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Neuroimunomodulacijska svojstva dipeptidil-peptidaze IV

u modelu upalne bolesti crijeva u misa

Uvod. Upalne bolesti crijeva grupa su kroni¢nih autoimunih bolesti gastrointestinalnog
sustava nedovoljno poznate etiopatologije. Dosadasnja istraZivanja ukazuju na
povezanost dipeptidil-peptidaze IV (DPP I1V/CD26) i molekularnih mehanizama
uklju€enih u procese nastanka i cijeljenja upale. Pokazano je da ova molekula ima vrlo
vaznu ulogu u razgradnji neuroimunoendokrinih medijatora ukljuenih u odrZzavanje
integriteta sluznice, kao i nastanak upalnih promjena.

Cilj istrazivanja. Ovo se istrazivanje temelji na pretpostavci da DPP IV/CD26 ima
znacajnu neuroimunomodulacijsku ulogu, obzirom da je bioloska aktivhost mnogih
neuropeptida i interleukina pod izravnim utjecajem ove molekule. Cilj ovog istrazivanja
bio je ispitati povezanost DPP IV/CD26 i Crohnove bolesti, pracenjem profila medijatora
neuroimunoloskog odgovora tijekom nastanka i cijeljenja kemijski induciranog kolitisa u
CD26 deficijentnom i divljem tipu misa.

Materijal i metode. Model Crohnove bolesti u mi8a induciran je rektalnom,
intraluminalnom aplikacijom etanolne otopine trinitrobenzensulfonske kiseline (TNBS).
Kako bi ispitali in vivo u€inke DPP IV/CD26 u razvoju i cijeljenju upalnih promjena, kolitis
je izazvan u CD26 deficijentnom (CD26™) te divljem tipu mi$a soja C57BL/6, istog spola i
dobi. Kontrolne skupine predstavljale su zZivotinje odgovarajuéeg soja kojima je pod istim
uvjetima rektalno aplicirana sterilna fizioloSka otopina, odnosno otopina etanola. Razvoj,
intenzitet i cijeljenje kolitisa praceno je u razliCitim vremenskim intervalima temeljem
klinickih i histoloSkih parametara na sistemskoj i lokalnoj razini, u oba soja pokusnih
zivotinja. Stupanj osStecenja debelog crijeva pratio se odredivanjem makroskopskih

promjena, patohistoloSkom analizom, odredivanjem mikroskopskog indeksa oste¢enja te



histomorfometrijskom analizom parafinskih tkivnih rezova. Aktivhost DPP IV/CD26 u
C57BL/6 soja misa te aktivnost DPP IV/CD26-sliénih enzima u CD26” Zivotinja u
serumu, mozgu i debelom crijevu odredivana je spektrofotometrijski. Proteinski izrazaj
DPP IV/CD26 u mozgu i debelom crijevu C57BL/6 Zivotinja odredivan je tehnikom
Western blot. Sistemske (serumske) i lokalne (u ekstraktima mozga i debelog crijeva)
koncentracije neuropeptida Y (NPY) i vazoaktivhog intestinalnog peptida (VIP)
odredivane su specifi€énim imunoenzimskim testovima (ELISA), a njihov proteinski izrazaj
u mozgu i debelom crijevu tehnikom Western blot. Koncentracije proupalnog
interleukina-6 i protuupalnog interleukina-10 u cirkulaciji te u ekstraktima navedenih tkiva
takoder su odredivane specificnim imunoenzimskim testovima (ELISA).

Rezultati. Tijekom razvoja kemijski induciranog TNBS-kolitisa u C57BL/6 i CD26™ soju
zivotinja dolazi do klinicke manifestacije bolesti, statisticki znaCajnih promjena tjelesne
mase, mase jetre i slezene, makroskopskih, patohistolodkih i histomorfometrijskih
promjena debelog crijeva uz zna€ajan porast mikroskopskog indeksa ostecenja, ¢ime je
potvrdena uspostava modela kolitisa. Upalne promjene u obliku ulceracija u CD26™
Zivotinja bile su lokalizirane na povrsinski sloj, uz odredeni broj Zarisnih transmuralnih
promjena. Za razliku od CD26™, kod C57BL/6 Zivotinja prisutna je difuzna upala koja
zahvaca cijelu cirkumferenciju crijeva.

Kod ciljanih imunobiokemijskin parametara (enzimske aktivnosti, koncentracije
neuropeptida, koncentracije interleukina) utvrdene su statistiCki znacajne promjene i na
sistemskoj i na lokalnoj razini u oba soja pokusnih Zivotinja kojima je induciran kolitis u
odnosu na kontrolne skupine, ali i izmedu ispitivanih sojeva zivotinja. Aktivnhost DPP IV u
C57BL/6 zivotinja statistiCki je znacajno snizena u serumu, mozgu i debelom crijevu
Zivotinja kojima je induciran kolitis, u odnosu na kontrolnu skupinu.

U akutnoj fazi kolitsa, u CD26™ Zivotinjama utvrdene su statisti¢ki znagajne razlike u

promjenama koncentracija NPY-a i VIP-a te IL-6 i IL-10 u cirkulaciji i na lokalnoj razini (u
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mozgu i debelom crijevu), u odnosu na skupine C57BL/6 zivotinja. Koncentracije
protuupalnih medijatora IL-10 i VIP-a u CD26™ Zivotinja statisti¢ki su znaéajno vise i
sistemski i lokalno, dok C57BL/6 Zzivotinje sadrze veée koncentracije NPY-a u mozgu i
debelom crijevu.

Zakljucak. TNBS-kolitis (engl. Crohn-like colitis) uspostavljen je u oba soja misa, §to je
potvrdeno statistiCki zna¢ajnim promjenama klini¢kih i histoloskih parametara na lokalnoj
i sistemskoj razini, s odgovaraju¢im razlikama u patohistoloSkim upalnim promjenama.
Tijekom razvoja i cijeljenja kolitisa u CD26” Zivotinja dolazi do statisticki zna&ajnih
promjena sistemskih i tkivnih koncentracija NPY-a, VIP-a, IL-6 i IL-10 u odnosu na
C57BL/6 zivotinje. Dobiveni rezultati ukazuju da se upalne promjene na razini debelog
crijeva reflektiraju promjenama ispitivanih imunobiokemijskih parametara u mozgu.
Rezultati ovog istrazivanja ukazuju da DPP IV/ICD26 posjeduje i
neuroimunomodulacijska svojstva tijekom razvoja i cijelijenja upalne bolesti crijeva u

misa.

Kljuéne rijeci:
Crohnova bolest; Dipeptidil-peptidaza IV (DPP IV/CD26); Interleukin-6, Interleukin 10;
Molekula CD26; Upalne bolesti crijeva; Pokusni model kolitisa; Neuropeptid Y;

Vazoaktivni intestinalni peptid.
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Neuroimmunomodulative Properties of Dipeptidyl Peptidase IV

in a Model of Inflammatory Bowel Disease in Mice

Introduction. Inflammatory bowel diseases represent a group of chronic autoimmune
diseases of the gastrointestinal tract which exact etiopathogenesis is unknown. Previous
studies suggested an association between dipeptidyl peptidase IV (DPP IV/CD26) and
molecular mechanisms involved in the process of intestinal inflammation. It has been
shown that this molecule plays an important role in the breakdown of
neuroimmunoendocrine mediators involved in maintaining the integrity of intestinal
mucosa and the occurrence of inflammatory events.

Objectives. This research is based on the hypothesis that DPP IV/CD26 possesses an
important neuroimmunomodulative role, given that the biological activity of many
neuropeptides and interleukins is directly influenced by this molecule. The aim of this
study was to investigate the causative connections between DPP IV/CD26 and Crohn's
disease, by monitoring the profile of mediators involved in the neuroimmune responses
during emergence and course of chemically induced colitis in CD26 deficient and wild
type mice.

Materials and methods. The model of Crohn's disease in mice was induced by rectal,
intraluminal application of trinitrobenzensulfonic acid (TNBS) ethanol solution. In order to
examine the in vivo properties of DPP IV/CD26 in the development and healing of
inflammation, colitis was induced in CD26 deficient (CD26™) and wild type mouse strain
C57BL/6, of same gender and age. The control group was represented by the
appropriate animal strain which has been rectally applied, under same conditions, sterile
physiological solution or ethanol solution. Colitis development, intensity and healing
were followed at different time intervals based on clinical and histological parameters at

the systemic and local levels in both strains of experimental animals. The degree of
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colonic mucosa damage was assessed by evaluation of macroscopic changes,
histopathological analysis, microscopic indices of damage, and histomorphometric
analysis of paraffin tissue sections at different time intervals during the development and
healing of inflammatory changes. DPP IV/CD26 activity in C57BL/6 mouse strain and the
activity of DPP IV/CD26-like enzymes in CD26 deficient animals in serum, brain and
large intestine were determined spectrophotometrically. Protein expression of DPP
IV/CD26 in brain and colon of C57BL/6 mice was determined by Western blot technique.
Systemic (serum) and local (in brain and colon protein extracts) concentrations of
neuropeptide Y (NPY) and vasoactive intestinal peptide (VIP) were determined by
specific immunoenzymatic tests (ELISA), and their protein expressions by Western blot
technique. Concentrations of the proinflammatoty interleukin 6 (IL-6) and anti-
inflammatory interleukin 10 (IL-10) in circulation and in brain and colon tissue extracts
were also determined by specific immunoenzymatic tests (ELISA).

Results. The development of chemically induced colitis in C57BL/6 and CD26 deficient
mice leads to clinical manifestations of the disease, statistically significant changes in
body weight, liver and spleen weights, macroscopic and histological changes in the
colon, which confirms the establishment of a model of colitis. During the development
and healing of colitis, CD26 molecule deficiency resulted in histological changes in the
manifestation of inflammatory process: in CD26 deficient animals inflammatory changes
were mainly localized, with transmural inflammatory changes, while in C57BL/6 animals
a diffuse inflammation that affects the whole intestinal circumference could be found.
Targeted immunochemical parameters (enzyme activities, concentrations of
neuropeptides, interleukins concentrations) resulted in statistically significant changes at
the systemic and local levels in both strains of experimental animals, in mice with
induced colitis compared to controls, but also between mice strains. DPP |V activity in

C57BL/6 animals was statistically significantly decreased in serum, brain and colon in
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animals with induced colitis, compared to the control group. In the acute phase of colitis,
in CD26™ animals, statistically significant differences in changes in concentrations of
NPY and VIP and IL-6 and IL-10 in circulation and at the local level (in brain and colon)
were found, compared to C57BL/6 animals. Concentrations of anti-inflammatory
mediators IL-10 and VIP were statistically significantly higher in serum and at local levels
in CD26” animals, while C57BL/6 animals had higher concentrations of NPY in brain
and colon.

Conclusion. The TNBS-colitis (Crohn-like colitis) has been established in both mouse
strains, as confirmed by statistically significant changes in clinical and histological
parameters at local and systemic level, with corresponding differences in histological
inflammatory changes. During the development and healing of colitis in CD26™ animals,
significant changes in systemic and tissue concentrations of NPY, VIP, IL-6 and IL-10
occurred, compared to C57BL/6 animals. The results obtained in this study indicate that
inflammatory changes in immunobiochemical parameters at the level of the colon reflect
in changes of those parameters in the brain. The results of this study indicate that DPP
IV/CD26 possesses also neuroimmunomodulative properties during development and

healing of inflammatory bowel disease in mice.

Key words:
Crohn’s disease, Dipeptidyl-peptidase IV (DPP IV/CD26); CD26 molecule; Interleukin-6;
Interleukin-10; Neuropeptide Y; Vasoactive intestinal peptide; Inflammatory bowel

diseases; Experimental colitis.
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1. Uvod i pregled podrucja istrazivanja
1.1. Upalne bolesti crijeva
1.1.1. Definicija

Upalne bolesti crijeva (UBC), engl. Inflammatory bowel diseases — IBD, grupa su
kroni¢nih autoimunih bolesti gastrointestinalnog sustava nedovoljno poznate etiologije.
Tijek bolesti je nepredvidiv, s Cestim izmjenama faza klini¢kih pogorSanja (relaps) i
remisije bolesti. Klini¢ki su obiljezene opetovanim upalama razli€itih dijelova probavnog
sustava, ponajviSe tankog i debelog crijeva, a ¢esto popracene brojnim izvancrijevnim
manifestacijama (1). Pretpostavlja se da upalne bolesti crijeva nastaju kod genetski
predisponiranih pojedinaca kao neadekvatan imunosni odgovor na odredene antigene iz
hrane ili pak mikrobioloSke agense, pod utjecajem Cimbenika okolisa (2). U ovisnosti o
zahvacenom odsjeCku probavnog sustava, razlikuju se dva najvaznija patomorfoloska
oblika UBC: Crohnova bolest (CB) i ulcerozni kolitis (UK). Glavne razlike izmedu CB i
UK su njihova lokalizacija, priroda upalnih promjena, imunopatoloSke osnove te
patogeneza. Medutim, zbog slicnosti u manifestaciji klinicke slike, odnosno cCestih
preklapanja simptoma, i pojedinih patoloSkih procesa koji uzrokuju upalu u
gastrointestinalnom sustavu, vjeruje se zapravo da su Crohnova bolest i ulcerozni kolitis
u biti dvije krajnosti jedne te iste bolesti. U prilog ovoj teoriji govori i €injenica da se
manifestacije u 10-15% oboljelih, zbog nemogucnosti jasne klasifikacije u jedan od
oblika upalnih bolesti crijeva, opisuju kao nedeterminirani kolitis (3).

Crohnova bolest (CB) moze zahvatiti bilo koji dio probavnog sustava, od ustiju
do anusa. NajCeS¢e zahvaca tanko crijevo, debelo crijevo ili pak oba, ponajvise
terminalni ileum (zavr$ni dio tankog crijeva) i sve dijelove kolona. Bolest napreduje
postupno i Siri se u dublje slojeve stijenki crijeva, s karakteristichim podrucjima zdrave

sluznice izmedu podrucja zahvacenih upalnim promjenama i granulomatoznim lezijama




(4). S imunosnog stajalista, Crohnova bolest predstavlja bolest posredovanu citokinima
Th1iTh17 imunosnog odgovora (5-7).

Ulcerozni kolitis (UC) upalna je bolest karakterizirana proljevima i rektalnim
krvarenjem, kroni¢nog tijeka, s remisijama i egzacerbacijama. Upala je ograniCena na
sluznicu debelog crijeva a manifestira se kontinuiranim upalnim podrucjima, bez
segmenata zdravog tkiva (8). Gotovo uvijek zahvacéa rektum, no moze se proSiriti i na
ostale dijelove debelog crijeva. Za razliku od Crohnove bolesti, ulcerozni kolitis bolest je
koju karakterizira atipi¢an Th2 imunosni odgovor (9, 10).

Dosadadnja istrazivanja nisu rezultirala  pronalaskom jedinstvenog
patognomonicnog testa koji bi potvrdio dijagnozu ulceroznog kolitisa ili Crohnove bolesti.
Stoga diferencijalna dijagnoza ovih dvaju entiteta upalnih bolesti crijeva mnogokad

predstavlja zna€ajnu potesSkocéu (11).

1.1.2. Crohnova bolest

Obzirom da se ovo istrazivanje temelji na zivotinjskom modelu Crohnu-sli¢nog
kolitisa, slijedi sazet opis ovog entiteta. Crohnova bolest (lat. Morbus Crohn) upalna je
bolest crijeva koja se moze pojaviti u bilo kojem dijelu gastrointestinalnog sustava, od
ustiju do anusa, s najve¢om pojavnosS¢éu u ileocekalnoj regiji. Podrugja koja su
zahvaéena upalnim promjenama karakteristicnim za ovo oboljenje shematski su

prikazana na slici 1.

Slika 1. Karakteristicna podrucja zahvaéena upalnim procesima u Crohnovoj bolesti




lleokolitis najéesci je oblik bolesti a zahvaca donji dio tankog crijeva (ileum) i
debelo crijevo (kolon). lleitis zahvaéa samo ileum dok gastroduodenalna Crohnova
bolest uzrokuje upalne promjene u Zelucu i po¢etnom dijelu tankog crijeva, duodenumu.
Jejunoileitis uzrokuje upalne procese u gornjoj polovici tankog crijeva (jejunumu), dok
granulomatozni Crohnov kolitis zahvac¢a samo debelo crijevo. Sinonimi Crohnove bolesti
su i regionalni enteritis, ileitis te granulomatozni ileokolitis.

Upalne promjene u Crohnovoj bolesti, za razliku od ulceroznog Kkolitisa,
zahvacaju sve slojeve stijenki crijeva. Transmuralna upala popracena je i prisutnoséu
granulomatoznih lezija. Karakteristicna su podrudja zdrave sluznice koja se pojavljuju

izmedu podrucja zahvacenima upalnim promjenama (4).

1.1.2.1. Opis bolesti

Klinicka slika Crohnove bolesti vezana je uz specificnost upalnih promjena koje
se mogu nalaziti na razli¢itim segmentima probavnog sustava a upala se 8iri i na okolne
limfne ¢vorove. Obzirom na mogucnost lokalizacije u bilo kojem dijelu probavnog kanala,
klinicka slika je raznolikija nego kod ulceroznog kolitisa (11). NajceSéi simptomi
Crohnove bolesti jesu abdominalna bol, gubitak apetita i gubitak tjelesne tezine te
povisena tjelesna temperatura. Prolijevaste stolice mogu se javiti u pocetnoj fazi, ovisno
o lokalizaciji bolesti, ali ¢eS¢e su posljedica kroni¢nih promjena koje dovode do
smanjena apsorptivhog kapaciteta, razvoja sindroma kratkog crijeva te aktivhe sekrecije
vode i elektrolita uz smanjenu moguc¢nost njihove adekvatne apsorpcije.

Niz intestinalnih komplikacija Crohnove bolesti proizlazi iz transmuralnosti upale
koja dovodi do suzenja crijeva i fistuliranja kroz stijenku crijeva Sto rezultira bolovima u
trbuhu. Bol je Cesto odraz opstruktivnih promjena, naj¢eS¢e u zavrsnom dijelu tankog

crijeva (12). Opstrukcija je u pocCetku prolaznog karaktera zbog edema i spazma




stijenke, a nakon toga postaje trajna zbog nastalih suZenja, $to uzrokuje opstipaciju, a
moze dovesti i do ileusa. Medu intestinalnim komplikacijama nalazimo i fibrostenoticke ili
upalne strikture, fistule i intraabdominalne apscese. U 50-60% oboljelih javljaju se
granulomatozne promjene. Nastanak fistula vrlo je Cest pa se smatra jednom od
karakteristika bolesti. Fistule mogu biti enteroenteralne (izmedu vijuga crijeva),
enterokutane (Siriti se izmedu crijeva i koze), prodirati u susjedne organe koji se nalaze
u podrucju crijeva (rektovaginalni ili enterovezikalni oblik fistula) ili se manifestirati kao
perianalna bolest s moguénoscéu otvaranja fistuloznih kanala u perianalnom podrucju (4).
U oboljelih od Crohnove bolesti kod kojih upalne promjene zahvacéaju tanko crijevo,
osobito jejunum, Cesta je malapsorpcija (11).

lzvancrijevne manifestacije Cesta su pojava kod oboljelih od upalnih bolesti
crijeva, a javljaju se gotovo kod svih entiteta bolesti. Anemija je Cesta komplikacija
bolesti, a nastaje zbog razliCitih razloga, poput gubitka krvi, kao nuspojava
medikamentozne i kirurSke terapije ili nedostatka prijeko potrebnih supstrata.
Leukocitoza, trombocitoza i sklonost nastanku tromboembolijskih komplikacija nastaju
kao odraz kroniéne upale. Cesto se opisuju blaga o$teéenja jetre, a pojava Zuénih
kamenaca znatno je uCestalija negoli u prosje¢noj populaciji. Kostano-zglobne promjene
nisu rijetke, a ¢eSce se vezu uz upalne promjene debelog crijeva. Uglavnom je rije¢ o
artralgijama, migratornom artritisu i sakroileitisu. Promjene kvalitete i gusto¢e kosti
takoder se Cesto nalaze, a osteoporoza nije samo jedna od komplikacija bolesti, vec i
Cesta komplikacija primjene medikamentozne terapije, ponajvise kortikosteroida.
Oftalmoloske patoloSke manifestacije ukljuCuju uveitis, retinitis, episkleritis i keratitis.
Medu koznih promjenama mogu se javiti nodozni eritem i urtikarije. Moguc¢a komplikacija
je i aftozni stomatitis koji se ponekad zamijenjuje s upalnim promjenama Crohnove

bolesti u samoj usnoj Supljini. Infekcije mokraénog sustava i nastanak bubreznih




kamenaca odraz su komplikacija same bolesti. Oboljeli od Crohnove bolesti ¢esto su
pothranjeni. Uz smanjen indeks tjelesne mase i hipoalbuminemije, desta je
hipovitaminoza (osobito vitamina D i vitamina B4;) te oligoelemenata.
Pojava karcinoma probavnog sustava u bolesnika s Crohnovom bole$c¢u veca je nego u
zdrave populacije. Naj¢es¢i su to karcinomi tankog crijeva (na mjestu zahvaéenom
boleSc¢u) i kolorektalni karcinom (11, 13). Ukoliko se bolest pojavi u djecjoj dobi, u

otprilike 40% oboljelih pojavljuje se i zastoj u rastu te zakasnjeli pubertet (14).

1.1.3. Povijesni osvrt

Klini¢ki opisi akutnih i kroni¢nih proljeva, s ili bez sadrzaja krvi, nalaze se ve¢ u
vrlo starim spisima, ¢ak i prije nekoliko tisu¢a godina. Vjeruje se da su najvjerojatnije bili
posljedica akutnih bakterijskih infekcija. Medutim, analize materijala umrlih rijetko su se
obavljale prije 16. stolje¢a. Postale su uobiCajena praksa u 18. stolje¢u, a rutinski su se
poCele obavljati u odredenim bolnicama u 19. stolje¢u kada su postale dostupne i
mikrobioloske i histoloSke analize (15).

Najstarija saznanja o Crohnovoj bolesti i ulceroznom kolitisu opisuju ih kao
jedinstvenu bolest koja zahvaca crijeva, a kao zasebni entiteti jasno se opisuju zadnijih
stotinjak godina. No usprkos velikom napretku medicinske znanosti, jo§ uvijek je u
mnogim slu€ajevima teSko povuci granicu i postaviti toénu dijagnozu (1).

Medu prvim zabiljeSkama opisa simptoma Crohnove bolesti nalazimo zapise
njemackog kirurga Wilhelma Fabrya, poznatog i kao Guilhelmus Fabricius Hildanus, koji
datiraju iz 17. stolje¢a, godine 1623. Prvi opSirniji opisi UBC potjec€u iz 18. stolje¢a, kada
je 1761. Morgagni opisao upalne promjene u crijevu koje bi u danasnje doba bile

karakterizirane kao Crohnova bolest. Uslijedio je opis ileokolitisa godine 1769. (16).




U 19. stoljecu postajalo je sve uCestalije misljenje o postojanju nezaraznih uzroka
ulceracija i upala debelog crijeva. Nakon $to je Koch 1882. identificirao mikroorganizam
koji uzrokuje tuberkulozu, postalo je jasno da pojedinci boluju od bolesti vrlo sli¢noj
crijevnoj tuberkulozi, ali nisu zarazeni bacilom tuberkuloze. Ulcerozni je kolitis prepoznat
kao entitet razli¢it od bacilarne dizenterije godine 1859. Opisao ga je britanski lijecnik Sir
Samuel Wilks iz ,Guy's hospital” bolnice u Londonu. Godine 1909. Hawkins je iznio
detaljan opis bolesti i njezina prirodnog tijeka (15, 17).

Skotski kirurg Dalziel opisao je godine 1913. devet sludajeva jejunitisa, ileitisa i

kolitisa. Tek je pedesetih godina dvadesetog stolje¢a uoceno da Crohnova bolest moze

zahvatiti i kolon, iako su Moschcowitz i Wilensky ve¢ 1923. opisali granulomatozni kolitis.
Burril B. Crohn i sur. opisali su ovu bolest 1932., vjeruju¢i da patoloSke promjene
zahvacaju samo terminalni ileum. Zbog toga su ovu bolest nazvali ileitis terminalis.
Nakon Sto je uoCeno da mogu biti zahvaéena i segmentalna podrucja tankog crijeva
proksimalno od terminalnog ileuma, naziv je promijenjen u enteritis regionalis (18).
Daljnjih su godina upalna zarisSta bolesti uo¢ena u tankom i debelom crijevu, jednjaku,
Zelucu, duodenumu, crvuljku, a pronadene su i oralne lezije (19). Godine 1960. bolest je
jasno definirana kao oboljenje Cije se upalne promjene mogu prostirati duz cijelog
probavnog kanala. Naposljetku je Crohnova bolest dobila svoj danasnji naziv po B.B.

Crohnu (15).

1.1.4. Epidemiologija upalnih bolesti crijeva

Incidencija i prevalencija upalnih bolesti crijeva u svijetu te u Republici Hrvatskoj
zadnjih desetlje¢a rastu, na Sto ukazuju brojna recentna epidemiolo$ka istrazivanja (20).
Incidencija upalnih bolesti crijeva u svijetu krece se od 1,6 do ¢ak 24,5 na 100000

stanovnika za UK te od 0,9 do 9,2 na 100.000 stanovnika za CB (21). U Hrvatskoj




incidencija UK iznosi 4,3 na 100000 stanovnika, dok incidencija CB iznosi 7,0 na 100000
stanovnika (22). Bolest se moze javiti u svim zivotnim dobima, naj¢eS¢e u miadih
odraslih (od 15. do 40. godine Zivota). U starijoj Zivotnoj dobi takoder se mozZe javiti
UBC, $to upuéuje na bimodalnu raspodjelu bolesti. U trec¢ine bolesnika UBC pocinje prije
dvadesete godine Zivota, dok je pocetak bolesti prije desete godine Zivota rijedak. UBC
se javlja ¢eS¢e u adolescenata nego u mlade djece, a bolesnici s poCetkom bolesti prije
desete godine zZivota predstavljaju rijetkost. GodiSnja incidencija u bolesnika mladih od
dvadeset godina kreée se od 4,8 do 6,8 na 100000, a prevalencija od 17,9 do 30,7 na
100000 djece, s jasnom tendencijom porasta broja oboljelih (14).

Obzirom na porast incidencije UBC te Cinjenici da zahvaéa sve dobne skupine i
oba spola, bolest predstavlja zna¢ajan problem javnog zdravstva danasnjice. Bolest je
jasno povezana s urbanim nacéinom Zivota, razvijenijim zemljama i teorijom tzv.

.pretjerane higijene” a ¢eS¢a je u regijama sjevernih zemljopisnih Sirina (23).

1.1.5. Etiologija i ¢imbenici rizika

Unato¢ brojnim kliniCkim i temeljnim medicinskim istrazivanjima, etiologija upalnih
bolesti crijeva, kao i Cimbenici koji dovode do nastanka pojedinog patomorfoloskog
oblika, do danas nisu sasvim poznati. Postoji nekoliko Cimbenika rizika za koje je
dokazana uzro¢no-posljediCna povezanost s upalnim bolestima crijeva (24). Kako je
zasigurno rije¢ o multifaktorijalnoj bolesti, ne moze se sa sigurnosc¢u utvrditi koji je od
Cimbenika rizika presudan u nastanku i razvoju upale u gastrointestinalnom sustavu.
Medutim, bolest u najvecem broju sluCajeva nastaje kao neadekvatan, odnosno
pretjerani imunosni odgovor na odredene bakterijske antigene ili pak antigene iz hrane,

kod genetski predisponiranih pojedinaca, pod utjecajem ¢imbenika okoliSa (25).




Medu najvaznijim &imbenicima rizika za nastanak upalnih bolesti crijeva istiCu se
genetska predispozicija, imunoregulacijske nepravilnosti, ¢imbenici ranog djetinjstva
(rani prekid dojenja, cjepiva, djeCje zarazne bolesti), izloZenost infekcijama u djedjoj i
odrasloj dobi (infekcije crijevnim parazitima i mikroorganizmima, virus ospica, virus
rubeole), prehrana, Zivotne navike (osobito pusenje) te tzv. zapadnjacki nacin Zivota

(nazvan jo$ i ,vesternizacija“) (2, 24).

Slika 2. Ispreplitanje etioloskih ¢imbenika upalnih bolesti crijeva

1.1.5.1. Genetska predispozicija

Vaznu kariku u nastanku upalnih procesa u gastrointestinalnom sustavu
predstavlja genetska predispozicija (26). Profil bolesti je multigenski pa se stoga ne
moze za etiopatogenezu okriviti jedinstveni gen. Vjeruje se da su CB i UK heterogene
poligenske bolesti koje zapravo predstavljaju dvije krajnosti jedne te iste bolesti a dijele i
neka, no ne sva, podrucja genske susceptibilnosti (27). Najvjerojatnije je fenotip UBC
determiniran s nekoliko faktora, ukljuCujuéi i interakciju medu alelima, kao i utjecaj
ostalih gena i €imbenika okolisa. Posljedi¢no tome, prisutnost jednog mutiranog gena ne
znaci da ¢e sa sigurnoS¢u doci do razvoja UBC, niti prejudicira pojedinca kod kojeg ¢e
doci do razvoja bolesti (2, 28).

Pojavnost UBC unutar iste obitelji iznosi 20 do 30%. Postoji povecana
prevalencija UBC medu rodacima prvog i drugog koljena. U obiteljima gdje postoji visoka
stopa pojavnosti UBC, 75% bolesnika obolijevaju od istog oblika bolesti. Nadalje,

uocena je vecéa pojavnost ostalih genski uvjetovanih bolesti kod oboljelih od UBC. Osim




toga, rizik od obolijevanja viSi je u odredenim etni¢kim skupinama, poput Zidovske
populacije, $to takoder sve govori u prilog genetskoj komponenti bolesti (29).

IstraZivanja vezana uz nasljedna oboljenja pokazala su vecéu stupanj obolijevanja
u monozigotnih blizanaca u odnosu na dizigotne, i za CB i za UK. Medutim, pokazano je
da je stopa pojavnosti bolesti u blizanaca ve¢a za CB, $to je dovelo do zaklju¢ka jaCeg
utjecaja genskih komponenti kod ovog oblika UBC (27). Saznanja dobivena
istrazivanjima provedenima na blizancima ukazala su na €injenicu da UBC ne slijede
karakteristicno Mendelovo pravilo nasljedivanja, ve¢ su kompleksnog poligenskog
podrijetla (30).

Identificirano je nekoliko gena za koje je utvrdeno postojanje znacajne
povezanosti s nastankom UBC. Osobito se isti€u kromosomi broj 1, 3, 4, 5, 6, 7, 10, 12,

14, 16, 19 te kromosom X (31, 32).

Slika 3. Geni povezani s patogenezom upalnih bolesti crijeva

(prilagodeno prema (32))

(kromosomske regije dokazano povezane s patogenezom upalnih bolesti crijeva

oznacene su crvenim krugovima dok su sivim krugovima oznacéene potencijalne regije)

Jedan od gena najjasnije povezanih s patogenezom UBC je IBD-1, koji
predstavlja podrucje susceptibilnosti na pericentromerijskoj regiji kromosoma 16 (30).
Detaljnijim analizama utvrdena je nukleotid-vezuju¢a oligomerizacijska domena 2 (engl.
nucleotide-binding oligomerization domain 2, NODZ2), odnosno gen koji kodira sekvencu

odgovaraju¢eg NOD2 proteina. NOD2 poznat je i kao CARD15 (od engl. caspase
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activation and recruitment domain 15). Predstavlja polimorfan gen &iji je produkt uklju¢en
u regulaciju imunosnih zbivanja te prvi je otkriveni gen s utvrdenom jasnom uzro¢no-
posljedi€nom vezom s UBC (33). Utvrdeno je preko 60 mutacija ovog gena medu kojima
su 3 neposredno povezana s razvojem CB (34). Procjenjuje se da je defekt NOD2 gena
prisutan u 17 do 27% oboljelih od CB (33), medutim nije sasvim jasan mehanizam koji

povezuje mutacije ovog gena i UBC (2).

1.1.5.2. Poremec¢aji imunoregulacijskih mehanizama

FizioloSka povezanost izmedu komenzalnih bakterija u crijevu i organizma
domadéina je simbiotska (28). UBC Kkarakterizirane su imunoregulacijskim
nepravilnostima mukoze, najvjerojatnije genetski predodredenih, za koje se pretpostavlja
povezanost s bakterijskim antigenima prisutnima u crijevu (35). U zdravom epitelu
crijeva, postoji tolerancija na prisutnost potencijalno proupalnih komponenata luminalnih
bakterija. Razlog tomu moze biti i jedinstveni fenotip makrofaga prisutnih u crijevu.
Naime, manje od 10% makrofaga koji se nalaze u intestinalnoj lamini propriji izraZavaju
molekulu TREM-1 (engl. triggering the receptor expressed on myeloid cells). Ova je
molekula inae izraZzena na povrSini neutrofila, monocita i makrofaga koji sudjeluju u
pojaCavanju upalnog odgovora putem povecéavanja izlu€ivanja proupalnih citokina.
Nepostojanje, odnosno vrlo nizak izrazaj TREM-1 na povrdini intestinalnih makrofaga,
predstavlja mehanizam koji potencijalno sprjeCava pretjerani imunosni odgovor na
bakterijske antigene prisutne u crijevu (36).

Postoji nekoliko teorija koje djelomi¢no daju moguci odgovor na problematiku
poremecaja imunoregulacije u crijevu: disfunkcija imunosnog odgovora organizma

prema uobicajenim sadrzajima lumena crijeva, infekcija specificnim patogenom i/ili
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poremecaj u propusnosti mukozne barijere odnosno povecan protok luminalnih antigena
u unutarnje slojeve stijenki crijeva.

Disfunkcija imunosnog odgovora organizma prema uobiajenim sadrzajima
lumena crijeva Cini se najvjerojatnijim lokalnim patoloSkim mehanizmom koji dovodi do
nastanka ranih dogadaja povezanih s razvojem upalnih promjena u UBC. Pretpostavlja
se da, u zdravom organizmu, izloZzenost komenzalnim bakterijama utiSava izrazaj
proupalnih gena i sprjeCava aktivaciju imunosnog odgovora usmjerenog na veliko
mnostvo prisutnih bakterijskih antigena, kao i antigena podrijetiom iz hrane (37). Kod
oboljelih od UBC ne postoji ova tolerancija imunosnog sustava na antigene prisutne u
crijevu, vec izloZzenost luminalnoj mikroflori dovodi do pretjerane aktivacije imunosnog
sustava organizma, osobito imunosnih stanica prisutnih u mukozi crijeva, $to dovodi do
kroni¢nog, destruktivhog upalnog procesa (11).

Pokazano je da laboratorijske Zivotinje uvane u specifi¢nim sterilnim uvjetima ne
mogu razviti UBC, dok isti sojevi laboratorijskih zivotinja u uobi€ajenim uvjetima, dakle
uz prisustvo komenzalnih bakterija, razvijaju UBC putem induciranog modela bolesti
(38). Cak i infekcijom laboratorijskih Zivotinja (koje su &uvane u specifiénim sterilnim
uvjetima) jednim ili nekoliko bakterijskim sojevima, nakon indukcije bolesti ubrzo dolazi
do razvoja upalnih promjena u crijevu (39). Nadalje, pokazano je postojanje razliCitih
imunoregulacijskih odgovora na jedan te isti bakterijski soj. Npr. izloZzenost IL-10-
deficijentnog soja miSa bakterijskom soju Cacteroides vulgatus, uzrokuje manje upalne
promjene, dok ista bakterija u transgeniénom modelu humanih leukocita uzrokuje vrlo
izrazene upalne promjene (40, 41). Stoga, moze se zaklju€iti da su u oboljelih od UBC
razliCiti bakterijski sojevi uklju€eni u nastanak upalnih promjena kod razli€itih pojedinaca

(2, 39, 42).
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Infekcija specifi€cnim patogenom koja dovodi do nastanka UBC zasad nije sa
sigurnos¢éu utvrdena, no postoje indikacije da odredene patogene bakterije, poput
Mycobacterium paratuberculosis, Listeria monocytogenes i Helicobacter hepaticus (11)
mogu biti ukljucene u patogenezu UBC. Nekoliko objavljenih znanstvenih c¢lanaka
povezuje CB te preboljele ospice u ranoj Zivotnoj dobi (31). Veca incidencija CB u
zimskom periodu takoder indicira povezanost bolesti s odredenim patogenim
mikroorganizmima (43).

Nedostatna funkcija crijevnog epitela u oboljelih od UBC dokazano je
povezana s povecanom permeabilnoSéu epitela crijeva, odnosno poveéanom
propusnoSc¢u crijevnog epitela za razli€ite antigene, $to dovodi do neprestane stimulacije
imunosnog sustava mukoze. Vjeruje se da je to primaran defekt sluznice crijeva
prisutan u oboljelih od UBC (11).

Kod ljudi, povrSina crijeva iznosi od 150 do 200 kvadratnih metara, Sto
predstavlja ogromnu povrSinu svakodnevno izloZzenu razliitim antigenima, bilo
bakterijskim bilo iz hrane. Lumen crijeva obiéno sadrzi priblizno 10" mikroorganizama,
pripadnika vise od petstotinjak dosad poznatih bakterijskih vrsta (44). Zdrav epitel crijeva
s Cvrstim poveznicama medu stanicama predstavlja ucinkovitu barijeru protiv dopiranja
luminalnih mikroorganizama i razli¢itih antigena u dublje slojeve crijeva. Isto tako,
intestinalne epitelne stanice razvile su kontrolne mehanizme Kkoji ograni€avaju
prekomjernu aktivaciju lokalnog imunosnog sustava organizma.

Medutim, ukoliko zbog promjene u propusnosti crijevnog epitela dode do
prodiranja bakterijskih produkata i/ili antigena u unutradnjost crijeva, dolazi do izravnog
kontakta s imunosnim stanicama, Sto ¢e dovesti do klasi¢nog adaptivnog (steCenog,
odnosno specificnog) imunosnog odgovora (28). Nakon toga do¢i ¢e do luCenja

proupalnih citokina, $to ¢e ponovno stimulirati novacenje dodatnih stanica u slojevima
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crijeva. Navedeni mehanizam obuhvaca citokine koji sudjeluju u smanjivanju &vrstih
veza izmedu endotelnih stanica crijeva, $to naposljetku olakSava nakupljanje neutrofila
iz periferne cirkulacije u mukozi crijeva (37).

Istrazivanja koja ukljuuju Zzivotinjske modele UBC ukazala su na tendenciju
razvoja snaznih upalnih procesa upravo u podrudjima crijeva gdje postoje poremecaji
propusnosti crijeva (30). Bakterije iz lumena crijeva zatim dodatno poja¢avaju defekt
poremecaja propusnosti crijeva, $to naposljetku predstavlja zacarani krug koji rezultira

opetovanim upalnim procesima gastrointestinalnog trakta (43).

1.1.5.3. Izlozenost infekcijama

Brojna epidemioloSka istrazivanja definirala su UBC kao ,bolest prekomjerne
Cistoce“. Za razliku od ostalih poligenskih, imunolo$ki posredovanih bolesti poput astme,
multiple skleroze i reumatoidnog artritisa, UBC pokazuje obrnuto proporcionalnu
povezanost sa stupnjem Cisto¢e. Naime, nizi stupanj Cisto¢e, osobito u ranijoj Zivotnoj
dobi, Cini se protektivnim u etiopatogenezi UBC (45). (Ne)izloZzenost infekcijama u
djetinjstvu kao posljedica prenapucenosti, takoder je, izgleda, ¢imbenik rizika za razvoj
UBC u kasnijoj zivotnoj dobi. Naime, djeca koja odrastaju u viSim socioekonomskim
standardima imaju vecu predispoziciju razvoja UBC. Ova se pojavnost tumadi
Cinjenicom da poboljSana ili pak pretjerana higijena utjeCe na mikrobiolosku floru
opcenito, a time i na luminalne bakterije, $to naprosto dovodi do smanjene izlozenosti
odredenim kriticnim bakterijskim sojevima, te razvoja netolerancije prema istima (42,

46).
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1.1.5.4. Zapadnjacki nacin zivota

Podrucja s najvecom prevalencijom oboljelih od UBC jesu razvijene zemlje,
poput Sjedinjenih Ameri¢kih Drzava, Ujedinjenog Kraljevstva i skandinavskih zemalja
(47). Veca incidencija i prevalencija UBC zapazene u industrijaliziranijim zemljama te
izraziti porast broja novooboljelih u dvadesetom stoljeéu govore u prilog teoriji utjecaja
okolisnih ¢imbenika na pojavnost bolesti (13). Isto tako, zabiljezen je veci broj oboljelih u
gradskim u odnosu na ruralne sredine, a postoji i varijacija incidencije i prevalencije na
relaciji sjever-jug. Zanimljivost je pak porast incidencije u zemljama juznih regija, poput
Azije. Vjeruje se da su ove pojave zapravo posljedica tzv. ,vesternizacije®, odnosno
usvajanja zapadnjackog nacina zivota, poput promjena u prehrambenim navikama,
pusenja, izloZzenosti sunevim zrakama, smanjenog boravka na svjezem zraku,
zagadeniju okoliSa te industrijalizacije (48).

