promjena duljine debelog crijeva za sve eksperimentalne skupine prikazana je na slici
6C. Vidljivo je kako je tijekom razvoja kolitisa doslo do statisti¢ki znacajnog skracenja debelog
crijeva. Skracenje debelog crijeva zabiljezeno je i u skupinama koje su osim DSS-a primale i
luteolin u dozi od 50, odnosno 100 mg/kg. Medutim, u usporedbi sa skupinom miseva koji su
primali samo DSS otopinu skracenje crijeva je manje izraZzeno posebno u skupini miseva koji
su primali luteolin u dozi od 100 mg/kg. Makroskopski prikaz debelog crijeva potvrduje
rezultate te je prikazan na slici 6C komparativno za svaku skupinu.

Obzirom da je veli¢ina slezene indirektni marker upalnog procesa, zabiljezen je porast
mase s razvojem bolesti (slika 6E). Ipak, kod skupine koja je primala ve¢u koncentraciju
luteolina (100 mg/kg) vidljivo je statisticki znac¢ajno uvecanje u odnosu na kontrolnu skupinu,
ali 1 statisti¢ki znacajno smanjenje u usporedbi sa skupinama koje su primale DSS i skupinom

koja je primala DSS sa luteolinom u koncentraciji od 50 mg/kg.
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Slijedom navedenog, na slici 6F prikazan je omjer mase slezene i tjelesne mase miseva
(mg/g). Omjer tjelesne mase i mase slezene je statisti¢ki znacajno povecan kod skupine koja
je primala samo DSS i u skupini koja je primala DSS u kombinaciji sa 50 mg/kg luteolina. Kod
skupine koja je primala 100 mg/kg, taj je omjer statisticki znac¢ajno veci, nego u kontrolnoj
skupini, ali je 1 statisticki znaajno manji u odnosu na skupinu koja je primala DSS, odnosno

skupinu miseva koji su primali DSS sa 50 mg/kg luteolina.

7.2. Primjena luteolina smanjuje intenzitet histopatoloSkih promjena tkiva
debelog crijeva miSeva tijekom razvoja kolitisa

Na slici 7A prikazana je zdrava sluznica debelog crijeva. Nadalje, slika 7B prikazuje promjene
sluznice debelog crijeva miSeva koji su primali samo DSS otopinu. Vidljivo je da je doslo do
naruSavanja arhitekture sluznice, razvoja edema te nakupljanja upalnih stanica uz zadebljanje
lamine proprie. Sli¢ne promjene zabiljeZzene su i u skupini miseva kod koji su primali luteolin
u dozi od 50, odnosno 100 mg/kg. Intenzitet promjena na razini sluznice najintenzivniji je u
skupini miSeva koji su primali isklju¢ivo DSS. Intenzitet promjena potvrden je izra¢unom
mikroskopskog indeksa oStecenja (slika 7E), a temeljem grafickog prikaza vidljivo je da je
intenzitet promjena smanjen s primjenom luteolina u odnosu na skupinu miseva koji su primali

samo DSS otopinu, a kako je prethodno navedeno.
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Slika 7. Utjecaj luteolina na intenzitet histopatoloskih promjena tkiva debelog crijeva miseva s
DSS-om izazvanim kolitisom. Reprezentativne slike tkiva debelog crijeva miSeva kontrolne
(A), DSS (B), DSS+Lut 50 mg/kg (C) i DSS+Lut 100 mg/kg (D) skupine. Povecanje 100x. »
oznacava podrucje deplecije vrcastih stanica, distorzije arhitekture kripti 1 oSte¢enja mukoze;
*oznacava podrucje infiltracije upalnih stanica; — oznacava podrucje krvarenja; A oznacava
podru¢je submukoznog edema. Mikroskopski indeks ostecenja tkiva debelog crijeva po
eksperimentalnim skupinama (E). Rezultati mikroskopskog indeksa oStecenja su izraZeni kao
srednja vrijednost + standardna devijacija. a: P < 0,05 statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na

kontrolnu skupinu; b: P < 0,05 statisticki znacajna razlika u odnosu na DSS skupinu.
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7.3. Luteolin smanjuje izrazaj transkripcijskog faktora NF-kB, u tkivu
debelog crijeva tijekom razvoja kolitisa