Takoder jedan od aspekata zapadnjaCkog nacina Zivota te ¢imbenika koji moze
doprinijeti pojavnosti UBC ¢ini se i zanimanje pojedinca (2). Vecéi postotak oboljevanja i
smrtnosti od UBC zapazen je kod zaposlenika koji obavljaju stresne poslove i imaju
zanimanja koja iziskuju vecu psihicku napetost, osobito one sjedilackog tipa. S druge
strane, nesSto manja stopa pobolijevanja od UBC zabiljezena je kod zaposlenika koji se
bave poljoprivrednim zanimanjima i obavljaju poslove koji su obiljezeni boravkom na
otvorenom prostoru (49, 50). Navedene Cinjenice dovele su do zaklju¢ka da su boravak
na svjezem zraku i tjelesna aktivnost na neki nacin protektivhe kod UBC dok su boravak
u zatvorenim prostorima te poveéana psihiCka optere¢enja Cimbenici koji doprinose
razvoju UBC. Nezaposlenost te depresija povezana s nepovoljnim socioekonomskim

statusom takoder su, €ini se, ¢imbenici koji mogu doprinijeti razvoju UBC (51).
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1.1.5.5. Utjecaj prehrane

Teorija o postojanju odredenih antigena iz hrane (ali i bakterijskih), koji mogu
potaknuti kaskadu imunosnih reakcija koje naposljetku dovode do upalnih promjena u
gastrointestinalnom traktu je opcéeprihvaéena, medutim ne postoje to€na saznanja o
kojim je antigenima rije€ (52). Istrazivanja vezana uz prehranu i etiopatogenezu UBC
opc¢enito su nedoreCena, a Cesto i nekoherentna. Medutim, kvaliteta prehrane
nedvojbeno je Cimbenik koji utje€e na razvoj i tijek UBC (53). Nekvalitetna, tzv. brza
prehrana, temeljena na namirnicama s visokim sadrZzajem zasi¢enih masnih kiselina i
rafiniranih  ugljikohidrata, prema objavljenim istraZivanjima mozZe povecati rizik
obolijevanja od UBC za Cak tri do Cetiri puta (54). S druge strane, namirnice s visokim
sadrzajem viSestrukonezasi¢enih masnih kiselina, osobito omega-3, kao S$to su
eikozapentaenska i dokozaheksaenska kiseline, poput plave morske ribe, mogu djelovati
preventivno, ali i djelomi¢no kurativho kod oboljelih od UBC i drugih kroni¢nih bolesti

(55).

1.1.5.6. Pusenje

Medu svim Cimbenicima okoliSa potencijalno involviranim u etiopatogenezu UBC,
najevidentniji dokazi postoje za utjecaj puSenja (56). Povezanost pusenja duhanskih
proizvoda i patogeneze UBC je kompleksna, no brojna su istraZivanja potvrdila istu
Cinjenicu: pusenje je protektivan faktor kod oboljelih od UK, dok je s druge strane
Cimbenik rizika i doprinosi nastajanju i egzacerbaciji CB (57). Ovi su utjecaji Cini se
ovisni o koli¢ini duhanskog dima koji se aktivno ili pasivho unose u organizam, a rezultati
su koherentni u razli¢itim zemljopisnim podrucjima (58). Paradoksalno, osobe koje su
prestale pusiti imaju 1,7 puta vedi rizik od razvoja UK od osoba koje nikada nisu pusile

duhanske proizvode. Isto tako, bivSi pusaci CeSc¢e bivaju hospitalizirani od aktivnih
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pusaca, a vjerojatnost da Ce biti podvrgnuti kolektomiji dvostruko je ve¢a kod oboljelih

koji nikada nisu bili aktivni pusaci (59).

1.1.5.8. Ostali ¢imbenici rizika

Ostali ¢imbenici rizika potencijalno povezani s patogenezom UBC jesu €injenica
je li osoba dojena u novorodenackoj dobi, cijepljenja i oboljenja u ranom djetinjstvu,
koristenje farmaceutskih pripravaka (ponajviSe antibiotika, oralnih kontraceptiva i
nesteroidnih protuupalnih lijekova), prethodna apendektomija, infekcije crijevnim
parazitima, stres te ostali ¢imbenici vezani uz okoli§ i nacin Zivota pojedinca (24).
Medutim, rezultati istrazivanja na ovom podrucju su proturje€na, €esto i kontroverzna.
lako postoji povezanost Cimbenika rizika s patogenezom UBC, jo$ uvijek nije definirana

njihova to¢na uzro¢no-posljedi¢na povezanost (60).

1.1.6. Dijagnosti¢ke pretrage

Dijagnosticki postupci koji sluze u rutinskoj dijagnostici upalnih bolesti crijeva
obuhvacaju laboratorijske, endoskopske i radioloSke pretrage, te patohistoloSke analize
biopti¢kih ili kirur§kih uzoraka (11, 37).

Laboratorijske pretrage osnovni su dijagnosti¢ki postupak. U aktivnoj fazi
bolesti nalazimo tipicne pokazatelje upalnih promjena: ubrzanu sedimentaciju eritrocita i
poviSene vrijednosti C-reaktivhog proteina, a Cesto nalazimo i poviSene vrijednosti
fibrinogena. Biokemijskim pretragama u akutnoj se fazi bolesti Cesto uoCavaju
hipoalbuminemija i povi$ene vrijednosti aktivnosti jetrenih enzima.

Pri dijagnosticiranju upalne bolesti crijeva nuzno je dodatno uciniti i endoskopske
pretrage probavne cijevi (kolonoskopija, ezofagoduodenoskopija, enteroskopija,

odnosno endoskopija kapsulom), u cilju procjene proSirenosti bolesti. Kod Crohnove je
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bolesti doseg rektoskopije odnosno rektosigmoidoskopije ograni¢en pa je najcescée
potrebno, zbog prirode proSirenosti upalnih promjena, uciniti potpunu kolonoskopiju i
ileoskopiju. Endoskopski uocljive promjene u Crohnovoj bolesti su u pravilu
diskontinuirane (engl. skip lesions), od blagih aftoznih promjena do dubokih ulceracija i
fisura, s podrucjima zdravog tkiva izmedu upalno zahvacenih podrudja tkiva. U kasnijoj
se fazi bolesti mogu javiti i pseudopolipozne promjene, stenoze i fistulacije crijeva.

Kod teskih je oblika bolesti nuzno uciniti i radioloSke pretrage abdomena,
odnosno nativne snimke kojima se iskljuCuje ili potvrduje prisutnost toksi¢nog
megakolona, ileus ili perforacije crijeva. Irigografija je korisna u cilju procjene
proSirenosti bolesti i otkrivanja komplikacija poput striktura ili karcinoznih promjena. U
ciliju evaluacije promjena u tankom crijevu primjenjuje se pasaza tankog crijeva ili
enterokliza. Korisni dijagnosti¢ki postupci jesu i pregled ultrazvukom, kompjutorizirana
tomografija (CT) te magnetska rezonancija (MR).

Patohistoloske analize takoder su vazna karika u dijagnostiCkom algoritmu
bolesti i doprinose razlikovanju patomorfoloskih oblika upalnih bolesti crijeva.

Moderne scintigrafske metode nuklearne medicine poput scintigrafije crijeva
obiljezenim leukocitima ili antileukocitnim protutijelima nadopunjavaju navedene
dijagnosti¢ke pretrage (11).

Postoji nekoliko parametara za utvrdivanje jacine i aktivnosti upalnih bolesti
crijeva, a medu najuvrjeZenijima nalazimo klasifikaciju po Truelove i Wittsu (61) koji
ulcerozni kolitis dijeli na blagu i teSku bolest te CDAI-karakterizaciju, odnosno indeks
aktivnosti Crohnove bolesti (engl. Crohn's disease activity index) (62) koji Crohnovu
bolest klasificira u tri stupnja jacine bolesti.

Na zalost, jo§ uvijek ne postoji pouzdan razlikovni bilieg za diferencijalnu

dijagnozu Crohnove bolesti i ulceroznog kolitisa. Do danas nije otkriven parametar koji bi
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bio specifican za jedan ili drugi entitet upalnih bolesti crijeva. PredloZeno je nekoliko
seroloSkih biljega, poput perinuklearnih antineutrofilnih citoplazmatskih protutijela (engl.
perinuclear antineutrophil  cytoplasmic antibodies, pANCA) te protutijela na
Saccharomyces cerevisiae (engl. anti-Saccharomyces cerevisiae antibody, ASCA).
Protutijela pANCA mogu se utvrditi u velikoj vecini, ¢ak do 80% oboljelih od ulceroznog
kolitisa. S druge strane, prisutna su u manje od 10% oboljelih od Crohnove bolesti.
Protutijela na Saccharomyces cerevisiae CeS¢e se pojavljuju u oboljelih od Crohnove
bolesti, u oko 60% bolesnika, no mogu se javiti i u oboljelih od ulceroznog kolitisa koji su
rezistentni na terapiju. Medutim, ¢ak i kombinacija ova dva testa, usprkos visokoj
osjetljivosti, nema dovoljnu specificnost za diferencijalnu dijagnozu, ali predstavija
doprinos uspostavljanju kona¢ne dijagnoze, uz kombinaciju ostalih dostupnih
dijagnosti¢kih postupaka (63).

Obzirom na Cesto preklapanje kliniCkih karakteristika razliitih entiteta upalnih
bolesti crijeva, vrlo je vazno $to je moguce tocCnije odrediti fenotip ve¢ pri inicijalnoj
prezentaciji bolesti. Isto tako, vazno je razlikovati i pravilno diferencijalno dijagnosticirati
druga moguca oboljenja koja se manifestiraju sli€no kao upalne bolesti crijeva (infekcije
mikroorganizmima i parazitima, vaskularne bolesti, maligne bolesti, ostale bolesti koje

uzrokuju bol u trbuhu i/ili proljev, poput divertikulitisa, celijakije, apendicitisa i sl.).

1.1.7. Terapija upalnih bolesti crijeva

Lijekovi koji se klasiCno upotrebljavaju u lije€enju upalnih bolesti crijeva jesu
aminosalicilati, kortikosteroidi, imunomodulatori, antibiotici, a u novije vrijeme i bioloSka
terapija (11, 64, 65). Pojedina skupina lijekova ima svoje prednosti i nedostatke, a

njihova je upotreba ¢esto popracena raznim nuspojavama (66).
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Aminosalicilati su ve¢ godinama prva linija terapije kod oboljelih od upalnih
bolesti crijeva. Aminosalicilati poput mesazalina (5-ASA) imaju protuupalno djelovanje
putem inhibicije produkcije proupalnih citokina i ostalih proupalnih medijatora. Potrebna
je pravilna primjena farmakoloSki odgovarajuceg oblika ovog lijeka kako bi stigao do
mjesta zahvacenih upalnim promjenama, osobito ukoliko je rije¢ o distalnim dijelovima
crijeva. Lijekovi koji sadrzavaju 5-ASA u obliku azo-konjugata jesu sulfasalazin (5-
ASA+sulfapiridin), olsalazin (5-ASA dimer) i balsalazid (5-ASA + inertni aminobenzoil-
alanin). Nadalje, lijekovi koji imaju odgodeno otpustanje mesazalina jesu formulacije
poput Salofalka, Claversala, Asacola i Pentase a uzimaju se per 0s. Rektalna aplikacija
5-ASA u obliku supozitorija i klizmi omogucava visoku koncentraciju lijeka na mjestu
upalnih promjena kod distalno zahvaéenih dijelova crijeva. Nuspojave su ovisne o dozi
ljeka i javljaju se u 10-45% bolesnika. Aminosalicilati nisu djelotvorni kao terapija
odrzavanja nakon remisije inducirane lijekovima kod oboljelih od Crohnove bolesti (67).

Kortikosteroidi su snazni protuupalni lijekovi koji svoje djelovanje ostvaruju
inhibicijom velikog broja reakcija koje dovode do nastanka upalnih procesa. Kod
primjene u oboljelih od upalnih bolesti crijeva pomazu u smanjenju upale u
gastrointestinalnom sustavu (68). Klasi¢ni oblici kortokosteroida ukljuCuju sistemske
pripravke (oralni oblici — prednizon, prednizolon, metilprednizolon i intravenski oblici —
hidrokortizon i metilprednizolon) te topicke lijekove (supozitoriji, pjene i klizme). Obzirom
da su nuspojave koriStenja sustavnih kortikosteroida relativno Ceste (akne, edemi,
intolerancija glukoze a kasnije i katarakta, osteoporoza, miopatija i dr.), razvijeni su
nesistemski kortikosteroidi koji imaju znatno manje nuspojava, poput budesonida (69).

Imunomodulatori, poput azatioprina (AZA) i 6-merkaptopurina (6-MP) pripadaju
skupini tiopurina. Upotrebljavaju se u lijeCenju upalnih bolesti crijeva te odrZavanju

stabilne remisije bolesti (70). Nazalost, iako su ovi lijekovi najbolja opcija za bolesnike
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ovisne o kortikosteroidima ili pak rezistentne na njih, opisano je da se u 28% oboljelih
razvija neka od nuspojava, pa je neophodno stalno klini¢ko i laboratorijsko praéenje
bolesnika (69).

Medu antibioticima koji se primjenjuju u lije€enju upalnih bolesti crijeva nalazimo
metronidazol i ciprofloksacin, koji su indicirani za lijeCenje septickih komplikacija.
Preporuca ih se Koristiti i kod bolesnika s refrakternom boleséu kod kojih nije moguéa
kirurSka intervencija. Najvaznija nuspojava metronidazola je moguca ireverzibilna
periferna neuropatija koja se pojavijuie uz dugotrajnu primjenu ovog lijeka.
Ciprofloksacin je bolje podnosljiv, ali je uz istovremenu dugotrajnu primjenu u
kombinaciji s kortikosteroidima mogué razvoj tendinitisa i ruptura Ahilove tetive (70).

Zadnje desetlje¢e uslijed saznanja dobivenima istraZivanjima na podrucju
temeljnih medicinskih znanosti, ponajvise uz prepoznavanje kaskada imunosnih reakcija
ali i razjasnjavanje dijela genske podloge bolesti dovelo je do razvoja razliCitih lijekova
koji su usmjereni upravo na ove komponente (71). U prvom redu to su antagonisti
Cimbenika tumorske nekroze a (TNF-a), poput infliksimaba, adalimumaba, etanercepta,
onercepta, zatim inhibitora selektivnih adhezijskin molekula poput natalizumaba,
fontolizumaba, protu-interleukin-12 protutijelo, protutijelo na receptor interleukina-6,
visilizumab i sl. (70). Najvazniji je medu njima i za sada jedini registrirani i klini¢ki
primjenjiv  bioloSko-terapijski agens infliksimab. Inflksimab (IFX) kimericno je
monoklonsko protutijelo usmjereno na TNF-a sa snaznim protuupalnim potencijalom
temeljenim na apoptozi upalnih stanica. UCinkovit je u lije€enju aktivhog oblika Crohnove
bolesti, a pokazao se prilicno uclinkovitim i u lije€enju oblika ulceroznog Kkolitisa
rezistentnog na standardnu terapiju. Lijek je moguce primjenjivati i pri pojavi klini¢kih
simptoma relapsa. Terapija infliksimabom rezultira smanjenjem broja komplikacija,

hospitalizacija i kirurS8kih zahvata kod oboljelih od Crohnove bolesti (69). Moguce
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nuspojave uporabe ovog lijeka jesu razvoj protutijela na infliksimab te razvoj
oportunisti¢kih infekcija. Recentna evidencija registriranih nuspojava ne opisuje vedi rizik
od razvoja malignih bolesti u oboljelih koji primaju terapiju infliksimaba (72).

IstraZzivanja ranih molekularnih dogadaja vezanih uz razvoj upalnih bolesti crijeva
svakim danom dovode do akumulacije novih saznanja etiopatogeneze ovih bolesti ali i
otvaraju nove vidike i moguénosti novih terapijskih agensa. Medutim, potrebne su godine
istrazivanja in vitro i in vivo na Zivotinjskim modelima bolesti, a kasnije i u kontroliranim
klinickim studijama kako bi od zacetne ideje dobili ucinkoviti lijek, prihvatljivog spektra

mogucih nuspojava.

1.1.8. Pokusni modeli upalnih bolesti crijeva

Kako je kod wupalnih bolesti crijeva zasigurno rije€¢ o kompleksnim,
multifaktorijalnim bolestima, pitanju etiopatogeneze pokusalo se pristupiti na mnogim
razinama. Medutim, wunato€¢ opseznim kliniCkim, histoloSskim, endoskopskim,
biokemijskim, mikrobioloskim, imunoloskim i epidemioloSkim istrazivanjima, etiologija i
patogeneza upalnih bolesti crijeva, kao i mehanizmi koji dovode do pojedinog
patomorfoloSkog oblika bolesti, jos uvijek ostaju nepoznanica (73-77). Cjelokupna slika
bez sumnje je vrlo sloZzena, no mnogi su ,komadi¢i mozaika“ ipak posloZeni brojnim
imunobiokemijskim istraZivanjima, gdje su zasigurno vrlo znacajan doprinos imali
pokusni modeli bolesti.

Dosad je razvijeno nekoliko razli¢itih modela kolitisa u misa. Pokusni modeli
rezultiraju klinickim simptomima, histopatoloskim i imunopatoloSkim promjenama koje
uvelike nalikuju humanim upalnim bolestima crijeva te zbog toga omogucuju
prou¢avanje ranih dogadanja vezanih uz nastanak, razvoj i cijeljenje upalnih procesa

(78). Najuvrjezeniji kemijski modeli kolitisa u miSa jesu DSS-kolitis (kolitis izazvan
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oralnom primjenom natrijevog dekstran sulfata, model ulceroznog kolitisa); oxazolone-
kolitis (kolitis izazvan rektalnom primjenom oksazolona otopljenog u etanolu, takoder
model ulceroznog kolitisa) te  kolitis izazvan rektalnom primjenom
trinitrobenzensulfonske kiseline otopliene u etanolu, TNBS-kolitis, engl. Crohn-like
colitis). Znacajni su i genetski modeli kolitisa, poput IL-10 deficijentnih miSeva te kolitis u

misa dobiven transferom limfocita T (79).

1.1.8.1. Model Crohnove bolesti u miSa

Model trinitrobenzensulfonskom kiselinom induciranog kolitisa u miSa (TNBS-
kolitis, model Crohnove bolesti u miSa, engl. Crohn-like colitis in mice) predstavlja
pokusni model upalne bolesti crijeva pri ¢emu dolazi do oStec¢enja epitelnih stanica,
ulceracija i transmuralne upale koja je uglavnom lokalizirana u podrucju distalnog dijela
kolona. Rektalna primjena otopine trinitrobenzensulfonske kiseline u etanolu uzrokuje
primarno Th1 oblik imunosnog odgovora, koji je specifi€an za Crohnovu bolest u ljudi
(80). Zbog velike sli¢nosti klinickih, histoloSkih i imunoloSkih karakteristika kod ljudi te
reproducibilnosti u Zivotinja, predstavlja pogodan pokusni model za prou¢avanje ranih
dogadanja vezanih uz nastanak, razvoj i cijeljenje Crohnove bolesti (78, 80).

2,4,6-trinitrobenzensulfonska kiselina (TNBS, pikrilsulfonska kiselina) spoj je
kemijske formule CgH3N3OgS, €ija je relativha molekulska masa Mr=293.17. Kemijska

struktura ove molekule prikazana je na slici 4.

Slika 4. Kemijska struktura 2,4,6-trinitrobenzensulfonske kiseline

Svaki zivotinjski model upalnih bolesti crijeva ima svoje specifiCnosti i pogodan je

za proucCavanje odredenog segmenta bolesti, a dobrog ili loSeg modela nema. Idealan
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Zivotinjski model bolesti bio bi Zivotinjski model u kojem se bolest pojavljuje spontano ili
pak bolest biva potaknuta odredenim agensima ili genetskom manipulacijom, a klinicka
slika, imunosni mehanizmi i geni koji odreduju predispoziciju za razvoj upale identi¢ni
onim humanim. Nadalje, Zivotinjski model mora biti relativno jednostavno izvediv, upalne
promjene moraju biti reproducibilne, postupci ekonomski prihvatljivi, vodeéi raCuna i o
etickim aspektima sprjeavanja nepotrebnih patnji kod pokusnih Zivotinja. Zivotinjski su
modeli bolesti nedvojbeno snazan alat za upoznavanje etiopatogeneze upalnih bolesti
crijeva, ali i putokaz za razvoj novih dijagnostickih i terapijskih strategija (78).
Dosadasnja su istraZzivanja, ukljuCuju¢i i ona koja ukljuéuju bolesnike te
istrazivanja provedena koristeci zivotinjske modele upalnih bolesti crijeva, ukazala da
proteaze imaju vaznu, ali jo$ uvijek nedovoljno jasnu ulogu u patogenezi ovih bolesti (81,
82). Pokazano je da peptidaze staniCne povrSine imaju presudnu ulogu u razgradnji
medijatora uklju¢enih u odrzavanje integriteta sluznice kao i nastanak upalnih promjena
(83, 84). Medu njima nalazi se i dipeptidil-peptidaza IV (DPP IV), odnosno molekula
CD26 (DPP IV/CD26; EC 3.4.14.5) (85). Pokazane su promijenjene vrijednosti aktivnosti
i izrazaja DPP IV/CD26 kod oboljelih od upalnih bolesti crijeva, koje koreliraju s jaCinom i
aktivnoséu bolesti (86-88). Medutim, uloga ove molekule u patogenezi UBC, kao i

drugim kroni¢nim upalnim bolestima, ostaje nerazjaSnjena (89).

1.2. Dipeptidil-peptidaza IV/molekula CD26 (DPP IV/CD26)

Obiljezje membranski vezanih peptidaza je posjedovanje specificnog profila
izraZaja u pojedinim tkivima, vrstama stanica ili pak stani¢nim dijelovima, $to odraZava
funkciju svake pojedine stanice. Kod nekih je membranski vezanih proteaza pronaden i
topljivi analog koji se moze locirati intra i ekstracelularno, uklju€ujuci i bioloSke tekucine

poput seruma, urina, sline, sjemene i amnionske tekucine (90).
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TipiCan predstavnik membranski vezanih proteaza je dipeptidil-peptidaza IV
odnosno molekula CD26 (DPP IV/CD26), koju nalazimo izraZzenu na povrsini brojnih
stanica tkiva razli¢itih organa, ali i u cirkulaciji na sistemskoj i lokalnoj razini. Specifi¢nost
ove molekule jest moguc¢nost katalitiCcke razgradnje odnosno cijepanja dipeptida s N-
terminalnog dijela lanca bioloski znacajnih supstrata koji na pretposljednjem mjestu u
primarnoj strukturi odnosno sekvenciji aminokiselina sadrze prolin ili alanin (91).

Dugi niz godina vjerovalo se da je glavna funkcija DPP IV/CD26 u razgradnji
konaénih metabolita u procesu probave. Pripisivala joj se jedinstvena uloga u
metabolizmu polipeptida s visokim sadrZajem prolina. Brojnim daljnjim istrazivanjima
utvrdena je njezina vazna uloga i u imunosnom odgovoru organizma (92). Nakon
dobivenih saznanja o bioloskim ucincima znacajnih bioaktivnih molekula, supstrata DPP
IV/CD26, te mogucnosti njihove aktivacije odnosno inaktivacije, $to dovodi do modulacije
neuroimunobiokemijskog odgovora organizma, istrazivanja vezana uz ovu molekulu

eksponencijalno su rasla (93).

1.2.1. Kronologija znanstvenih saznanja

Prvi opis dipeptidil-peptidaze IV (DPP IV/CD26) zabiliezen je 1966. u
znanstveno-istrazivackom radu Hopsu-Havua i Glennera (94) koji su u homogenatu jetre
Stakora otkrili enzim sa svojstvom otpustanja naftilamina iz Gly-Pro-2-naftilamida. Zbog
navedenog su svojstva ovaj enzim nazvali glicil-prolin naftilamidaza. Godine 1977.
otkrivena je funkcija vezivanja neodredenog proteina s adenozin-deaminazom (ADA) te
je stoga nazvan ,adenozin deaminaza vezujuéi protein” (engl. Adenosin deaminase
binding or complexing protein, ADAbp, ADAcp). Tek je 1993. utvrdeno da je rije€ o

kompleksu DPP IV-ADA (95).
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Godine 1977. prvi je put dokazana aktivnost DPP IV na limfocitima periferne krvi
(96). Jedanaest godina kasnije otkriveno je da je DPP IV identi¢na leukocithom
povrSinskom antigenu CD26, nakon Cega je nekoliko monoklonskih protutijela koja
prepoznaju DPP IV grupirano pod nazivom ,CD26“. Godinu dana kasnije utvrdeno je da
se DPP IV sastoji od dvije jednake podjedinice, od kojih svaka sadrzi svoje aktivho
srediste (97).

Ova je molekula godine 1985. karakterizirana kao receptor za kolagen i
fibronektin (98). Obzirom da je slijed aminokiselina Gly-Pro ucestala u kolagenu,
pretpostavilo se da ima zna€ajnu metaboli¢ku ulogu u biokemijskim procesima u kojima
je involviran kolagen. Medutim, kako je ustanovljeno da DPP IV/CD26 nema sposobnost
cijepanja Pro-Pro i Pro-Hyp veza koji ponajviSe slijede Gly-Pro sekvence u kolagenu,
to€na fizioloska uloga ovog enzima dugo je ostajala nepoznata (99).

Daljnjim istrazivanjima ove molekule cjelokupna cDNA humane CD26 prvi je put
objavljena 1992. godine (100). Godine 2001. pokazana je sposobnost izravnog
vezivanja CD26 na citoplazmatsku domenu tirozinske fosfataze, odnosno molekule
CD45 (101). DanaSnja saznanja opisuju molekulu CD26 kao transmembranski
glikoprotein s funkcijom serinske proteaze te ujedno i jedinstven hematopoetski
diferencijacijski antigen. Pripada velikoj obitelji prolil-oligopeptidaza (POP) koja uz
skupinu DPP IV gena sadrZi i prolil-endopeptidazu (PEP; EC 3.4.21.26) i acil-aminoacil-
peptidnu hidrolazu (ACPH; EC 3.4.19.1). Medutim, DPP IV/CD26 jedini je ¢lan ove
obitelji Ciji je izrazaj pronaden na leukocitima (102). Daljnjim je istrazivanjima dokazano
da dijeli mnoga zajedniCka strukturna i regulacijska svojstva s molekulom CD10
(neutralnom endopeptidazom), molekulom CD13 (aminopeptidazom N) te molekulom

BP-1/6C3 (aminopeptidazom A) (103).

26



IstraZivanja provedena posljednja tri desetlie¢a ukazala su na Siroki spektar
podrucja djelovanja i funkcionalnih osobitosti DPP IV/CD26 u biokemijskim, imunosnim i
neuroendokrinim medudjelovanjima. U mnogim slu€ajevima, u€inci ne moraju nuzno biti
vezani samo uz kataliticko djelovanje ove molekule ve¢ uz brojne, dosad jo$ uvijek
nedostatno poznate, moguénosti djelovanja na podru€ju stanicne adhezije,

medustani¢éne komunikacije te prijenosa signala u stanicu (104).

1.2.2. Lokalizacija DPP IV/CD26

Molekula CD26 konstitutivho je izrazena na brojnim stanicama razli€itih tkiva i
organa poput probavnog, ziv€anog, spolnog i ostalih organskih sustava.
Imunohistokemijskim analizama DPP 1V/CD26 dokazana je gotovo u svim endotelnim
stanicama kapilara razli¢itih organa i tkiva (104). Humana DPP IV/CD26 relativno je
ubikvitarna molekula, osobito izrazena na zrelim timocitima, aktiviranim limfocitima T, B,
NK-stanicama i makrofazima. Molekula CD26 Izrazena je na in vivo i in vitro aktiviranim
CD4" i CD8" humanim limfocitima T (105). Otprilike 56% CD4" i 35% CD8" stanica
limfocita periferne krvi, 74-81% CD4" te 12-19% CD8" limfocita T aktiviranih pomocu
fitohemaglutinina izrazava CD26 (106). Izrazena je i na mirujué¢im limfocitima T u znatno
manjem postotku, ali njezin izrazaj raste 5 do 10 puta nakon stimulacije odredenim
antigenima (poput anti-CD3) i interleukinom 2 (IL-2) (91, 107). Najveéa razina izrazaja
molekule CD26 pronadena je na imunosnim stanicama koje izraZzavaju aktivacijske
biliege poput CD25, CD71, CD45R0 te CD29 (108).

IzraZaj molekule CD26 na limfocitima B je vrlo nizak, no takoder raste nakon
stimulacije mitogenima ili proteinima Staphylococcus aureus (109). Poput limfocita T i B,
i NK-stanice izrazavaju CD26 u niskoj razini, ali se izrazaj moze povecati za oko 30%

stimulacijom s IL-2. Utvrdeno je da 10% CD16" svjezZe izoliranih NK-stanica izrazavaju
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molekulu CD26 (110). Utvrden je izrazaj molekule CD26 i na klonovima stanica s NK-

aktivnosc¢u te subpopulacijama NK-stanica pacijenata nakon transplantacije kostane srzi
(111, 112). Podaci dobiveni koristenjem inhibitora DPP 1V/CD26 ukazuju na ¢injenicu da
je molekula CD26 ukljuena u regulaciju proliferacije NK-stanica, ali ne i u njihovu

citotoksi¢nu ulogu (113).

1.2.3. Molekularna obiljezja DPP IV/ICD26

Gen koji kodira humanu DPP [|V/CD26 lociran je na duzem kraku drugog
kromosoma (2924.3). Duzina mu iznosi priblizno 70 kb. Sadrzi 26 egzona, Cija se
veliina prostire od 45 b do 1,4 kb (114). Karakteristicno je da se na 5' kraju ne nalaze ni
TATA kutija ni CAAT kutija, no podrucje veli€¢ine oko 300 parova baza koje iznimno
obiluje citozinom i gvaninon (oko 72%) sadrzZi potencijalna vezna mjesta za nekoliko
transkripcijskih faktora, poput NFkB, AP2 i Sp1 (114, 115).

Gen koji kodira misju DPP IV/CD26 prostire se na viSe od 90 kb. Sadrzi takoder
26 egzona Cija se veli€ina kre¢e od 100 b pa sve do vise od 20 kb (116). DPP 1V/CD26
podrijetlom iz miSa ne dijeli zna€ajnu sli€¢nost u sekvenciji s ostalim pripadnicima
serinskih proteaza (poput kimotripsina i subtilisina) ali sadrzi visoko konzerviranu
domenu duzine priblizno 200 aminokiselina koja je specifit(na za nekoliko
nekonvencionalnih serinskih hidrolaza (117).

Molekula DPP IV/CD26 humanog podrijetla klasificira se kao integralni
transmembranski protein tipa Il. Relativha molekulska masa dimera iznosi oko 240 000,
a sastavljena je od dva jednaka dimera relativne molekulske mase 120 000. Sadrzi
ukupno 766 aminokiselina (u Stakora 767) sto je ustanovljeno sekvencioniranjem cDNA
(118). Od ukupnog broja aminokiselina, 22 (VLLGLLGAAALVTIITVPVVLL) otpadaju na

transmembransku hidrofobnu domenu, na koju se nastavlja kratak intracelularni,
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hidrofilni ostatak sastavljen od svega Sest aminokiselina (MKTPWK) na N-terminalnom
kraju proteinskog lanca. Preostalih 738 aminokiselinskih ostataka sadrZze devet
potencijalnih glikozilacijskih mjesta. Shematska struktura humane DPP IV/CD26

prikazana je na slici 5.

Slika 5. Shematska struktura DPP IV/CD26

(prilagodeno prema (119))

1.2.4 Strukturna obiljezja DPP IV/CD26
Transmembranski glikoprotein DPP 1V/CD26 u organizmu se nalazi ponajviSe u
obliku dimera sastavljenog od dvije jedinice monomera od kojih svaka sadrzi dvije
podjedinice:
1.) alfa-beta hidrolaznu domenu, koja obuhva¢a aminokiselinske ostatke od 501
do 766 te
2.) beta-propelernu domenu koja se prostire od 59. do 497. aminokiselinskog
ostatka molekule DPP 1V/CD26.
Ove podjedinice zajedno &ine udubinu duZine od 30 do 45 A u promjeru. Beta-
propelerna domena dobila je naziv prema specificnom izgledu koji podsje¢a na brodski
propeler (slika 6).
DPP IV/CD26 posjeduje devet potencijalnih mjesta za glikozilaciju koji se nalaze

najvec¢im dijelom na beta-propelernoj domeni, u blizini podruc¢ja dimerizacije (120).

Slika 6. Shematski prikaz dimerne strukture DPP 1V/CD26
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Kristalna struktura DPP 1V/CD26 pomogla je u rasvjetljavanju funkcionalne uloge
dimerizacije DPP IV/CD26. Naime, pokazano je da dimerizacija nije neophodna za
oblikovanje aktivhog srediSta. S druge strane, dimerizacija i tetramerizacija utjeCu na
ostale komponente, uklju€ujuci supstrate proteolize te vezivanje adenozin-deaminaze a
najvjerojatnije i moguénost medustani¢ne komunikacije. Osim toga, dimerizacija DPP
IV/CD26 pojacava afinitet receptora prema ligandu $to moze biti od iznimne vaznosti u
procesima prijenosa signala u stanicu (120).

Osim dimerizacije, detaljnijim istrazivanjima otkrivena je i sposobnost
oligomerizacije membranski vezane i solubilne DPP IV/CD26. Zbog geometrijske
specifiCnosti, tetramerizacija na povrSini stanice zahtjeva membranski vezan i solubilni
oblik DPP IV/CD26, lociranih na povrsini dviju razli€itih stanica, kao $to je prikazano na
slici 7.

DPP IV/CD26 moze na ovaj nacin sudjelovati i u medustani¢noj komunikaciji.
Pretpostavlja se da DPP IV/CD26 modulira kontakt izmedu dviju stanica u procesu
medusobne komunikacije putem tetramerizacije dvaju DPP IV/CD26 dimera prisutnih na
njihovoj povrsini. Vaznu ulogu u ovom procesu moze imati i solubilni oblik ove molekule,

obzirom da moze interferirati u vezivanju membranski vezanih oblika.

Slika 7. Shematski prikaz tetramerne strukture DPP IV/CD26 (prilagodeno prema (120))

1.2.5. Solubilna DPP IV/CD26

Osim u membranski vezanom obliku na povrsini razli€itih stanica, DPP IV/CD26
prisutna je u solubilnom (topljivom) obliku u cirkulaciji u serumu, slini, urinu, sinovijalnoj
tekucini, sjemenoj i amnionskoj tekucini, te ostalim bioloskim tekuéinama. Podrijetlo

solubilne DPP IV/CD26 nije sa sigurno$cu utvrdeno, ali pretpostavlja se da potjeCe s
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povrsine stanica koje su u doticaju s krvlju. Vjeruje se da postoji proteolitiCki mehanizam
koji doprinosi otpustanju membranski vezane DPP IV/CD26 u cirkulaciju, no zasad nije
poznat (121).

Solubilna DPP IV/CD26 pleiotropna je molekula koja zadrzava identi¢na
proteolitiCka svojstva poput membranski vezane. Razlikuju se u nedostatku 22
aminokiseline transmembranskog dijela te 6 aminokiselina unutarstanicnog dijela

cjelovite DPP IV/CD26 (122).

1.2.6. Aktivno srediste DPP IV/CD26

Aktivno srediste DPP IV/CD26 Cini kataliticka formacija serin (aminokiselinski
ostatak 630), asparaginska kiselina (aminokiselinski ostatak 708) te histidin
(aminokiselinski ostatak 740). Osim toga, tirozinski ostatak (547) hidrolazne domene
neophodan je za katalitiCku aktivnost ovog enzima a kinetic¢ka istrazivanja pokazala su i
da sudjeluje u stabilizaciji intermedijernih oblika supstrata. Nadalje, dvije glutaminske
kiseline, Glu205 i Glu206 sudjeluju u stvaranju medumolekulskih elektrostatskih veza s
N-terminalnim dijelom supstrata, Sto ostavlja mjesta samo za dvije aminokiseline prije no
Sto peptid dospije do aktivnog mjesta. Ovaj mehanizam objasnjava dipeptidilnu
katalitiCku aktivnost DPP 1V/CD26 (123).

Beta-propelerna domena prekriva aktivho srediSte te stoga djelomi¢no
ograniCava pristup supstratima, $to omogucuje i djelomi¢nu regulaciju bioloSke aktivnosti
ovog enzima. Postoje dva glavna puta do aktivnog sredista molekule DPP IV/CD26:

1.) kroz prolaz beta propelerne domene te

2.) kroz boéni prolaz irine 14 — 15 A (124).

Oba su prolaza ovalnih dimenzija. Udaljenost od povrsine DPP IV/CD26 do

aktivnog sredista iznosi 20 A od bo&nog prolaza te 37 A od beta-propelerne domene.
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Nakon razgradnje supstrata, nastali produkti napustaju aktivno mjesto, a da pritom put

ulaska i izlaska ne moraju biti jednaki (120).

1.2.7. Specifi€nost prema supstratima

Mnoge bioloski aktivne molekule poput citokina, kemokina, hormona,
neuropeptida i faktora rasta sadrze evolucijski oCuvani prolin na pretposljednjem mjestu
polipeptidnog lanca (125). Ovakva struktura omogucuje im relativnho visoku moguénost
regulacije njihovog bioloSkog djelovanja te postojanost u zastiti razgradnje od strane
enzima koji ne posjeduju prolin-specificnu peptidaznu aktivnost (126). Medutim, upravo
ih ovakva struktura €ini pogodnim supstratima za kataliticko djelovanje DPP [V/CD26
(99).

Pokazano je da su peptidi manje molekulske mase vrlo dobri supstrati DPP
IV/CD26. Porastom broja aminokiselina u primarnoj strukturi polipeptidnog lanca,
smanjuje se i moguénost dopiranja do aktivhog srediSta, a time i mogucnost njihove
katalitiCke razgradnje od strane DPP IV/CD26 (84).

Tablica 1 prikazuje popis i karakteristike znacCajnih regulacijskih peptida,

supstrata DPP IV/CD26 u sisavaca.

Tablica 1. Popis i karakteristike zna¢ajnih regulacijskih peptida,
supstrata DPP [V/CD26 u sisavaca

(prilagodeno prema (99, 127), nadopunjeno i azurirano)

32



N- Broj
Supstrat Uspjesnost Bioloski Referenca
-terminalni amino-
DPP IV/CD26 o katalize ® uéinak br.
kraj lanca kiselina
Xaa-Pro-peptidi
Inaktivacija za
Neuropeptid Y, NPY YP-S... 36 +++ (128, 129)
Y1 receptor
Inaktivacija za
Peptid YY, PYY YP-I... 36 +++ (129)
Y1 receptor
Inaktivacija
Enterostatin VP-DP-R 5 ++ (130)
Inaktivacija
Beta-kazomorfin YP-F... 7 +++ (131)
Inaktivacija
Interleukin-6 (humani) VP-PG-E... 184 ++ (127, 132)
Inaktivacija
Interleukin-6 (mis;ji) FP-TS-Q... 187 ++ (127, 132)
Inaktivacija
Interleukin-10 (humani) SP-G 160 ++ (127, 132)
Nije sasvim
Propeptid tripsinogena FP-T... 8 + poznat, (131)
aktivacija?
Nije sasvim Nije sasvim
Bradikinin RP-P... 9 (133)
poznata poznat
Nije sasvim
Supstancija P RP-KP-Q... 11 ++ (133, 134)
poznat
Gastrin-oslobadajuci Nije sasvim
VP-LP-A... 27 + (131)
peptid poznat
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Inaktivacija

Endomorfin-2 YP-FF-NH, 4 ++ (135)
Inaktivacija
Tyr-melanostatin YP-LG-NH; 4 ++ (131)
Nije sasvim
Aprotinin RP-D... 58 + (131)
poznat
Inaktivacija za
RANTES" SP-Y... 68 + CCR-1iCCR-3 | (136, 137)
receptore
Granulocitni
Nije sasvim
kemotakti¢ni protein-2, GP-V... 73 + (137)
poznat
GCP-2
Inaktivacija za
SDF-1-a° KP-V... 68 + CXCR4 (136, 138)
receptor
Inaktivacija za
SDF-1-p° KP-V... 72 + CXCR4 (138)
receptor
Kemokin deriviran s Inaktivacija za
GP-YG-A... 69 + (139)
makrofaga, MDC CCR4 receptor
Monocitni kemotakti¢ni Nije sasvim Nije sasvim
QP-DA-... 76 (137)
protein 1, MCP-1 poznata poznat
Monocitni kemotakti€ni
QP-DS... 76 + Inaktivacija (136)
protein 2, MCP-2
Monocitni kemotakti¢ni Nije sasvim Nije sasvim
QP-VG... 73 (137)
protein 3, MCP-3 poznata poznat
Eotaksin GP-A... 74 + Inaktivacija za (125, 136,
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CCRS3 receptor 140)
Interferon-y-inducibilni Nije sasvim
VP-L... 77 + (127)
protein 10, IP-10 poznat
Inzulinu-sliéan Nije sasvim Nije sasvim
GP-E... 70 (99)
¢imbenik rasta 1 poznata poznat
Nije sasvim
Prokolipaza VP-DP-R... 101 + poznat, (131)
aktivacija?
Nije sasvim Nije sasvim
Interleukin-2 AP-T-... 133 (127, 131)
poznata poznat
Nije sasvim Nije sasvim
Interleukin-1-8 AP-V... 153 (126)
poznata poznat
Nije sasvim Nije sasvim
as-mikroglobulin GP-VP-T 168 (131)
poznata poznat
Nije sasvim
Prolaktin LP-I... 198 + (127, 131)
poznat
Nije sasvim
FP-T
Tripsinogen 231 + poznat, (131)
aktivacija?
Korionski AP-D... Nije sasvim
243 + (131)
gonadotropin (a-lanac) poznat
Xaa-Ala-peptidi
Peptid histidin- Inaktivacija
HA-E... 27 ++ (141)
metionin
Cimbenik oslobadanja
YA-D... 29 ++ Inaktivacija (142)

hormona rasta-(1-29)
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Cimbenik oslobadanja
YA-D... 44 ++ Inaktivacija (141)
hormona rasta-(1-44)
Glukagonu-sli¢an Inaktivacija
HA-E... 30 ++ (141)
peptid-1, GLP-1
Glukagonu-slican Inaktivacija
HA-E... 34 ++ (143)
peptid-2, GLP-2
Gastricni
YA-E... 42 ++ Inaktivacija (141)
inhibicijski peptid, GIP
Xaa-Ser-peptidi
Inaktivacija za
Vazoaktivni intestinalni
HS-DA-VF... 28 ++ VPAC1 (128)
peptid, VIP
receptor
Inaktivacija
Interleukin-10 (misji) MS-RG-Q... 160 ++ (127, 132)

relativne konstante katalize — zaklju¢ak prema podacima dostupnima u literaturi:

+, dobra; ++, vrlo dobra; +++, izvrsna konstanta katalize

® RANTES, od engl. regulated on activation normal T-cell expressed and secreted

°SDF, od engl. stromal cell-derived factor

Vaznost DPP IV/CD26 u fizioloSkim i patoloSkim procesima o €ituje se kroz

cjelokupnost djelovanja ove multifunkcionalne molekule, koja ima modulacijsku aktivnost

na razli¢itim razinama bioloskih medudjelovanja.
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Osim DPP IV/CD26, specificnost prema slicnim supstratima pokazuju jo$ neke

prolin/alanin-specificne endo i egzopeptidaze, a njihove su molekularne i biokemijske

karakteristike navedene u tablici 2.

Tablica 2. Karakteristike prolin/alanin-specifi¢nih endo i egzopeptidaza u sisavaca

(prilagodeno prema (99))

Duljina Relativha molekulska masa
Proteaza ostatka (Mr) Optimalni Oblik u
pocijepanog Nativna Podjedinica pH organizmu
lanca molekula
Dipeptidil-
peptidaza IV Membranski,
3-80 220 000 110 000 8,0
(DPP IV/CD26) solubilni
EC 3.4.14.5°
X-Pro-
Membranski,
aminopeptidaza 3-40 270 000 90 000 7-8
solubilni
EC 3.4.11.9
Prolil-
aminopeptidaza 2-30 300 000 54 000 7-8,5 Solubilni
EC 3.4.11.5/1°
Prolil-
oligopeptidaza 4-30 81 000 81 000 75-8 Solubilni
EC 3.4.21.26
Membranska Pro-X 2-7 240 000 135 000 8 Membranski

37




karboksipeptidaza

EC 3.4.17.16

Lizosomalna prolil-

karboksipeptidaza =23 200 000 25 000 4,5-55 Solubilni
EC 3.4.16.2
Pro-X-dipeptidaza

2 300 000 300 000 8-9 Solubilni
EC 3.4.13.8
X-Pro-dipeptidaza

2 108 000 54 000 7,5 Solubilni

EC 3.4.13.9

®bakterijska Xaa-Pro-dipeptidil-peptidaza EC 3.4.14.11 katalizira sli¢nu reakciju poput Zivotinjske

odnosno humane DPP IV EC 3.4.14.5, ali ne pripada istoj skupini serinskih proteaza

bprolil-aminopeptidaza podrijetlom iz sisavaca identi¢na je leucil-aminopeptidazi EC 3.4.11.1

1.2.8. Funkcije DPP IV/CD26

UvrijeZena su Cetiri podrucja djelovanja DPP IV/CD26 gdje, prema dosadasnjim

saznanjima, ova molekula ostvaruje svoju biolosku ulogu:

1.) Proteoliza — u svojstvu serinske proteaze DPP IV/CD26 sudjeluje u hidrolitickoj

razgradnji pojedinih bioloski aktivnih peptida, a samim time u njihovoj aktivaciji i

inaktivaciji. Na ovaj na¢in moze utjecati na modulaciju neuroimunobiokemijskog

odgovora organizma u fizioloskim i patoloSkim procesima (91).

2.) Uloga wu

izvanstaniénog matriksa te medudjelovanja stani¢ne povrSine

medustaniénoj komunikaciji,

komunikaciji

izmedu

stanice i

i virusnih

komponenti. DPP IV/CD26 opisuje se i kao kolagen i fibronektin-vezujuci protein

(144), zatim kao koreceptor za HIV-1 u medudjelovanju s adenozin-deaminazom

(145), te vazan Cimbenik metastaziranja tumora (146).
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3.) Prijenos signala u stanicu — pokazano je da DPP 1V/CD26 ima ulogu koreceptora
u kaskadnim reakcijama prijenosa specifi¢nih signala kroz membranu (92).

4.) Kompleksni neuroimunobiokemijski mehanizmi, zasad jo$ uvijek nedostatno
poznati — rezultati objavljenih istrazivanja ukazuju na uklju¢enost DPP [V/CD26 u
mehanizme staniCne proliferacije i diferencijacije (147), programirane stani¢ne
smrti odnosno apoptoze te slozene mehanizme aktivacije limfocita T in vitro i in
vivo, osobito u autoimunim procesima (147, 148). Utvrdena je uklju¢enost DPP
IV/CD26 u neuroimunoendokrine procese $to otvara put novim istrazivanjima i

terapijskim moguénostima (149).

Zbog svoje kompleksnosti u djelovanju te izrazite multifunkcionalnosti, DPP
IV/CD26 i obitelj DPP IV-gena predstavljaju iznimno vazno i znacajno podrucje u brojnim

istrazivanjima, kako temeljnim tako i kliniCko-farmaceutskim.

1.2.8.1. Prijenos signala u stanicu

Molekula DPP IV/CD26 prva je membranski vezana peptidaza za koju je
utvrdena uloga u procesu prijenosa signala u stanicu. Ovaj transmembranski
glikoprotein sadrzi kratku citoplazmatsku domenu, bez uobi€ajenih signalnih motiva (92,
104). Medutim, vjeruje se da su upravo taj kratki transmembranski dio i unutarstanicni
dio uklju€eni u kaskadne reakcije prijenosa signala u stanicu. Razli€ite grupe istrazivaca
opisale su uklju¢enost DPP IV/CD26 u regulaciju diferencijacije i rasta limfocita T, kao i
njihove aktivacije (110, 150, 151).

Vazna komponenta prijenosa signala u stanicu putem molekule CD26 jest i
agregacija s adenozin-deaminazom. Adenozin-deaminaza (ADA; EC 3.5.4.4) enzim je

uklju¢en u metabolizam purina. Katalizira hidroliticku deaminaciju adenozina ili 2'-
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deoksiadenozina u inozin ili 2'-deoksiinozin i amonijak. Kongenitalni defekti ADA-e
uzrokuju teSku kombiniranu  imunodeficijenciju, karakteriziranu  nedostatkom
funkcionalnih limfocita T i B (152). ADA se dugi niz godina svrstavala u citosolne
enzime, no kako je njezin izrazaj pronaden na povrsini mnogih stanica, danas se smatra
ektoenzimom.

Obzirom na kratku citosolnu domenu molekule CD26, potrebna joj je molekula s
kojom se moze povezati u cilju efikasne provodnje signala (153). Pokazano je da upravo
interakcija DPP IV/CD26 i ADA-e rezultira kostimulacijskim signalima kod limfocita T.
Asocijacija CD26-ADA na povrSini limfocita T mozZe imati kostimulacijsku ulogu prilikom
aktivacije T-stanicnog CD3 antigen-receptora (152). Rezultati provedenih istrazivanja

pokazali su da prilikom povecane koncentracije ADA-e dolazi do povecanog lu€enja
interferona gama (IFN-y), ¢imbenika tumorske nekroze alfa (TNF-a), te interleukina-6 (IL-

6) dok nema znacajnijeg u€inka na interleukine 2 i 10 (IL-2 i IL-10) (153).

Slika 8. Prikaz strukture molekule CD26 (A) u kompleksu s adenozin-deaminazom (B)

(prilagodeno prema (154))

Osim u sluCaju povezivanja s ADA-om, Ishii i sur. (101) pokazali su da se
signalizacija putem molekule CD26 djelomi¢no odvija i putem asocijacije s tirozinskom
fosfatazom odnosno molekulom CD45. Poznato je da je molekula CD45 involvirana u
aktivaciju limfocita T te stoga kompleks CD26-CD45 predstavlja kariku u nizu signalnih

kaskada uklju€enih u imunosni odgovor.
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1.2.9. Obitelj DPP IV gena

Prolin-selektivne dipeptidil-peptidaze skupina su serinskih proteaza koje
sudjeluju u regulaciji razliCitih biokemijskih procesa putem hidrolize N-terminalnih
dipeptida s polipeptidnih i proteinskih lanaca koji sadrze aminokiselinu prolin na
pretposljednjem mjestu (155). Obitelj DPP IV gena €ine DPP IV/CD26, protein aktivacije
fibroblasta (FAP), DPP8 i DPP9, te DPL1 i DPL2, koji nemaju enzimatsku ulogu.
Nazivaju se jo$ i ,homolozi aktivnosti i strukture dipeptidil-peptidaze 1V, engl. Dipeptidy!
peptidase 1V activity and structure homologues (DASH) zbog sli€ne enzimske aktivnosti
i/ili strukturne podudarnosti te visoke homologije na razini DNA i aminokiselina (90).
Preklapanje specifiCnosti prema supstratima te odredenih komponenti strukture ukazuje
na njihovu vaznost u smislu kooperacije, interakcije s ostalim bioloSki vaznim
molekulama, kao i evolucijske oCuvanosti (121).

Protein aktivacije fibroblasta alfa (FAP-a, sepraza) dijeli oko 50% sli¢nosti u
sekvenciji s DPP IV i sadrzi gotovo identi€an broj (760) aminokiselina. Gen koji kodira
ovaj protein nalazi se u neposrednoj blizini gena za DPP IV (2924.3). Poput DPP 1V,
enzimska aktivhost FAP-a ovisna je o dimerizaciji (156). Osim $to ima DPP IV-sli¢énu
aktivnost, FAP-a ima endopeptidaznu sposobnost cijepanja denaturiranog kolagena tipa
I i lll, zbog Cega mu se pripisuje mogucénost regulacije izvanstani¢nog matriksa
tumorskog mikrookolisa (157). Medutim, za razliku od DPP IV, FAP-a izraZzen je na
relativno ograni¢enom broju tkiva, i to onima koja ulaze u procese remodeliranja i
regeneracije, poput odredenih stanica jetre i embrionalnih mezenhimalnih stanica.
Izrazen je na vise od 90% stanica humanih epitelnih karcinoma, poput karcinoma
pankreasa, dojki, plu¢a i kolona (121, 158). FAP-a deficijentni miSevi normalnog su
fenotipa Sto se tiCe tjelesne tezine, tezine organa, histoloskih karakteristika glavnih

organa kao i hematoloskih osobina (159).
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DPP8 i DPP9 ubikvitarno su izrazeni enzimi s dipeptidil-peptidaznom aktivnoscéu
slicnoj DPP IV. Dijele 26% aminokiselinske homolognosti s DPP IV i FAP-a, a
medusobno su 61% homologni (160). DPP8 i DPP9 solubilni su citoplazmatski proteini
za razliku od DPP IV/CD26 i FAP-a. lzrazaj glasnicke RNA DPP8 i DPP9 pokazuje
Siroku distribuciju u humanim tkivima s najvecom koncentracijom u testisima i posteljici
DPP8 i DPP9 u misa pronaden je u kolonu, mozgu, kozi i timusu (161).

DPL1 i DPL2 clanovi su DPP IV obitelji bez enzimatskih svojstava zbog
nedostatka triptofana i nukleofilnog serinskog ostatka potrebnih za kataliticko djelovanje.
IzraZeni su u mozgu i organima endokrinog sustava. DPL1 se prvotno nazivao DPPX i
DPP6. Dosadasnja saznanja o njihovim funkcijama su nedostatna, no vjeruje se da je
DPL1 vazan u organogenezi. Poznato je da nedostatak DPL1 gena u miSa uzrokuje
letalan ishod u homozigotnih embrija dok u heterozigota uzrokuje defekt pigmentacije
(107).

Tablica 3 prikazuje karakteristike ¢lanova obitelji humanih DPP [V-gena. Obzirom
na dokazane ucinke u mnogim bioloSkim procesima u organizmu, od kojih je zasigurno

veliki broj jo$ uvijek nepoznanica, ovo je vrlo aktualno podrudje znanstvenih istrazivanja.

Tablica 3. Karakteristike ¢lanova obitelji humanih DPP IV-gena

(prilagodeno prema (122))

Svojstvo DPP IV FAP DP8 DP9
Hidroliza X-Gly-Pro v Slabo v v
Hidroliza X-Ala-Pro v v v v
Hidroliza X-Arg-Pro v v Slabo Slabo
Razgradnja kemokina v NP NP NP
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Zelatinazna aktivnost

X ‘/ X X
(kolagen tipa I)
Dimerni oblik e e x x
Vezivanje adenozin-

‘/ X X X
deaminaze
Izrazaj mRNA u tkivima

Ubikvitarno Ubikvitarno Ubikvitarno Ubikvitarno
odraslih osoba
Izrazaj proteina u tkivima Serum,
Ubikvitarno NP NP

odraslih osoba gusteraca
Izrazaj proteina na

e e NP NP
aktiviranim fibroblastima
Izrazaj na fetalnim

e e NP NP
mezenhimalnim stanicama
IzraZaj na aktiviranim Itovim x v NP NP
stanicama jetre
Izrazaj na limfocitima v x v v

Legenda: v, DA; x, NE; NP, nije sasvim poznato

Slika 9 shematski prikazuje strukturu proteina pripadnika DPP |V obitelji. Vidljiva je

strukturna povezanost pojedinih ¢lanova, naznacena su glikozilacijska mjesta te domene

zasluzne za enzimsku aktivnost.

Slika 9: Shematski prikaz proteina obitelji DPP IV

(Prilagodeno prema (122))
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1.2.10. Klinicka znac¢ajnost i terapijska primjena

Moguénost specifiCne katalitiCke razgradnje ciljnih bioloski aktivnih supstrata, kao
i uklju€enost u imunomodulacijske procese &ine DPP IV/CD26 molekulom od velikog
znacaja u klinickom smislu, kao i potencijalnim, a ponegdje vec i potvrdenim kandidatom
za terapijsku primjenu (162-164).

Dosadasnja su istraZivanja ukazala na izmijenjene vrijednosti aktivnosti i izrazaja
DPP IV/CD26 u razliCitim oboljenjima, poput upalnih bolesti crijeva, reumatoidnih
oboljenja, neuroloskih bolesti, karcinoma, metaboli¢kih oboljenja i mnogih drugih (164).
Medutim, uloga ove molekule u fizioloSkim i patoloSkim medudjelovanjima do danas nije
potpuno razjadnjena.

Pokazano je da stupanj snizenja serumske aktivnosti DPP IV/CD26 korelira s
ja¢inom i aktivnoséu bolesti i kod Crohnove bolesti i kod ulceroznog kolitisa te se stoga
potencijalno moze koristiti u klinicke svrhe kao neinvazivan i ekonomski prihvatljiv biljeg
aktivnosti i jaCine ovih bolesti. Medutim, unatoC razli€itoj imunosnoj pozadini pojedinog
entiteta upalnih bolesti crijeva, serumska aktivnost DPP 1V/CD26 nije se pokazala
dobrim biliegom za dijagnosti¢ko razlikovanje Crohnove bolesti i ulceroznog kolitisa (86).

Podrucje koje je zasigurno najistrazenije u smislu terapijske primjene modulacije
aktivnosti DPP IV/CD26 jest diabetes mellitus tipa 2 (165). Naime, odredeni inhibitori
aktivnosti DPP IV/CD26 poput sitagliptina, saksaglikpita i vildagliptina vec¢ su u Klini¢koj
primjeni u terapiji dijabetesa u smislu sprjeCavanja razgradnje supstrata, ponajvise
inkretina, koji sudjeluju u odrzavanju koncentracije glukoze u krvi stalnim i pomazu u
glikemijskoj kontroli (166, 167).

Potencijal terapijske primjene inhibitora DPP |V/CD26 kao i njegova KliniCka
znacCajnost zaista su veliki, a rasvjetljavanje uloge ove molekule u razli€itim fizioloSkim i

patoloskim procesima presudno i u tom smislu (168).
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1.2.11. Metabolic¢ki ucinci inhibicije DPP IV/ICD26

Prvotna ideja o inhibiciji aktivnosti DPP 1V/CD26 u cilju terapije dijabetesa tipa 2
nastala je iz saznanja mogucnosti kataliticke razgradnje inkretinskog hormona,
glukagonu sliénog peptida 1 (GLP-1). GLP-1 predstavlja gastrointestinalni inkretinski
hormon koji se u cirkulaciju otpusta postprandijalno i poti¢e lu€enje inzulina stimulirano
glukozom. Osim toga, ima cijeli niz drugih djelovanja u metaboliCkom smislu, od
odgadanja praznjenja zZeluca, do inhibicije lu¢enja glukagona, a sveukupnost njegovog
djelovanja doprinosi osjecaju sitosti. Nadalje, GLP-1 utjeCe na beta stanice gusterace
potiCuéi njihovu neogenezu i inhibiraju¢i njihovu apoptozu te potiCe biosintezu inzulina
Sto ga cini izvrsnim kandidatom u terapiji dijabetesa, Sto je klini¢kim istrazivanjima i
potvrdeno (169). Osim GLP-1, znalajan inkretinski hormon je i inzulinotropni peptid
ovisan o glukozi (engl. glucose-dependent insulinotropic peptide, GIP) te niz ostalih
hormona koji sudjeluju u odrzavanju homeostaze glukoze. Vjeruje se da sinergisticno
djelovanje GIP-a i GLP-1 uzrokuje ¢ak otprilike 60-70% postprandijalnog lu¢enja inzulina
(170). Medutim, bioloski poluzivot ovih inkretina vrlo je kratak (svega 1-2 minute za GLP-
1 te 7 minuta za GIP), jer podlijezu katalitickoj razgradnji od strane enzimskog djelovanja
DPP IV/CD26 §to dovodi do njihove inaktivacije (169). Stoga je cijeli niz istrazivanja
doveo do razvoja inhibitora DPP IV/CD26, u cilju poboljSanja metaboli¢ke kontrole i
oCuvanja homeostaze glukoze u oboljelih od dijabetesa tipa 2 (167).

Slika 10 prikazuje metabolicke ucinke inhibicije DPP IV/CD26. SprjeCavanjem
razgradnje supstrata involviranih u oCuvanje homeostaze glukoze u Kkrvi, putem
smanjenja apetita, usporavanja praznjenja zeluca, poticanja lu€enja inzulina te inhibicije
lu€enja glukagona, postize se pozitivan terapijski uc¢inak kod oboljelih od dijabetesa tipa
2 (122).

Slika 10. Metaboli¢ki ucinci inhibicije DPP IV/CD26 (prilagodeno prema ((122))
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Dosadasnje zapaZene nuspojave koridtenja inhibitora DPP 1V/CD26 relativno su
benigne a ponajvise se isti€e moguénost nastajanja hipoglikemije i posljedi¢nog
hipoglikemijskog 3oka. Najozbiljnija moguéa nuspojava terapije inhibitorima DPP
IV/CD26 ukljuCuje alergijske reakcije koje mogu biti i kobne. KoriStenje inhibitora DPP

IV/CD26 nije indicirano u oboljelih od dijabetesa tipa 1 (167).

1.3. Crijevno-mozgovna os

Vrlo aktivho podrucje istrazivanja posljednjih nekoliko godina jest dvosmjerna
povezanost mozga i probavnog sustava. Novija znanstvena saznanja ukazuju na vaznu
poveznicu imunosnog, ziv€anog i probavnog sustava. Upravo zbog isprepletenosti ovih
sustava uveden je i termin crijevno-mozgovna os (engl. gut-brain axis), koja ukazuje na
njihovu meduovisnost u odrzavanju homeostaze, kako probavnog sustava, tako i
cjelokupnog organizma (171).

Posljednjih godina dobivena su saznanja o neuroimunomodulaciji kao vrlo
znacajnoj karici u autoimunosti i nastanku upale te Cinjenici da neurogena upala moze
biti ukljucena u patogenezu upalnih bolesti crijeva (172). Pokazano je da imunosne
stanice lu¢e neuropeptide i neuroendokrine hormone, te da neuroendokrine stanice lu¢e
odredene citokine (173). Osim toga, ukazano je na uzrocno-posljedicnu vezu
neuroendokrinih medijatora i citokina te njihov, zasad jo$ uvijek nedovoljno razjasnjen,

u€inak na imunosni odgovor organizma (172, 173).

Slika 11. Shematski prikaz komponenti crijevno-mozgovne osi
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1.3.1. Crijevno-mozgovni peptidi

U pocCetku se ideja o moguénosti da neuroni posjeduju svojstva endokrinih
stanica, uklju€ujuéi i mogucénost lu€enja bioloski aktivnih peptida d&inila priliéno
revolucionarnom (174). Kada je Scharrer u svom znanstvenom ¢lanku ,Neurosecretion -
comparative and evolutionary aspects® (175) sazeo dotadasnje spoznaje i predlozio
nove mogucénosti, mnogi znanstvenici nisu bili naklonjeni takvim razmisljanjima.

Danadnja saznanja opisuju crijevno-mozgovne peptide kao posrednike
komunikacije srediSnjeg i enterickog Ziv€anog sustava, ali i neuroimunomodulacijske
medijatore. Ovo istrazivanje fokusirano je na dva zna&ajna neuropeptida, neuropeptid Y

(NPY) i vazoaktivni intestinalni peptid (VIP).

1.3.1.1. Neuropeptid Y (NPY)

Prva saznanja iz literature o neuropeptidu Y (NPY) potjeCu iz 1982. kada su
Tatemoto i sur. (176, 177) objavili primarnu sekvenciju aminokiselina NPY-a u mozgu.
Utvrdili su da dijeli visoki stupanj homologije u sekvenciji aminokiselina s peptidom YY
(PYY) (70%) i polipeptidom pankreasa (PP) (50%) i stoga ih svrstali u novootkrivenu
obitelj peptida. Uslijedila su daljnja istrazivanja strukture ovih peptida podrijetiom iz
ostalih tkiva i vrsta Zivih bi¢a. NPY jedan je od evolucijski najo€uvanijih neuroendokrinih
peptida u Zivih organizama (178). Slijed aminokiselina u primarnoj strukturi NPY razlikuje
se u svega dvije aminokiseline izmedu pojedinih (samo nekih) vrsta. Kao primjer moze
se izlozZiti Cak 92% identi¢nosti slijeda aminokiselina izmedu ribe Torpedo marmorata i
sisavaca, koji su evolucijski odijeljeni vise od 400 miljuna godina. Visoki stupan;j
konzerviranosti NPY tijekom evolucije upucivao je na vrlo vaznu biolosku funkciju ovog

peptida, sto ga Cini podru¢jem osobitog znanstvenog interesa (179, 180).
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1.3.1.1.1. Molekularna i strukturna svojstva

NPY neuropeptid je relativne molekulske mase 4.7 kDa, sastavljen od 36
aminokiselina (178), slijede¢e sekvencije: Tyr - Pro - Ser - Lys - Pro - Asp - Asn - Pro -
Gly - Glu - Asp - Ala - Pro - Ala - Glu - Asp - Met - Ala - Arg - Tyr - Tyr - Ser - Ala - Leu -
Arg - His - Tyr - lle - Asn - Leu - lle - Thr - Arg - GIn - Arg — Tyr. Ime mu potje¢e od
jednoslovne skracenice aminokiseline tirozin (Y), zbog pet tirozinskih ostataka kojih
sadrzi u svojoj strukturi.

Humani gen koji kodira NPY nalazi se na sedmom kromosomu, lokus 7p15.1
(178, 180). Transkript RNA NPY-a sadrzi Cetiri egzona ukupne duZine 551 parova baza.
Egzon 1 (86 parova baza) sadrzi 5-UTR (engl. untranslated region). Egzon 2 (188
parova baza) kodira signalni peptid i najveéi dio zrele sekvencije NPY; na njega se
nastavlja egzon 3, duzine 82 parova baza, te naposljetku egzon 4 (21 + 174 parova
baza) koji ukljuCuje 3'-UTR.

Kodiraju¢a sekvenca (291 parova baza) NPY gena sintetizira pre-pro NPY,
peptidni prekursor sastavljen od 97 aminokiselinskih ostataka (ukupne molekulske mase
10.8 kDa). Cijepanjem ovog pre-pro NPY nakon 28. aminokiselinskog ostatka rezultira u
nastajanju pro-NPY Kkoji sadrzi 69 aminokiselinskih ostataka. Pro-NPY podlijeze
katalitiSkom djelovanju prokonvertaza (PC)1/3 i/ili PC2 na pozicijama Lys*-Arg®. Nakon
daljnjeg enzimskog djelovanja karboksipeptidaza, iz rezultiraju¢eg NPY3; djelovanjem
peptidil-glicin-amidiraju¢e monooksigenaze nastaje bioloski aktivan peptid NPY 1.35. Ovaj
je korak klju¢an za biolosku aktivnost ovog neuropeptida (178). Zreli NPY moze nadalje
biti metaboliziran katalitickim djelovanjem dipeptidil-peptidaze IV (DPP IV/CD26), $to
rezultira nastajanjem NPY;3 te djelovanjem aminopeptidaze P, Sto pak rezultira

nastajanjem NPY .35 (149, 178).
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Tercijarna struktura NPY karakterizirana je trodimenzionalnom strukturom koja
se naziva PP-navoj. Trodimenzionalna struktura sintetskog humanog NPY u vodenoj
otopini pri pH 3.2 i 37°C odredena je dvodimenzionalnom 1H NMR spektroskopijom
istrazivanjem Monksa i sur. (181). Utvrdeno je da aminokiselinski ostaci 13-36 tvore
amfipatsku alfa-uzvojnicu. Posljednjih 10 N-terminalnih aminokiselinskih ostataka ne
tvore definiranu geometrijsku strukturu poput alfa-uzvojnice no postoje odrezeni elementi
simetrije i lokalne strukturalne organiziranosti. Najmanje jedan od tri N-terminalnih
prolina moze se nalaziti u cis- i trans- konfiguraciji.

Shematska struktura NPY dobivena navedenim istraZivanjima prikazana je na

slici 12.

Slika 12. Shematski prikaz tercijarne strukture NPY (181)

1.3.1.1.2. BioloSka znac¢ajnost

BioloSka funkcija NPY-a raznolika je i dotice se razli¢itih podrucja
neuroimunobiokemijskih interakcija. NPY ima vaznu ulogu u metabolizmu, naime jedan
je od najsnaznijih poznatih oreksogenih Cimbenika i u tom je smislu najvise i istrazivan.
Koncentracije NPY-a izmijenjene su u odnosu na fizioloSke vrijednosti u svim stanjima
koja ukljuCuju poremecaje energetske homeostaze i metabolizma, poput anoreksije i
bulimije te dijabetesa (178). Medu utvrdene ucCinke NPY-a spadaju i smanjena
termogeneza, anti-konvulzivho djelovanje, anksioliticko djelovanje, involviranost u
procese nocicepcije, utjecaj na regulaciju krvnog tlaka te modulacija kognitivnih funkcija
(182). Osobito je vazna, i u ovom istrazivanju prouCavana, njegova potencijalna

involviranost u upalne procese kod patogeneze upalnih bolesti crijeva (183).
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NPY ostvaruje svoje bioloSke uc€inke putem pet zasad poznatih i opisanih
receptora u sisavaca, Y1, Y2, Y4, Y5 i Y6. Prvi izolirani receptor NPY-a bio je Y1, a
dosadasnja saznanja pripisuju mu i najveci bioloski znacaj. Pojedini receptori razli€ito su
uklju€eni u odredene fizioloske i patoloSke procese, od kojih zasigurno brojni jo$ uvijek
nisu ni otkriveni (178). Sadadnja saznanja o potencijalnim fiziolo8kim ulogama receptora

NPY-a prikazani su u tablici 4.

Tablica 4. Potencijalna uloga receptora NPY-a u fizioloSkim procesima

Fizioloski proces Ukljuc€eni receptor(i)
Regulacija krvnog tlaka Y1,Y2

Uzimanje hrane Y1,Y2,Y4,Y5
Regulacija mozdanih valova Y1,Y2,Y5
Anksioznost Y1,Y2,Y5

Regulacija okostavanja Y2

Regulacija lu¢enja luteinizirajuéeg hormona Y1

Osijetljivost na bol Y1,Y2
Depresija Y1,Y2
Regulacija motiliteta crijeva Y2, Y4
Angiogeneza Y1,Y2

Katalitickim djelovanjem DPP IV/CD26 NPY gubi svoj afinitet za Y1 receptor,

¢ime se onemogucuje njihovo povezivanje i sprije€ava daljnja bioloSka aktivnost (184).
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1.3.1.2. Vazoaktivni intestinalni peptid (VIP)

Izolacija i purifikacija vazoaktivhog intestinalnog peptida zabiljezena je 1970.
kada su Said i Mutt (185), istraZzujuci visoku incidenciju sistemske hipotenzije u oboljelih
od pluénih bolesti zeljeli identificirati supstancu zasluznu za snizavanje krvnog tlaka.
Pritom su izolirali polipeptid iz svinjskog crijeva, organa koji potjec€e iz istog zametnog
listita poput pluéa te ga u objavljenom znanstvenom ¢lanku nazvali ,polipeptid s
rasprostranjenom bioloSkom aktivnoS¢éu“. Naziv ,intestinalni zapravo je povijesnog
znacaja, a vezan je uz prvi opis VIP-a u ekstraktu intestinalne mukoze (186). Danasnja
saznanja opisuju VIP kao neuropeptid a moguée i kao citokin, prisutan ne samo u
gastrointestinalnom vec¢ i u Zivéanom, endokrinom i imunosnom sustavu (187).

VIP pripada glukagon-sekretin obitelji peptida, koja uz njega sadrZi jo$ pet
strukturno povezanih peptida: glukagon, sekretin, o glukozi ovisan inzulinotropni peptid,
peptidni hormon s N-terminalnim histidinom te C-terminalnim izoleucinom (PHI-27) i

¢imbenik oslobadanja hormona rasta (188).

1.3.1.2.1. Molekularna i strukturna svojstva

Vazoaktivni intestinalni peptid u svojoj primarnoj strukturi sadrzi 28
aminokiselina, slijedece sekvencije: His - Ser - Asp - Ala - Val - Phe - Thr - Asp - Asn -
Tyr-Thr-Arg - Leu - Arg - Lys - GIn - Met - Ala - Val - Lys - Lys - Tyr - Leu - Asn - Ser -
lle - Leu — Asn. Dijeli 68% slicnosti s PACAP-om (engl. Pituitary adenylate cyclase
activating polypeptide) u primarnoj strukturi, odnosno sekvenciji aminokiselina.

Humani gen koji kodira VIP nalazi se na Sestom kromosomu, kromosomska
regija 6g24. Cjeloviti gen prostire se na 8837 parova baza te sadrzi ukupno Sest introna
i sedam egzona, od kojih svaki kodira zasebnu funkcionalnu domenu proteinskog

prekursora, odnosno njezinu mRNA. Egzon 1 (duljine 165 parova baza) sastoji se od 5'-
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UTR regije mRNA, ezgon 2 (duljine 117 parova baza) kodira signalni peptid, egzon 3
(duljine 123 parova baza) kodira N-terminalni peptid, egzon 4 (duljine 105 parova baza)
kodira PHM, egzon 5 (duljine 132 parova baza) kodira VIP, egzon 6 (duljine 89 parova
baza) kodira C-terminalni peptid, dok se egzon 7 (duljine 723 parova baza) sastoji od 3'-
UTR regije mRNA (189).

Zreli, bioloski aktivan oblik VIP-a se sintetizira iz prekursorne molekule (prepro-
VIP), koji takoder sadrzi domenu PHM/PHI. Prepro-VIP sadrzi ukupno 170
aminokiselina, a metabolizira se u endoplazmatskoj mrezici $to rezultira molekulom pro-
VIP-a. Pro-VIP sadrzi pak 148 aminokiselina i podlijeze katalititkom djelovanju
prohormonske konvertaze pri ¢emu nastaju VIP-GKR (prepro-VIPqzs.155) i PHM-GKR
(prepro-VIPgi410). VIP-GKR i PHM-GKR nakon d¢&ega enzimskim djelovanjem
karboksipeptidaze-B i slicnih enzima prelaze u VIP-G i PHM-G, iz kojih naposljetku
nastaju VIP i PHM (189).

Shematska struktura VIP-a u interakciji s njegovim hVPAC1-receptorom

prikazana je na slici 13.

Slika 13. Shematski prikaz strukture vazoaktivnog intestinalnog peptida (oznaceno

ljubi¢astom bojom) u interakciji sa specificnim hVCAP-1 receptorom (190)

1.3.1.2.2. BioloSka znacajnost

VIP je opsezno rasprostranjen u srediSnjem i perifernom ziv€anom sustavu, a
lu€e ga i imunosne stanice (189). Ima vrlo snazne ucinke u okviru fizioloskih i patoloskinh
procesa, obzirom da posjeduje modulacijske u€inke na znacajan broj bioloskih funkcija u
neuroloSkom, endokrinom i imunosnom sustavu (189, 190). Svoju bioloSku ulogu

ostvaruje putem zasad tri prepoznata i opisana receptora: VPAC,,VPAC, i PAC4R (191).
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Siroka rasprostranjenost VIP-a u organizmu povezana je sa $irokim spektrom
njegovih biolodkih uc€inaka. VIP je involviran u veliki broj izuzetno vaznih fizioloskih
procesa, poput regulacije imunosnih i neuroendokrinih procesa, vazodilatacije,
hormonske regulacije, analgezije, regulacije hipertermije, ima ulogu u kognitivnim
procesima, metabolizmu kostiju te izrazava ulinke na sekrecijske procese u
gastrointestinalnom sustavu, kao i regulaciju motiliteta crijeva (189).

Pokazana je ukljuCenost VIP-a i u patogenezi upalnih bolesti crijeva. Jedna od
najvaznijih osobina VIP-a je njegova modulacijska uloga u upalnim procesima. Vjeruje
se da VIP ima protuupalno djelovanje koje se o ituje kroz sprjeCavanje lucenja
proupalnih i istovremeno poticanje lu€enja protuupalnih faktora, i lokalno i sistemski.
DosadasSnja su istrazivanja utvrdila izmijenjene vrijednosti koncentracije VIP-a u
bioptatima pacijenata oboljelih od upalnih bolesti crijeva (192). U crijevu VIP sprjeCava
luCenje TNF-a, IL-2 i IFN-y od strane Th1 autoreaktivnih stanica. Istovremeno, potic¢e
regulacijske limfocite T na lu€enje protuupalnih faktora IL-10 i TGF-B (193). Ove mu
svojstvenosti pripisuju ulogu potencijalnog kandidata u smislu terapije upalnih bolesti

crijeva (194).

1.3.2. Interleukini

Interleukini su skupina citokina koji imaju posredniCku ulogu u komunikaciji
izmedu razliCitih vrsta limfatiCkih stanica. Predstavljaju skupinu proteinskih hormona koji
reguliraju efektorsku fazu imunosti, odnosno imunosni odgovor neposredno nakon
prepoznavanja antigena od strane imunosnog sustava. U zdravim organizmima prisutni
su u vrlo niskim koncentracijama, no tijekom efektorske faze imunosti (prirodene i

specifitne) izlu€uju se u veéim pa i vrlo visokim koncentracijama. Premda su strukturno i
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genetski definirani, veéina njihove funkcije u fiziolodkim i patoloSkim procesima ipak nije
potpuno jasna, ponajviSe zbog nedostatnih spoznaja o svim mogucéim unutarstani¢nim i
vanstani¢nim ucincima (195).

Sintetiziraju ih razliCite stanice, a ciline su im stanice rasporedene po cijelom
organizmu. Djeluju sinergisticki; ¢esto redundantno a mnogokad imaju mnogostruka
djelovanja na iste tipove stanica, u ovisnosti o koncentraciji. Osim toga, pojedini
interleukin utje€e na sintezu drugog, odnosno ostalih interleukina zbog povratne sprege.
Poput ostalih polipeptidnih hormona, interleukini svoje djelovanje zapocinju vezivanjem
na receptor ciljne stanice, a ono moZze biti autokrino, parakrino ili endokrino (196).

Ovaj rad obuhvaca istraZzivanja vezana uz interleukin-6 (IL-6) te interleukin 10

(IL-10), pa ¢e dalje biti rijeci o njima.

1.3.2.1. Interleukin 6 (IL-6)

IL-6 je glukoprotein relativne molekulske mase 21-26 kDa koji u svojoj primarnoj
sekvenci sadrzi 184 aminokiselina. Clan je obitelji citokina koja ukljuguje jo$ i IL-11,
odnosno LIF (od engl. Leukemia Inhibiting Factor), CNTF (od engl. Ciliary Neurotrophic
Factor) i OSM (od engl. Oncostatin M). Gen koji kodira humani IL-6 nalazi se na
kromosomu broj 7, lokus p21. U fizioloSkim uvjetima stanice ne lu€e znacajnije koli€ine
IL-6 no kod veéeg broja tumora gen koji kodira IL-6 konstitutivno je aktivan. IL-6
pronaden je kao produkt limfocita T koji inducira zadnji korak u prijetvorbi limfocita B u
plazma stanice koje nakon toga luce protutijela. Osim toga, lu¢e ga i monociti,

makrofazi, aktivirani CD4" limfociti T i fibroblasti (197).

Slika 14. Shematski prikaz trodimenzionalne strukture interleukina-6
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Uloga IL-6 je vaZzna u specifi€noj stani¢noj imunosti. IL-6 ima nadalje ulogu u
proizvodnji proteina akutne faze u stanicama jetre, razvoju neurona, sazrijevanju
megakariocita, aktivaciji osteoklasta te u rastu tumora. Ima vrlo znacajnu ulogu u
procesima nastanka upale i u traumama (npr. kod opekotina i ostalih oSte¢enja tkiva),
gdje stimulira imunosni odgovor te naposljetku dovodi do nastanka upale (197). IL-6
involviran je u patogenezu mnogih autoimunih i upalnih bolesti, poput reumatoidnog
artritisa i multiplog mijeloma, a $to je osobito vazno za ovo istrazivanje, ukljucen je u
patogenezu upalnih bolesti crijeva (198, 199).

Funkcionalni receptor IL-6 sastoji se od dva lanca; IL-6R u uzZzem smislu te
signalno-provodnog lanca IL-6ST (engl. Interleukin-6 signal transducer), koji se naziva
jos i gp130. Vezivanje IL-6 za IL-6R uzrokuje homodimerizaciju gp130, Sto izaziva
aktivaciju signalnih molekula poput Jak1, Jak2 i Tyk2, Sto dovodi do cijele kaskade

reakcija u signalnim putovima (196).

1.3.2.2. Interleukin 10 (IL-10)

Humani IL-10 protein je relativne molekulske mase 18 kDa, nije glikoziliran i
javlja se u obliku nekovalentno povezanog homodimera. Pripada obitelji citokina u koju
jo$§ ubrajamo i IL-19, IL-20, IL-22, IL-24, IL-26 te IL-28/29. IL-10 receptor, koji se sastoji
od dva lanca (R1 i R2) odgovoran je za biolosko djelovanje IL-10 . IL-10 uglavnom lucCe
aktivirani CD4" limfociti (Th, imunosnog odgovora), citotoksicne CD8" stanice, zrele
dendritiCke stanice tipa 2, monociti/makrofazi, mast-stanice i keratinociti. Regulacijski
limfociti T luée samo IL-10. Isto tako, lu€e ga i limfociti B u kasnijim fazama aktivacije. IL-
10 pospjesuje razvoj Th2-CD4" limfocita, a inhibira razvoj Th1 subpopulacije limfocita T

(40).
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Slika 15. Shematski prikaz trodimenzionalne strukture interleukina-10

Funkcija IL-10 veéinom je inhibicijske naravi a posjeduje pleiotropne ucinke u
imunoregulaciji i upalnim procesima. Bioloska funkcija IL-10 uklju€uje smanjenje lu€enja
proupalnih citokina poput IL-6 i TNF-a. IstraZivanja na zivotinjskim modelima deficijencije
IL-10 potvrdila su njegovu esencijalnu ulogu u imunoregulaciji dogadaja u
gastrointestinalnom traktu, ponajvi$e u smislu oguvanja imunosne tolerancije. Stovise,
IL-10 deficijentni miSevi spontano razvijaju Crohnu-sli¢an kolitis $to govori o njegovom
izuzetnom znacaju u ovoj bolesti (200). Pokazano je da oboljeli od Crohnove bolesti
imaju nizu koncentraciju IL-10 u cirkulaciji. UoCeno je da u zZivotinja kojima je induciran
Crohnu-slican kolitis, genska terapija IL-10 smanjuje klinicke simptome bolesti i
pospjeSuje oporavak oboljelih Zivotinja (201). Temeljem istrazivanja na Zzivotinjskim
modelima bolesti i pozitivhih rezultata korelacije IL-10 i smanjenja simptoma bolesti,
uznapredovala su i kliniCka ispitivanja terapijske uporabe IL-10 lu¢enog od strane

transgenicnih bakterija u oboljelih od Crohnove bolesti (202).
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2. Ciljevi istragivanja
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2. Ciljevi istrazivanja

Ovo se istrazivanje temelji na pretpostavci da dipeptidil-peptidaza IV, odnosno
molekula CD26 (DPP IV/CD26) ima znacajnu neuroimunomodulacijsku ulogu, obzirom
da je bioloSka aktivhost mnogih neuropeptida i interleukina pod izravnim utjecajem ove
molekule. Pretpostavljamo da je profil medijatora neuroimunosnog odgovora izmijenjen
u upalnim bolestima crijeva te da u tim procesima vaznu ulogu ima DPP 1V/CD26.