Promjena broja NF-kB p65 pozitivnih stanica u odnosu na kontrolnu skupinu miseva
najizrazenija je u sluznici debelog crijeva miseva koji su primali isklju¢ivo DSS otopinu (slika
8B). Naime, utvrdeno povecanje u broju NF-kB p65 pozitivnih stanica statisti¢ki je znacajno
uvecano u odnosu na kontrolnu skupinu. Uz to, uocljivo je 1 statisticki znacajno povecanje broja
stanica s NF-kB p65 proteinom lokaliziranim u jezgri, tj. DSS je uzrokovao translokaciju NF-
kB iz citoplazme u jezgru, a $to je preduvjet aktivacije NF-kB i poticanja upalnog procesa.
Nadalje, broj NF-kB p65 pozitivnih stanica uvecéan je kod skupine miseva koja je uz DSS
primala i luteolin u dozi od 50 mg/kg u odnosu na kontrolnu skupinu, ali je statisticki znacajno
smanjen u usporedbi sa skupinom koja je primala isklju¢ivo DSS. U skupini miSeva koja je
primala 100 mg/kg luteolina i DSS zabiljezen je statisticki znacajan pad broja NF-kB p65
pozitivnih stanica u usporedbi sa skupinama koje su primale samo DSS, odnosno DSS i luteolin
u dozi od 50 mg/kg (slika 8D i 8E).
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Slika 8. Utjecaj luteolina na izrazaj i lokalizaciju NF-kB p65 proteina u debelom crijevu miseva
s DSS-om izazvanim kolitisom. Reprezentativne slike imunohistokemijskog bojenja tkiva
debelog crijeva miseva kontrolne (A), DSS (B), DSS+Lut 50 mg/kg (C) i DSS+Lut 100 mg/kg
(D) skupine. Povecanje 400x. — oznacava imunopozitivne jezgre. Broj NF-kB p65 pozitivnih
jezgri po vidnom polju (E). Rezultati su izraZzeni kao srednja vrijednost = standardna devijacija.
a: P < 0,05 statisticki znacajna razlika u odnosu na kontrolnu skupinu; b: P < 0,05 statisticki

znacajna razlika u odnosu na DSS skupinu.
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7.4. Luteolin inhibira apoptozu u tkivu debelog crijeva miSeva tijekom
razvoja kolitisa

Kontrola DSS mg/kg mg/kg

- Cijepana
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R e —— PARP
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e ————

Relativni izrazaj cijepane

Relativni izrazaj proteina
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I
Kontrola _50 mg/kg 100 mg/kg
DSS+Lut
rare
M Cijepani A
PARP
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1
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a
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Slika 9. Utjecaj luteolina na izrazaj proteina koji reguliraju proces apoptoze i autofagije u

debelom crijevu miseva s DSS-om izazvanim kolitisom. Reprezentativni imunoblotovi izrazaja
proteina u kontrolnoj, DSS, DSS+Lut 50 mg/kg i DSS+Lut 100 mg/kg skupini (A). Relativni

izrazaj proteina cijepana kaspaza-3 (B), kaspaza-9 i cijepana kaspaza-9 (C), PARP i cijepani
PARP (D), p21 (E), LC2B-I/11 (F) i Atg5 (G) u tkivu debelog crijeva. Gustoca proteinskih vrpci

je normalizirana prema [-aktinu. Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost + standardna

devijacija. a, A: P < 0,05 statisticki znacajna razlika u odnosu na kontrolnu skupinu; b, B: P <

0,05 statisticki znacajna razlika u odnosu na DSS skupinu.
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Slika 9B prikazuje relativni izrazaj markera apoptoze. Relativna ekspresija cijepane kaspaze-3
je povecana u skupinama miSeva kod kojih je doslo do razvoja bolesti, a u navedenim
skupinama porast je statisticki znacajan. Nadalje, iako je u miseva koji su primali uz DSS i 50
odnosno 100 mg/kg luteolina uocen pojacan izrazaj u odnosu na kontrolnu skupinu, njihove

vrijednosti su statisticki znacajno niZe u odnosu na skupinu koja je primala samo DSS otopinu.

Skupina koja je primala samo DSS ima poveéan relativni izrazaj obiju kaspaza-9, cijepane i
necijepane, u odnosu na kontrolnu skupinu. Takoder, sli¢an obrazac ponasanja je zabiljezen i
kod miSeva koji su uz DSS primali i luteolin. Uo¢ljivo je da skupina miSeva koja je primala
DSS u kombinaciji s 50 mg/kg luteolina ima smanjen relativni izrazaj cijepane kaspaze-9 u
odnosu na skupinu koja nije primala luteolin. Nadalje, skupina koja je primala DSS i luteolin u
dozi od 100 mg/kg ima smanjen relativni izrazaj obiju kaspaza u usporedbi s grupom koja je
primala nizu koncentraciju luteolina, i samo DSS.