Svrha predlozenog istrazivanja je ispitati povezanost dipeptidil-peptidaze IV
odnosno molekule CD26 (DPP IV/CD26) i Crohnove bolesti, pracenjem profila

medijatora neuroimunosnog odgovora tijekom nastanka i tijeka bolesti.

Kako bismo ispitali ulogu DPP [V/CD26 u patogenezi upalnih bolesti crijeva
odnosno Crohnove bolesti, postavili smo sljedece ciljeve:

1. Odrediti je li i na koji na¢in molekula CD26, odnosno dipeptidil-peptidaza IV (DPP
IV/ICD26) uklju¢ena u patogenezu Crohnove bolesti uspostavom pokusnog
modela kolitisa (TNBS-kolitis, Crohn-like colitis) izazvanog u divljem tipu
(C57BL/6) i CD26 deficijentnom (CD26™) misu;

2. lspitati utjeCe li i na koji na¢in nedostatak molekule CD26, odnosno dipeptidil-
peptidaze IV (DPP IV/CD26) na bioloSku aktivhost njezinih supstrata,
neuropeptida VIP i NPY te interleukina, IL-6 i IL-10;

3. Utvrditi na koji nacin neuropeptidi, NPY i VIP te interleukini, IL-6 i IL-10 sudjeluju
u lokalnim i sistemskim neuroimunosnim ucincima uklju¢enim u razvoj i tijek

Crohnove bolesti u divljiem tipu (C57BL/6) i CD26 deficijentnom (CD267") misu.

Pretpostavljamo da je DPP IV/CD26 putem svojih enzimskih i kostimulacijskih

ucinaka uklju¢ena u modulaciju imunosnih mehanizama koje vode k razvoju ove bolesti.
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Njezina bi potencijalna uloga mogla biti dvojaka; prvo: mogucée je da proteolitiCkim
djelovanjem sudjeluje u aktivaciji i inaktivaciji specificnih supstrata, bioloSki vaznih
neuro- i imunopeptida, za koje je poznato da sudjeluju u procesima upale i regeneracije
sluznice crijeva odnosno mehanizama odrZzavanja ravnoteZe upalnih i protuupalnih
procesa; drugo: pretpostavlamo da DPP IV/CD26 kao kostimulacijska molekula

sudjeluje u regulaciji i modulaciji imunosnog odgovora.
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3. Materijal i metode

3.1. Materijal

3.1.1. Kemikalije i reagensi

Za potrebe analitickih postupaka u provedenom su istraZzivanju koristene sljedece
kemikalije i reagensi:

Aceton (CH3;COCH3;), Kemika

Akrilamid PAGE (CH2:CHCONH,), Amersham Biosciences

Albumin govedeg seruma (engl. Bovine serum albumin, BSA), Sigma
Amonijev persulfat ((NH4)2.S20s), Amersham Biosciences

Coomasie Brilliant Blue G-250, Acros Organics

Eozin, Shandon Inc.

Etanol (70%, 96%, 100%), (CH3CH,OH), Kemika

Fiksativ fotosenzibilnih filmova, REF 528-5937, Kodak

FizioloSka otopina puferirana fosfatnim puferom, PBS, Sigma-Aldrich Life Sciences
Glicin (NH,CH,OH), Amersham Biosciences

Glicin-prolin-p-nitroanilid (Gly-Pro-p-NA), Sigma-Aldrich Life Sciences
Hematoksilin, Shandon Inc.

Izosan®-G-V, Veterina d.o.o.

Kloridna kiselina (HCI, 37%), Kemika

Kalcijev-klorid (CaCl,), Kemika

Ksilol (CgH10), Kemika

Manitol (CsHg(OH)s), Kemika

Medij za montiranje — Entellan, Merck

Merkaptoetanol (HSCH,CH,OH), Amersham Biosciences
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Metanol (CH3OH), Kemika

Mlijeko u prahu (Blotto non-fat dry milk), Santa Cruz Biotechnology, Inc.
N,N,N',N'-tetrametil-etilen-diamin, TEMED, Amersham Biosciences

Narketan® 10, injekcijska otopina, Vetoquinol

Natrijev-dodecil-sulfat, SDS (C1,H25,0S0O3Na), Amersham Biosciences
Natrijev-hidroksid (NaOH), Kemika

Octena kiselina (CH3;COOH), Kemika

Paraformaldehid (4%), Sigma-Aldrich Life Sciences

Parafin, Shandon Inc.

Ponceau S (C,H12N4Na,043S,), USB Corporation

Proteinski bilieg Fermentas Life Sciences PageRuler™, Fermentas

Proteinski bilieg Kaleidoscope Prestained Standards, BIO-RAD

Razvijag, komplet otopina za razvijanje fotosenzibilnih filmova, REF HT536, Agfa

RIPA Lysis Buffer (Radioimmunoprecipitation buffer), pufer za liziranje i izolaciju proteina
tkiva 1x, s inhibitorima fosfataza i proteaza, sc-24948, Santa Cruz Biotechnology, Inc.
Supstrat za detekciju fotoluminiscentnog signala, Amersham ECL Plus Western Blotting
Detection Reagents, RPN2132, GE Healthcare

3',3",5',5"-tetrabromo-fenolsulfonftalein (Bromofenolno modrilo, C1gH+oBr,OsS),
Amersham Biosciences

Tris(hidroksimetil)-aminometan (NH.C(CH,OH)3), Amersham Biosciences

2,4 ,6-trinitrobenzensulfonska kiselina (TNBS, pikrilsulfonska kiselina, CgH3N3OgS),
Sigma-Aldrich Life Sciences

Tween 20 (polietoksietilen-sorbitan monolaureat), Amersham Biosciences

Xylapan®, injekcijska otopina, Vetoquinol
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Protutijela

U istrazivanjima provedenima u ovom radu koristena su sljedeca protutijela:

Primarno zecje poliklonsko protu-NPY protutijelo, NPY (FL-97): sc-28943, Santa Cruz
Biotechnology, Inc.

Primarno zecdje poliklonsko protu-VIP protutijelo, VIP (H-95): sc-20727, Santa Cruz
Biotechnology, Inc.

Primarno zecje poliklonsko protu-CD26 protutijelo, CD26 (H-270): sc-9153, Santa Cruz
Biotechnology, Inc.

Primarno misje monoklonsko protu-f3-aktin protutijelo, MAB1501, Chemicon International
Sekundarno misje protu-zeCje protutijelo konjugirano s peroksidazom hrena
(horseradish peroxidase, HRP) (IgG-HRP), sc-2357, Santa Cruz Biotechnology, Inc.
Sekundarno kozje protu-misje protutijelo konjugirano s peroksidazom hrena (horseradish

peroxidase, HRP) (IgG-HRP), sc-2005, Santa Cruz Biotechnology, Inc.

Uredaji

Tijekom provodenja analitiCkih postupaka u izvedbi ovog istraZivanja koridteni su sljededi
instrumenti i uredaiji:

AnalitiCka vaga, Mettler toledo

Aparat za dobivanje ultra Ciste vode, TKA MicroPure

Automatske pipete, Eppendorf

Centrifuga LC-320, Tehnica

Centriguga ROTINA 420R, Heltich Zentrifugen

Cita¢ mikrotitarskih plioCica, Bio-tek EL808, Bio-tek instruments INC

Destilator vode, TKA Pacific

Digitalna kamera (C-3030), Olympus
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Digitalni fotoaparat, Olympus

Digitalna vaga, Mettler toledo

Histokinet, MSE

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

Mikrotom (HM340 E), Laica

Opticki digitalni skener, Canon solutions

pH-metar (MP 222), Mettler Toledo

Sustav za elektroforetsko razdvajanje proteina, BIO-RAD
Sustav za polu-suhi transfer proteina (Western blot), BIO-RAD
Svjetlosni mikroskop (BX 40); Olympus B201

Tresilica s inkubatorom temperature, unimax 1010, Heidolph
Ultracentrifuga, Beckman

UV/VIS spektrofotometar, Carry 2, Varian

Vodena kupelj, Koettermann

Zamrzivac do -80°C (VXE 490), Jouane

Puferi i otopine reagensa
Za potrebe znanstvenih istraZivanja obuhvaéenih ovim radom pripremljeni su

sljedeci puferi i otopine reagensa:

Otopina 2,4,6-trinitrobenzensulfonske kiseline u etanolu
U ovom je istrazivanju za uspostavu pokusnog modela kolitisa koristena 5% -tna
vodena otopina TNBS-a (w/v). Na sobnoj je temperaturi tekuéeg agregatnog stanja,

zarko zute boje, a Cuva se na temperaturi od +2 do +8°C. Otopina 5%-tne TNSB-a u
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50%-nom etanolu dobivena je na nacin da se jednaki volumeni izvorne otopine TNBS-a i
50%-tnog etanola (dobivenog razriedivanjem destiliranom vodom iz apsolutnog
alkohola) pomijeSaju u jednakim omjerima. Otopina TNBS-a u etanolu pripremana je

neposredno prije rektalne aplikacije pokusnim Zivotinjama.

Tris-HCI pufer (1 M, pH=8,0)

Za pripremu otopine 1 M Tris-HCI pufera (pH=8,0) potrebno je prethodno
pripremiti otopinu 1 M Tris-a koja se dobiva otapanjem 1,2114 g krute Tris baze u 10 mL
destilirane vode. Ukupno 4,305 mL 1 M pripremljene otopine Tris-a pomijeSa se s 2,5
mL 1M HCI i nadopuni do 50 mL destiliranom vodom. Dobivenoj otopini izmjeri se pH
pomocu digitalnog pH-metra a ukoliko odstupa od 8,0, pH se podesava s otopinom HCI-
a, destilirane vode ili eventualno otopinom NaOH. Dobiveni pufer pohranjuje se na +4°C
i koristi se za homogenizaciju uzoraka tkiva prilikom ekstrakcije proteina te za

odredivanje aktivnosti DPP IV/CD26.

Acetatni pufer (pH=4,5)

Ukupno 6,5 mL 1M etanske kiseline pomije$a se s ukupno 2,5 mL otopine 1 M
NaOH te nadopuni destiliranom vodom do 50 mL. Dobivenoj otopini izmjeri se pH
pomocu digitalnog pH-metra, a ukoliko odstupa od 4,5 pH podesi se otopinom NaOH,
destilirane vode ili eventualno otopinom HCI-a. Dobiveni pufer pohranjuje se na +4°C i

koristi se za zaustavljanje kataliticke reakcije pri odredivanju aktivnosti DPP [V/CD26.
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Supstrat za odredivanje katalitickog djelovanja DPP IV/CD26 i DPP IV/CD26-sli¢nih
enzima

Supstrat za odredivanje katalitickog djelovanja DPP IV/CD26 i DPP IV/CD26-
slicnih enzima koriSten u ovom istrazivanju, glicin-prolin-p-nitroanilid (Gly-pro-p-NA),
proizvodaCa Sigma-Aldrich Life Sciences, u izvornom pakiranju sadrzi 25 mg i otapa se
u 1901 pL ultra Ciste vode. Odnosno, 6,575 mg liofiliziranog Gly-pro-p-NA otapa se u
500 uL ultra Ciste vode. Dobivena otopina supstrata pohranjuje se na +4°C i koristi se za
odredivanje enzimske aktivnosti DPP IV/CD26 i DPP IV/CD26-sli¢nih enzima u serumu i

homogenatima tkiva pokusnih Zivotinja.

Tris-HCI pufer (1,5 M, pH=8,8)

Za pripremu 1,5 M Tris-HCI pufera (pH=8,8) ukupno 90,83 g krute Tris-baze otopi
se u nesto manje od 500 mL ultra Ciste vode, izmjeri se pH pomocu digitalnog pH-metra
te ukoliko odstupa od 8,8, pH se podesi pomoc¢u HCI odnosno NaOH, nadopuni ultra
Cistom vodom do 500 mL te ponovno provjeri pH. Dobiveni pufer pohranjuje se na +4°C,

a koristi se za pripremu gelova za elektroforetsko razdvajanje proteina.

Tris-HCI pufer (0,5 M, pH=6,8)

Za pripremu 0,5 M Tris-HCI pufera (pH=6,8) ukupno 15,14 g krute Tris-baze otopi
se u nesto manje od 250 mL ultra Ciste vode te se dobivenoj otopini izmjeri pH pomocu
digitalnog pH-metra. Ukoliko pH odstupa od 6,8, pH se podesi pomo¢u HCl odnosno
NaOH, nadopuni ultra ¢istom vodom do 250 mL te ponovno provjeri pH. Dobiveni pufer
pohranjuje se na +4°C a Koristi se za pripremu gelova za elektroforetsko razdvajanje

proteina.
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Pufer za pripremu uzoraka za postupak elektroforeze

Peterostruko koncentrirani pufer za nanoSenje uzoraka na gel za elektroforezu
(engl. Laemli loading buffer - Western blot loading buffer) pripremljen je na sljedeci
nacin: u 2 mL ultra Ciste vode dodano je 5 mL glicerola, 1 g SDS-a, 5 mg bromfenolnog
modrila te 3 mL 1 M Tris-HCI pufera pH=6,8. Smjesa je potom grijana na +100°C kroz 10
minuta. Dobivena otopina peterostruko koncentriranog pufera za nanosenje uzoraka na
gel alikvotirana je te pohranjena na -20°C do uporabe.

Neposredno prije koristenja, u volumen 100 uL pripremljenog pufera dodaje se 5
ML merkaptoetanola. Obzirom da je dobiveni pufer za nanoSenje uzoraka na gel za
elektroforezu peterostruko koncentriran, razriedivan je u odgovarajuéim omjerima,
vodedéi raCuna o koncentraciji ukupnih proteina u uzorku te o ukupnom volumenu

konacne smjese za nanoSenje na gel prilikom elektroforeze.

Ishodni pufer za elektroforezu i transfer proteina

Deseterostruko koncentrirani ishodni pufer za elektroforezu i transfer proteina u
Western blot tehnici pripremljena je na sljedeéi nacin: analitiCkom vagom odvagano je
30,275 g Tris-baze te 144,13 g glicina, sastojci su otopljeni u 1 L ultra Ciste vode a

dobivena je mati¢na otopina pohranjena na +4°C do koristenja.

Pufer za postupak elektroforetskog razdvajanja proteina

Pufer za postupak elektroforetskog razdvajanja proteina na gelu pripremljen je iz
deseterostruko koncentriranog ishodnog pufera za elektroforezu i transfer (pripremljenog
na prethodno opisani nacin) sljede¢im postupkom: 50 mL otopine deseterostruko
koncentriranog ishodnog pufera za elektroforezu i transfer i 5 mL 10%-tne otopine SDS-

a pomijeSane su i nadopunjene ultra Cistom vodom do konacnog volumena 500 mL.
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Volumen od 500 mL dostatan je za jedan postupak elektroforetskog razdvajanja proteina

na gelu, a pripremljen je svjez na dan izvodenja tehnike uz prethodno hladenje na +4°C.

Pufer za postupak prijenosa proteina na membranu

Pufer za postupak prijenosa proteina s gela na membranu pripremljen je iz
deseterostruko koncentriranog ishodnog pufera za elektroforezu i transfer sljedec¢im
postupkom: 50 mL otopine deseterostruko koncentriranog ishodnog pufera za
elektroforezu i transfer i 100 mL metanola pomijeSani su i nadopunjeni ultra Cistom
vodom do konac¢nog volumena 500 mL. Volumen od 500 mL dostatan je za dva
postupka transfera proteina s gela na membranu. Pufer za postupak transfera proteina

pripremljen je svjez na dan izvodenja tehnike uz prethodno hladenje na +4°C.

Pufer za blokiranje nespecificnih veznih mjesta (epitopa)

Pufer za blokiranje nespecificnih veznih mjesta svjeze je pripreman neposredno
prije koristenja sljede¢im postupkom: 2,5 g krutog nemasnog mlijeka u prahu
pomijeSano je s 250 yL Tris pufera (pH=7,5) te 1,5 mL 5 M otopine NaCl a zatim
nadopunjeno destiliranom vodom do 50 mL. Dobivena koncentracija 5%-tnog mlijeka

koridtena je za blokiranje nespecifi¢nih veznih mjesta (epitopa).

Trisom puferirana fizioloSka otopina (TBS)

Deseterostruko koncentrirana Trisom puferirana fizioloSka otopina (TBS,
engl.Tris-buffered saline) pripremljena je sljede¢im postupkom: 24,22 g krute Tris-baze
te 80,06 g krutog NaCl-a pomijeSani su i otopljeni u oko 900 mL ultra Ciste vode.

Koristenjem digitalnog pH-metra, pH dobivene otopine postavljen je na 7,6 pomocu
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koncentrirane HCI. Otopina je dopunjena do 1000 mL uz ponovnu provjeru pH te

pohranjena na +4°C do koristenja.

Pufer za ispiranje (TBS-T)

Pufer za ispiranje (TBS-T, engl. Tris-buffered saline-Tween, odnosno Tween-
trisom puferirana fizioloSka otopina) pripremljena je neposredno prije upotrebe
razrjedivanjem 100 mL deseterostruko koncentrirane otopine TBS-a u 899 mL ultra Ciste
vode te dodatkom 1 mL izvorne otopine Tween 20. Dobiveni pufer za ispiranje koristen

je istog dana provodenja tehnike Western blot-a.

Pufer za pripremu primarnih protutijela

Primarna protutijela za Western blot tehniku pripremana su u odgovaraju¢im
optimalnim omjerima dobivenim prethodno provedenim pilot-pokusima koristeéi otopinu
5%-tnog mlijeka pripremljenu na prethodno opisani nacin razrijedenu s otopinom pufera

za ispiranje (TBS-T-a) u omjeru 1:1.

Pufer za pripremu sekundarnih protutijela
Sekundarna protutijela za Western blot tehniku pripremana su u odgovarajuéim
optimalnim omjerima dobivenim prethodnim pilot-pokusima koristec¢i otopinu TBS-T-a

svjeze pripremljenu isti dan na prethodno opisan nacin.

Otopina za bojenje proteina prenesenih na membranu
Otopina za bojenje proteina prenesenih na membranu u Western blot tehnici
pripremljena je otapanjem 0,500 g Ponceau S reagensa u 1,25 mL octene kiseline te

dodatkom ultra Ciste vode u konaénom volumenu od 250 mL. Dobivena smjesa potom je

69



mijeSana do postizanja homogenosti otopine, a zatim pohranjena na sobnoj temperaturi,

uz za$titu od izvora svjetlosti.

3.1.2. Laboratorijske zivotinje

IstraZivanje je provedeno koristeéi dva soja laboratorijskih miSeva: divlji tip misa
soja C57BL/6 (CD26"*), koji je ujedno i ishodan soj za drugu skupinu, mieve kojima je
inaktiviran gen za molekulu CD26 (CD26”", CD26 deficijentni migevi, C57BL/6 Jbom-ob).
CD26 deficijentni miSevi dobiveni su ljubaznoSéu dr. Didiera Margueta (Centre
d'Immunologie de Marseille Luminy, Parc Scientificque de Luminy, Merseille Cedex,
Francuska).

Pokusne Zivotinje bile su istog spola (muzjaci) i dobi, starosti oko 10 (od 8 do 12)
tiedana. Svaka je ispitivana skupina obuhvacala 8-12 pokusnih Zivotinja. Uzgajane su u
srediSnjem uzgojnom centru Medicinskog fakulteta u Rijeci a nakon indukcije bolesti,
odnosno aplikacije otopine TNBS-a, etanola ili fizioloSke otopine, pokusne Zivotinje su
boravile u vivariju Zavoda za mikrobiologiju i parazitologiju Medicinskog fakulteta u
Rijeci. Tijekom istraZivanja pokusne Zivotinje hranile su se standardnom laboratorijskom
hranom (Standard diet GLP; Mucedola, Italija) i vodom ad libitum te boravile u
standardnim kavezima za Cuvanje laboratorijskih miSeva uz prirodni ciklus izmjene

svjetla i tame.

3.1.2.1. Eticki aspekti istrazivanja na pokusnim zivotinjama

Sva su istrazivanja provedena na pokusnim Zivotinjama provodena u skladu s
vazeCim Zakonskim propisom (NN19/99), te Pravilnikom (NN176/04) Republike
Hrvatske. PoStovana su temeljna etiCka i znanstvena nacela o provodenju pokusa na

pokusnim Zzivotinjama, uz izbjegavanje nepotrebnih pokusa i patnje pokusnih Zivotinja.
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IstraZivanja su provedena u skladu s 3R nacelima (1. engl. replacement —
nadomjesStanje Zivotinja, 2. engl. reduction — smanjenje broja Zivotinja i 3. engl.
refinement — oplemenjivanje postupaka).

Cjelokupno je istrazivanje provedeno u sklopu znanstvenoistrazivackog projekta
odobrenog i financiranog od strane Ministarstva znanosti, obrazovanja i Sporta
Republike Hrvatske, pod nazivom ,Uloga dipeptidil-peptidaze IV (CD26/DPP V) u
kroniénim bolestima“ (projekt br. 062-0061245-0213, voditelj projekta: prof.dr.sc.
Jadranka Varljen). Eticko povjerenstvo Medicinskog fakulteta u Rijeci odobrilo je

postupke u provodenju znanstvenih istraZivanja u cilju ostvarenja navedenog projekta.

3.2. Metode
3.2.1. Uspostava modela Crohnove bolesti u misa

Pokusni model kolitisa, odnosno model upalne bolesti crijeva (model Crohnove
bolesti u misa, TNBS-kolitis, engl. Crohn-like colitis) induciran je u CD26"" i CD26™
skupinama anesteziranih laboratorijskih miSeva rektalnom primjenom 5%-tne otopine
TNBS-a otoplijene u 50%-tnom etanolu. Navedena je koncentracija dobivena nakon
provedenog pilot-pokusa te odabrana kao optimalna zbog najveéeg postotka postignutih
upalnih promjena u kolonu pokusnih Zivotinja a ujedno najmanje smrtnosti pokusnih
Zivotinja. Pilot-pokus obuhvatio je i sljede¢e koncentracije TNBS-a u etanolu: 5% TNBS
u apsolutnom etanolu, 5% TNBS u 70% etanolu, 5% TNBS u 50% etanolu, 5% TNBS u
30% etanolu, 2,5% TNBS u apsolutnom etanolu, 2,5% TNBS u 50% etanolu, 1,25%

TNBS u apsolutnom etanolu te 1,25% TNBS u 50% etanolu.
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3.2.1.1. Postupak anesteziranja pokusnih zivotinja

Sve su pokusne Zivotinje iz pojedinih ispitivanih skupina ukljuene u ovo
istrazivanje anestezirane prije aplikacije otopine TNBS-a u etanolu, otopine etanola
odnosno fizioloSke otopine. Za anesteziju pokusnih Zivotinja koriStena je kombinacija
anestetika koja se sastoji od otopine ksilapana (Xylapan®, injekcijska otopina,
Vetoquinol) te Narketana (Narketan® 10, injekcijska otopina, Vetoquinol). U tu svrhu,
otopina ksilapana pripremlijena je na nacin da se 2 mL izvorne otopine ksilapana
pomijeSa s 18 mL sterilnog PBS-a. Otopina narketana pripremljena je na nacin da se 2
mL izvorne otopine narketana pomijeSa s 8 mL steriinog PBS-a. Dobivene otopine
alikvotirane su i pohranjene na -20°C. Neposredno prije postupka anesteziranja
laboratorijskih Zivotinja, pohranjeni alikvoti otopina ksilapana i narketana odmrznuti su i
pomijeSani u omjeru 1:1. Pojedina laboratorijska ZzZivotinja anestezirana je
intraperitonealnom aplikacijom 70 uL pripremljene kombinacije anestetika ksilapana i
narketana pomodu inzulinske Sprice.

Nakon provedenog postupka, laboratorijske Zivotinje bile su u anesteziranom
stanju priblizno dvadeset minuta u posebno grijanoj prostoriji. U ovom je razdoblju
proveden postupak rektalne aplikacije otopine TNBS-a u etanolu, etanola, odnosno

fizioloSke otopine.

3.2.1.2. Postupak izazivanja kolitisa

U svrhu uspostave pokusnog modela kolitisa, klizma koja sadrzi otopinu TNBS-a
u 50%-tnom etanolu uvedena je u misji kolon pomocu polipropilenskog katetera, u opc¢oj
anesteziji (80). Svakoj je laboratorijskoj zivotinji aplicirano 100 uL pripremljene otopine.

Kontrolne skupine predstavijale su skupine CD26"* i CD26” sojeva laboratorijskih
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miSeva kojima je pod istim uvjetima rektalno uveden jednaki volumen vodene otopine
50%-tnog etanola, odnosno fizioloSke otopine.

Nakon aplikacije otopine TNBS-a u etanolu, otopine 50%-tnog etanola odnosno
fizioloSke otopine, zivotinje su drzane u vertikalnom polozaju kroz jednu minutu, kako bi
se izbjeglo istjecanje aplicirane otopine iz kolona. Postupak rektalne aplikacije otopina

prikazan je na slikama 16 17.

Slike 16 i 17. Aplikacija otopine TNBS-a u etanolu u anesteziranog misa

3.2.2. Plan pokusa
Kako bi se ispitale pretpostavke i ostvarili ciljevi ovog istrazivanja, osmisljen je
plan pokusa koji uklju€uje razliCite skupine pokusnih Zivotinja oba soja kao i analiticke
postupke. Oba su istrazivana soja miSa podijeljena u tri podskupine: pokusne skupine
miSeva kojima je aplicirana 5%-tna otopina TNBS-a u 50%-tnom etanolu (skupine
zivotinja kojima je induciran kolitis) te dvije kontrolne skupine. Prvu kontrolnu skupinu
pojedinog soja laboratorijskih Zivotinja predstavljaju miSevi kojima je aplicirana vodena
otopina 50%-tnog etanola a drugu kontrolnu skupinu predstavljaju miSevi kojima je
aplicirana fizioloSka otopina. Svaka pojedina istrazivana podskupina laboratorijskih
Zivotinja obuhvatila je najmanje osam miSeva pojedinog soja.
Sve su laboratorijske ZzZivotinje pojedinih istrazivanih skupina zrtvovane
cervikalnom dislokacijom, posStujuc¢i sva etiCka nacela rada s pokusnim Zzivotinjama
nakon drugog, sedmog, petnaestog i tridesetog dana od primjene otopine TNBS-a,

etanola, odnosno fizioloSke otopine (slike 18, 19, 20).
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Slika 18. Shematski prikaz aplikacije otopine TNBS-a u etanolu

i Zrtvovanja pokusnih Zivotinja kojima je induciran kolitis

Slika 19. Shematski prikaz aplikacije otopine etanola

i Zrtvovanja Zivotinja kontrolnih skupina

Slika 20. Shematski prikaz aplikacije fizioloSke otopine

i Zrtvovanja Zivotinja kontrolnih skupina

3.2.2.1. Procjena uspostave kolitisa

U cilju pracenja uspostave, razvoja i ciljelijenja kolitisa u razli€itim ispitivanim
skupinama oba soja pokusnih Zzivotinja, pratio se niz klinickih, makroskopskih i
mikroskopskih parametara. Svim je pokusnim Zivotinjama nakon aplikacije otopine
TNBS-a u etanolu, vodene otopine etanola odnosno fizioloSke otopine dnevno pracena
promjena tjelesne tezine, konzistencija stolice (formirana stolica, proljevkasta stolica,
opstipacija), eventualna pojava rektalnog krvarenja, prisutnost krvi u stolici te opce
kliniCko stanje.

Procjena uspostave kolitisa, osim temeljem klinickih obiljezja svake pojedine
zZivotinje odredivana je i makroskopskom analizom prilikom Zrtvovanja pokusnih zivotinja
(konzistencija stolice, prisutnost ulceracija i upalnih zarista, uocljive promjene na stjenci
crijeva). Uspjesnost uspostave kolitisa utvrdivana je i mikroskopskom analizom, odnosno

patohistoloSkom i histomorfometrijskom analizom (opisano dalje u tekstu).

3.2.3. Dobivanje miSjeg seruma
Periferna krv pokusnih Zivotinja svih ispitivanih skupina oba soja miSeva uzeta je

prilikom Zrtvovanja pokusnih Zivotinja punkcijom orbitalnog sinusa pomocu
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heparinizirane Pasteurove pipete. Uzorci dobivene krvi odstajali su u epruvetama 30
minuta na sobnoj temperaturi, nakon ¢ega su centrifugirani na 3000 okretaja kroz 10
minuta. Dobiveni serum oprezno je izdvojen u epruvete te pohranjen na -80°C za daljnje

postupke analize.

3.2.4. Uzorkovanje organa pokusnih zivotinja

Prilikom Zrtvovanja pokusnih Zzivotinja i otvaranja trbusne Supljine te kostiju
lubanje, svakoj je pojedinoj Zivotinji izdvojena jetra, slezena i mozak te su njihove mase
izmjerene analitickom laboratorijskom vagom, nakon €ega su organi zamrznuti u
tekuéem dusSiku te pohranjeni na -80°C do daljnjih analiza, ukoliko nisu odmah bili
podvrgnuti daljnjim analitickim postupcima. Nadalje, izdvojen je i analiziran cjelokupni
gastrointestinalni trakt a s posebnom je pozorno$¢u analizirano debelo crijevo.

Istrazivanja su provedena na sistemskoj i lokalnoj razini.

3.2.5. Makroskopske promjene

Makroskopske promjene gastrointestinalnog trakta vidljive tijekom Zrtvovanja
pokusnih Zivotinja zabiliezene su za svaku pojedinu Zivotinju. Osobito se pratila
prisutnost makroskopski vidljivih upalnih ZariSta u crijevu te prisutnost ulceracija i
krvarenja. Procijenilo se podruc¢je zahvaéeno upalom, zabiljeZila eventualna prisutnost
upale u okolnom tkivu, prisutnost nekroticnog tkiva te ostale makroskopski vidljive
promjene. Kod skupina u fazi oporavka, promatrala se prisutnost oziljkastih promjena.
Isto tako, izmjerena je duzina svakog pojedinog uzorka debelog crijeva, od podrucja
ileocekalne regije do anusa.

Dio debelog crijeva u podrucju rektuma izdvojen je za histoloSke analize, sadrzaj

mu je oprezno ispraznjen a crijevo je kirurskim skalpelom narezano u tri do pet manjih
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dijelova. Dijelovi debelog crijeva posloZeni su u plastiCne spremnike za histolodke
analize i uronjeni u 4%-tni paraformaldehid, nakon ¢ega je uslijedio postupak pripreme
preparata za histoloSke analize. Drugi je dio debelog crijeva izvagan pomocu analitiCke
vage, zamrznut u tekuéem dusiku te pohranjen na -80°C do daljnjih analiti¢kih postupaka
ekstrakcije proteina. Uzorak debelog crijeva koji je izdvojen za izolaciju sluznice
podvrgnut je daljnjim analitickim postupcima neposredno nakon Zrtvovanja

laboratorijskih zivotinja.

3.2.6. Priprema preparata za histoloske analize
3.2.6.1. Silanizacija predmetnih mikroskopskih stakalaca

Predmetna mikroskopska stakalca silanizirana su pomoc¢u otopine 2%-tnog
Silana u acetonu u cilju poboljSanja adhezije tkivnih preparata. Cilj silanizacije je
postizanje pozitivhog naboja povrSine predmetnih mikroskopskih stakalaca koji zbog
toga jaCe privlaCe negativne naboje poput karboksilne skupine proteina. Zbog toga je
adhezija tkivnih rezova na predmetnim mikroskopskim stakalcima bolja a tijekom
histoloSkih postupaka ne dolazi do odvajanja preparata od predmetnih stakalaca.

Postupak silanizacije mikroskopskih predmetnih stakalaca proveden je prema
sljedeéem protokolu: stakalca su uranjana su u kloroform kroz 10 minuta, zatim je
uslijedilo uranjanje u izopropilni alkohol takoder kroz 10 minuta. Nakon toga stakalca su
uranjana 10 minuta u otopinu 2%-tnog silana u acetonu (otopina 5 mL 3-
aminopropiltrietoksi-silana u 250 mL acetona). Uslijedilo je uranjanje stakalaca u aceton
kroz 10 minuta a postupak je ponovlijen dvaput. Nakon toga, stakalca su uranjana u
destiliranu vodu kroz 10 minuta a postupak je ponavljan triput. Predmetna mikroskopska
stakalca suSena su preko noc¢i na temperaturi od 37 do 45°C te pohranjena do upotrebe

na sobnoj temperaturi.
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3.2.6.2. Priprema parafinskih preparata uzoraka tkiva

Prilikom Zrtvovanja pokusnih Zivotinja pojedinih skupina izdvojeni su uzorci tkiva
debelog crijeva za histoloSka istrazivanja te fiksirani tijekom 24 sata u 4%-tnom
paraformaldehidu. Uslijedila je dehidratacija (ukljanjanje vode iz tkiva) kroz rastuce
koncentracije alkohola (70%, 80%, 96% te 100%). Nakon postupka dehidratacije
etanolom uslijedilo je prosvjetljivanje ksilolom te naposljetku uklapanje u parafin
postupkom uranjanja tkiva u parafin temperature od +50 do +60°C. Pri navedenoj
temperaturi parafin se nalazi u tekuéem stanju a postupkom tri izmjene parafina ksilol
koji se nalazi u tkivu postupno se zamjenjuje parafinom. Konacni kruti parafinski blokovi
dobiveni su hladenjem na +4°C. Parafinski blokovi tkiva prije postupka rezanja
mikrotomom zaledeni su na -20°C a zatim serijski narezani na rezove debljine 2 um.
Tkivni rezovi adherirani su na prethodno silanizirana predmetna stakalca, koriStenjem
najprije hladne vode gdje su pojedini rezovi odvojeni, te nakon toga uranjanjem u
destiliranu vodu pri temperaturi od +40°C S$to je omogucilo izravnavanje parafinskih

rezova i doprinijelo njihovoj boljoj adheziji na predmetna stakalca (203).

3.2.6.3. Hematoksilin-eozin bojanje preparata tkiva

Dobiveni parafinski blokovi tkiva narezani su u histoloSke preparate debljine 2 um
pomoc¢u mikrotom instrumenta Laica. UCinjeno je prosje¢no 50 serijskih rezova po
jednom preparatu tkiva. Preparati su obojeni histoloSkim bojenjem hematoksilin-
eozinom. Hematoksilin kisele strukture u stanici (kromatin, jezgra) boji ljubi¢asto-plavo
dok eozin bazi€ne strukture stanice (citoplazma) boji crveno. Bojenje hematoksilin-
eozinom ucinjeno je prema sliedeéem protokolu: predmetna stakalca s adheriranim
tkivom deparafinizirana su uranjanjem preparata u otopinu ksilola kroz 5 minuta.

Postupak je ponovljen triput s novom otopinom ksilola. Zatim su preparati uranjani u
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otopine alkohola padajuée koncentracije (100% - dvaput, 90%, 70% i 50%-tni alkohol),
kroz 4 minute. Na taj je nacin u tkivo vraéena voda odnosno tkivo je rehidrirano.
Uslijedilo je ispiranje u destiliranoj vodi kroz 4 minute, a nakon toga bojenje
hematoksilinom inkubacijom preparata u otopini hematoksilina kroz 4 minute. Nakon
prvog bojenja preparati su ispirani pod mlazom tekuce vode kroz 15 minuta te
diferencirani u otopini HCl-etanola (100 mL 70%-nog etanola i 0,5 mL HCI) kroz 2
sekunde, nakon ¢ega su ponovno ispirani pod mlazom tekuée vode kroz 10 minuta te
uranjani u Cistu destiliranu vodu kroz 3 minute. Uslijedilo je bojenje eozinom,
inkubacijom predmetnih stakalaca s adheriranim tkivom u otopini eozina kroz 3 minute,
nakon ¢ega su preparati uranjani 3 puta po 5 minuta u Cistu destiliranu vodu. Nakon toga
su obojeni tkivni rezovi dehidrirani kroz otopine etanola rastuc¢ih koncentracija (70%, 2
puta po 96% te dva puta po 100%) kroz 30 sekundi a nakon €ega su uranjani u ksilol 3
puta po 5 minuta. Potom su predmetna stakalca s obojenim histoloskim rezovima tkiva
osudena na sobnoj temperaturi te montirana entelanom. HistoloSki preparati pripremljeni
na opisan nacin suseni su na sobnoj temperaturi kroz najmanje 24 sata Cime su
postignuti trajni preparati, spremni za analizu mikroskopom.

Hematoksilin-eozin bojanje histoloskih preparata koristeno je kako bi se uvidjele
patohistoloSke promjene u debelom crijevu ispitivanih Zivotinja, te za histomorfometrijsku
analizu preparata debelog crijeva. HistoloSki su preparati analizirani uporabom Olympus

B201 mikroskopa.

3.2.7. Odredivanje stupnja oste¢enja sluznice crijeva
Mikroskopski indeks ostecenja (MIO) odredivan je na parafinskim rezovima
debelog crijeva debljine 2 um (50 serijskih rezova po svakom uzorku), obojanih

hematoksilin-eozinom. Stupanj oStecenja sluznice crijeva utvrden je prema uvrijeZzenim
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kriterijima. PatohistoloSko oSteé¢enje oznaceno kao MIO odreden je koristeCi sljedece
parametre: 1) infiltrati upalnih stanica: a) normalna lamina proprija - 0 bodova; b)
pojedinane upalne stanice u lamini propriji - 1 bod; ¢) nakupine upalnih stanica koje
prodiru i u podsluznicu - 2 boda; d) transmuralni infiltrati upalnih stanica stijenke crijeva -
3 boda. Il) ostecenje tkiva: a) normalna sluznica - 0 bodova; b) ograni¢eno osteéenje
epitela - 1 bod; c) zariSna ulceracija mukoze - 2 boda; d) zariSna transmuralna ulceracija
- 3 boda. Kombinacijom navedenih parametra za svaku pojedinu Zivotinju te statistickom
obradom pojedinih skupina dobiven je indeks mikroskopskog oSteCenja za sve
promatrane dane pokusa. HistoloSka procjena osteCenja napravljena je nakon analize

preparata svjetlosnim mikroskopom metodom ,dvostruko slijepe probe®“.

3.2.8. Histomorfometrijska analiza

Uzorci kolona ispitivanih skupina Zivotinja analizirani su histomorfometrijski na
parafinskim rezovima obojanih hematoksilin-eozinom. Odredio se broj Lieberkunovih
kripti na milimetar duzine debelog crijeva te Sirina i dubina kripti. Odredivana je ukupna
debljina te debljina pojedinih slojeva stijenki kolona.

Mijerenja su provedena pomocu kompjuterskog sustava za kvantitativnhu obradu
mikroskopske slike koji se sastoji od svjetlosnog Olympus BX40 mikroskopa (Olympus,
Tokio, Japan) te Pulnix digitalne kamere (TMC 76S, Tokio, Japan). Analiza digitalnih
fotografija histolodkih preparata pri razli€itim povecanjima ucinjena je pomocu
kompjuterskog programa Issa (VAMS, Zagreb, Hrvatska). Rezultati su prikazani kao

srednja vrijednost + standardna devijacija za pojedinu skupinu Zivotinja.
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3.2.9. Izolacija proteina iz uzoraka tkiva pokusnih zivotinja
3.2.9.1. lzolacija proteina mozga i debelog crijeva u octenoj kiselini

Proteini su izolirani iz uzoraka tkiva mozga i debelog crijeva dobivenih prilikom
Zrtvovanja pokusnih zivotinja iz pojedinih ispitivanih skupina prema modificiranoj metodi
El Karima i sur. (204). Uzorci tkiva mozga i debelog crijeva priblizne tezine 375 mg
oprezno su usitnjeni pomodu kirurSkog skalpela te su homogenizirani ruéno, na ledu, u
osam puta ve¢em volumenu 0,5 M octene kiseline (CH;COOH) s dodatkom komercijalno
dostupnih inhibitora fosfataza i proteza. Homogenati su zatim inkubirani u vodenoj
kupelji kroz 10 minuta na temperaturi od +95°C. Uslijedilo je centrifugiranje homogenata
na 14 000 okretaja u minuti kroz 20 minuta na temperaturi od +4°C. Pojedini dobiveni
supernatanti oprezno su izdvojeni u prethodno ohladene epruvete.

U dobivenim je uzorcima odmah nakon izdvajanja izmjerena koncentracija
ukupnih proteina prema metodi Bradforda i sur. (205) opisanoj u poglaviju 3.2.11.
Ostatak uzoraka zamrznut je u teku¢éem dusSiku te pohranjen na -80°C do daljnjih
analitickih odredivanja sadrzaja neuropeptida NPY-a i VIP-a te interleukina IL-6 u

dobivenim uzorcima, specifi€nim imunoenzimskim testovima (ELISA metodom).

3.2.9.2. Izolacija proteina mozga i debelog crijeva u TRIS-HCI puferu

Uzorci mozga i debelog crijeva priblizne mase 100 mg dobiveni prilikom
Zrtvovanja pokusnih Zivotinja iz pojedinih skupina oprezno su usitnjeni pomocu kirurs§kog
skalpela te ruéno homogenizirani na ledu u 400 uL TRIS-HCI pufera (pH=8,0). Potom su
homogenati centrifugirani u vremenu od 20 minuta na 14 000 okretaja u minuti na
temperaturi od +4°C. Svaki je dobiveni supernatant oprezno izdvojen od taloga i
prenesen u epruvete. Koncentracija ukupnih proteina u dobivenim supernatantima

izmjerena je prema metodi Bradforda i sur. (205) opisanoj u poglavlju 3.2.11. Dobiveni
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uzorci proteina u TRIS-HCI puferu alikvotirani su, zamrznuti u tekuéem dusiku te
pohranjeni na -80°C do daljnjih analitiCkih postupaka i koristeni za odredivanje sadrzaja
IL-10 u uzorcima tkiva imunoenzimskim testom (ELISA metodom) te za odredivanje
aktivnosti DPP 1V/CD26 u uzorcima C57BL/6 zivotinja odnosno za odredivanje aktivnosti

DPP IV/CD26-sli¢nih enzima u uzorcima CD26 deficijentnih Zivotinja.

3.2.9.3. Izolacija proteina iz uzoraka tkiva za analizu tehnikom Western blot

Uzorci tkiva miSjeg mozga i debelog crijeva dobiveni prilikom Zrtvovanja pokusnih
Zivotinja iz pojedinih skupina oprezno su usitnjeni pomocu kirurSkog skalpela te ru¢no
homogenizirani na ledu koristenjem komercijalno dostupnog pufera za izolaciju proteina
tkiva - RIPA (od engl. Radioimmunoprecipitation buffer) u kombinaciji s inhibitorima
proteaza i fosfataza.

Otopina RIPA-e sadrzi 1% nonidet P-40, 0,5% natrijevog-deoksikolata, 0,1%
SDS-a te 0,004% natrijevog azida otoplienih u jednostruko koncentriranoj trisom
puferiranoj fizioloskoj otopini, u kona¢nom volumenu od 50 mL. Otopina za izolaciju
proteina priprema se svjeza, neposredno prije homogenizacije uzoraka tkiva na nacin da
se na 1 mL otopine RIPA-e dodaje po 10 uL otopine svakog inhibitora (fenil-metil-
sulfonilfluorid u dimetil-sulfoksidu - PMSF u DMSO, natrijev-ortovanadat te koktel
inhibitora proteaza). Prema priloZenim uputstvima proizvodaca koristeno je 3 mL
pripremljene otopine RIPA-e s dodatkom navedenih inhibitora na 1 g tkiva, odnosno
koristeni su proporcionalni omjeri.

Nakon ru€éne homogenizacije uzoraka na ledu, uslijedilo je centrifugiranje
uzoraka 20 minuta na 14 000 okretaja u minuti na temperaturi od +4°C. Pojedini
dobiveni supernatanti oprezno su izdvojeni u prethodno ohladene epruvete.

Koncentracija ukupnih proteina u izdvojenim supernatantima izmjerena je prema metodi
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Bradforda i sur. (205) opisanoj u poglavlju 3.2.11. Ostatak dobivenih uzoraka zamrznut
je u tekuéem dusSiku te pohranjen na -80°C do daljnjih metoda elektroforetskog
razdvajanja proteina te odredivanja proteinskog izrazaja NPY-a, VIP-a, molekule CD26

te R-aktina u tkivima Zivotinja pojedinih pokusnih skupina, Western blot tehnikom.

3.2.10. Izolacija sluznice debelog crijeva

Izdvojenom uzorku tkiva debelog crijeva pojedine Zrtvovane laboratorijske
Zivotinje izmjerena je duZina, uzorak je izvagan a nakon toga debelo crijevo je otvoreno
uzduznom incizijom. Cijeli je postupak provoden na ledu. Sluznica debelog crijeva
izolirana je pomocu kirurSkog skalpela, nakon €ega je homogenizirana u volumenu od 2
mL 0,3 M otopine manitola, prema protokolu Ahnen i sur. (206). Dobiveni je homogenat
nakon toga centrifugiran na 50 000 okretaja u minuti u vremenu od 20 minuta na
temperaturi od +4°C koriStenjem Beckman ultracentrifuge. Dobiveni talog stanica
resuspendiran je s destiliranom vodom u omjeru 1:6 te ponovno homogeniziran.
Homogenatu je nadalje dodano 0,0011 g usitnjenog CaCl, te je uzorak inkubiran uz
povremeno mijeSanje kroz 20 minuta na temperaturi od +4°C. Uzorak je zatim
centrifugiran na 3 000 okretaja u minuti u vremenu od 15 minuta na temperaturi od +4°C
kako bi se istaloZile Cestice CaCl, i veCe Cestice. Dobiveni supernatant se potom
centrifugirao na 27 000 okretaja u minuti kroz 30 minuta na temperaturi od +4°C
koridtenjem Beckman ultracentrifuge. Dobiveni talog stanica resuspendiran je u 0,4 mL
Tris-HCI pufera (pH=8,0), uzorci su alikvotirani, izmjerena je koncentracija izoliranih
proteina prema metodi Bradforda i sur. (205) te su alikvoti dobivenih uzoraka pohranjeni
na -80°C do daljnjih analitickin postupaka koji obuhvacaju odredivanje aktivnosti
intestinalne DPP IV/CD26 u C57BL/6 miSeva kao i aktivhosti DPP [IV/CD26-sli¢nih

enzima u CD26 deficijentnih miSeva.
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3.2.11. Odredivanje koncentracije ukupnih proteina

Koncentracija ukupnih proteina u dobivenim uzorcima homogenata mozga i
debelog crijeva odredivana je prema metodi Bradforda i sur. (205). Za analize je koriSten
komercijalno dostupan koncentrirani reagens proizvodaca Bio-Rad. Ishodni koncentrirani
reagens razrijeden je s ultra &istom vodom u omjeru 1:4, odnosno u 200 pL
koncentriranog reagensa dodano je 800 L ultra Ciste vode. Za analize je u 1 mL
Bradfordovog reagensa pripremljenog na prethodno opisani nacin dodano 0,002 mL
homogenata. Slijepu probu sacinjavao je 1 mL pripremljenog Bradfordovog reagensa te
0,002 mL ultra Ciste vode. Nakon inkubacije u trajanju od 10 minuta, spektrofotometrijski
je izmjeren intenzitet plavog obojenja mjerenjem apsorbancije svjetlosti UV/VIS
spektrofotometrom pri valnoj duljini A=595 nm prema slijepoj probi.

Koncentracije ukupnih proteina u ispitivanim uzorcima izracunate su pomocu
prethodno ucinjene bazdarne krivulje koja je izradena koriStenjem razliCitih razrjedenja
standarda proteina, poznatih koncentracija. Linearna ovisnost (r?=0,9867) apsorbancije
svjetlosti pri valnoj duljini A=595 nm te koncentracije proteina koriStena je pri
izraCunavanju koncentracije ukupnih proteina u pojedinom ispitivanom uzorku, prema

sljedecoj jednadzbi:

Koncentracija ukupnih proteina = (Apsorbancija pri A=595/0,0567) * 0,5

Koncentracija ukupnih proteina u ispitivanim uzorcima izrazena je u

mikrogramima po mikrolitru uzorka (ug/pL).
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3.2.12.0dredivanje enzimske aktivnhosti DPP IV/ICD26 i DPP IV/CD26-sli¢nih enzima

Enzimska aktivhost DPP IV/CD26 u serumu, mozgu te homogenatu sluznice
debelog crijeva u C57BL/6 Zivotinja te enzimska aktivnost DPP IV/CD26-sli¢nih enzima
u istovjetnim uzorcima CD26 deficijentnih miSeva odredivana je u svim ispitivanim
skupinama prema metodi Kreisela i sur. (207). Enzimske aktivnosti odredivane su
koristenjem UV/VIS spektrofotometra, mjerenjem apsorpcije svjetlosti pri valnoj duljini od
405 nm, prema slijepoj probi svakog pojedinog uzorka zasebno, u kivetama duljine 1 cm.

Analiticka metoda temelji se na hidrolizi kromogenog glicin-prolin-p-nitroanilida
(Gly-Pro-p-NA) kao supstrata za enzimsko djelovanje DPP IV/CD26. Ukupno 2x10° M
supstrata Gly-Pro-p-NA te 20 L ispitivanog uzorka (seruma, odnosno homogenata tkiva
poznate koncentracije proteina) inkubirano je u reakcijskoj smjesi u 170 yL 0,1 M Tris-
HCI pufera (pH=8,0). Nakon 30 minuta inkubacije na temperaturi od +37°C, reakcija je
zaustavljena dodatkom 800 pyL 1M acetatnog pufera (pH=4,5), koji promjenom pH
reakcijske smjese inaktivira aktivnost enzima. Intenzitet razvijene Zute boje koja potjece
od razgradenog kromogenog supstrata odredivan je prema slijepoj probi svakog
pojedinog uzorka. Slijepa proba sadrzava iste reagense i pufere poput ispitivane probe,
a razlikuje se po tome Sto se ispitivani uzorak dodaje nakon dodatka 800 uL 1M
acetatnog pufera (pH=4,5) kada je inaktivirana mogucnost katalitickog djelovanja

enzima.

Spektrofotometrijsko odredivanje enzimske aktivhosti DPP 1V/CD26 odnosno

DPP IV/CD26-sli¢nih enzima provodi se postupkom navedenim u tablici 5.
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Tablica 5. Postupak odredivanja enzimske aktivnosti DPP IVV/CD26

i DPP 1V/CD26-slicnih enzima

SLIJEPA PROBA PROBA
(mL) (mL)
Supstrat (Gly-Pro-p-NA) 0,01 0,01
Tris-HCI pufer (pH=8,0) 0,17 0,17
Uzorak
- 0,02

(serum/homogenat tkiva)

Inkubacija uzoraka 30 minuta na 37°C

Acetatni pufer (pH=4,5) 0,80 0,80

Serum/homogenat tkiva 0,02 -

3.2.12.1. Izra¢un enzimske aktivnosti

Aktivnost DPP IV/CD26 odnosno DPP IV/CD26-sli¢énih enzima raduna se prema

sljedecoj jednadzbi:

Vy 10°
g-d-tv, "

Enzimska aktivnost =

Legenda:

Ap = apsorbancija probe

Vuk = ukupni volumen reakcijske smjese

85




Vuz = volumen uzorka

d = debljina kivete (1 cm)

t = vrijeme inkubacije u minutama (30 min)

€ = molarni ekstincijski koeficijent (za p-nitroanilid pri 405 nm
iznosi 9,9 » 10° mol)

10° = faktor pretvorbe mola u pmol

Enzimska aktivnost serumske DPP [V/CD26 u C57BL/6 zivotinja izrazena je u
internacionalnim jedinicama po 1 L odnosno 1 dm® seruma (IU/L odnosno IU/dm?), to
odgovara hidrolizi 1 umola supstrata u minuti po 1L odnosno 1 dm® seruma. Enzimska
aktivnost DPP IV/CD26 u debelom crijevu i mozgu C57BL/6 Zivotinja izraZzena je u
nanokatalima po miligramu proteina u uzorku homogenata sluznice debelog crijeva
odnosno mozga (nkat/mg proteina).

Enzimske aktivnosti DPP 1V/CD26-sli¢nih enzima u uzorcima seruma odnosno
homogenata tkiva CD26 deficijentnih miSeva izrazene su u istovjetnim jedinicama kao i u

C57BL/6 Zivotinja.

3.2.13. Imunoenzimski testovi (ELISA)

Koncentracije neuropeptida NPY i VIP, kao i interleukina (IL-6 i IL-10) u serumu i
uzorcima ekstrakata tkiva mozga i debelog crijeva pokusnih zZivotinja odredivani su
imunoenzimskim testovima (ELISA metodom) na ¢itaCu mikrotitarskih plioCica (Bio-tek
EL808, Bio-tek instruments INC). Odredivanja su provedena KkoriStenjem specifiCnih

imunoenzimskih testova za pojedini ispitivani parametar slijedec¢i uputstva proizvodaca.
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3.2.13.1. Specificni imunoenzimski test za utvrdivanje koncentracije
neuropeptida Y
Za utvrdivanje koncentracije NPY-a u ispitivanim uzorcima midjeg seruma
odnosno proteinskin ekstrakata mozga i debelog crijeva koristen je specificni
imunoenzimski set proizvodaca Phoenix Pharmaceuticals, Inc, kataloski broj EK-049-03.
Prethodno provedenim pilot pokusima utvrdeno je da je za optimalnu izvedbu
odredivanja koncentracije NPY-a u uzorcima tkiva mozga i debelog crijeva iste potrebno

pripremati prema protokolu opisanom u poglaviju 3.2.9.1.

3.2.13.1.1. Nacelo djelovanja

Nacelo djelovanja ovog testa temelji se na principu kompetitivnog enzimskog
imuno-eseja. U tu su svrhu jazice na prilozenoj mikrotitarskoj plocici oblozene
sekundarnim protutijelom, a nespecificna vezna mjesta ve¢ su prethodno blokirana.
Sekundarno protutijelo vezuje se na Fc fragment primarnog peptidnog protutijela Ciji se
Fab fragment kompetitivho vezuje na biotinilirani peptid, odnosno peptidni standard ili
cilini peptid u uzorcima. Biotinilirani peptid medudjeluje s kompleksom streptavidin-
peroksidaza hrena (SA-HRP), koji katalizira razgradnju kromogenog supstrata. Intenzitet
nastale zute boje izravno je proporcionalan Kkoli€ini biotiniliranog peptida-SA-HRP
kompleksa ali obrnuto proporcionalan s koli€éinom odredivanog peptida u standardima
odnosno pojedinim ispitivanim uzorcima. Razlog tome je kompetitivno vezivanje
biotiniliranog peptida sa standardima ciljnog peptida ili uzoraka s primarnim peptidnim
protutijelom. Dobivene vrijednosti apsorbancije svijetlosti standarda poznatih
koncentracija sluze za izradu standardne krivulje. Nepoznate koncentracije trazenog
peptida u ispitivanim uzorcima odreduju se iz jednadzbe standardne krivulje i izrazavaju

u ng/mL.
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3.2.13.1.2. Sadrzaj kompleta imunoenzimskog testa

U kompletu imunoenzimskog testa za odredivanje koncentracije NPY-a u

ispitivanim uzorcima nalaze se sljedeci reagensi:

1.

8.

9.

Dvadeseterostruko koncentrirani esejski pufer (50 mL),

kataloski broj EK-BUF;

Mikrotitarska plo€ica s 12 zasebno odvajajuéih nizova i ukupno 96 jaZica,
kataloski broj EK-PLATE;

Adhezivne folije (3 komada), kataloski broj EK-APS;

Liofilizirano primarno protutijelo (ze€ji protu-peptid IgG) (1 epruveta);
Liofilizirani standardni peptid;

Liofilizirani biotinilirani peptid;

Streptavidin-horseradish peroksidaza (SA-HRP) (30 uL)

kataloski broj EK-SA-HRP;

Liofilizirana pozitivna kontrola;

Otopina supstrata (12 mL), kataloski broj EK-SS;

10. Kloridna kiselina, 2N HCI (15 mL), kataloski broj EK-HCI.

3.2.13.1.3. Analiti¢ki postupci imunoenzimskog testa

Komplet za imunoenzimsko odredivanje koncentraciie NPY-a u uzorcima

pohranjuje se na +4°C a neposredno prije koridtenja svi se sastojci moraju zagrijati na

sobnoj temperaturi. Najprije je potrebno razrijediti esejski pufer koji je dvadeseterostruko

koncentrirani na jednostruku koncentraciju, na nacin da se 50 mL priloZzenog pufera

razrijedi u 950 mL ultra Ciste vode. Eventualna prisutnost kristalizirane tvari otapa se

grijanjem eseja u vodenoj kupelji na 37°C. Dobiveni jednostruko koncentrirani pufer
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koristi se za razrjedivanje svih ostalih liofiliziranih komponenti imunoenzimskog testa te
za postupke ispiranja jazica mikrotitarske plocice.

Nadalje, prilozeni standard peptida oprezno se otapa u 1,0 mL esejskog pufera.
Koncentracija dobivene mati¢ne otopine iznosi 1000 ng/mL. Primarno protutijelo te
biotinilirani peptid rehidriraju se s 5 mL esejskog pufera a pozitivna kontrola u 200 pL
esejskog pufera te potom oprezno homogeniziraju.

Slijepu probu predstavlja jazica u koju nije dodan uzorak kao ni primarno
protutijelo niti biotinilirani peptid ali prolazi kroz iste postupke i dodaju se svi ostali
reagensi kao i u ostale jaZice sa standardima, uzorcima ili pozitivhim kontrolama.

Peptidni standardi NPY-a pripremljeni su u koncentraciama 0,01 ng/mL, 0,1
ng/mL, 1 ng/mL, 10 ng/mL te 100 ng/mL razrjedivanjem primarnog standarda
koncentracije 1000 ng/mL s odgovaraju¢im volumenom esejskog pufera. Peptidni
standardi nanose se u duplikatu u odgovarajuce jazice te se pomocu njih izraduje
standardna krivulja za odredivanje nepoznate koncentracije trazenog peptida u uzorcima
seruma odnosno homogenata istrazivanih tkiva. Kao interna kontrola koristi se priloZzena
pozitivha kontrola traZzenog peptida poznate koncentracije.

Uzorci peptidnin  standarda odnosno ispitivanin uzoraka nanose se u
odgovarajuce jazice u volumenu od 50 pL. Potom se u svaku jazicu (osim slijepe probe)
dodaje po 25 pL primarnog protutijela i po 25 pL biotiniliranog peptida. JaZice se zatim
prekriju adhezivnhom folijom te se mikrotitarska plocica polozi na tresilicu uz 350 okretaja
u minuti i inkubira dva sata na sobnoj temperaturi. Neposredno prije isteka vremena
inkubacije priprema se otopina SA-HRP na nacin da se 12 pL koncentriranog SA-HRP
otapa u 12 mL esejskog pufera. Nakon isteka vremena inkubacije sadrzaj jazica se

isprazni te se svaka jazica ispere Cetiri puta s 350 pL esejskog pufera. Postupak se
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provodi pomoc¢u multikanalne pipete, a nakon svakog ispiranja ploc€icu je potrebno dobro
posusiti na celuloznoj vati.

Nakon postupaka ispiranja, u svaku se jazicu dodaje po 100 uL otopine SA-HRP,
jazice se prekriju adhezivnom folijom te inkubiraju kroz jedan sat na sobnoj temperaturi
na tresilici uz 350 okretaja u minuti. Nakon isteka vremena inkubacije, ponovno se
isprazni sadrzaj svih jaZica te slijedi ponovni postupak ispiranja kao Sto je prethodno
opisano. Potom se dodaje po 100 pL supstrata u svaku jazicu, jazice se prekriju
adhezivnom folijom te inkubiraju kroz jedan sat na sobnoj temperaturi uz 350 okretaja u
minuti na tresilici. Osobito je vazno da se reakcija odvija u mraku te je stoga potrebno
mikrotitarsku plo€icu s reagensima zastititi od svjetlosti. Nakon isteka vremena
inkubacije razvija se plava boja razliCitog intenziteta. Reakcija kataliticke razgradnje
supstrata zaustavlja se dodatkom 100 yL 2 M HCI u svaku jazicu pri ¢emu dolazi do
promjene plave boje u zutu. Intenzitet nastalog Zutog obojenja mjeri se u roku od 20

minuta prema slijepoj probi na ¢itaCu mikrotitarskih plocica na valnoj duljini od 450 nm.

3.2.13.2. Specifiéni imunoenzimski test za utvrdivanje koncentracije
vazoaktivnog intestinalnog peptida

Za utvrdivanje koncentracije VIP-a u ispitivanim uzorcima miSjeg seruma
odnosno proteinskih ekstrakata mozga i debelog crijeva koristen je specifi¢ni
imunoenzimski set proizvodaca Phoenix Pharmaceuticals, Inc., kataloSki broj EK-064-
16.

Prethodno provedenim pilot pokusima utvrdeno je da je za optimalnu izvedbu
odredivanja koncentracije VIP-a u uzorcima tkiva miSjeg mozga i debelog crijeva iste

potrebno pripremati prema protokolu opisanom u poglaviju 3.2.9.1.
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NacCelo djelovanja kao i priprema reagenasa, analiticki postupci i vremena
inkubacije identi€éni su prethodno opisanom imunoenzimskom testu za dokazivanje
koncentracije NPY-a u ispitivanim uzorcima. SadrZaj kompleta za imunoenzimsko
odredivanje koncentracije VIP-a u ispitivanim uzorcima jednak je sadrzaju kompleta za
odredivanje koncentracije NPY-a (navedeno u prethodnom poglavlju), a imunoenzimski
testovi razlikuju se u specifi€nim protutijelima, standardima i koncentracijama standarda
koje se nanose na mikrotitarsku plocicu.

U cilju dobivanja odgovarajuce standardne krivulje, prema priloZenim uputstvima
proizvodaca, priloZzeni standard peptida VIP oprezno se otapa u 1,0 mL esejskog pufera.
Koncentracija dobivene mati¢ne otopine iznosi 1000 ng/mL. Peptidni standardi VIP-a
pripremljeni su u koncentracijama 0,04 ng/mL, 0,2 ng/mL, 1 ng/mL, 5 ng/mL te 25
ng/mL, i to razriedivanjem primarnog standarda koncentracie 1000 ng/mL s
odgovaraju¢im volumenom esejskog pufera. Peptidni standardi nanose se u duplikatu u
odgovarajuce jazice na mikrotitarskoj plo€ici te se pomocu njih izraduje standardna
krivulja za odredivanje nepoznate koncentracije trazenog peptida u uzorcima seruma
odnosno homogenata istrazivanih tkiva.

Intenzitet nastalog Zutog obojenja takoder se mjeri u roku od 20 minuta, kao sto
je opisano u prethodnom poglavlju, prema slijepoj probi, na &itacu mikrotitarskih plo€ica

na valnoj duljini od 450 nm.

3.2.13.3. Specificni imunoenzimski test za utvrdivanje koncentracije interleukina-6

Za utvrdivanje koncentracije interleukina-6 (IL-6) u ispitivanim uzorcima miSjeg
seruma odnosno tkivnih ekstrakata mozga i debelog crijeva koristen je specificni
imunoenzimski set proizvodata R&D Systems, Quantikine Mouse IL-6, kataloSki broj

M6000B.
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Prethodno provedenim pilot pokusima utvrdeno je da za optimalnu izvedbu
odredivanja koncentracije IL-6 u uzorcima tkiva miSjeg mozga i debelog crijeva iste je

potrebno pripremati prema protokolu opisanom u poglavlju 3.2.9.1.

3.2.13.3.1. Nacelo djelovanja

Nacelo djelovanja ovog testa, za razliku od imunoenzimskih testova za
odredivanje koncentracije NPY-a i VIP-a, temelji se na principu kvantitativne tzv. sendvic
imuno-esej tehnike. U tu svrhu jazice na mikrotitarskoj plocici oblozene su specifiénim
monoklonskim protu-misjim IL-6 protutijelom. Standardi, pozitivne kontrole i uzorci
nanose se u pojedine jazice te se IL-6 prisutan u uzorcima veze za promarna protutijela.
Nakon postupka ispiranja nevezanih supstanci, u pojedinu jaZicu dodaje se specifi¢no
sekundarno poliklonsko protutijelo (na kojemu se nalazi vezani enzim) za misji IL-6.
Nakon ponovnog postupka ispiranja i dodatka supstrata, dolazi do enzimske razgradnje
$to dovodi do nastanka plavog obojenja koje se nakon dodatka otopine za zaustavljanje
enzimske reakcije mijenja u Zzuto. Intenzitet nastalog Zutog obojenja izravno je
proporcionalan koli¢ini IL-6 u ispitivanim uzorcima. Dobivene vrijednosti apsorbancije
svijetlosti standarda poznatih koncentracija sluze za izradu standardne krivulje.
Nepoznate koncentracije trazenog interleukina u ispitivanim uzorcima odreduju se iz

jednadzbe standardne krivulje i izraZzavaju u pg/mL.

3.2.13.3.2. Sadrzaj kompleta imunoenzimskog testa
U kompletu imunoenzimskog testa za odredivanje koncentracije IL-6 u

ispitivanim uzorcima nalaze se sljedeci reagensi:
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10.

11.

Mikrotitarske ploCice s 12 zasebno odvajajuéih nizova i ukupno 96 jaZica
prethodno obloZzenih monoklonskim protutijelom specificnim za misji IL-6, 2
komada, kataloski broj MB6000 892369;

Misji IL-6 konjugat (23 mL), poliklonsko protutijelo protiv miSjeg IL-6 s
konjugiranim enzimom peroksidazom hrena (horseradish peroxidase, HRP)
kataloski broj MB6000 892665;

Liofilizirani misji rekombinantni standard IL-6 (2,5 ng),

kataloski broj MB6000 892371;

Liofilizirana mija rekombinantna kontrola IL-6,

kataloSki broj MB6000 892372;

Otopina za razrjedivanje RD1-14 (engl. Assay Diluent) (12,5 mL),

kataloSki broj MB6000 895180;

Otopina za kalibraciju RD5T (engl.Calibrator Dlluent) (21 mL),

kataloski broj MB6000 895175;

Dvadesetpeterostruko koncentrirani pufer za ispiranje (50 mL),

kataloski broj MB6000 895024;

Kromogeni reagens A (12,5 mL stabiliziranog vodikovog peroksida), kataloSki
broj MB6000 895000;

Kromogeni reagens B (12,5 mL stabiliziranog tetrametilbenzidina),

kataloSki broj MB6000 895001;

Otopina za zaustavljanje enzimske reakcije (23 mL razrijedene kloridne
kiseline), kataloski broj MB6000 895174

Adhezivne folije, 8 komada.
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3.2.13.3.3. Analiticki postupci imunoenzimskog testa

Komplet za imunoenzimsko odredivanje koncentracije IL-6 u uzorcima
pohranjuje se na +4°C a neposredno prije koriStenja svi se sastojci moraju stabilizirati na
sobnoj temperaturi. Prvotno je potrebno razrijediti pufer za ispiranje koji je
dvadesetpeterostruko koncentriran na jednostruku koncentraciju, na nacin da se 25 mL
prilozenog pufera razrijedi u 600 mL ultra Ciste vode. Eventualna prisutnost kristalizirane
tvari otapa se grijanjem eseja u vodenoj kupelji na 37°C. Dobiveni jednostruko
koncentrirani pufer koristi se za postupke ispiranja jazica mikrotitarske plocice.

Nadalje, priloZzeni standard miSjeg IL-6 oprezno se otapa u 5,0 mL otopine za
kalibraciju RDS5T te potom lagano homogenizira. Koncentracija dobivene matic¢ne
otopine iznosi 500 pg/mL, predstavlja misji standard IL-6 najvece koncentracije i koristi
se za dobivanje razliCitih razriedenja standarda miSjeg IL-6. Razrjedenja standarda
misjeg IL-6 pripremljena su u koncentracijama 250 pg/mL, 125 pg/mL, 62,5 pg/mL, 31.2
pg/mL, 15,6 pg/mL te 7,8 pg/mL pomoéu otopine za kalibraciju RD5T. Cista ishodna
otopina za kalibraciju RD5T sluzi i kao standard nulte koncentracije (0 ng/mL), odnosno
slijepa proba.

Pripremljeni standardi misjeg IL-6 nanose se u duplikatu u odgovarajuce jazice
na mikrotitarskoj plocici te se pomoéu njih izraduje standardna krivulja za odredivanje
nepoznate koncentracije traZzenog interleukina u uzorcima seruma odnosno homogenata
istrazivanih tkiva. Kao interna kontrola koristi se prilozena pozitivna kontrola trazenog
interleukina poznate koncentracije.

AnalitiCki postupak imunoenzimskog testa izvodi se na nacin da se ponajprije u
svaku pojedinu jazicu na mikrotitarskoj plo€ici nanese po 50 uL otopine za razrjedivanje
RD1-14 te se potom u odgovarajuCe jaZice dodaje po 50 pL svjeze pripremljenih

standarda, pozitivne kontrole ili odgovaraju¢eg uzorka seruma odnosno proteinskog
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ekstrakta. JaZice na mikrotitarskoj plocici se zatim prekriju adhezivhom folijom te se
mikrotitarska plo€ica polozi na povrSinu tresilice uz 350 okretaja u minuti u vremenu
inkubacije od dva sata na sobnoj temperaturi.

Nakon isteka vremena inkubacije sadrzaj jaZica se isprazni te se svaka jaZica
ispere pet puta s 400 pL pufera za ispiranje. Postupak se provodi pomoc¢u multikanalne
pipete, a nakon svakog ispiranja mikrotitarsku ploCicu treba dobro posusiti. Nakon
postupaka ispiranja, u svaku se jazicu dodaje po 100 uL otopine misjeg IL-6 konjugata,
jazice se prekriju adhezivnom folijom te ponovno inkubiraju kroz dva sata na sobnoj
temperaturi na tresilici uz 350 okretaja u minuti.

Po isteka vremena inkubacije, sadrzaj svih jazica ponovno se isprazni nakon
Cega slijedi ponovni postupak ispiranja kao sto je prethodno opisano. Slijedi priprema
otopine supstrata koja se priprema neposredno prije nanoSenja u jazice na nacin da se
pomijeSaju jednaki volumeni kromogenog reagensa A i B. Potom se dodaje po 100 pL
svjeze pripremljenog supstrata u svaku jazicu, jazice se prekriju adhezivnom folijom te
inkubiraju kroz trideset minuta na sobnoj temperaturi uz 350 okretaja u minuti na tresilici.
| kod ove je enzimske reakcije osobito vazno da se odvija u mraku te je stoga potrebno
mikrotitarsku plocCicu zastititi od svjetlosti. Nakon isteka vremena inkubacije razvija se
plava boja razliCitog intenziteta, u ovisnosti o sadrzaju miSjeg IL-6 u pojedinom
ispitivanom uzorku. Reakcija katalititke razgradnje supstrata zaustavlja se dodatkom
100 uL otopine za zaustavljanje reakcije u svaku jazicu pri ¢emu dolazi do promjene
plave boje u zutu. Intenzitet nastalog Zutog obojenja mjeri se u roku od 20 minuta prema

slijepoj probi na CitaCu mikrotitarskih plo€ica na valnoj duljini od 450 nm.
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3.2.13.4.Specificni imunoenzimski test za utvrdivanje koncentracije interleukina-10

Za utvrdivanje koncentracije interleukina-10 (IL-10) u ispitivanim uzorcima misjeg

seruma odnosno proteinskih ekstrakata mozga i debelog crijeva koristen je specifiéni

imunoenzimski set proizvoda¢a R&D Systems, Quantikine Mouse IL-10, kataloski broj

M1000.

Prethodno provedenim pilot pokusima utvrdeno je da za optimalnu izvedbu

odredivanja koncentracije IL-10 u uzorcima tkiva misjeg mozga i debelog crijeva iste je

potrebno pripremati prema protokolu opisanom u poglaviju 3.2.9.2.

3.2.13.4.1. Sadrzaj kompleta imunoenzimskog testa

Sadrzaj kompleta imunoenzimskog testa za odredivanje koncentracije IL-10 u

ispitivanim uzorcima obuhvaca sljedece reagense:

1.

Mikrotitarske ploCice s 12 zasebno odvajajuéih nizova i ukupno 96 jazica
prethodno oblozenih monoklonskim protutijelom specificnim za misji IL-10, 2
komada, kataloski broj M1000 890410;

Misji IL-10 konjugat (23 mL), poliklonsko protutijelo protiv misjeg IL-10 s
konjugiranim enzimom peroksidazom hrena (horseradish peroxidase, HRP)
kataloSki broj M1000 890003;

Liofilizirani mi§ji rekombinantni standard IL-10 (5 ng),

kataloSki broj M1000 890403;

Liofilizirana miSja rekombinantna kontrola IL-10,

kataloSki broj M1000 890234;

Otopina za razrjedivanje RD1-14 (engl. Assay Diluent) (12,5 mL),

katalo$ki broj M1000 895180;

Otopina za kalibraciju RD5T (engl.Calibrator Dlluent) (21 mL),
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kataloski broj M1000 895175;

7. Dvadesetpeterostruko koncentrirani pufer za ispiranje (50 mL),
kataloski broj M1000 895024;

8. Kromogeni reagens A (12,5 mL stabiliziranog vodikovog peroksida), kataloSki
broj M1000 895000;

9. Kromogenireagens B (12,5 mL stabiliziranog tetrametilbenzidina),
kataloski broj M1000 895001;

10. Otopina za zaustavljanje enzimske reakcije (23 mL razrijedene kloridne
kiseline), kataloski broj M1000 895174;

11. Adhezivne folije, 8 komada.

Nacelo djelovanja kao i priprema reagenasa, analitiCki postupci i vremena
inkubacije za izvodenje imunoenzimskog testa za odredivanje koncentracije IL-10
identi¢ni su prethodno opisanom imunoenzimskom testu za dokazivanje koncentracije
IL-6 u ispitivanim uzorcima, kao $to je opisano u poglavlju 3.2.13.3.3.

U cilju dobivanja odgovarajuce standardne krivulje, prema priloZenim uputstvima
proizvodaca, liofilizirani standard misjeg IL-10 oprezno je otopljen u 5,0 mL otopine za
kalibraciju RD5T te potom lagano homogeniziran. Dobivena mati¢na otopina ima
koncentraciju 1000 pg/mL, predstavlja misji standard IL-10 najvece koncentracije i koristi
se za dobivanje razli€itih razrjedenja standarda miSjeg IL-10. Razrjedenja standarda
misjeg IL-10 u ovom su radu pripremljena u koncentracijama 31,2 pg/mL, 15,6 pg/mL,
7,8 pg/mL, 3,9 pg/mL, 1,95 pg/mL te 0,975 pg/mL. Cista ishodna otopina za kalibraciju
RDS5T sluzi i kao standard nulte koncentracije (0 ng/mL), odnosno slijepa proba. Peptidni

standardi nanose se u duplikatu u odgovarajuce jaZice na mikrotitarskoj plo€ici te se
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pomoc¢u njih izraduje standardna krivulja za odredivanje nepoznate koncentracije
traZzenog peptida u uzorcima seruma odnosno homogenata istrazivanih tkiva.

Uzorci miSjeg seruma, kao i homogenata tkiva, nanoSeni su u jaZice
mikrotitarske plocice bez razrjedivanja, u nativnoj koncetraciji, sto je utvrdeno kao
optimalno prethodnim pilot-pokusom. Cjelokupni analiticki postupak imunoenzimskog
testa jednak je postupku opisanom u poglavlju 3.2.13.3.3.

Nakon provedenog analitickog postupka, intenzitet nastalog zutog obojenja
takoder se mjeri u roku od 20 minuta, prema slijepoj probi, na cCitacu mikrotitarskih

plo€ica na valnoj duljini od 450 nm.

3.2.14. Western blot tehnika

Proteinski izrazaj NPY-a, VIP-a, molekule CD26 te 3-aktina u tkivima pokusnih
zivotinja odredivao se Western blot tehnikom. Ova tehnika omogucuje detekciju ciljnog
proteina slijedom navedenih postupaka: 1. elektroforetsko razdvajanje proteina na
poliakrilamidnom gelu, 2. prijenos proteina s gela na membranu, 3. vezivanje specifi¢nih
primarnih i sekundarnih protutijela na ciljni protein i 4. detekcija fotoluminiscentnog

signala.

3.2.14.1. Elektroforetsko razdvajanje proteina

Proteini koji se nalaze u uzorcima homogenata tkiva razdvajaju se prema velicini,
odnosno molekulskoj masi, na poliakrilamidnim gelovima (PAGE) u prisutnosti SDS-a,
postupkom elektroforetskog razdvajanja proteina. U tu svrhu potrebno je prethodno

pripremiti gelove za elektroforezu prema protokolima opisanim u slijede¢im poglavljima.
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3.2.14.1.1. Priprema gelova za elektroforetsko razdvajanje proteina
SDS-PAGE-elektroforetsko razdvajanje proteina sastoji se od gela sacinjenog od
dva dijela, sabijaju¢eg ili tzv. gornjeg gela te razdvajaju¢eg ili tzv. donjeg gela.
Pripremaju se zasebno, a nakon polimerizacije donjeg gela na njega se dodaje gornji gel
koji se takoder potom polimerizira i zajedno predstavljaju kompaktnu gelatinoznu
strukturu razliite CvrstoCe, u ovisnosti o Zeljenom postotku sadrZaja bis-akrilamida. U
ovom je istrazivanju za detekciju proteinskog izrazaja NPY-a i VIP-a koridten 12,5%-tni a
za detekciju proteinskog izrazaja molekule CD26 10%-tni poliakrilamidni gel u prisutnosti

SDS-a.

3.2.14.1.2. Priprema razdvajajuceg gela za elektroforezu

Razdvajaju¢i odnosno tzv. donji gel za elektroforezu priprema se pomocu
odgovaraju¢ih omjera reagenasa navedenih u tablici br. 6, u ovisnosti o postotku gela
koji zelimo pripremiti. Pojedini sastojci dodaju se uz stalno mijeSanje u otopinu prema
okomitom redoslijedu navedenim u sljedecoj tablici.

Tablica 6. Priprema razdvajajucih gelova za elektroforetsko razdvajanje proteina

Gustoca gela
Sastojak 8% 10% 12,5% 15% 18%
H,O (ultra Cista) 4,120 mL 3,610 mL 2,990 mL 2,370 mL 1,620 mL
Tris/HCI pufer (1M, pH=8,8) | 3,750 mL | 3,750 mL | 3,750 mL | 3,750 mL | 3,750 mL
Akrilamid/Bisakrilamid 2,000 mL 2,500 mL 3,120 mL 3,740 mL 4,490 mL
20% SDS 50 pL 50 yL 50 yL 50 pL 50 pL
(NH,),S,05 48 pL 48 L 48 uL 48 pL 48 pL
TEMED 10 pL 10 uL 10 uL 10 uL 10 L
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Nakon dodatka (NH;),S.0s i TEMED-a zapoc€inje proces polimerizacije te se
pripremljena otopina odmah nanosi u stakalca za pripremu gelova za elektroforetsko
razdvajanje proteina. U ovom su istraZivanju koriStena stakalca proizvodaca Bio-rad,
USA. Pripremljena otopina dostatna je za pripremu dva razdvajaju¢a gela veli€ine 6 x

8,3 cm.

3.2.14.1.3. Priprema sabijajuceg gela za elektroforezu
Sabijaju¢i, odnosno tzv. gornji gel za elektroforezu priprema se pomocu
reagenasa navedenima u tablici br.7, koji se dodaju uz mijeSanje u okomitom redoslijedu

navedenim u tablici.

Tablica 7. Priprema sabijajuéih gelova za elektroforetsko razdvajanje proteina

Sastojak 5%-tni gel
H,O (ultra Cista) 3,690 mL
Tris/HCI pufer (0,5M, pH=6,8) 625 L
Akrilamid/Bisakrilamid 562,5 uL
20% SDS 25 L
(NH,4)2S20s 25 L
TEMED 5L

Nakon dodatka (NH;).S.0s i TEMED-a zapoc€inje proces polimerizacije te se
pripremljena otopina neposredno nanosi u stakalca na prethodno pripremljeni i vec
polimerizirani razdvajajuci gel. Potom se postavljaju plasti¢ni graniCnici za oblikovanje
jazica za nanoSenje uzoraka za elektroforetsko razdvajanje proteina. Nakon dovrsenog

procesa polimerizacije pripremljene jazice imaju Sirinu 0,75mm i ukupno ih ima 10.
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Pripremljena otopina dostatna je za pripremu dva sabijaju¢a gela veliine 2 x 8,3 cm.
Pripremljeni gelovi za elektroforezu koriste se istog dana ili najkasnije sljedeci dan uz

pohranjivanje na +4°C.

3.2.14.1.4. Priprema uzoraka za nanosSenje na gel za elektroforetsko
razdvajanje proteina

Uzorci homogenata tkiva koji sadrzavaju ekstrahirane proteine pripremljeni na
nacin opisani u poglavlju 3.2.9.3. razrjeduju se u puferu za nano$enje uzoraka na gel za
elektroforezu vodeéi raCuna o adekvatnom razriedenju pufera. Uzorci odgovarajuce
koncentracije pripremaju se u konac¢nom volumenu od 20 pyL dodatkom RIPA pufera.
Ukupne koli¢ine proteina u uzorcima pripremljenima za nanosenje na gel iznosile su 30 i
50 ug, Sto je utvrdeno prethodnim pilot-pokusima kao optimalna koli€ina ukupnih
proteina koje je potrebno nanositi u svaku jazicu.

Potom se uzorci zagrijavaju u vodenoj kupelji na +95°C kroz 10 minuta, ohlade i
potom nanose u jazice prethodno pripremljenih gelova za elektroforetsko razdvajanje
proteina. Prvi u nizu na gel se nanosi biljeg koji sadrzZi razliite obojene proteinske
komponente poznatih molekulskih masa. U ovom su istrazivanju koristeni proteinski
biliezi Kaleidoscope Prestained Standards, BIO-RAD te Fermentas Life Sciences
PageRuler™ Kkoji sadrze odgovarajuce raspone proteina razli€itih molekulskih masa.
Proteinski biljezi pohranjuju se na temperaturi od -20°C a na gel se nanose u ukupnom
volumenu od 5 pL u nativnom obliku, bez prethodnog zagrijavanja na +95°C i bez

dodatka dodatnih reagenasa, prema uputstvima proizvodaca.
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3.2.14.1.5. Proces elektroforetskog razdvajanja proteina

Proces elektroforetskog razdvajanja proteina na gelu provodio se pomocu
vertikalnog sustava elektroforeze (Bio-rad, USA). Stakalca koja sadrze gelove za
elektroforezu s nanesenim biljegom i uzorcima homogenata proteina tkiva postavljaju se
u strukturu za provodenje postupka elektroforeze koja se nadopuni s 500 mL prethodno
pripremljenog pufera za elektroforetsko razdvajanje proteina i priklju¢e na stalan izvor
struje napona 50 V uz neprekidno hladenje, utvrden kao optimalan prethodnim pilot-
pokusima, kroz nekoliko sati. Elektroforeza je dovrSena kada fronta i proteinski biljeg
najmanje molekulske mase doputuju do dna gela.