Relativni izrazaj proteina PARP-a i cijepanog PARP-a prikazan je na slici 9D. Skupina miseva
koja je primala isklju¢ivo DSS ima statisticki znaCajno poviSen izrazaj cijepanog PARP
proteina, dok skupina koja je primala DSS i 50 mg/kg luteolina takoder ima statisticki zna¢ajno
poviseni cijepani PARP, ali je on statisti¢ki znacajno nizi, nego kod skupine miSeva koji su
primali samo DSS otopinu. S druge strane, PARP i cijepani PARP kod skupine koja je primala
100 mg/kg luteolina i DSS je statisticki znacajno manji, nego kod skupine koja je primala samo
DSS i kod skupine miSeva koja je primala DSS s 50 mg/kg luteolina. Zanimljivo, izrazaj PARP
proteina u skupini miSeva koja je primala luteolin u dozi od 100 mg/kg gotovo je dosegao

vrijednosti koje su zabiljeZene u kontrolnoj skupini.

Relativni izraZaj p21 povecan je kod miSeva koji su primali DSS bez luteolina, ali takoder i u
skupinama koje su uz DSS primale luteolin (slika 9E). Primjena luteolina smanjuje izrazaj p21,
a smanjenje je najizrazenije, odnosno statisticki znacajno u skupini koja je primala luteolin u

dozi od 100 mg/kg.

LC3B-I i LC3B-II povecani su statisticki znac¢ajno u svim ispitivanim skupinama u odnosu na
kontrolnu skupinu (slika 9F). Osobito je istaknut porast LC3B-II kod miSeva koji su primali
samo DSS. Vazno je napomenuti da je statisticki znac¢ajan pad izrazaja LC3B-1 i LC3B-Il u
odnosu na skupinu u kojoj su misevi primali samo DSS, zabiljezen u skupini kod koje je DSS

kombiniran sa 100 mg/kg luteolina.

Nadalje, naslici 9G zabiljezena je promjena relativnog izrazaja Atg5, koji je statisti¢ki znacajno
povecan u skupini koja je primala DSS bez luteolina, a takoder je povecan u skupinama koje su
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uz DSS primale 50 i 100 mg/kg luteolina. Statisti¢ki znacajan pad izrazaja uocljiv je u skupini
koja je uz DSS primala i luteolin u dozi od 100 mg/kg, u usporedbi s DSS skupinom, a takoder

I u odnosu na kontrolnu skupinu.
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8. Rasprava

U istrazivanju je prikazana ucinkovitost luteolina u tretmanu akutnog kolitisa u
kemijskom modelu DSS kolitisa. Kolitis izazvan primjenom otopine DSS-a je kod miseva
ukljucenih u istrazivanje razvio klinicku sliku kolitisa obiljezenu gubitkom tjelesne mase,
rektalnim krvarenjem i dijarejom. U skladu s navedenim, debelo crijevo miSeva s DSS-om
izazvanim kolitisom bilo je skrac¢eno, a na histopatoloSkoj razini pokazano je znacajno
ostecenje sluznice debelog crijeva oObiljezeno naruSavanjem arhitekture tkiva te ZariSnim
oste¢enjem sluznice. Sli¢ne promjene uocene su i kod miseva kod kojih je osim DSS-a
primijenjen i luteolin u dozi od 50 odnosno 100 mg/kg, ali intenzitet tih promjena je bio
znacajno manji te je time dokazana djelotvornost luteolina. U prilog navedenom govori i
promjena indeksa aktivnosti bolesti koji je primjenom luteolina znatno manji nego u miseva
koji su primali samo DSS otopinu. Dakle, moze se pretpostaviti da je navedenim rezultatima
pokazan protuupalni ucinak luteolina. Takoder, potrebno je zakljuciti da je povecanje
uc¢inkovitosti proporcionalno s primijenjenom dozom. Dobiveni rezultati su u skladu s dosad
objavljenim istrazivanjima u kojima je pokazano smanjenje klini¢kih simptoma kolitisa te
makroskopskih i mikroskopskih promjena tkiva debelog crijeva u tretmanu eksperimentalnoga
kolitisa razli¢itim prirodnim spojevima, a osobito spojevima biljnog porijekla (22).