Nakon provedenog procesa elektroforetskog razdvajanja proteina, gelovi se
ostavljaju u prethodno pripremljenom puferu za prijenos proteina kroz 20 minuta. Isto
tako se u navedenom puferu ostavljaju i Watman papiri za prijenos kroz vrijeme od 10
minuta. Postupak pripreme poliviniliden-fluorid (PVDF) membrane je sljededi: izrezana
membrana odgovarajuce veli€ine aktivira se u metanolu tijekom 30 sekundi. Potom se
membrana ispire u Cistoj destiliranoj vodi kroz 5 minuta, a nakon toga se ostavlja u
puferu za prijenos proteina kroz najmanje 10 minuta. Nakon pripreme gela, Watman

papira za prijenos i membrane, slijedi proces prijenosa proteina na membranu.

3.2.14.1.6. Proces prijenosa proteina na membranu

Proces prijenosa elektroforetski razdvojenih proteina s gela na membranu
provodio se pomocu sustava za prijenos proteina Trans-blot semi-dry transfer cell (tzv.
polu-suhi sustav, Bio-rad, USA).

Kako bi se elektroforetski razdvojeni proteini pravilno prenijeli s gela na
membranu, na anodnu je plo¢u najprije postavljen papir za prijenos, potom membrana

na koju je polozen akrilamidni gel s proteinima koji je potom prekropljen drugim papirom

102



za prijenos. Svaki je korak bio popracen vlazenjem puferom za transfer. Nakon 5to su
pomoc¢u staklene epruvete istisnuti eventualni mjehuri¢i zraka, sustav je zatvoren
postavljanjem katodne plo€e i sigurnosnog poklopca te prikljuéen na stalan izvor struje
jakosti 0,22 mA pazedi pritom da napon ne prede 25 V. Postupak prijenosa proteina s
poliakrilamidnog gela na PVDF membranu provoden je kroz 45 minuta. Navedeni su
uvjeti utvrdeni kao optimalni prethodnim pilot-pokusima.

UspjeSnost postupka prijenosa proteina provjeravana je bojenjem PVDF
membrane u otopini Ponceau S, koja omogucuje vizualizaciju proteinskih bendova.
Potom je membrana ispirana u destiliranoj vodi do ponovnog obezbojenja. Uslijedilo je
blokiranje nespecificnih veznih mjesta (epitopa) u svjeze pripremljenoj otopini 5%-tnog

nemasnog mlijeka tijekom dva sata na sobnoj temperaturi.

3.2.14.1.7. Vezivanje specifinih primarnih i sekundarnih protutijela

U uzorcima elektroforetski razdvojenih proteina mozga odnosno debelog crijeva
razliCitih skupina C57BL/6 i CD26 deficijentnih miSeva istrazivao se proteinski izrazaj
NPY-a, VIP-a i molekule CD26. Kao kontrola nanosa istovjetnih koli¢ina ukupnih
proteina na poliakrilamidni gel i ispravnosti cjelokupnog postupka Western blot tehnike
koriSten je R-aktin, ubikvitarno prisutan tkivni protein. U svrhu detekcije proteina
koridtena su specifitna poliklonska protutijela, i to redom: za NPY primarno poliklonsko
zecCje protu-NPY protutijelo, NPY (FL-97): sc-28943, Santa Cruz Biotechnology, Inc.; za
VIP primarno poliklonsko zecje protu-VIP protutijelo, VIP (H-95): sc-20727, Santa Cruz
Biotechnology, Inc., za CD26 primarno poliklonsko zecje protu-CD26 protutijelo, CD26
(H-270): sc-9153, Santa Cruz Biotechnology, Inc. te za kontrolu primarno protu-f-aktin
misje monoklonsko protutijelo, MAB1501, Chemicon International. Navedene su otopine

primarnih protutijela pripremljena kao $to je opisano ranije u tekstu i upotrebljavana u
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razrijedenju 1:200 za NPY, VIP i CD26, odnosno 1:40000 za B-aktin, Sto je prethodno
utvrdeno brojnim pilot-pokusima kao optimalna razrjedenja.

Neposredno prije uranjanja u otopinu odgovarajuceg primarnog protutijela,
membrana je oprezno izrezana na visini odgovarajuce molekulske mase, a kao
orijentacija posluzili su vidljivi bendovi proteinskog biljega poznatih molekulskih masa.
Odgovarajuc¢i dio membrane ostavljen je potom u odgovarajucoj otopini protutijela
tijekom noc¢i uz lagano mijeSanje na tresilici (70 okretaja u minuti) na temperaturi od
+4°C.

Dio membrane koji je sadrZzavao kontrolu nanosa i postupka Western blot
tehnike, B-aktin (molekulska masa 42 kDa), ostavljen je preko noéi u puferu za blokiranje
mjesta nespecificnog vezivanja protutijela, obzirom da je prethodnim pilot-pokusima
utvrden izrazito jaki afinitet vezivanja primarnih protutijela za B-aktin. Stoga je taj dio
membrane uranjan u otopinu primarnog protutijela za p-aktin idu¢eg dana, kroz vrijeme
od 30 minuta na temperaturi od +4°C.

Nakon postupka vezivanja odgovarajuc¢ih primarnih protutijela, membrane su
ispirane tri puta po petnaest minuta uz mijeSanje na tresilici (70 okretaja u minuti), u
svjeze pripremljenoj otopini za ispiranje (TBS-T).

Uslijedio je postupak vezivanja odgovarajucih sekundarnih protutijela, i to redom:
za NPY, VIP i CD26 miSje sekundarno protu-zecje protutijelo konjugirano s
peroksidazom hrena (horseradish peroxidase, HRP), Santa Cruz Biotechnology, Inc., a
za B-aktin sekundarno kozje protu-misje protutijelo konjugirano s peroksidazom hrena
(HRP), Santa Cruz Biotechnology, Inc. Otopine sekundarnih protutijela pripremane su
svjeze te koriStene u razrjedenjima 1:2000 Sto je utvrdeno kao optimalna koncentracija
prethodnim pilot-pokusima. Membrane su uranjane u otopinu odgovarajucih sekundarnih

protutijela u vremenu od 90 minuta na sobnoj temperaturi uz mijeSanje na ftresilici
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brzinom 70 okretaja u minuti. Nakon postupka vezivanja sekundarnih protutijela,

membrane su ponovno ispirane tri puta prema prethodno opisanom postupku.

3.2.14.1.8. Detekcija fotoluminiscentnog signala postupkom kemiluminiscencije
Signal specifian za pojedini ispitivani parametar pojaan je sustavom
kemiluminiscencije fotoluminiscentnim signalom i detektiran koriStenjem Agfa foto-
filmova. Sekundarna protutijela na svojoj povrsini sadrze konjugirani enzim peroksidazu
hrena (horseradish peroxidase, HRP), koji omogucuje razgradnju specificnog
fotoluminiscentnog signala, Ciji se potom intenzitet detektira fotosenzibilnim filmovima. U
tu svrhu na membrane je otpipetirano priplizno 1 mL neposredno prije, svjeze
pripremljene otopine supstrata, dobivene mijeSanjem proprorcionalnih volumena otopine
A (1000 pL) i otopine B (25 L), od kojih se sastoji komplet supstrata (Amersham ECL
plus Western blotting detection reagents). Nakon inkubacije u trajanju od 10 minuta u
mraku, membrane su prekrivene tankom prozirnom folijom i prenesene u kazetu za
postupak razvijanja i detektiranja fotoluminiscentnog signala. Potom su na membrane
polozeni fotosenzibilni filmovi (AGFA Ortho CP-G plus) u razliCitim vremenskim
intervalima, u ovisnosti o jakosti fotoluminiscentnog signala (od 30 sekundi do 30
minuta). Cijeli je postupak provoden u mraku. Signal detektiran na fotosenzibilnim
filmovima vizualiziran je postupkom uranjanja filmova u sljedeci niz otopina: otopinu za
razvijanje, za fiksaciju i za ispiranje. Filmovi su ponajprije uranjani u pripremljenu otopinu
za razvijanje (Agfa) kroz 30 sekundi, zatim su ispirani u €istoj destiliranoj vodi kroz 30
sekundi, nakon ¢ega je uslijedio postupak fiksacije u otopini fiksativa (Kodak) kroz 45
sekundi te neposljetku ispiranje u Cistoj destiliranoj vodi kroz 30 sekundi. Razvijeni
filmovi osuSeni su na sobnoj temperaturi. Dobiveni signali skenirani su uporabom

opti¢kog digitalnog skenera (Canon solutions).
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Proteinski biljeg, koji je vidljiv na membrani, posluZio je kao orijentacija veli€ine
molekulskih masa detektiranih signala, dok su kao kontrola nanosa istovjetne

koncentracije ukupnih proteina u razli€itim uzorcima posluZzili detektirani signali $-aktina.

3.3. StatistiCka obrada podataka

Prikupljeni podaci pohranjeni su u baze podataka koriste¢i program Windows
Microsoft Excell®. Dobiveni podaci izrazeni su kao mjera sredinjice (srednja vrijednost) i
rasprdenja za brojCane podatke, odnosno kontingencijskim tablicama za kategoricke
podatke, ovisno o njihovoj raspodijeli. Dobiveni rezultati prikazani su tabelarno ili graficki.
Pri statistickoj obradi podataka usporedivane su vrijednosti varijabli medu skupinama,
koriste¢i parametrijske i neparametrijske postupke statistiCke ras¢lambe, ovisno o
raspodjeli podataka i mjernoj ljestvici koju oni slijede. Razlike izmedu pojedinih skupina
testirane su analizom varijance (ANOVA testom), Tukey HSD testom (engl. honestly
significant difference test), Scheffeovim testom, odnosno Mann-Whitney U testom.
Razina od p<0,05 smatrala se statisticki znacajnom. Postupci statisticke ras¢lambe
udinjeni su koriste¢i program Windows Microsoft Excell® te pomoéu radunalnog

programa STATISTICA® 7 (StatSoft Inc.; Tulsa, OK 74104, SAD).
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4. Rezultati
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4. Rezultati

4.1. Obiljezja pokusnog modela kolitisa

Crohnovoj bolesti sli€an kolitis u miSa, odnosno TNBS-kolitis, predstavlja
zivotinjski model upalne bolesti crijeva s klinickim, histopatolodkim, biokemijskim i
imunosnim specificnostima vrlo slicnima humanoj Crohnovoj bolesti. Kako bi ispitali
potencijalna neuroimunomodulacijska svojstva DPP IV/CD26 u Crohnovoj bolesti,
uspostavljen je TNBS-model kolitisa (Crohnovoj bolesti sliCan kolitis) u CD26
deficijentnih te C57BL/6 soju laboratorijskih miSeva. C57BL/6 Zivotinje ujedno
predstavljaju i divlji tip miSa jer su bili podloga za genetsku manipulaciju pri dobivanju
CD26 deficijentnih Zivotinja. Uspostava, razvoj, intenzitet i cijeljenje kolitisa u oba soja
pokusnih Zzivotinja pratili su se temeljem Kklini¢kih, makroskopskih i mikroskopskih

(patohistoloskih i histomorfometrijskih) parametara.

4.1.1. Procjena uspostave, razvoja i cijeljenja kolitisa

Uspostava, razvoj i cijeljenje kolitisa u C57BL/6 i CD26 deficijentnih Zivotinja
pratili su se dnevno, temeljem niza parametara koji uklju€uju op¢i pregled Zivotinja,
dnevno mjerenje tjelesne mase, pregled konzistencije stolice i tragova krvi te prisutnost
rektalnog krvarenja. U cilju dodatne procjene i provjere uspostave kolitisa, na lokalnoj

razini uc€injene su slijedece analize:

a. Odredivanje makroskopski vidljivih promjena kolona;

b. Odredivanje patohistoloskih promjena u ispitivanim skupinama C57BL/6 i
CD26 deficijentnih zivotinja kojima je induciran kolitis u usporedbi s
njihovim odgovarajuc¢im kontrolnim skupinama;

c. Odredivanje mikroskopskog indeksa ostecéenja;
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d. Histomorfometrijska analiza (odredivanje broj kripti, mjerenje dubina kripti i
Sirina kripti) sluznice debelog crijeva na parafinskim tkivnim rezovima
obojanima hematoksilin-eozinom svih pojedinih Zivotinja razli€itih sojeva
pojedinih ispitivanih skupina.

Temeljem Kklinickih simptoma i rezultata specificnih patohistoloskih i
histomorfometrijskih analiza, utvrdeno je da pokusne zivotinje oba soja pobolijevaju od
TNBS-om induciranog kolitisa. Stopa smrtnosti laboratorijskih Zivotinja bila je najveca
prvih pet dana od aplikacije otopine TNBS-a u etanolu i iznosila je priblizno 11%. Takve
promjene nisu zapazene u kontrolnim skupinama Zivotinja, a do uginuca istih doslo je
eventualno uslijed prethodne perforacije crijeva prilikom manipulacije polipropilenskim
kateterom.

Kolitis se kod pokusnih Zivotinja oba soja manifestirao opcenito loSim klini¢kim
stanjem, gubitkom tjelesne mase, promjenama konzistencije stolice u kojoj je bilo
moguce utvrditi sadrzaj krvi te eventualno prisutstvom rektalnog krvarenja. Simptomi su
bili najintenzivniji drugog dana od aplikacije otopine TNBS-a u etanolu. Makroskopske
promjene takoder su bile najizrazenije drugog dana a manifestirale su se kao skracenje i
zadebljanje kolona te lokalizirana, ZariSna upala zavrSnog dijela debelog crijeva.
Patohistoloski nalazi potvrdili su postojanje upalnih promjena vrlo sliénih onima u
humanoj Crohnovoj bolesti. Histomorfometrijska analiza preparata debelog crijeva
potvrdila je smanjenje broja kripti, njihovo proSirenje te smanjenje dubine kripti debelog
crijeva u skupinama zivotinja s induciranim kolitisom. Zamije¢ene su i promjene mase
jetre i slezene odnosno hepatosomatskog inteksa te relativnog omjera mase slezene i
tjielesne mase. Navedene promjene detaljno su opisane i razradene u daljnjem tekstu.

Obzirom da u pojedinim skupinama pokusnih Zzivotinja oba soja nisu

zabiljezene statistiCki znacajne razlike u niti jednom od ispitivanih parametara izmedu
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pojedinih skupina Zivotinja Zrtvovanih razli¢itih dana od aplikacije fizioloSke otopine, te
su skupine objedinjene. U cilju pojednostavljivanja prikaza dobivenih rezultata, oznacene

su kao nulti dan, odnosno skupina Zivotinja u fiziolokim uvjetima.

4.1.1.1. Promjena tjelesne mase i mase organa pokusnih zivotinja

Tjelesne mase pojedinih Zivotinja svih skupina oba istrazivana soja odredivane
su svakoga dana priblizno u isto doba, pocCevsi od dana aplikacije otopine TNBS-a u
etanolu, otopine etanola ili pak fizioloSke otopine, do dana zrtvovanja (drugi, sedmi,
petnaesti ili trideseti dan). ZapaZeno je da su mase CD26 deficijentnih Zivotinja u odnosu
na C57BL/6 soj zivotinja iste dobi i spola statistiCki zna€ajno razli¢ite (p<0,05) te iznose
(25,29 £ 2,23) g za C57BL/6 odnosno (23,41 + 2,51) g za CD26 deficijentne Zivotinje.

Mase mozga, jetre i slezene analitiCki su izmjerene svakoj pojedinoj pokusnoj
zivotinji i sistematski prikazane u tablici br. 8. Zamije¢eno je da su mase mozgova kod
svih skupina C57BL/6 vise u odnosu na mase mozgova CD26 deficijentnih zivotinja. S
druge strane, mase jetre i slezene nesto su vise u CD26 deficijentnih Zivotinja u odnosu
na odgovaraju¢e skupine C57BL/6 zivotinja. Trend smanjenja masa jetre i slezene
drugog dana od indukcije kolitisa uo¢en je kod oba soja pokusnih Zivotinja.

Hepatosomatski indeks (relativan omjer mase jetre i tielesne mase) te relativan
omjer mase slezene i tjielesne mase Zivotinja izraunati su za sve Zrtvovane pokusne
Zivotinje svih skupina. Utvrdeno je da CD26 deficijentni miSevi imaju statisti¢ki znacajno
vise (p<0,05) vrijednosti hepatosomatskog indeksa u odnosu na C57BL/6 skupine
zivotinja. Hepatosomatski indeks smanjuje se drugog dana od indukcije kolitisa u oba
soja pokusnih Zivotinja, Sto je posliedica smanjenja mase jetre, unato€ smanjenju

tielesne teZine.
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C57BL/6 i CD26 deficijentne Zivotinje, s druge strane, ne razlikuju se statisticki
znacajno u vrijednostima relativnih omjera mase slezene i tjelesne mase u fizioloSkim
uvjetima, kao ni u kontrolnim skupinama. Unato€ smanjenju mase slezene drugog dana
od indukcije kolitisa u oba soja pokusnih Zivotinja, uslijed smanjenja tjelesne mase ne
dolazi do statisti¢ki zna€ajnog sniZzenja njihovih relativnih omjera. StatistiCki znacajan
porast relativnog omjera mase slezene i tjelesne mase zabiljezen je u skupini CD26
deficijentnih Zivotinja petnaestog dana od indukcije kolitisa, u odnosu na odgovarajucu
kontrolnu skupinu te u odnosu na C57BL/6 zivotinje Zrtvovane istog dana od indukcije

kolitisa (slike 23 i 24).
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Tablica 8. Mase mozga, jetre i slezene C57BL/6 i CD26 deficijentnih Zivotinja razli€itih pokusnih skupina

Soj pokusnih

zivotinja

Pokusna

skupina

Dan

zrtvovanja

Masa mozga (g)

Masa jetre (g)

Masa slezene (g)

C57BL/6

fizioloSka

0.

0,44776 +0,02273

1,32092 + 0,11335

0,07822 + 0,00951

kolitis

2.

0,44733 +0,02117

0,89232 + 0,14574

0,07596 + 0,01806

kolitis

7.

0,44019 £ 0,01498

1,12842 + 0,19671

0,08650 + 0,02623

kolitis

15.

0,44037 = 0,03687

1,24861 + 0,12537

0,08424 + 0,02037

kolitis

30.

0,44113 £ 0,02342

1,36642 + 0,14692

0,07707 £ 0,01311

C57BL/6

fizioloSka

0,44776 = 0,02273

1,32092 + 0,11335

0,07822 + 0,00951

kontrola

0,44716 £ 0,01527

1,27890 + 0,15756

0,07680 + 0,01630

kontrola

0,44488 + 0,00435

1,23160 + 0,05487

0,07462 + 0,00938

kontrola

0,44838 * 0,25067

1,26048 + 0,05868

0,07630 + 0,01327

kontrola

30.

0,43701 £ 0,03043

1,35711 £ 0,17414

0,07728 + 0,00697

CcD26™

fizioloSka

0,41532 + 0,02409

1,43343 + 0,12470

0,08170 + 0,01447

kolitis

0,41836 + 0,02203

1,08765 + 0,12792

0,06012 + 0,01982

kolitis

0,42448 + 0,02631

1,63770 + 0,07895

0,11080 + 0,04752

kolitis

0,42556 = 0,01740

1,47498 + 0,18033

0,11300 + 0,01758

kolitis

30.

0,41040 £ 0,01315

1,36693 + 0,10567

0,09158 + 0,02720

CD26-/-

fizioloSka

0,41532 + 0,02409

1,43343 +0,12470

0,08170 + 0,01447

kontrola

0,40117 = 0,02964

1,33858 + 0,22979

0,08222 + 0,03727

kontrola

0,41232 + 0,02331

1,38604 + 0,07852

0,08058 + 0,00259

kontrola

0,41924 + 0,03450

1,24388 + 0,08975

0,08260 + 0,00995

kontrola

30.

0,42334 + 0,02402

1,34925 + 0,24189

0,08338 + 0,01257
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Slika 21 graficki prikazuje promjene hepatosomatskih indeksa skupina
C57BL/6 i CD26 deficijentnih Zivotinja tijekom razvoja i cijeljenja kolitisa (prikaz A),

odnosno odgovarajucih kontrolnih skupina (prikaz B).

Slika 21. Promjene hepatosomatskih indeksa (relativni omjer mase jetre i tielesne mase)
u C57BL/6 i CD26 deficijentnih zivotinja tijekom razvoja i cijeljenja kolitisa (prikaz A),
odnosno odgovarajucih kontrolnih skupina (prikaz B).

(Dobivene vrijednosti izrazene su kao srednja vrijednost + standardna devijacija.)

Legenda:

0 - kontrolna skupina; skupina zivotinja kojima je aplicirana fizioloSka otopina

2,7, 15, 30 — dani od aplikacije otopine TNBS-a u etanolu (skupine Zivotinja kojima je induciran
kolitis), odnosno etanola (kontrolne skupine)

a, statisticki znacajna razlika (p<0,05) izmedu C57BL/6 i CD26 deficijetnih Zivotinja

Statistickom analizom dobivenih rezultata utvrdene su statisticki razliite
(p<0,05) vrijednosti hepatosomatskih indeksa izmedu pojedinih ispitivanih sojeva

pokusnih Zivotinja kako u fizioloSkim uvjetima tako i tijekom razvoja i cijeljenja kolitisa.
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Na slici 22 graficki su prikazane promjene hepatosomatskih indeksa u C57BL/6
(prikaz A) i CD26 deficijentnih Zivotinja (prikaz B) u odnosu na odgovarajuc¢e kontrolne

skupine, tijekom razvoja i cijeljenja kolitisa.

Slika 22. Promjene hepatosomatskih indeksa (omjer relativne mase jetre i tjelesne
mase) u C57BL/6 (prikaz A) i CD26 deficijentnih zivotinja (prikaz B) tijekom razvoja i
cijelienja kolitisa u usporedbi s odgovaraju¢im kontrolnim skupinama.

(Dobivene vrijednosti izrazene su kao srednja vrijednost + standardna devijacija.)

Legenda:

0 - kontrolna skupina; skupina zivotinja kojima je aplicirana fizioloSka otopina

2,7, 15, 30 — dani od aplikacije otopine TNBS-a u etanolu (skupine Zivotinja kojima je induciran
kolitis), odnosno etanola (kontrolne skupine)

a, statisticki znacajna razlika (p<0,05) u odnosu na odgovaraju¢u kontrolnu skupinu

Slika 23 graficki prikazuje promjene relativnih omjera mase slezene i tjelesne
mase skupina C57BL/6 i CD26 deficijentnih Zivotinja tijekom razvoja i cijeljenja kolitisa

(prikaz A), odnosno odgovarajucih kontrolnih skupina (prikaz B).

Slika 23. Promjene relativnih omjera mase slezene i tjelesne mase u C57BL/6 te CD26
deficijentnih Zivotinja tijekom razvoja i cijeljenja kolitisa (prikaz A), odnosno
odgovarajucih kontrolnih skupina (prikaz B).

(Dobivene vrijednosti izrazene su kao srednja vrijednost + standardna devijacija.)
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Legenda:

0 - kontrolna skupina; skupina zivotinja kojima je aplicirana fizioloSka otopina

2,7, 15, 30 — dani od aplikacije otopine TNBS-a u etanolu (skupine Zivotinja kojima je induciran
kolitis), odnosno etanola (kontrolne skupine)

a, statisticki znacajna razlika (p<0,05) izmedu C57BL/6 i CD26 deficijetnih Zivotinja

Na slici 24 graficki su prikazane promjene relativnih omjera mase slezene i
tjelesne mase u C57BL/6 (prikaz A) i CD26 deficijentnih Zivotinja (prikaz B) u odnosu na

odgovarajuce kontrolne skupine, tijekom razvoja i cijeljenja kolitisa.

Slika 24. Promjene relativnih omjera mase slezene i tjelesne mase C57BL/6 (prikaz A)
te CD26 deficijentnih Zivotinja (prikaz B) tijekom razvoja i cijeljenja kolitisa
u usporedbi s odgovarajuéim kontrolnim skupinama.

(Dobivene vrijednosti izrazene su kao srednja vrijednost + standardna devijacija.)

Legenda:

0 - kontrolna skupina; skupina zivotinja kojima je aplicirana fizioloSka otopina

2,7, 15, 30 — dani od aplikacije otopine TNBS-a u etanolu (skupine Zivotinja kojima je induciran
kolitis), odnosno etanola (kontrolne skupine)

a, statisticki znacajna razlika (p<0,05) u odnosu na odgovaraju¢u kontrolnu skupinu
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4.1.1.2. Makroskopske promjene debelog crijeva

Drugi dan od aplikacije etanolne otopine TNBS-a predstavlja akutnu fazu
kolitisa i karakteriziran je skracenjem i zadebljenjem kolona te lokaliziranim, ZariSnim
upalnim promjenama ponajvise u zavrSnom dijelu debelog crijeva. Upalne promjene
diskontinuiranog su karaktera, s podrucjima zdravog tkiva izmedu podrucja zahvacenih
upalom. Navedene promjene zapazene su u oba soja pokusnih Zivotinja kojima je
induciran kolitis, a nisu zapazene u kontrolnim skupinama, tj. skupinama zivotinja kojima

je aplicirana fizioloSka otopina, odnosno otopina etanola.

Slike 25 i 26 prikazuju karakteristicne promjene u debelom crijevu pokusnih

zZivotinja kojima je induciran kolitis, u akutnoj fazi bolesti.

Slika 25. Makroskopske promjene debelog crijeva karakteristiCne za akutnu fazu kolitisa
(skragenje i zadebljanje kolona, makroskopska upala-prikazi B i C,

u usporedbi sa zdravim kolonom-prikaz A).

Slika 26. Makroskopske upalne promjene debelog crijeva

karakteristiéne za akutnu fazu kolitisa.
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4.1.1.3. Patohistoloske promjene debelog crijeva

PatohistoloSka analiza provedena je na preparatima poprieCnog presjeka
debelog crijeva dobivenih nakon fiksacije u 4%-tnom paraformaldehidu i klasi¢nog
parafinskog postupka. Preparati su nakon rezanja na tkivne rezove debljine 2 um
obojani hematoksilin-eozinom. Analiza se vrSila na serijskim rezovima Cetiri odsjeCaka
debelog crijeva, ukupno po 50 histoloskih preparata po danu i Zivotinji.

Zivotinje koje su bile u kontrolnim skupinama, tretirane fizioloSkom otopinom,
nisu pokazivale upalne promjene stijenke debelog crijeva (slika 27). Kod zivotinja iz
kontrolnih skupina tretiranih otopinom etanola u nekim se preparatima drugog dana
pokusa moglo uoditi razvijanje upalnog procesa, ali je uvijek bila zahvacena samo
sluznica uz infiltrate granulocita u lamini propriji i pojavu edema, ali bez oStecenja
povrsnog epitela. Broj kripti na milimetar duzine crijeva je zbog edema bio smanjen.
Takoder su uoCena proSirenja pojedinih kripti uz njihovo skracivanje. Razlike u tipu
stanica u infiltratima, kao i izgledu kripti izmedu dva ispitivana soja nisu uocena. Kod
kasnijih dana pokusa doSlo je do potpune rezolucije upale bez nastanka fibroze ili
oZiljaka.

Pregledom preparata C57BL/6 i CD26 deficijentnih miSeva u skupinama koje su
bile tretirane etanolnom otopinom TNBS-a utvrdene su razli€ite patohistoloSke promjene.
Promjene su bile najizraZenije drugog dana od aplikacije otopine TNBS-a u etanolu.
Intraluminalna aplikacija etanolne otopine TNBS-a kod Zivotinja oba soja izazvalo je
nastajanje istog tipa promjena u stijenci kolona (slika 28). Moze se uoCiti djelom
nekroticna sluznica, obilno prozeta neutrofilnim granulocitima kao i raspadnutim
leukocitima, uz zariSna krvarenja i nastanak nekroti¢nog detritusa (slika 28D). Promjene
ne zahvacdaju sluznicu cijelog lumena crijeva ve¢ na nekim mjestima postoji odrZzani

epitel uz normalni izgled kripti. U podru¢ju podsluznice postoji izrazen edem uz
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granulocitnu infiltraciju tkiva (slika 28C). Mogu se uoditi brojni eritrociti te nakupljanje
fibrina. Infiltrati upalnih stanica nalaze se i u podrucju oba sloja miSi¢nice.

Razlike izmedu sojeva moZzemo uociti analizirajuéi veci broj preparata. Naime,
kod CD26 deficijentnin miSeva promjene koje nalazimo ne zahvacaju cijeli promjer
crijeva ve¢ se radi o lokaliziranim ulceracijama. Naj¢eS¢e upalu nalazimo u povrsnim
slojevima sluznice uz oCuvani misicni sloj (slika 29A), ali se kod manjeg broja zivotinja
javlja i transmuralna upala uz Sirenje promjena i na mezenterij debelog crijeva (slika
29B,D). Tako duboke transmuralne upale nisu uocene kod miSeva soja C57BL/6. Ipak,
upala u sluznici tih Zivotinja ¢eS¢e je difuzna te zahvaca cijeli opseg crijeva uz vrlo malo,

ili bez oCuvanih dijelova sluznice (slika 29C).

Patohistoloske promjene klasificirane su prateci koli¢inu upalnih stanica i razinu
osStec¢enja tkiva. Na taj su nacin dobivene vrijednosti koje smo oznacili kao
mikroskopski indeks ostec¢enja (MIO). Kod C57BL/6 soja zivotinja najveci broj
uzoraka kolona drugog dana nakon aplikacije etanolne otopine TNBS-a klasificiran je
kao nakupine upalnih stanica u sluznici s prodorom u podsluznicu - 2 boda; uz prisustvo
ulceracija sluznice - 2 boda. Na taj je naCin dobiven MIO za C57BL/6 soj Zivotinja
oznacen kao stupanj ostecenja 4. U tu je skupinu spadalo 80% uzoraka. Kod jedne je
Zivotinje na pojedinaénim preparatima uocena infiltracija upalnih stanica kroz cijelu
stijenku kolona iako transmuralnih ulceracija stijenke nije bilo. Kod preostalih 20%
uzoraka oste¢enje je bilo slabije izrazeno te su uoCene samo pojedinacne upalne
stanice u lamini propriji - 1 bod; uz ograni¢eno ostecenje epitela - 1 bod. Na taj je nacin
dobiven MIO oznacen sa stupnjem oste¢enja 2. Treba naglasiti da su upalne promjene
imale difuzni a ne ZzariSni izgled, te da je u vecini uzoraka bila upaljena cijela

cirkumferencija stijenke kolona.
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Kod CD26 deficijentnih miSeva vecina je uzoraka tkiva debelog crijeva drugog
dana pokusa pokazivala zna¢ajne upalne promjene. OStecenja su bila ograni¢ena samo
na dio stijenke tako da je na preparatima bio uvijek prisutan i dio oCuvane stijenke
kolona. Stupanj ostec¢enja tkiva kod tih je Zivotinja odreden opisujuéi nakupine upalnih
stanica u sluznici i podsluznici s 2 boda; uz ZariSne ulceracije sluznice s 2 boda te je
dobiven MIO oznacen s 4 boda. Na odredenom broju uzoraka uoceni su transmuralni
infiltrati upalnih stanica (3 boda) te ZariSna transmuralna ulceracija stijenke kolona (3
boda) te MIO iznosi 6 bodova. Neki uzorci kolona zivotinja ove skupine nisu pokazivali
znacajne patohistoloSke promjene. Tako smo dobili MIO 2 u 9% uzoraka, MIO 4 boda u
66% uzoraka te MIO 6 u 25%.

Na preparatima kolona oba soja Zivotinja u kasnijim danima pokusa vidljivo je
vrlo brzo cijeljenje sluznice uz postepenu obnovu kripti i povrSnog epitela, smanjenje i
nestanak upalnog infiltrata te gubitak edema (slika 30). Stanice koje nalazimo tijekom
cijeljenja u lamini propriji su mononuklearnog tipa. Cesti su nalaz nakupine limfati¢nog

tkiva kako u podsluznici tako i u lamini propriji.

Slika 27. Poprjecni presjek kroz stijenku debelog crijeva CD26 deficijentnog (A) i
C57BL6 (B) soja miSa dva dana nakon aplikacije fizioloSke otopine.
Preparati su dobiveni parafinskim postupkom. Hematoksilin-eozin bojenje, povecanije

20x.

Slika 28. PoprjeCni presjek kroz stijenku debelog crijeva CD26 deficijentnog (A, C) i
C57BL/6 (B,D) misa dva dana nakon aplikacije otopine TNBS-a. Preparati su dobiveni
parafinskim postupkom, obojani hematoksilin-eozinom. Povecanje 4x (A,B); 10x (C); 20x

(D).
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Slika 29. Poprjec¢ni presjek kroz stijenku debelog crijeva CD26 deficijentnog (A,B,D) i
C57BL/6 (C) soja miSa dva dana nakon aplikacije etanolne otopine TNBS-a.

A) Lokalizirane upalne promjene sluznice s oStecenjem epitela i lamine proprije.

B) Lokalizirana transmuralna upala. C) Upalne promjene cijele cirkumferencije kolona uz
oStecenje epitela, upalnog infiltrata lamine proprije te oCuvanu laminu muscularis
mucosae. D) Vece povecanje dijela transmuralne upale, vidljiv nedostatak lamine
muscularis mucosae. Vidljiv edem podsluznice uz krvarenje i nakupljanje fibrina.
Preparati su dobiveni parafinskim postupkom, obojani hematoksilin-eozinom.

Povecanje 4x (A,B,C); 20x (D).

Slika 30. PoprecCni presjek kroz stijenku debelog crijeva CD26 deficijentnog misa
trideseti dan pokusa. Preparat je dobiven parafinskim postupkom, obojan hematoksilin-

eozinom. Povecanje 4x.

4.1.1.4. Histomorfometrijska analiza parafinskih tkivnih rezova
Na slici 31 prikazani su rezultati dobiveni histomorfometrijskom analizom tkivnih

rezova debelog crijeva kontrolnih skupina C57BL/6 i CD26 deficijentnih Zivotinja.

Slika 31. Usporedba rezultata histomorfometrijske analize A) broja kripti (po milimetru
duzine crijeva), B) Sirine kripti i C) dubine kripti
u kontrolnim skupinama C57BL/6 i CD26 deficijentnih Zivotinja.
(Dobiveni rezultati prikazani su kao srednja vrijednost + standardna devijacija.)
Legenda:
0, 2,7, 15, 30 — dani zrtvovanja
0 - kontrolna skupina; skupina zivotinja kojima je aplicirana fizioloSka otopina

2,7, 15, 30 — dani od aplikacije otopine otopine etanola (kontrolne skupine Zivotinja)
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StatistiCkom analizom dobivenih vrijednosti nisu utvrdene statisti¢ki znacajne
razlike kako u broju tako ni u Sirini ni dubini kripti debelog crijeva izmedu ispitivanih
sojeva zivotinja. Nadalje, utvrdeno je da aplikacija otopine etanola, kao ni fizioloSke
otopine, ne uzrokuje statisticki znacajne razlike u ispitivanim histomorfometrijskim

parametrima.

Na slici 32 graficki je prikazana usporedba broja kripti debelog crijeva C57BL/6

Zivotinja u usporedbi s odgovarajuéim kontrolnim skupinama.

Slika 32. Prikaz histomorfometrijske analize broja kripti sluznice debelog crijeva tijekom
razvoja i cijeljenja kolitisa u C57BL/6 miSeva u usporedbi s kontrolnim skupinama.
Vrijednosti su izraZzene kao broj kripti po milimetru (mm) duzZine crijeva.

(Dobiveni rezultati prikazani su kao srednja vrijednost + standardna devijacija.)

Legenda:

0, 2,7, 15, 30 — dani Zrtvovanja

0 - kontrolna skupina; skupina zivotinja kojima je aplicirana fizioloska otopina

2,7, 15, 30 — dani od aplikacije otopine TNBS-a u etanolu (skupine Zivotinja kojima je induciran
kolitis), odnosno otopine etanola (kontrola)

a, statistiCki znacajna razlika (p<0,05) izmedu skupine zivotinja kod kojih je induciran kolitis, u

odnosu na odgovarajucu kontrolnu skupinu

Analizom dobivenih rezultata utvrdeno je da drugog dana od indukcije kolitisa, u
C57BL/6 zivotinja dolazi do statistiCki znacajnog smanjenja broja kripti debelog crijeva.

Ovo smanjenje broja kripti prisutno je i sedmog dana od indukcije kolitisa.
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Slika 33 prikazuje rezultate histomorfometrijske analize broja kripti po milimetru
duZine crijeva tijekom razvoja i cijeljenja kolitisa u CD26 deficijentnim Zivotinjama, u

usporedbi s odgovaraju¢im kontrolnim skupinama.

Slika 33. Prikaz histomorfometrijske analize broja kripti sluznice debelog crijeva tijekom
razvoja i cijeljenja kolitisa u CD26 deficijentnih miSeva u usporedbi s kontrolnim
skupinama. Vrijednosti su izrazene kao broj kripti po milimetru (mm) duzine crijeva.

(Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija.)

Legenda:

0, 2,7, 15, 30 — dani zrtvovanja

0 - kontrolna skupina; skupina zivotinja kojima je aplicirana fizioloSka otopina

2,7, 15, 30 — dani od aplikacije otopine TNBS-a u etanolu (skupine Zivotinja kojima je induciran
kolitis) odnosno otopine etanola (kontrola)

a, statistiCki znacajna razlika (p<0,05) izmedu skupine Zivotinja kod kojih je induciran kolitis, u

odnosu na odgovarajucu kontrolnu skupinu

Analizom dobivenih rezultata utvrdeno je da statistiCki znacajno smanjenje broja
kripti u CD26 deficijentnih Zivotinja perzistira kroz cijelo razdoblje razvoja i cijeljenja
kolitisa.

Usporedba izmjerenih vrijednosti broja kripti po milimetru duzine debelog crijeva
tijekom razvoja i cijeljenja kolitisa u ispitivanim sojevima pokusnih zivotinja grafi¢ki je

prikazana na slici 34.
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Slika 34. Usporedba rezultata histomorfometrijske analize broja kripti sluznice debelog
crijeva tijekom razvoja i cijeljenja kolitisa u C57BL/6 i CD26 deficijentnih miSeva
Vrijednosti su izrazene kao broj kripti po milimetru (mm) duzZine crijeva.

(Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija.)

Legenda:

0, 2,7, 15, 30 — dani zrtvovanja

0 - kontrolna skupina; skupina zivotinja kojima je aplicirana fizioloSka otopina

2,7, 15, 30 — dani od aplikacije otopine TNBS-a u etanolu (skupine Zivotinja kojima je induciran

kolitis) odnosno otopine etanola (kontrola)

Dobiveni rezultati pokazuju da u CD26 deficijentih Zivotinja dolazi do izrazenijeg
smanjenja broja kripti debelog crijeva tijekom razvoja i cijeljenja kolitisa, ali ne i statisticki

znacajno u usporedbi s C57BL/6 Zivotinjama.

GrafiCki prikaz promjena Sirina kripti u C57BL/6 Zivotinja tijekom razvoja i

cijeljenja kolitisa dan je na slici 35.

Slika 35. Prikaz histomorfometrijske analize Sirina kripti sluznice debelog crijeva tijekom
razvoja i cijeljenja kolitisa u C57BL/6 miSeva u usporedbi s kontrolnim skupinama.
Vrijednosti su izrazene u mikrometrima (um).

(Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija.)

Legenda:
0, 2,7, 15, 30 — dani zrtvovanja

0 - kontrolna skupina; skupina Zivotinja kojima je aplicirana fizioloska otopina
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2,7, 15, 30 — dani od aplikacije otopine TNBS-a u etanolu (skupine Zivotinja kojima je induciran
kolitis) odnosno otopine etanola (kontrola)
a, statisticki znacajna razlika (p<0,05) izmedu skupine Zivotinja kod kojih je induciran kolitis, u

odnosu na odgovarajucu kontrolnu skupinu

Dobiveni rezultati pokazuju da drugog i sedmog dana od indukcije kolitisa dolazi
do statisticki zna€ajnog (p<0,05) povecanja Sirina kripti u skupinama Zivotinja kojima je
induciran kolitis u odnosu na Zzivotinje koje su primile sterilnu fizioloSku otopinu odnosno

otopinu etanola (kontrolne skupine).

Sliéne su promjene zamije¢ene i kod CD26 deficijentih zivotinja, medutim, kod
ovog soja miSeva samo je drugog dana od indukcije kolitisa povecanje Sirine kripti
statistiCki znacajno (p<0,05) u odnosu na odgovarajuc¢u kontrolnu skupinu. Dobiveni

rezultati graficki su prikazani na slici 36.

Slika 36. Prikaz histomorfometrijske analize Sirina kripti sluznice debelog crijeva tijekom
razvoja i cijeljenja kolitisa u CD26 deficijentnih miSeva u usporedbi s kontrolnim
skupinama. Vrijednosti su izrazene u mikrometrima (um).

(Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija.)

Legenda:

0, 2,7, 15, 30 — dani Zrtvovanja

0 - kontrolna skupina; skupina zivotinja kojima je aplicirana fizioloSka otopina

2,7, 15, 30 — dani od aplikacije otopine TNBS-a u etanolu (skupine Zzivotinja kojima je induciran

kolitis), odnosno otopine etanola (kontrola)
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a, statistiCki znacajna razlika (p<0,05) izmedu skupine zivotinja kod kojih je induciran kolitis, u

odnosu na odgovarajucu kontrolnu skupinu

Usporedba promjena Sirina kripti debelog tijekom razvoja i cijeljenja kolitisa u
ispitivanim sojevima pokusnih Zzivotinja graficki je prikazana na slici 37. StatistiCkom
analizom dobivenih rezultata nisu utvrdene znacajne razlike izmedu skupina CD26

deficijentnih i C57BL/6 zivotinja.

Slika 37. Usporedba rezultata histomorfometrijske analize Sirina kripti sluznice debelog
crijeva tijekom razvoja i cijeljenja kolitisa u C57BL/6 i CD26 deficijentnih miSeva.
Vrijednosti su izrazene u mikrometrima (um).

(Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija.)

Legenda:

0, 2,7, 15, 30 — dani Zrtvovanja

0 - kontrolna skupina; skupina zivotinja kojima je aplicirana fizioloSka otopina

2,7, 15, 30 — dani od aplikacije otopine TNBS-a u etanolu (skupine Zzivotinja kojima je induciran

kolitis), odnosno otopine etanola (kontrola)

Slika 38 graficki prikazuje rezultate dobivene histomorfometrijskom analizom
dubina kripti debelog crijeva tijekom razvoja i cijeljenja kolitisa u skupinama C57BL/6
Zivotinja, u usporedbi s odgovaraju¢im kontrolnim skupinama. Analizom dobivenih
podataka utvrdeno je statisticki znacajno (p<0,05) snizenje dubina kripti debelog crijeva

u akutnoj fazi kolitisa, odnosno drugog dana od izazivanja kolitisa.
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Slika 38. Prikaz histomorfometrijske analize dubina kripti sluznice debelog crijeva
tijekom razvoja i cijeljenja kolitisa u C57BL/6 miSeva u usporedbi s kontrolnim
skupinama. Vrijednosti su izraZzene u mikrometrima (um) a rezultati prikazani kao

srednja vrijednost + standardna devijacija.

Legenda:

0, 2,7, 15, 30 — dani zrtvovanja

0 - kontrolna skupina; skupina zivotinja kojima je aplicirana fizioloSka otopina

2,7, 15, 30 — dani od aplikacije otopine TNBS-a u etanolu (skupine Zzivotinja kojima je induciran
kolitis), odnosno otopine etanola (kontrola)

a, statistiCki znacajna razlika (p<0,05) izmedu skupine Zivotinja kod kojih je induciran kolitis, u

odnosu na odgovarajucu kontrolnu skupinu

U skupinama CD26 deficijentnih zivotinja zamije¢en je sli€an trend smanjenja
broja kripti tijekom razvoja kolitisa. Rezultati su grafiCki prikazani na slici 39. Analizom
dobivenih podataka utvrdeno je da je smanjenje dubina kripti u akutnoj fazi kolitisa

statistiCki znac¢ajno (p<0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu.

Slika 39. Prikaz histomorfometrijske analize dubina kripti sluznice debelog crijeva
tilekom razvoja i cijeljenja kolitisa u CD26 deficijentnih miSeva
u usporedbi s kontrolnim skupinama. Vrijednosti su izraZzene u mikrometrima (um).

(Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija.)

Legenda:
0, 2,7, 15, 30 — dani zrtvovanja

0 - kontrolna skupina; skupina zivotinja kojima je aplicirana fizioloSka otopina
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2,7, 15, 30 — dani od aplikacije otopine TNBS-a u etanolu (skupine Zzivotinja kojima je induciran
kolitis), odnosno otopine etanola (kontrola)
a, statisticki znacajna razlika (p<0,05) izmedu skupine Zivotinja kod kojih je induciran kolitis, u

odnosu na odgovarajucu kontrolnu skupinu

Usporedba rezultata histomorfometrijske analize dubina kripti debelog crijeva
tijekom razvoja i cijeljenja kolitisa u skupinama CD26 deficijentnih i C57BL/6 Zivotinja
graficki su prikazane na slici 40. Analizom dobivenih rezultata utvrden je sli¢an trend
smanjenja dubina kripti u akutnoj fazi kolitisa, u oba soja pokusnih Zivotinja. Nisu

utvrdene statisticki znac¢ajne razlike izmedu ispitivanih sojeva.

Slika 40. Usporedba rezultata histomorfometrijske analize dubina kripti sluznice debelog
crijeva tijekom razvoja i cijeljenja kolitisa u C57BL/6 i CD26 deficijentnih miSeva
Vrijednosti su izrazene u mikrometrima (um).

(Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija.)

Legenda:

0, 2,7, 15, 30 — dani zrtvovanja

0 - kontrolna skupina; skupina zivotinja kojima je aplicirana fizioloSka otopina

2,7, 15, 30 — dani od aplikacije otopine TNBS-a u etanolu (skupine Zivotinja kojima je induciran

kolitis), odnosno otopine etanola (kontrola)
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4.2. Specificna imunobiokemijska istrazivanja

Istrazivanja na sistemskoj razini

Promjene koje se odvijaju in vivo pri razvoju i cijeljenju kolitisa u cirkulaciji

laboratorijskih Zivotinja klasificirane su kao promjene na sistemskoj razini.

Kako bi dobili uvid u promjene ispitivanih parametara na sistemskoj razini pratili

smo sljedeca obiljezja ciljnih molekula:

1.) enzimsku aktivnost serumske dipeptidil-peptidaze IV (DPP 1V/CD26) u
skupinama C57BL/6 miSeva;

2.) aktivhost serumskih dipeptidil-peptidazi IV — slicnih enzima (engl. DPP
IV/CD26-like enzyme activities) u skupinama CD26 deficijentnih miSeva;

3.) koncentraciju neuropeptida Y (NPY) u serumu C57BL/6 i CD26 deficijentnih
skupina zivotinja;

4.) koncentraciju vazoaktivnog intestinalnog peptida (VIP) u serumu C57BL/6 i
CD26 deficijentnih skupina zivotinja;

5.) koncentraciju interleukina — 6 (IL-6) u serumu C57BL/6 i CD26 deficijentnih
skupina zivotinja;

6.) koncentraciju interleukina — 10 (IL-10) u serumu C57BL/6 i CD26

deficijentnih skupina Zivotinja.

Navedena su istrazivanja provedena u serumu pokusnih Zzivotinja koji je

dobiven neposredno nakon Zrtvovanja miSeva iz pojedinih ispitivanih skupina (poglavlje

3.2.3.).
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Istrazivanja na lokalnoj razini

Promjene koje se odvijaju in vivo pri razvoju i cijeljenju pokusnog modela

kolitisa u cilinim organima (u mozgu i debelom crijevu) laboratorijskih Zivotinja

klasificirane su kao promjene na lokalnoj razini.

Kako bi dobili uvid u promjene ispitivanih parametara na lokalnoj razini

obavljena su sljedeca istraZivanja:

. Istrazivanja u mozgu razli€itih skupina pokusnih zivotinja:

1.

Odredivanje enzimske aktivnosti DPP IV/CD26 u mozgu C57BL/6
soja misa razlicitih ispitivanih skupina;

Odredivanje enzimske aktivnosti DPP IV/CD26 — sli¢nih enzima u
mozgu CD26 deficijentnog soja mida razlicitih ispitivanih skupina;
Odredivanje sadrzaja neuropeptida Y (NPY) u mozgu C57BL/6 i
CD26 deficijentnih skupina Zzivotinja;

Odredivanje sadrzaja vazoaktivhog intestinalnog peptida (VIP) u
mozgu C57BL/6 i CD26 deficijentnih skupina Zivotinja;

Odredivanje sadrzaja interleukina — 6 (IL-6) u mozgu C57BL/6 i CD26
deficijentnih skupina Zivotinja;

Odredivanje sadrzaja interleukina — 10 (IL-10) u mozgu C57BL/6 i

CD26 deficijentnih skupina Zivotinja;

II. Istrazivanja u debelom crijevu razliCitih skupina pokusnih Zivotinja:

1.

Odredivanije intestinalne enzimske aktivnosti DPP IV/CD26 u C57BL/6
soju misa razlicitih ispitivanih skupina;
Odredivanje intestinalne aktivnosti DPP [V/CD26-sli¢nih enzima u

CD26 deficijentnom soju misa razlicitih ispitivanih skupina;
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3. Odredivanje sadrZaja neuropeptida Y (NPY) u debelom crijevu
C57BL/6 i CD26 deficijentnih skupina Zivotinja;

4. Odredivanje sadrZaja vazoaktivhog intestinalnog peptida (VIP) u
debelom crijevu C57BL/6 i CD26 deficijentnih skupina zivotinja;

5. Odredivanje sadrZaja interleukina — 6 (IL-6) u debelom crijevu
C57BL/6 i CD26 deficijentnih skupina Zzivotinja;

6. Odredivanje sadrzaja interleukina — 10 (IL-10) u debelom crijevu

C57BL/6 i CD26 deficijentnih skupina Zzivotinja.

4.2.1. Rezultati istrazivanja na sistemskoj razini
IstraZivanja na sistemskoj razini obuhvatila su analize ranije opisanih parametara
u cirkulaciji svih skupina pokusnih Zivotinja tijekom razvoja i cijeljenja kolitisa u C57BL/6 i

CD26 deficijentnim zivotinjama, u usporedbi s odgovarajuéim kontrolnim skupinama.

4.2.1.1. Biokemijske analize enzimske aktivhosti DPP IV/CD26 i DPP IV/CD26-
sliénih enzima tijekom razvoja i cijeljenja kolitisa
Enzimske aktivnosti serumske DPPIV/CD26 i DPP IV/CD26-slicnih enzima
odredivane su u svim skupinama pokusnih zZivotinja oba istrazivana soja i izrazene su u

internacionalnim jedinicama po litri seruma (IU/L).

4.2.1.1.1. Aktivnosti serumske DPP IV/CD26 u C57BL/6 miSeva
Aktivnosti serumske DPP IV/CD26 u C57BL/6 zivotinja izmjerene su
spektrofotometrijski te su dobiveni rezultati analizirani i prikazani graficki na slikama br.

41 43.
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StatistiCkom analizom dobivenih podataka utvrdeno je da aplikacija otopine
etanola (kontrolne skupine odgovaraju¢ih dana) ne uzrokuje statistiCki znacajne
promjene u aktivnosti serumske DPP IV/CD26 u C57BL/6 Zivotinja. Aplikacija otopine
TNBS-a u etanolu, koja dovodi do razvoja kolitisa s najvecom aktivno$Scu bolesti drugog
dana od aplikacije, uzrokuje statisticki zna¢ajno snizenje (p<0,001) aktivnosti DPP
IV/ICD26 u serumu C57 BL/6 zivotinja. Vrijednosti ostaju statistiCki znacajno snizene
drugog i sedmog dana (p<0,001) te petnaestog dana (p<0,05) od aplikacije otopine
TNBS-a u etanolu, uz tendenciju vracanja na fizioloSke razine. Tridesetog dana od
aplikacije otopine TNBS-a u etanolu vrijednosti aktivnosti serumske DPP [V/CD26 u

C57BL/6 Zivotinja se normaliziraju.

Slika 41. prikazuje promjene enzimske aktivnosti serumske DPP 1V/CD26 tijekom
razvoja i cijeljenja kolitisa u C57BL/6 soju pokusnih Zzivotinja, u odnosu na vrijednosti

izmjerene kod odgovarajucéih kontrolnih skupina.

Slika 41. Aktivnost dipeptidil-peptidaze IV (DPP 1V/CD26) u serumu C57BL/6 soja miSa
tijekom razvoja i cijeljenja kolitisa uzrokovanog aplikacijom otopine TNBS-a u etanolu, u
usporedbi s odgovarajuéim kontrolnim skupinama.

(Dobivene vrijednosti izrazene su kao srednja vrijednost + standardna devijacija.)

Legenda:

0 - kontrolna skupina; skupina zivotinja kojima je aplicirana fizioloSka otopina

2, 7, 15, 30 — dani od aplikacije otopine TNBS-a u etanolu (skupine zivotinja s induciranim
kolitisom), odnosno otopine etanola (kontrolne skupine)

a, statistiCki znacajna razlika (p<0,001 za drugi i sedmi te p<0,05 za petnaesti dan) izmedu

skupine Zivotinja kod kojih je induciran kolitis, u odnosu na odgovarajuc¢u kontrolnu skupinu
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StatistiCkom analizom dobivenih rezultata utvrdeno je statistiCki znaajno
(p<0,05) smanjene aktivnosti DPP IV/CD26 u serumu C57BL/6 Zivotinja kojima je
induciran kolitis i to drugog, sedmog i petnaestog dana od indukcije kolitisa, u odnosu na

odgovarajuce kontrolne skupine.

4.2.1.1.2. Aktivnosti DPP IV/CD26-slicnih enzima u serumu

CD26 deficijentnih miseva

Enzimske aktivhosti DPP IV/CD26-slicnih enzima odredivane su i u svim
skupinama CD26 deficijentnih Zivotinja. Dobiveni rezultati su analizirani i prikazani

graficki na slici br. 42.

Slika 42. Aktivnhost DPP [V/CD26-sli¢nih enzima u serumu CD26 deficijentnog soja misa
tijekom razvoja i cijeljenja kolitisa uzrokovanog aplikacijom otopine TNBS-a, u usporedbi
s odgovarajuéim kontrolnim skupinama.

(Dobivene vrijednosti izrazene su kao srednja vrijednost + standardna devijacija.)

Legenda:

0 - kontrolna skupina; skupina zivotinja kojima je aplicirana fizioloSka otopina

2, 7, 15, 30 — dani od aplikacije otopine TNBS-a u etanolu (skupine Zzivotinja s induciranim
kolitisom), odnosno otopine etanola (kontrolne skupine)

Skala je prilagodena niskim vrijednostima DPP IVV/CD26-sli¢nih enzima

Statistickom analizom dobivenih rezultata nisu utvrdene statistiCki znacajne
razlike u aktivnosti DPP 1V/CD26 sli¢nih enzima ni u skupinama s induciranim kolitisom,

niti u kontrolnim skupinama, niti medusobno.
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Slika 43. prikazuje usporedbu dobivenih vrijednosti DPP IV/CD26 i DPP
IV/CD26 sli¢nih enzima u serumu C57BL/6 i CD26 deficijentnih Zivotinja. Utvrdeno je da
aktivhost DPP 1V/CD26-sli¢nih enzima u serumu CD26 deficijentnog soja miSa iznosi u
prosjeku 9,36% ukupne detektirane aktivnosti DPP 1V/CD26 u serumu C57BL/6 soja

miSa u fizioloskim uvjetima.

Slika 43. Usporedba aktivnosti dipeptidil-peptidaze IV (DPP IV/CD26) u serumu
C57BL/6 soja misa i aktivnosti DPP [V/CD26-sli¢nih enzima u serumu CD26
deficijentnog soja misa tijekom razvoja i cijeljenja kolitisa uzrokovanog aplikacijom
otopine TNBS-a u etanolu te odgovarajucih kontrolnih skupina.

(Dobivene vrijednosti izrazene su kao srednja vrijednost + standardna devijacija.)

Legenda:

0 - kontrolna skupina; skupina zivotinja kojima je aplicirana fizioloSka otopina

2, 7, 15, 30 — dani od aplikacije otopine TNBS-a u etanolu (skupine zivotinja s induciranim
kolitisom), odnosno otopine etanola (kontrolne skupine)

a, statistiCki znacajna razlika (p<0,001) izmedu skupina C57BL/6 i CD26 deficijentnih Zivotinja

b, statisticki znacajna razlika (p<0,001 za drugi i sedmi te p<0,05 za petnaesti dan) izmedu
skupine Zivotinja soja C57BL/6 kod kojih je induciran kolitis, u odnosu na odgovarajuc¢u kontrolnu

skupinu
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4.2.1.2. Koncentracije neuropeptida u serumu pokusnih zivotinja
Koncentracije neuropeptida (NPY) i vazoaktivhog intestinalnog peptida (VIP)
odredivane su imunoenzimskim testovima u serumu svih skupina pokusnih Zivotinja

C57BL/6 i CD26 deficijentnih zivotinja.

4.2.1.2.1. Serumske koncentracije neuropeptida Y
Izmjerene vrijednosti koncentracija NPY-a u serumima kontrolnih skupina oba

soja pokusnih Zivotinja prikazane su na slici 44.

Slika 44. Usporedba vrijednosti koncentracija neuropeptida Y u serumu pokusnih
Zivotinja kontrolnih skupina C57BL/6 i CD26™ sojeva miseva.

(Dobiveni rezultati izrazeni su kao srednja vrijednost + standardna pogreska.)

Legenda:
0 - kontrolna skupina; skupina zivotinja kojima je aplicirana fizioloska otopina

2,7, 15, 30 — dani od aplikacije otopine etanola (kontrolne skupine)

StatistiCkom analizom dobivenih vrijednosti koncentracija NPY-a u serumu
razliCitih kontrolnih skupina oba soja Zivotinja utvrdene su nesto viSe vrijednosti NPY-a u
serumu CD26” miSeva vise, ali ova razlika nije statisticki znagajna. Utvrdeno je da
aplikacija otopine etanola (kontrolne skupine) kod oba soja miSa ne uzrokuje statisticki

znacajne promjene u koncentraciji NPY-a u serumu.
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Na slici 45 graficki su prikazani dobiveni rezultati koncentracija NPY-a u
serumu CS57BL/6 soja Zivotinja tijekom razvoja i cijeljenja kolitisa, u usporedbi s

odgovarajuc¢im kontrolnim skupinama.

Slika 45. Koncentracije NPY-a u serumu C57BL/6 Zivotinja tijekom razvoja i cijeljenja
kolitisa u usporedbi s odgovarajuc¢im kontrolnim skupinama.

(Dobiveni rezultati izrazeni su kao srednja vrijednost + standardna pogreska.)

Legenda:
0 - kontrolna skupina; skupina zivotinja kojima je aplicirana fizioloSka otopina
2,7, 15, 30 — dani od aplikacije otopine TNBS-a u etanolu (skupine Zzivotinja kojima je induciran

kolitis), odnosno etanola (kontrolne skupine)

Analizom dobivenih rezultata utvrdeno je povidenje vrijednosti koncentracije
NPY-a u serumu C57BL/6 skupina Zivotinja drugog i osobito sedmog dana nakon
indukcije kolitisa odnosno aplikacije otopine TNBS-a u etanolu u odnosu na
odgovarajuce kontrolne skupine. Statistickom analizom dobivenih vrijednosti utvrdeno je

da ove razlike zbog standardnih devijacija nisu statistiCki znaCajne.

Slika 46 graficki prikazuje dobivene vrijednosti koncentracija NPY-a u serumu
CD26 deficijentnih Zivotinja tijekom razvoja i cijeljenja kolitisa, u usporedbi s

odgovarajuc¢im kontrolnim skupinama.

135



Slika 46. Koncentracije NPY-a u serumu C57BL/6 Zivotinja tijekom razvoja i cijeljenja
kolitisa u usporedbi s odgovaraju¢im kontrolnim skupinama.

(Dobiveni rezultati izrazeni su kao srednja vrijednost + standardna pogreska.)

Legenda:

0 - kontrolna skupina; skupina zivotinja kojima je aplicirana fizioloSka otopina

2,7, 15, 30 — dani od aplikacije otopine TNBS-a u etanolu (skupine Zivotinja kojima je induciran
kolitis), odnosno etanola (kontrolne skupine)

a, statisticki znacajna razlika (p<0,05) u odnosu na odgovaraju¢u kontrolnu skupinu

Analizom dobivenih rezultata utvrdeno je poviSenje koncentracija NPY-a u
serumu CD26 deficijentnih Zivotinja drugog, sedmog i petnaestog dana od aplikacije
otopine TNBS-a u etanolu. Najvece vrijednosti uoCene su sedmog dana i one se, kao i
petnaestog dana, razlikuju statistiCki (p<0,05) znacajno u odnosu na fizioloSke
vrijednosti i odgovarajuce kontrolne skupine. Tridesetog dana koncentracije NPY-a

ponovno se normaliziraju, poprimajuci fizioloSke vrijednosti.

Usporedba dobivenih vrijednosti koncentracija NPY-a u serumu C57BL/6 i CD26

deficijentih zivotinja tijekom razvoja i cijeljenja kolitisa prikazana je na slici 47.

Slika 47. Usporedba promjena koncentracija NPY-a u serumu C57BL/6 i CD26
deficijentnih Zivotinja tijekom razvoja i cijeljenja kolitisa.

(Dobiveni rezultati izrazeni su kao srednja vrijednost + standardna pogreska.)

Legenda:

0 - kontrolna skupina; skupina zivotinja kojima je aplicirana fizioloSka otopina
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2,7, 15, 30 — dani od aplikacije otopine TNBS-a u etanolu (skupine Zivotinja kojima je induciran
kolitis)
a, statistiCki znacajna razlika (p<0,05) u odnosu na odgovaraju¢u kontrolnu skupinu

b, statisti¢ki zna€ajna razlika (p<0,05) izmedu C57BL/6 i CD26 deficijentnih Zivotinja

Analizom dobivenih rezultata uocen je sli€an trend porasta koncentracije NPY-a
u serumu koji kod oba soja pokusnih Zivotinja dostize najviSe vrijednosti sedmog dana
od indukcije kolitisa. Petnaestog dana vrijednosti koncentracije NPY-a se normaliziraju i
poprimaju fizioloSke vrijednosti kod C57BL/6 Zivotinja dok kod CD26 deficijentih Zivotinja
tek pocCinju opadati i izmedu ova dva soja razlikuju se statisticki znacajno (p<0,05).
Tridesetog dana od aplikacije kolitisa vrijednosti kod oba soja poprimaju fizioloSke

vrijednosti.

4.2.1.2.2. Serumske koncentracije vazoaktivhog intestinalnog peptida
Izmjerene vrijednosti koncentracija VIP-a u serumima kontrolnih skupina

C57BL/6 i CD26 deficijentnih zivotinja prikazane su na slici 48.

Slika 48. Usporedba vrijednosti koncentracija vazoaktivnog intestinalnog peptida u
serumu pokusnih Zivotinja kontrolnih skupina C57BL/6 i CD26-/- sojeva miSeva.

(Dobiveni rezultati izraZzeni su kao srednja vrijednost + standardna pogreska.)

Legenda:
0 - kontrolna skupina; skupina zivotinja kojima je aplicirana fizioloSka otopina
2,7, 15, 30 — dani od aplikacije otopine etanola (kontrolne skupine)

a, statistiCki znacajna razlika (p<0,05) izmedu C57BL/6 i CD26 deficijentnih Zivotinja
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Analizom dobivenih rezultata uoCeno je da CD26 deficijentne Zivotinje u
fizioloSkim uvjetima imaju viSu koncentraciju VIP-a u serumu u odnosu na C57BL/6
zivotinje. Ova je razlika statisticki zna¢ajna (p<0,05). Nadalje, uoCeno je da aplikacija
otopine etanola kod oba soja pokusnih Zivotinja uzrokuje blago poviSenje koncentracije

VIP-a u serumu drugog dana nakon aplikacija, no ove razlike nisu statisticki zna€ajne.

Dobivene vrijednosti koncentracija VIP-a u serumu C57BL/6 Zivotinja tijekom
razvoja i cijeljenja kolitisa u usporedbi s odgovaraju¢im kontrolnim skupinama graficki su

prikazane na slici 49.

Slika 49. Koncentracije vazoaktivnog intestinalnog peptida
u serumu C57BL/6 zivotinja tijekom razvoja i cijeljenja kolitisa
u usporedbi s odgovarajuc¢im kontrolnim skupinama.

(Dobiveni rezultati izraZzeni su kao srednja vrijednost + standardna pogreska.)

Legenda:

0 - kontrolna skupina; skupina zivotinja kojima je aplicirana fizioloSka otopina

2, 7, 15, 30 — dani od aplikacije otopine TNBS-a u etanolu (skupine Zivotinja s induciranim
kolitisom) odnosno etanola (kontrolne skupine)

a, statisticki znacajna razlika (p<0,05) u odnosu na odgovaraju¢u kontrolnu skupinu

Analizom dobivenih rezultata uo¢eno je povisenje koncentracije VIP-a u serumu
C57BL/6 Zivotinja drugog dana nakon indukcije kolitisa. StatistiCkom analizom dobivenih
vrijednosti utvrdeno je da je ovo poviSenje statistiCki zna¢ajno (p<0,05) u odnosu na

odgovarajucu kontrolnu skupinu. Vrijednosti VIP-a ostaju poviSene sedmog i petnaestog
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dana od aplikacije otopine TNBS-a u etanolu, s trendom smanjivanja koncentracije.

Tridesetog dana koncentracije VIP-a u serumu poprimaju fizioloSke vrijednosti.
Koncentracije VIP-a u serumu CD26 deficijentnih Zivotinja tijekom razvoja i

cijelienja kolitisa u usporedbi s odgovarajuéim kontrolnim skupinama grafi¢ki su

prikazane na slici 50.

Slika 50. Koncentracije vazoaktivnog intestinalnog peptida u serumu
CD26 deficijentnih zivotinja tijekom razvoja i cijeljenja kolitisa
u usporedbi s odgovarajuc¢im kontrolnim skupinama.

(Dobiveni rezultati izraZzeni su kao srednja vrijednost + standardna pogreska.)

Legenda:

0 - kontrolna skupina; skupina zivotinja kojima je aplicirana fizioloSka otopina

2, 7, 15, 30 — dani od aplikacije otopine TNBS-a u etanolu (skupine Zzivotinja s induciranim
kolitisom) odnosno etanola (kontrolne skupine)

a, statisticki znacajna razlika (p<0,05) u odnosu na odgovaraju¢u kontrolnu skupinu

Analizom dobivenih vrijednosti koncentracija VIP-a u serumu CD26 deficijentnih
Zivotinja uocCen je sliCan, ali naglaeniji trend porasta koncentracije kao u C57BL/6
zivotinja. Naime, u CD26 deficijentnih Zzivotinja takoder je uoCen najveci porast
koncentracije VIP-a u serumu drugog dana od indukcije kolitisa. Ova se vrijednost
statisticki znacajno razlikuje (p<0,05) u odnosu na odgovarajuéu kontrolnu skupinu.
Vrijednosti koncentracije VIP-a u serumu CD26 deficijentnih Zivotinja statisti¢ki su
znacajno poviSene (p<0,05) u odnosu na odgovarajuée kontrolne skupine i sedmog

dana od indukcije kolitisa, no pocinju poprimati niZze vrijednosti. Petnaestog i tridesetog
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dana nakon aplikacije otopine TNBS-a u etanolu vrijednosti koncentracija VIP-a u
serumu poprimaju gotovo fizioloSke vrijednosti.
Usporedba koncentracija VIP-a u serumu C57BL/6 i CD26 deficijentnih Zivotinja

tijekom razvoja i cijeljenja kolitisa prikazana je na slici 51.

Slika 51. Usporedba promjena koncentracija vazoaktivnog intestinalnog peptida u
serumu C57BL/6 i CD26 deficijentnih zivotinja tijekom razvoja i cijeljenja kolitisa.

(Dobiveni rezultati izraZzeni su kao srednja vrijednost + standardna pogreska.)

Legenda:
0 - kontrolna skupina; skupina zivotinja kojima je aplicirana fizioloSka otopina
2,7, 15, 30 — dani od aplikacije otopine TNBS-a u etanolu
(skupine Zivotinja kojima je induciran kolitis)
a, statisticki znacajna razlika (p<0,05) izmedu C57BL/6 i CD26 deficijentnih Zivotinja

b, statisti¢ki znacajna razlika (p<0,05) u odnosu na odgovarajuéu kontrolnu skupinu

Analizom dobivenih rezultata utvrdeno je da je poveéanje koncentracije VIP-a u
serumu CD26 deficijentnih Zivotinja izrazenije. Za razliku od C57BL/6 Zivotinja, statistiCki
znacajno vise (p<0,05) koncentracije VIP-a u cirkulaciji zadrZzavaju se i sedmog dana od

indukcije kolitisa.

4.2.1.3. Koncentracije interleukina u serumu pokusnih zivotinja
Koncentracije interleukina 6 i interleukina 10 u serumu odredivane su u

skupinama C57BL/6 i CD26 deficijentnih Zivotinja imunoenzimskim testovima.
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4.2.1.3.1. Serumske koncentracije interleukina-6

Koncentracije IL-6 odredene su u serumu C57BL/6 i CD26 deficijentnih Zivotinja
kojima je aplicirana fizioloska otopina. Ove su skupine ujedno predstavljale i kontrolne
skupine onim skupinama pokusnih Zzivotinja kojima je induciran kolitis. StatisticCkom
analizom dobivenih vrijednosti koncentracija IL-6 u serumu pokusnih Zivotinja pojedinog
soja utvrdena je statistiCki visa (p<0,05) koncentracija IL-6 u serumu CD26 deficijentnih
zivotinja. Slika 52 prikazuje usporedbe fizioloskih vrijednosti koncentracija IL-6 u serumu

pokusnih zivotinja u sojevima C57BL/6 i CD26 deficijentnih miSeva.

Slika 52. Usporedba fizioloskih vrijednosti serumske koncentracije interleukina-6 u
skupinama C57BL/6 i CD26 deficijentnih miSeva.

(Dobiveni rezultati izraZzeni su kao srednja vrijednost + standardna pogreska.)

Legenda: a, statistiCki zna€ajna razlika (p<0,05) izmedu C57BL/6 i CD26 deficijentnih Zivotinja

Slika 53 grafiCki prikazuje usporedbu promjena koncentracija IL-6 u serumu

C57BL/6 i CD26 deficijentnih zivotinja tijekom razvoja i cijeljenja kolitisa.

Slika 53. Usporedba promjene koncentracija interleukina-6 u serumu C57BL/6 i CD26
deficijentnih Zivotinja tijekom razvoja i cijeljenja kolitisa.

(Dobiveni rezultati izrazeni su kao srednja vrijednost + standardna pogreska.)

Legenda:
0 - kontrolna skupina; skupina zivotinja kojima je aplicirana fizioloSka otopina
2,7, 15, 30 — dani od aplikacije otopine TNBS-a (skupine zivotinja s induciranim kolitisom)

a, statistiCki znacajna razlika (p<0,05) izmedu C57BL/6 i CD26 deficijentnih Zivotinja
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b, statisticki znacajna razlika (p<0,05) u odnosu na odgovarajuéu kontrolnu skupinu

Drugog dana od aplikacije otopine TNBS-a, kada je aktivhost bolesti najveca,
vidljiv je izraziti porast vrijednosti serumske koncentracije IL-6, statistiCcki znacajan
(p<0,001) u oba soja pokusnih zivotinja. Porast je izraZeniji kod skupine CD26
deficijentih Zivotinja. Sedmog dana od aplikacije otopine TNBS-a u CD26 deficijentnih
Zivotinja dolazi do normalizacije vrijednosti serumskih koncentracija IL-6, dok kod
C57BL/6 zivotinja vrijednosti padaju ispod fizioloskih koncentracija (statisticka znacajna
razlika, p<0,05). Petnaestog i tridesetog dana od aplikacije otopine TNBS-a vrijednosti

se ne razlikuju statistiki zna€ajno od fizioloSkih vrijednosti u oba soja pokusnih Zivotinja.

4.2.1.3.2. Serumske koncentracije interleukina-10

Koncentracije IL-10 odredivane su u serumu C57BL/6 i CD26 deficijentnih
zivotinja tijekom razvoja i cijeljenja kolitisa. Skupine pokusnih zivotinja soja kojima je
aplicirana fizioloSka otopina ujedno su predstavljale i kontrolne skupine onim skupinama
pokusnih zivotinja kojima je induciran kolitis. StatistiCkom analizom dobivenih vrijednosti
koncentracija IL-10 u serumu pokusnih Zivotinja pojedinog soja utvrdena je statisticki
znacajno visa (p<0,05) koncentracija u serumu CD26 deficijentnih zivotinja.

Slika 54 prikazuje usporedbe fizioloSkih vrijednosti koncentracija IL-10 u serumu

pokusnih zivotinja u C57BL/6 i CD26 deficijentnim miseva.
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Slika 54. Usporedba fizioloSkih vrijednosti serumske koncentracije interleukina-10
u skupinama C57BL/6 i CD26 deficijentnih miSeva.

(Dobiveni rezultati izrazeni su kao srednja vrijednost + standardna pogreska.)

Legenda: a, statisticki zna¢ajna razlika (p<0,05) izmedu C57BL/6 i CD26 deficijentnih Zivotinja

Slika 55 prikazuje usporedbu promjena koncentracija IL-10 u serumu C57BL/6 i

CD26 deficijentnih zivotinja tijekom razvoja i cijeljenja kolitisa.

Slika 55. Usporedba promjene koncentracija interleukina-10 u serumu C57BL/6 i CD26
deficijentnih zivotinja tijekom razvoja i cijeljenja kolitisa.

(Dobiveni rezultati izrazeni su kao srednja vrijednost + standardna pogreska.)

Legenda:

0 - kontrolna skupina; skupina Zivotinja kojima je aplicirana fizioloska otopina

2,7, 15, 30 — dani od aplikacije otopine TNBS-a (skupine Zivotinja s induciranim kolitisom)
a, statisticki znacajna razlika (p<0,05) izmedu C57BL/6 i CD26 deficijentnih Zivotinja

b, statisti¢ki zna€ajna razlika (p<0,05) u odnosu na odgovarajuéu kontrolnu skupinu

4.2.2 Rezultati istrazivanja na lokalnoj razini

Istrazivanja na lokalnoj razini obuhvatila su analize ranije opisanih parametara u
mozgu i debelom crijevu svih skupina pokusnih Zivotinja tijekom razvoja i cijeljenja
kolitisa u C57BL/6 i CD26 deficijentnim zivotinjama, u usporedbi s odgovaraju¢im

kontrolnim skupinama.
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4.2.2.1. Imunobiokemijska istrazivanja u mozgu
4.2.2.1.1. Enzimska aktivhost DPP IV/CD26 u mozgu

Slika 56 prikazuje promjene aktivnosti DPP IV/CD26 u mozgu C57BL/6 soja
Zivotinja tijekom razvoja i cijeljenja kolitisa, u usporedbi s odgovaraju¢im kontrolnim

skupinama.

Slika 56. Enzimska aktivnost DPP 1V/CD26 u mozgu C57BL/6 Zivotinja tijekom razvoja i
cijeljenja kolitisa u usporedbi s odgovarajuc¢im kontrolnim skupinama.

(Dobivene vrijednosti prikazane su kao srednja vrijednost + standardna devijacija.)

Legenda:

0 - kontrolna skupina; skupina zivotinja kojima je aplicirana fizioloSka otopina

2,7, 15, 30 — dani od aplikacije otopine TNBS-a u etanolu (skupine Zivotinja kojima je induciran
kolitis), odnosno otopine etanola (kontrolne skupine)

a, statisticki znacajna razlika (p<0,05) u odnosu na odgovaraju¢u kontrolnu skupinu

Analizom dobivenih rezultata vrijednosti enzimske aktivnosti DPP IV/CD26 u
mozgu zapazeno je da aplikacija otopine etanola ne uzrokuje statisticki znacajne
promjene u aktivnosti ovog enzima. Zapazeno je medutim da se aktivhost DPP [V/CD26
smanjuje drugog i sedmog dana od indukcije kolitisa u odnosu na kontrolne skupine.

StatistiCkom analizom utvrdeno je da je ovo smanjenje statisticki zna¢ajno (p<0,05).

4.2.2.1.2. Enzimska aktivhost DPP IV/CD26-slicnih enzima u mozgu
Slika 57 grafiCki prikazuje dobivene vrijednosti aktivnosti DPP [V/CD26-sli¢nih
enzima u mozgu CD26 deficijentnih Zivotinja tijekom razvoja i cijeljenja kolitisa, u

usporedbi s odgovaraju¢im kontrolnim skupinama.
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Slika 57. Enzimska aktivhost DPP |V/CD26 u mozgu CD26 deficijentnih Zivotinja tijekom
razvoja i cijeljenja kolitisa u usporedbi s odgovarajuéim kontrolnim skupinama.

(Dobivene vrijednosti prikazane su kao srednja vrijednost + standardna devijacija.)

Skala je prilagodena niskim vrijednostima enzimske aktivnosti

Legenda:

0 - kontrolna skupina; skupina zivotinja kojima je aplicirana fizioloSka otopina

2,7, 15, 30 — dani od aplikacije otopine TNBS-a u etanolu (skupine Zivotinja kojima je induciran
kolitis), odnosno otopine etanola (kontrolne skupine)

Skala je prilagodena niskim vrijednostima enzimske aktivnosti

Analizom dobivenih rezultata vrijednosti enzimske aktivnosti DPP 1V/CD26-
slicnih enzima u CD26 deficijentnih Zzivotinja, zapazeno je da ni aplikacija otopine
etanola ni aplikacija otopine TNBS-a u etanolu ne uzrokuju statisti¢ki znacajne promjene

u enzimskoj aktivnosti u mozgu.

Slika 58 prikazuje usporedbu enzimske aktivnosti DPP IV/CD26 i DPP IV/CD26-
slicnih enzima u mozgu tijekom razvoja i cijeljenja kolitisa, u oba soja miSeva. Analizom
dobivenih rezultata utvrdeno je da svega 1,33% ukupne DPP IV/CD26 enzimske

aktivnosti u mozgu otpada na aktivhost DPP IV/CD26-sli¢nih enzima.

Slika 58. Usporedba enzimske aktivnosti DPP IV/CD26 u mozgu C57BL/6 Zivotinja te
enzimske aktivnosti DPP IV/CD26-slicnih enzima u mozgu CD26 deficijentnih Zivotinja
tijekom razvoja i cijeljenja kolitisa u usporedbi s odgovaraju¢im kontrolnim skupinama.

(Dobivene vrijednosti prikazane su kao srednja vrijednost + standardna devijacija.)
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Legenda:

0 - kontrolna skupina; skupina zivotinja kojima je aplicirana fizioloSka otopina

2,7, 15, 30 — dani od aplikacije otopine TNBS-a u etanolu (skupine Zivotinja kojima je induciran
kolitis), odnosno otopine etanola (kontrolne skupine)

a, statisticki znacajna razlika (p<0,001) izmedu C57BL/6 i CD26 deficijentnih Zivotinja

b, statisti¢ki znacajna razlika (p<0,05) u odnosu na odgovaraju¢u kontrolnu skupinu

4.2.2.1.3. Proteinski izrazaj molekule CD26 u mozgu

Slika 59 prikazuje bendove detektirane tehnikom Western blota, a pokazuju
proteinski izrazaj molekule CD26 u mozgu C57BL/6 soja zZivotinja prilikom razvoja i
cijeljenja kolitisa. Kod CD26 deficijentnih mideva, kao &to je i oCekivano, nije pronaden
proteinski izrazaj molekule CD26. Kontrolu jednolikog nanosa istovjetne koncentracije

ukupnih proteina predstavlja signal detektiran za (3-aktin.

Slika 59. Proteinski izrazaj molekule CD26 i 3-aktina u mozgu C57BL/6 Zivotinja

tijekom razvoja i cijeljenja kolitisa

Legenda:
0 - kontrolna skupina; skupina zivotinja kojima je aplicirana fizioloSka otopina
2,7, 15, 30 — dani od aplikacije otopine TNBS-a u etanolu (skupine Zivotinja kojima je induciran

kolitis)

Analizom fotoluminiscentnih signala detektiranih fotosenzibilnim filmovima nakon
provedene tehnike Western blota, uoCeni su bendovi koji predstavljaju izraZzaj molekule
CD26 u podrucju relativne molekulske mase 110 kDa. Kontrola jednolikog nanosa

proteina, signal detektiran za (3-aktin, detektiran je u podrucju relativne molekulske mase
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42 kDa. Iz dobivenih je rezultata vidljivo da proteinski izraZaj molekule CD26 u mozgu,
za razliku od njegove enzimske aktivnosti, tijekom razvoja i cijeljenja kolitisa ostaje

konstantan.

4.2.2.1.4. Koncentracije neuropeptida u mozgu

Koncentracije NPY-a i VIP-a odredivane su u ekstraktima proteina tkiva mozga
C57BL/6 i CD26 deficijentnih Zzivotinja odgovaraju¢im imunoenzimskim testovima.
Dobiveni rezultati izrazeni su kao pikogrami neuropeptida po miligramu ukupnih proteina

(pg/mg proteina).

4.2.2.1.4.1. Koncentracije neuropeptida Y

Slika 60 prikazuje usporedbu koncentracija NPY-a u mozgu u kontrolnim
skupinama oba soja miSa. Statistickom analizom dobivenih rezultata nije utvrdena
statisticki znac€ajna razlika u sadrzaju NPY-a izmedu C57BL/6 i CD26 deficijentnih
miSeva. Nadalje, utvrdeno je da aplikacija etanola ne uzrokuje statisticki znacCajne

promjene u sadrzaju NPY-a u mozgu oba soja miSeva.

Slika 60. Usporedba vrijednosti koncentracije neuropeptida Y u mozgu pokusnih
Zivotinja kontrolnih skupina C57BL/6 i CD26 deficijentnih sojeva miSeva.

(Dobivene vrijednosti prikazane su kao srednja vrijednost + standardna pogreska.)

Legenda:
0 - kontrolna skupina; skupina zivotinja kojima je aplicirana fizioloSka otopina

2,7, 15, 30 — dani od aplikacije otopine etanola (kontrolne skupine)
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Slika 61 prikazuje koncentracije NPY-a u mozgu pokusnih Zivotinja C57BL/6 soja

tijekom razvoja i cijeljenja kolitisa, u usporedbi s odgovaraju¢im kontrolnim skupinama.