Prethodno je pokazano i dokazano da je etiopatogeneza UK obiljezena razvojem snazne i
nekontrolirane upalne reakcije u ¢ijem razvoju i napredovanju sudjeluje velik broj molekula,
kemokina, citokina, transkripcijskih ¢imbenika, ukljucujuéi NF-xB. Pokazano je da
farmakoloska inhibicija NF-kB smanjuje crijevnu upalu u mi§jem modelu kolitisa. Rezultati
provedenog istrazivanja su U skladu s navedenim budu¢i da je pokazano smanjenje izrazaja NF-
kB i translokacije ovog transkripcijskog ¢imbenika u jezgru kao kljuénog koraka u aktivaciji
ostalih procesa. Time je potvrden prethodno spomenuti protuupalni uc¢inak luteolina. Takoder,
nasi rezultati su u skladu s prethodnim istrazivanjima jer je u njima pokazano da je smanjenje
izrazaja NF-kB popraceno sa smanjenjem izrazaja glavnog upalnog medijatora odnosno TNF-
a (23). Temeljem nasih rezultata i drugih istrazivanja mozemo zakljuciti da je protuupalno
djelovanje luteolina posredovano inaktivacijom NF-kB signalnog puta i smanjenjem izrazaja
TNF-a 1 COX2 proteina. Ovim istraZzivanjem nismo utvrdili to¢an mehanizam inhibicje NF-xB,
ali obzirom na prethodna istrazivanja mozemo pretpostaviti da je uklju¢en PI3K/Akt, odnosno
signalni put koji podrzava prezivljavanje stanica kroz inhibiciju apoptoze (24). Osim
navedenog, Akt sudjeluje u regulaciji migracije, prezivljavanja i diferencijacije imunoloskih

stanica, ukljucujuci neutrofile, makrofge i T stanice (25). Uloga navedenog signalnog puta
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prethodno je pokazana u razvoju UK, a povezuje se s NF-kB i izluc¢ivanjem citokina koji
pridonose upali tijekom UK. Obzirom na prethodna istrazivanja mozemo pretpostaviti da je
pokazana inaktivacija NF-kB posljedica inaktivacije PI3K/Akt signalnog puta, no ovu
pretpostavku je potrebno dalje istraziti, a posebno treba uzeti u obzir o kojim stanicama se radi
jer PI3K/AKt nece imati isti obrazac ponasanja odnosno aktivacije.

Proliferacijska sposobnost stanica odreduje se temeljem izrazaja Ki-67, proliferacijskog
markera. Nasi rezultati su pokazali povecanje proliferacije stanica u kriptama debelog crijeva
miseva tretiranih DSS-om koji su dobivali luteolin u dozi od 50 odnosno 100 mg/kg. Dobiveni
rezultat je u skladu s istrazivanjem Hao 1 sur. koji su pokazali da je povecanje izrazaja Ki-67 u
epitelnim stanicama kolona pridonijelo obnavljanju mukoze crijeva (26). Temeljem navedenog
moze se zakljuciti da luteolin pridonosi obnavljanju mukoze smanjenjem apoptoze epitelnih
stanica i poticanjem njihove proliferacije. Budu¢i da obnavljanje mukoze vodi remisiji bolesti,
ovi rezultati ukazuju da je luteolin obeéavajuéi kandidat u terapiji ulceroznog kolitisa.
Nadalje, jos jedan od ciljeva bio je ispitati utjecaj luteolina na proces programirane stani¢ne
smrti, odnosno apoptoze. Tretman luteolinom smanjio je izrazaj proapoptotskih proteina,
cijepane kaspaze-9, cijepane kaspaze-3 i PARP-a. Temeljem navedenog, mozemo zakljuditi da
je tretman luteolinom uzrokovao smanjenje apoptoze, a $to je ukazalo na antiapoptotsko
djelovanje luteolina. Poznato je da je u upalnoj bolesti crijeva apoptoza uglavnom povezana s
intestinalnim epitelnim stanicama koje su znac¢ajno oste¢ene u kolitisu. Obzirom na pokazano,
mozZze se pretpostaviti da luteolin $titi intestinalne epitelne stanice od apoptoze i potic¢e njihovu
proliferaciju, $to je klju¢ni korak u obnovi epitelne barijere i oporavku od upalnog procesa koji
je prisutan u kolitisu. Dosadasnjim istrazivanjima u literaturi je pokazano da DSS zaustavlja
stani¢ni ciklus 1 poti¢e apoptozu epitelnih stanica kolona, ali takoder i da smanjuje njihovu
proliferaciju. Poremecaj regulacije homeostaze epitelnih stanica je povezan s gubitkom
kontrole stani¢nog ciklusa te povecanjem izraZzaja p21 1 nakupljanja p53, proteina
karakteristi¢nih za aktivnu fazu i fazu remisije kod UK. Inhibicija p21 u potpunosti normalizira
stani¢ni ciklus i smanjuje apoptozu te tako odrzava homeostazu intestinalnih epitelnih stanica

¢ime se Stiti homeostaza epitelne barijere i njezina funkcija.
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9. Zakljucak

1. Primjena luteolina ublazava simptome kolitisa te se time smanjuje aktivnost bolesti kod

miseva s eksperimentalnim kolitisom.
2. Luteolin u tretmanu kolitisa smanjuje izrazaj NF-«xB 1 proapoptotskih proteina.

3. Luteolin ima protuupalno i antiapoptotsko djelovanje.
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