Slika 61. Koncentracije neuropeptida Y u mozgu C57BL/6 zivotinja tijekom razvoja i
cijeljenja kolitisa, u usporedbi s odgovaraju¢im kontrolnim skupinama.

(Dobivene vrijednosti prikazane su kao srednja vrijednost + standardna pogreska.)

Legenda:

0 - kontrolna skupina; skupina zZivotinja kojima je aplicirana fizioloska otopina

2,7, 15, 30 — dani od aplikacije otopine TNBS-a u etanolu (skupine Zivotinja kojima je induciran
kolitis), odnosno otopine etanola (kontrolne skupine)

a, statisticki znacajna razlika (p<0,05) u odnosu na odgovaraju¢u kontrolnu skupinu

Iz grafiCkog prikaza promjene koncentracija NPY u mozgu C57BL/6 Zivotinja
vidljiv je znaajan porast drugog dana od indukcije kolitisa. Statistickom analizom
dobivenih rezultata utvrdeno je da je ovaj porast statisticki znac¢ajan (p<0,001) u odnosu
na kontrolnu skupinu. Potom vrijednosti koncentracije NPY-a u mozgu znacajno
opadaju, petnaestog dana i statisti¢ki znacajno (p<0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu.
Tridesetog dana od indukcije kolitisa koncentracije NPY-a poprimaju fizioloske

vrijednosti.

Slika 62 prikazuje koncentracije NPY u mozgu CD26 deficijentnih pokusnih
zivotinja tilekom razvoja i cijeljenja kolitisa, u usporedbi s odgovaraju¢im kontrolnim

skupinama.

148



Slika 62. Koncentracije neuropeptida Y u mozgu CD26 deficijentnih Zivotinja tijekom
razvoja i cijeljenja kolitisa, u usporedbi s odgovaraju¢im kontrolnim skupinama.

(Dobivene vrijednosti prikazane su kao srednja vrijednost + standardna pogreska.)

Legenda:

0 - kontrolna skupina; skupina zivotinja kojima je aplicirana fizioloSka otopina

2,7, 15, 30 — dani od aplikacije otopine TNBS-a u etanolu (skupine Zzivotinja kojima je induciran
kolitis), odnosno otopine etanola (kontrolne skupine)

a, statisti¢ki zna¢ajna razlika (p<0,05) u odnosu na odgovarajuéu kontrolnu skupinu

Analizom dobivenih rezultata zapazeno je da u mozgu CD26 deficijentnih miSeva
dolazi do statisticki zna€ajnog (p<0,05) snizenja koncentracije NPY-a drugog i sedmog

dana od indukcije kolitisa u odnosu na kontrolnu skupinu.

Usporedba koncentracija NPY u mozgu skupinama C57BL/6 i CD26 deficijentnih

Zivotinja tijekom razvoja i cijeljenja kolitisa prikazana je na slici 63.

Slika 63. Usporedba koncentracija neuropeptida Y u mozgu C57BL/6 i CD26
deficijentnih zivotinja tijekom razvoja i cijeljenja kolitisa.

(Dobivene vrijednosti prikazane su kao srednja vrijednost + standardna pogreska.)

Legenda:
0 - kontrolna skupina; skupina zivotinja kojima je aplicirana fizioloSka otopina
2,7, 15, 30 — dani od aplikacije otopine TNBS-a

a, statisticki znacajna razlika (p<0,05) izmedu C57BL/6 i CD26 deficijentnih Zivotinja
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Analizom dobivenih rezultata uocCio se razliciti trend promjene koncentracije NPY-
a u proteinskim ekstraktima mozga u ispitivanim sojevima Zivotinja. StatistiCkom
analizom dobivenih rezultata utvrdene su statisticki znacajne razlike (p<0,05) u

koncentraciji NPY-a u mozgu drugog, petnaestog i tridesetog dana od indukcije kolitisa.

4.2.2.1.4.2. Proteinski izrazaj neuropeptida Y

Slika 64 prikazuje bendove detektirane tehnikom Western blota, a prikazuju izrazaj NPY-
a u mozgu CD26 deficijentnog soja zivotinja prilikom razvoja i cijeljenja kolitisa. Kontrolu
jednolikog nanosa istovjetne koncentracije ukupnih proteina predstavlja signal detektiran

za [(-aktin.

Slika 64. Proteinski izrazaj neuropeptida Y i -aktina u mozgu CD26 deficijentnih

zZivotinja tijekom razvoja i cijeljenja kolitisa

Legenda:
0 - kontrolna skupina; skupina zivotinja kojima je aplicirana fizioloSka otopina
2,7, 15, 30 — dani od aplikacije otopine TNBS-a u etanolu (skupine Zivotinja kojima je induciran

kolitis)

Analizom fotoluminiscentnih signala detektiranih fotosenzibilnim filmovima nakon
provedene tehnike Western blota, uoceni su bendovi koji predstavljaju proteinski izrazaj
molekule NPY, u podrudju relativne molekulske mase 4,7 kDa. Kontrola jednolikog
nanosa ukupne koncentracije proteina, signal detektiran za B-aktin, uocen je u podrucju
relativne molekulske mase 42 kDa. |z dobivenih je rezultata vidljivo da se proteinski
izrazaj molekule NPY u mozgu CD26 deficijentnih zZivotinja smanjuje drugog i sedmog

dana od indukcije kolitisa, Sto slijedi rezultate dobivene imunoenzimskim testom.
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4.2.2.1.4.3. Koncentracije vazoaktivhog intestinalnog peptida

Koncentracije VIP-a odredivane su u mozgovima pokusnih zivotinja C57BL/6 i
CD26 deficijentnih miSeva i izraZzene kao nanogrami po miligramu ukupnih proteina.
Slika 65 prikazuje usporedbu koncentracija VIP-a u mozgu u kontrolnim skupinama oba
soja miSa. StatistiCkom analizom dobivenih rezultata nije utvrdena statisti¢ki znac¢ajna

razlika u sadrzaju VIP-a izmedu pojedinih sojeva miSeva.

Slika 65. Usporedba vrijednosti koncentracije vazoaktivnog intestinalnog peptida u
mozgu pokusnih Zivotinja kontrolnih skupina
C57BL/6 i CD26 deficijentnih sojeva miSeva.

(Dobivene vrijednosti prikazane su kao srednja vrijednost + standardna pogreska.)

Legenda:
0 - kontrolna skupina; skupina zivotinja kojima je aplicirana fizioloSka otopina

2,7, 15, 30 — dani od aplikacije otopine etanola (kontrolne skupine Zzivotinja)

Slika 66 prikazuje koncentracije VIP-a u mozgu pokusnih Zivotinja C57BL/6 soja

tijekom razvoja i cijeljenja kolitisa, u usporedbi s odgovaraju¢im kontrolnim skupinama.

Slika 66. Koncentracije vazoaktivnog intestinalnog peptida u mozgu C57BL/6 zivotinja
tijekom razvoja i cijeljenja kolitisa,
u usporedbi s odgovarajuéim kontrolnim skupinama.

(Dobivene vrijednosti prikazane su kao srednja vrijednost + standardna pogreska.)

Legenda:

0 - kontrolna skupina; skupina zivotinja kojima je aplicirana fizioloSka otopina
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2,7, 15, 30 — dani od aplikacije otopine TNBS-a u etanolu (skupine Zivotinja kojima je induciran
kolitis), odnosno otopine etanola (kontrolne skupine)

a, statistiCki znacajna razlika (p<0,05) u odnosu na odgovaraju¢u kontrolnu skupinu

Na slici 67 prikazane su koncentracije VIP-a u mozgu CD26 deficijentnih
pokusnih Zivotinja tijekom razvoja i cijeljenja kolitisa, u usporedbi s odgovarajuéim

kontrolnim skupinama.

Slika 67. Koncentracije vazoaktivnog intestinalnog peptida u mozgu CD26 deficijentnih
Zivotinja tijekom razvoja i cijeljenja kolitisa,
u usporedbi s odgovarajuc¢im kontrolnim skupinama.

(Dobivene vrijednosti prikazane su kao srednja vrijednost + standardna pogreska.)

Legenda:

0 - kontrolna skupina; skupina zivotinja kojima je aplicirana fizioloSka otopina

2,7, 15, 30 — dani od aplikacije otopine TNBS-a u etanolu (skupine Zivotinja kojima je induciran
kolitis), odnosno otopine etanola (kontrolne skupine)

a, statisticki znacajna razlika (p<0,05) u odnosu na odgovaraju¢u kontrolnu skupinu

Usporedba koncentracija VIP-a u mozgu C57BL/6 i CD26 deficijentnih Zivotinja
tijekom razvija i cijeljenja kolitisa prikazane su na slici 68. Statistickom obradom
dobivenih rezultata utvrdena je statistiCki zna¢ajna razlika (p<0,05) izmedu sadrzaja VIP-
a u mozgu izmedu ispitivanih sojeva drugog dana od aplikacije otopine TNBS-a, danu

kada je aktivnost bolesti najveca.
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Slika 68. Usporedba koncentracija vazoaktivnog intestinalnog peptida u mozgu C57BL/6
i CD26 deficijentnih Zivotinja tijekom razvoja i cijeljenja kolitisa.

(Dobivene vrijednosti prikazane su kao srednja vrijednost + standardna pogreska.)

Legenda:
0 - kontrolna skupina; skupina zivotinja kojima je aplicirana fizioloska otopina
2,7, 15, 30 — dani od aplikacije otopine TNBS-a (skupine Zivotinja kojima je induciran kolitis)

a, statisticki znacajna razlika (p<0,05) izmedu C57BL/6 i CD26 deficijentnih Zivotinja

4.2.2.1.4.4. Proteinski izrazaj vazoaktivnog intestinalnog peptida

Slika 69 prikazuje bendove detektirane tehnikom Western blota, a prikazuju
proteinski izrazaj VIP-a u mozgu C57BL/6 soja Zivotinja prilikom razvoja i cijeljenja
kolitisa. Kontrolu jednolikog nanosa istovjetne koncentracije ukupnih proteina predstavlja

signal detektiran za (3-aktin.

Slika 69. Proteinski izraZaj vazoaktivnog intestinalnog peptida i f-aktina u mozgu

C57BL/6 soja zivotinja tijekom razvoja i cijeljenja kolitisa

Legenda:
0 - kontrolna skupina; skupina Zivotinja kojima je aplicirana fizioloska otopina
2,7, 15, 30 — dani od aplikacije otopine TNBS-a u etanolu (skupine Zivotinja kojima je induciran

kolitis)
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Analizom fotoluminiscentnih signala detektiranih fotosenzibilnim filmovima nakon
provedene tehnike Western blota, uoceni su bendovi koji predstavljaju proteinski izrazaj
molekule VIP-a. Proteinski izraZaj molekule VIP-a odreduje se putem odredivanja
proteinskog izraZaja prekursora, molekule pre-pro-VIP-a u podrucju relativhe molekulske
mase 21 kDa. Kontrola jednolikog nanosa proteina, signal detektiran za (3-aktin, utvrden
je u podrudju relativne molekulske mase 42 kDa. 1z dobivenih je rezultata vidljivo da se
proteinski izrazaj molekule VIP-a u mozgu povecava drugog dana od indukcije kolitisa,

Sto slijedi rezultate dobivene imunoenzimskim testom.

4.2.2.1.5. Koncentracije interleukina u mozgu
Koncentracije IL-6 i IL-10 odredivane su u razli€itim skupinama C57BL/6 i CD26
deficijentnih miSeva. Vrijednosti IL-6 i IL-10 u pojedinoj skupini izrazene su kao srednja

vrijednost u pikogramima po miligramu ukupnih proteina (pg/mg proteina).

4.2.2.1.5.1. Koncentracije interleukina-6
Na slici 70 prikazana je usporedba fizioloSkih vrijednosti koncentracije IL-6 u

mozgu C57BL/6 i CD26 deficijentnih Zivotinja.

Slika 70. Usporedba fizioloskih vrijednosti koncentracije interleukina-6

u mozgu u skupinama C57BL/6 i CD26 deficijentnih miSeva.

(Dobivene vrijednosti prikazane su kao srednja vrijednost + standardna pogreska.)

a, statisticki znacajna razlika (p<0,05) izmedu C57BL/6 i CD26 deficijentnih Zivotinja
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Iz dobivenih rezultata mozZe se utvrditi da CD26 deficijentni miSevi u odnosu na
C57BL/6 soj zivotinja imaju viSu koncentraciju IL-6 u mozgu u fizioloSkim uvjetima.
StatistiCkom analizom dobivenih rezultata utvrdeno je da je ova razlika statisticki

znacajna (p<0,05).

Slika 71 prikazuje koncentracije IL-6 u mozgu C57BL/6 i CD26 deficijentnih

zivotinja tijekom razvoja i cijeljenja kolitisa.

Slika 71. Usporedba promjene koncentracija interleukina-6 u mozgu C57BL/6 i CD26
deficijentnih Zivotinja tijekom razvoja i cijeljenja kolitisa.

(Vrijednosti su izrazene kao srednja vrijednost + standardna pogreska.)

Legenda:

0 - kontrolna skupina; skupina zivotinja kojima je aplicirana fizioloSka otopina

2,7, 15, 30 — dani od aplikacije otopine TNBS-a (skupine Zivotinja s induciranim kolitisom)
a, statistic¢ki znacajna razlika (p<0,05) izmedu C57BL/6 i CD26 deficijentnih Zivotinja

b, statisticki znac¢ajna razlika (p<0,05) u odnosu na odgovarajuc¢u kontrolnu skupinu

Drugi dan od aplikacije TNBS dolazi do poviSenja koncentracija IL-6 u mozgu
oba soja zivotinja, za prosje¢no 125,2% kod C57BL/6 te za prosjec¢no 71,8% kod CD26
deficijentnih Zivotinja. Vrijednosti ovih koncentracija razlikuju se statistiCki znac¢ajno u
odnosu na odgovaraju¢e konrolne skupine (p<0,05). Obzirom da je koncentracija IL-6
fizioloSki nesto viSa kod CD26 deficijentnih Zivotinja, a porast koncentracije I1L-6 drugog
dana od aplikacije otopine TNBS-a u etanolu u C57BL/6 Zzivotinja veci, dobivene se

vrijednosti ne razlikuju statistiCki zna¢ajno medusobno.
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Sedmog dana od aplikacije otopine TNBS-a u etanolu kod skupine CD26
deficijentnih miSeva dolazi do statistiCki zna€ajnog snizenja vrijednosti koncentracija IL-6
u mozgu, €ak ispod fiziolokih vrijednosti koncentracija. Ovo je smanjenje koncentracije
statisticki znac¢ajno razliCito (p<0,05) i u odnosu na fizioloSke vrijednosti koncentracije i u
odnosu na koncentracije izmjerene drugog dana nakon aplikacije otopine TNBS-a u
etanolu. Koncentracija IL-6 takoder se snizuje i kod C57BL/6 soja miSa ali ne zamijeéuje
se trend kao i kod CD26 deficijentnih Zivotinja. Vrijednosti koncentracija IL-6 u mozgu
sedmog dana od aplikacije otopine TNBS-a u etanolu statistiCki se znacajno razlikuju
izmedu dvaju sojeva (p<0,05) dok petnhaestog dana nema statisti¢ki znacajnih razlika.
Tridesetog dana vrijednosti koncentracija IL-6 u mozgu oba soja miSa vracaju se na

fizioloSke vrijednosti.

4.2.2.1.5.2. Koncentracije interleukina-10
Slika 72. prikazuje usporedbu fizioloskih vrjednosti koncentracije IL-10 u mozgu

C57BL/6 i CD26 deficijentnih zivotinja.

Slika 72. Usporedba fizioloskih vrijednosti koncentracije interleukina-10
u mozgu u skupinama C57BL/6 i CD26 deficijentnih miSeva.

(Dobivene vrijednosti prikazane su kao srednja vrijednost + standardna pogreska.)

Statistickom analizom dobivenih rezultata nije utvrdena statisticki znacajna
razlika u sadrzaju IL-10 u mozgu izmedu skupina C57BL/6 i CD26 deficijentnih Zivotinja

u fizioloskim uvjetima.
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Rezultati odredivanja koncentracije IL-10 u mozgu C57BL/6 u usporedbi s CD26

deficijentnim Zivotinjama tijekom razvoja i cijeljenja kolitisa prikazani su na slici 73.

Slika 73. Usporedba promjene koncentracija interleukina-10 u mozgu C57BL/6 i CD26
deficijentnih Zivotinja tijekom razvoja i cijeljenja kolitisa.

(Dobivene vrijednosti izrazene su kao srednja vrijednost + standardna pogreska.)

Legenda:

0 — kontrolna skupina, skupina zivotinja kojima je aplicirana fizioloSka otopina

2,7, 15, 30 — dani od aplikacije otopine TNBS-a (skupine Zivotinja s induciranim kolitisom)
a, statisticki znacajna razlika (p<0,05) izmedu C57BL/6 i CD26 deficijentnih Zivotinja

b, statisti¢ki znacajna razlika (p<0,05) u odnosu na odgovarajuéu kontrolnu skupinu

Iz dobivenih je rezultata vidljivo da su promjene IL-10 u mozgu tijekom razvoja i
cijelienja kolitisa izrazenije u skupinama C57BL/6 Zivotinja. StatistiCki znaCajne razlike
(p<0,05) prilikom smanjenja koncentracije IL-10 u mozgu utvrdene su drugog i sedmog

dana od uspostave kolitisa, u odnosu na CD26 deficijentne Zivotinje.

4.2.2.2. Imunobiokemijska istrazivanja u debelom crijevu
4.2.2.2.1. Enzimska aktivhost DPP IV/CD26 u debelom crijevu

Enzimska aktivnost intestinalne DPP IV/CD26 odredivana je u svim skupinama
C57BL/6 zivotinja tijekom razvoja i cijeljenja kolitisa a rezultati su graficki prikazani na

slici 74.
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Slika 74. Enzimska aktivhost DPP IV/CD26 u debelom crijevu C57BL/6 Zivotinja tijekom
razvoja i cijeljenja kolitisa u usporedbi s kontrolnom skupinom.

(Dobivene vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost + standardna devijacija.)

Legenda:

0 - kontrolna skupina; skupina zivotinja kojima je aplicirana fizioloSka otopina

2,7, 15, 30 — dani od aplikacije otopine TNBS-a u etanolu (skupine Zivotinja kojima je induciran
kolitis), odnosno otopine etanola (kontrolna skupina)

a, statisti¢ki zna¢ajna razlika (p<0,05) u odnosu na odgovarajuéu kontrolnu skupinu

Enzimska aktivnost DPP IV/CD26 u debelom crijevu C57BL/6 Zivotinja statisticki
je znacajno snizena (p<0,05) drugog, sedmog i petnaestog dana od indukcije kolitisa u

usporedbi s kontrolnim skupinama.

4.2.2.2.2. Enzimska aktivhost DPP IV/CD26-slicnih enzima u debelom crijevu
Enzimske aktivhosti DPP IV/CD26-slicnih enzima u debelom crijevu odredivana
je u svim skupinama CD26 deficijentnih zZivotinja tijekom razvoja i cijeljenja kolitisa.

Dobiveni rezultati grafi¢ki su prikazani na slici 75.

Slika 75. Enzimska aktivhost DPP IV/CD26-sli¢nih enzima u debelom crijevu CD26
deficijentnih zivotinja tijekom razvoja i cijeljenja kolitisa
u usporedbi s kontrolnom skupinom.

(Dobivene vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost + standardna devijacija.)

Legenda:

0 - kontrolna skupina; skupina zivotinja kojima je aplicirana fizioloSka otopina
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2,7, 15, 30 — dani od aplikacije otopine TNBS-a u etanolu (skupine Zzivotinja kojima je induciran
kolitis), odnosno otopine etanola (kontrolna skupina)
a, statisti¢ki zna¢ajna razlika (p<0,05) u odnosu na odgovarajuéu kontrolnu skupinu

Skala je prilagodena niskim vrijednostima enzimske aktivnosti

Statistickom analizom dobivenih rezultata utvrdeno je statistiCki znacCajno
snizenje (p<0,05) enzimske aktivnosti DPP IV-CD26 sli¢nih enzima drugog, sedmog i
petnaestog dana od aplikacije otopine TNBS-a u etanolu u odnosu na odgovarajuée
kontrolne skupine. Tridesetog se dana vrijednosti normaliziraju i poprimaju gotovo

fizioloSke vrijednosti.

Slika 76 graficki prikazuje usporedbu vrijednosti DPP 1V/CD26 i DPP IV/CD26-
sliénih enzima u skupinama C57BL/6 i CD26 deficijentnih miSeva. Analizom dobivenih
rezultata utvrdeno je da svega 1,46% ukupne DPP |V/CD26 aktivnosti potjeCe od

aktivnosti DPP [V/CD26-sli¢nih enzima.

Slika 76. Usporedba enzimske aktivnosti DPP 1V/CD26 u debelom crijevu C57BL/6
zZivotinja te enzimske aktivnost DPP 1V/CD26-sli¢nih enzima u debelom crijevu CD26
deficijentnih Zivotinja tijekom razvoja i cijeljenja kolitisa
u usporedbi s odgovarajuéim kontrolnim skupinama.

(Dobivene vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost + standardna devijacija.)

Legenda:
0 - kontrolna skupina; skupina zivotinja kojima je aplicirana fizioloSka otopina
2,7, 15, 30 — dani od aplikacije otopine TNBS-a u etanolu (skupine Zivotinja kojima je induciran

kolitis), odnosno otopine etanola (kontrola)
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a, statisticki znacajna razlika (p<0,001 i p<0,05) izmedu C57BL/6 i CD26 deficijentnih Zivotinja

b, statisticki znacajna razlika (p<0,05) u odnosu na odgovarajuéu kontrolnu skupinu

4.2.2.2.3. Proteinski izrazaj molekule CD26 u debelom crijevu

Slika 77 prikazuje bendove detektirane tehnikom Western blota, a prikazuju
proteinski izrazaj molekule CD26 u debelom crijevu C57BL/6 soja Zivotinja prilikom
razvoja i cijeljenja kolitisa. Kod CD26 deficijentnih miseva, kao §to je i oCekivano, nije
pronaden proteinski izrazaj molekule CD26. Kontrolu jednolikog nanosa istovjetne

koncentracije ukupnih proteina predstavlja signal detektiran za p-aktin.

Slika 77. Proteinski izrazaj molekule CD26 i $-aktina u debelom crijevu C57BL/6 soja

Zivotinja tijekom razvoja i cijeljenja kolitisa

Legenda:
0 - kontrolna skupina; skupina zivotinja kojima je aplicirana fizioloSka otopina
2,7, 15, 30 — dani od aplikacije otopine TNBS-a u etanolu (skupine Zivotinja kojima je induciran

kolitis)

Analizom fotoluminiscentnih signala detektiranih fotosenzibilnim filmovima nakon
provedene tehnike Western blota, uo€eni su bendovi koji predstavljaju proteinski izrazaj
molekule CD26 u podrucju relativne molekulske mase 110 kDa. Kontrola jednolikog
nanosa proteina, signal detektiran za p-aktin, utvrden je u podrucju relativnhe molekulske
mase 42 kDa. 1z dobivenih je rezultata vidljiv porast u proteinskom izrazaju molekule

CD26 u debelom crijevu drugog i sedmog dana od indukcije kolitisa.
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4.2.2.2.4. Koncentracije neuropeptida u debelom crijevu
Koncentracije NPY-a i VIP-a odredivane su u svim skupinama C57/BL/6 i CD26
deficijentnih Zivotinja tijekom razvoja i cijeljenja kolitisa, u usporedbi s odgovaraju¢im

kontrolnim skupinama.

4.2.2.2.4.1. Koncentracije neuropeptida Y

Koncentracije NPY odredivane su u debelom crijevu pokusnih Zivotinja C57BL/6 i
CD26 deficijentninh miseva i izrazene kao nanogrami po miligramu ukupnih proteina.
Slika 78 prikazuje usporedbu koncentracija NPY u mozgu u kontrolnim skupinama oba

soja misa.

Slika 78. Usporedba koncentracija neuropeptida Y u kontrolnim skupinama
C57BL/6 i CD26 deficijentnih zivotinja.

(Dobivene vrijednosti izrazene su kao srednja vrijednost + standardna pogreska.)

Legenda:

0 - kontrolna skupina; skupina zivotinja kojima je aplicirana fizioloSka otopina

2,7, 15, 30 — dani od aplikacije otopine etanola

a, statisticki znacajna razlika (p<0,05) izmedu C57BL/6 i CD26 deficijentnih Zivotinja

b, statistiCki zna€ajna razlika (p<0,05) u odnosu na odgovarajuéu skupinu kojoj je aplicirana

fizioloSka otopina

Statistickom analizom dobivenih podataka utvrdeno je da nema statistiCki znacajne
razlike u fizioloSkim koncentracijama NPY-a u debelom crijevu izmedu ispitivanih sojeva
miseva. Medutim, drugog dana od aplikacije otopine etanola, u skupini CD26

deficijentnih Zivotinja dolazi do blagog poviSenja koncentracije NPY-a u debelom crijevu,
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koje je ipak statisticki znacajno (p=0,044) u odnosu na fizioloSku koncentraciju NPY-a i u

fiziolo8kim uvjetima istog soja mi8a, i istog dana u C57BL/6 soju misa.

Na slici 79 prikazane su promjene koncentracije NPY-a tijekom razvoja i cijeljenja

kolitisa u skupini C57BL/6 Zivotinja, u usporedbi s odgovaraju¢im kontrolnim skupinama.

Slika 79. Koncentracije neuropeptida Y u debelom crijevu C57BL/6 Zivotinja tijekom
razvoja i cijeljenja kolitisa u usporedbi s odgovaraju¢im kontrolnim skupinama.

(Dobivene vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost + standardna pogreska.)

Legenda:

0 - kontrolna skupina; skupina zivotinja kojima je aplicirana fizioloSka otopina

2,7, 15, 30 — dani od aplikacije otopine TNBS-a u etanolu (skupine Zivotinja kojima je induciran
kolitis)

a, statisticki znacajna razlika (p<0,05) u odnosu na odgovaraju¢u kontrolnu skupinu

Analizom dobivenih rezultata utvrdena su statistiCki zna€ajna povisenja (p<0,05)
koncentracije NPY-a u debelom crijevu drugog i sedmog dana od indukcije kolitisa u

C57BL/6 zivotinjama, u odnosu na kontrolne skupine.

Slika 80 prikazuje promjene vrijednosti NPY-a u debelom crijevu CD26
deficijentnih Zivotinja tijekom razvoja i cijeljenja kolitisa, u usporedbi s odgovaraju¢im

kontrolnim skupinama.
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Slika 80. Koncentracije neuropeptida Y u debelom crijevu
CD26 deficijentnih Zivotinja tijekom razvoja i cijeljenja kolitisa
u usporedbi s odgovarajuc¢im kontrolnim skupinama.

(Dobivene vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost + standardna pogreska.)

Legenda:

0 - kontrolna skupina; skupina Zivotinja kojima je aplicirana fizioloska otopina

2,7, 15, 30 — dani od aplikacije otopine TNBS-a u etanolu (skupine Zivotinja kojima je induciran
kolitis), odnosno etanola (kontrolne skupine)

a, statisticki znacajna razlika (p<0,05) u odnosu na odgovaraju¢u kontrolnu skupinu

Na slici 81 prikazana je usporedba koncentracija NPY-a u debelom crijevu

C57BL/6 i CD26 deficijentnih zivotinja tijekom razvoja i cijeljenja kolitisa.

Slika 81. Usporedba koncentracija neuropeptida Y u debelom crijevu C57BL/6 i CD26
deficijentnih Zivotinja tijekom razvoja i cijeljenja kolitisa.

(Dobivene vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost + standardna pogreska.)

Legenda:

0 - kontrolna skupina; skupina zivotinja kojima je aplicirana fizioloska otopina

2,7, 15, 30 — dani od aplikacije otopine TNBS-a u etanolu (skupine Zivotinja kojima je induciran
kolitis), odnosno etanola (kontrolne skupine)

a, statisticki znacajna razlika (p<0,05) izmedu C57BL/6 i CD26 deficijentnih Zivotinja
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Usporedbom dobivenih rezultata koncentracija NPY-a u debelom crijevu u
ispitivanim sojevima pokusnih Zivotinja, utvrden je sliCan trend promjene koncentracija
istrazivanog neuropeptida. Medutim, porast koncentracije NPY-a u debelom crijevu
izrazeniji je u C57BL/6 zivotinja tijekom razvoja kolitisa. Utvrdene su statisti¢ki zna¢ajno
viSe (p<0,05) koncentracije NPY-a u debelom crijevu C57BL/6 Zivotinja drugog i sedmog

dana od indukcije kolitisa, u odnosu na CD26 deficijentne zivotinje.

4.2.2.2.4.2. Proteinski izrazaj neuropeptida Y

Slika 82 prikazuje bendove detektirane tehnikom Western blota, a prikazuju
proteinski izraZzaj NPY-a u debelom crijevu C57BL/6 soja Zivotinja prilikom razvoja i
cijelienja kolitisa. Kontrolu jednolikog nanosa istovjetne koncentracije ukupnih proteina

predstavlja signal detektiran za p-aktin.

Slika 82. Proteinski izrazaj neuropeptida Y i f-aktina u debelom crijevu C57BL/6 soja

zZivotinja tijekom razvoja i cijeljenja kolitisa

Legenda:
0 - kontrolna skupina; skupina zivotinja kojima je aplicirana fizioloSka otopina
2,7, 15, 30 — dani od aplikacije otopine TNBS-a u etanolu (skupine Zzivotinja kojima je induciran

kolitis)

Analizom fotoluminiscentnih signala detektiranih fotosenzibilnim filmovima nakon
provedene tehnike Western blota, uo€eni su bendovi koji predstavljaju proteinski izrazaj
molekule NPY u podrudju relativne molekulske mase 4,7 kDa. Kontrola jednolikog
nanosa proteina, signal detektiran za [-aktin, detektiran je u podrucju relativne

molekulske mase 42 kDa. Iz dobivenih je rezultata vidljivo da se proteinski izrazaj
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molekule NPY u debelom crijevu C57BL/6 soja Zivotinja povecava drugog i sedmog

dana od indukcije kolitisa, sto slijedi rezultate dobivene imunoenzimskim testom.

Slika 83 prikazuje bendove detektirane tehnikom Western blota, a prikazuju
proteinski izrazaj NPY-a u debelom crijevu CD26 deficijentnog soja Zivotinja prilikom
razvoja i cijeljenja kolitisa. Kontrolu jednolikog nanosa istovjetne koncentracije ukupnih

proteina predstavlja signal detektiran za 3-aktin

Slika 83. Proteinski izraZaj neuropeptida Y i f-aktina u debelom crijevu

CD26 deficijentnih Zivotinja tijekom razvoja i cijeljenja kolitisa

Legenda:
0 - kontrolna skupina; skupina zivotinja kojima je aplicirana fizioloSka otopina
2,7, 15, 30 — dani od aplikacije otopine TNBS-a u etanolu (skupine Zivotinja kojima je induciran

kolitis)

Analizom fotoluminiscentnih signala detektiranih fotosenzibilnim filmovima nakon
provedene tehnike Western blota, uoceni su bendovi koji predstavljaju proteinski izrazaj
molekule NPY u podrudju relativne molekulske mase 4,7 kDa. Kontrola jednolikog
nanosa proteina, signal detektiran za p-aktin, utvrden je u podrucju relativhe molekulske
mase 42 kDa. |z dobivenih je rezultata vidljivo da se proteinski izrazaj molekule NPY u
debelom crijevu CD26 deficijentnih Zivotinja povisuje drugog dana od indukcije kolitisa,

Sto slijedi rezultate dobivene imunoenzimskim testom.
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4.2.2.2.4.3. Koncentracije vazoaktivhog intestinalnog peptida

Koncentracije VIP-a odredivane su u debelom crijevu C57BL/6 i CD26
deficijentnih miSeva i izraZzene kao nanogrami po miligramu ukupnih proteina.

Slika 84 prikazuje usporedbu koncentracija VIP-a u debelom crijevu u kontrolnim
skupinama oba soja miSa. Statistickom analizom dobivenih rezultata nije utvrdena

statistiCki zna€ajna razlika u sadrzaju VIP-a izmedu pojedinih sojeva miSeva.

Slika 84. Usporedba vrijednosti koncentracije vazoaktivnog intestinalnog peptida u
debelom crijevu pokusnih Zivotinja
kontrolnih skupina C57BL/6 i CD26 deficijentnih sojeva miSeva.

(Dobivene vrijednosti prikazane su kao srednja vrijednost + standardna pogreska.)

Legenda:
0 - kontrolna skupina; skupina zivotinja kojima je aplicirana fizioloSka otopina

2,7, 15, 30 — dani od aplikacije otopine etanola (kontrolne skupine)

Na slijedecoj slici prikazane su dobivene vrijednosti koncentracija VIP-a u
debelom crijevu C57BL/6 Zivotinja tijekom razvoja i cijeljenja kolitisa, u usporedbi s

odgovarajuc¢im kontrolnim skupinama.

Slika 85. Koncentracije vazoaktivnog intestinalnog peptida u debelom crijevu C57BL/6
Zivotinja tijekom razvoja i cijeljenja kolitisa,
u usporedbi s odgovarajuéim kontrolnim skupinama.

(Dobivene vrijednosti prikazane su kao srednja vrijednost + standardna pogreska.)
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Legenda:

0 - kontrolna skupina; skupina zivotinja kojima je aplicirana fizioloSka otopina

2,7, 15, 30 — dani od aplikacije otopine TNBS-a u etanolu (skupine Zivotinja kojima je induciran
kolitis) odnosno otopine etanola (kontrolne skupine)

a, statisticki znacajna razlika (p<0,05) u odnosu na odgovaraju¢u kontrolnu skupinu

Analizom dobivenih podataka utvrdeno je statistiCki zna¢ajno poviSenje (p<0,05)
koncentracije VIP-a u ekstraktima debelog crijeva C57BL/6 Zivotinja u akutnoj fazi

kolitisa, u odnosu na kontrolnu skupinu.

Slika 86 prikazuje koncentracije VIP-a u debelom crijevu CD26 deficijentnih
Zivotinja tijekom razvoja i cijeljenja kolitisa, u usporedbi s odgovaraju¢im kontrolnim

skupinama.

Slika 86. Koncentracije vazoaktivnog intestinalnog peptida u debelom crijevu CD26
deficijentnih Zivotinja tijekom razvoja i cijeljenja kolitisa,
u usporedbi s odgovarajuéim kontrolnim skupinama.

(Dobivene vrijednosti prikazane su kao srednja vrijednost + standardna pogreska.)

Legenda:

0 - kontrolna skupina; skupina zivotinja kojima je aplicirana fizioloSka otopina

2,7, 15, 30 — dani od aplikacije otopine TNBS-a u etanolu (skupine Zivotinja kojima je induciran
kolitis), odnosno otopine etanola (kontrolne skupine)

a, statisti¢ki zna¢ajna razlika (p<0,05) u odnosu na odgovarajuéu kontrolnu skupinu
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Analizom dobivenih vrijednosti utvrdeno je statisti¢ki zna€ajno poviSenje (p<0,05)
koncentracije VIP-a u ekstraktima debelog crijeva CD26 deficijentnih Zivotinja u akutnoj
fazi kolitisa u odnosu na kontrolnu skupinu. Vrijednosti VIP-a ostaju statisti¢ki zna¢ajno

poviSene i sedmog dana od indukcije kolitisa, za razliku od C57BL/6 skupine Zzivotinja.

Usporedba promjena koncentracija VIP-a u debelom crijevu C57BL/6 i CD26

deficijentnih zivotinja tijekom razvoja i cijeljenja kolitisa prikazana je na slici 87.

Slika 87. Usporedba koncentracija vazoaktivhog intestinalnog peptida u debelom crijevu
C57BL/6 i CD26 deficijentnih Zivotinja tijekom razvoja i cijeljenja kolitisa.

(Dobivene vrijednosti prikazane su kao srednja vrijednost + standardna pogreska.)

Legenda:

0 - kontrolna skupina; skupina zivotinja kojima je aplicirana fizioloSka otopina

2,7, 15, 30 — dani od aplikacije otopine TNBS-a u etanolu (skupine Zzivotinja kojima je induciran
kolitis)

a, statisti¢ki zna¢ajna razlika (p<0,05) u odnosu na odgovarajuéu kontrolnu skupinu

b, statisti¢ki znacajna razlika (p<0,05) izmedu C57BL/6 i CD26 deficijentnih Zivotinja

Analizom dobivenih rezultata uoCeno je da promjene koncentracije VIP-a u
debelom crojevu oba ispitivana soja miSeva slijede isti trend, s naglaSenim porastom
koncentracije drugog dana od indukcije kolitisa, statistiCki zna¢ajnim (p<0,05) u odnosu
na fizioloSke koncentracije za oba soja pokusnih Zivotinja. Ovaj je porast izrazitiji kod
CD26 deficijentnih zivotinja pa je u akutnom razdoblju kolitisa, drugog dana od indukcije,
razlika izmedu koncentracije VIP-a u debelom crijevu C57BL/6 i CD26 deficijentnih

zivotinja statisti¢ki znacajna (p<0,05).

168



4.2.2.2.4.4. Proteinski izrazaj vazoaktivnog intestinalnog peptida

Slika 88 prikazuje bendove detektirane tehnikom Western blota, a prikazuju
proteinski izrazaj VIP-a u debelom crijevu CD26 deficijentnog soja Zivotinja prilikom
razvoja i cijeljenja kolitisa. Kontrolu jednolikog nanosa istovjetne koncentracije ukupnih

proteina predstavlja signal detektiran za 3-aktin.

Slika 88. Proteinski izrazaj vazoaktivnog intestinalnog peptida i B-aktina u debelom

crijevu CD26 deficijentnih zivotinja tijekom razvoja i cijeljenja kolitisa

Legenda:
0 - kontrolna skupina; skupina zivotinja kojima je aplicirana fizioloSka otopina
2,7, 15, 30 — dani od aplikacije otopine TNBS-a u etanolu (skupine Zivotinja kojima je induciran

kolitis)

Analizom fotoluminiscentnih signala detektiranih fotosenzibilnim filmovima nakon
provedene tehnike Western blota, uo€eni su bendovi koji predstavljaju proteinski izrazaj
molekule VIP-a u podrucju relativne molekulske mase 21 kDa. Proteinski izrazaj
molekule VIP-a odreduje se putem odredivanja proteinskog izrazaja prekursora,
molekule pre-pro-VIP-a (21 kDa). Kontrola jednolikog nanosa ukupnih proteina, signal
detektiran za B-aktin, utvrden je u podrudju relativne molekulske mase 42 kDa. Iz
dobivenih je rezultata vidljivo da se proteinski izrazaj molekule VIP-a u debelom crijevu
CD26 deficijentnih zZivotinja povisuje drugog dana od indukcije kolitisa, Sto potvrduje

rezultate dobivene imunoenzimskim testom.
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4.2.2.2.5. Koncentracije interleukina u debelom crijevu
Koncentracije IL-6 i IL-10 odredivane su u proteinskim ekstraktima tkiva debelog

crijeva C57BL/6 i CD26 deficijentih Zivotinja.

4.2.2.2.5.1. Koncentracije interleukina-6
Na slici 89 prikazana je usporedba fizioloSkih vrijednosti koncentracije IL-6 u
debelom crijevu C57BL/6 i CD26 deficijentnih Zivotinja. Dobivene vrijednosti

predstavljaju kontrolne skupine za odgovarajuci soj pokusnih Zivotinja.

Slika 89. Usporedba fizioloSkih vrijednosti koncentracije interleukina-6
u debelom crijevu u skupinama C57BL/6 i CD26 deficijentnih miSeva.

(Dobivene vrijednosti prikazane su kao srednja vrijednost + standardna pogreska.)

Statistickom analizom dobivenih rezultata nije utvrdena statisticki znacajna
razlika u sadrzaju IL-6 u debelom crijevu izmedu skupina C57BL/6 i CD26 deficijentnih

zivotinja u fizioloskim uvjetima.

Slika 90 prikazuje usporedbu vrijednosti koncentracija IL-6 u tkivu debelog crijeva
u C57BL/6 i CD26 deficijentnih Zivotinja. Utvrdeno je statistiCki zna¢ajno poviSenje
(p<0,05) koncentracije IL-6 drugog dana nakon aplikacije otopine TNBS-a u etanolu u
oba soja laboratorijskin miseva. lako je koncentracija u CD26 deficijentnih miSeva u
akutnoj fazi kolitisa nesto viSa u odnosu na vrijednosti izmjerene u tkivu debelog crijeva

C57BL/6 zivotinja, ova razlika nije statistiCki znacajna.
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Slika 90. Usporedba koncentracija interleukina-6 u debelom crijevu C57BL/6 i CD26
deficijentnih Zivotinja tijekom razvoja i cijeljenja kolitisa.

(Dobivene vrijednosti prikazane su kao srednja vrijednost + standardna pogreska.)

Legenda:

0 - kontrolna skupina; skupina zivotinja kojima je aplicirana fizioloSka otopina

2,7, 15, 30 — dani od aplikacije otopine TNBS-a u etanolu (skupine Zivotinja kojima je induciran
kolitis)

a, statisti¢ki znacajna razlika (p<0,05) u odnosu na fiziolosku koncentraciju (CD26™ soj)

b, statisti¢ki znacajna razlika (p<0,05) u odnosu na fizioloSku koncentraciju (C57BL/6 soj)

4.2.2.2.5.2. Koncentracije interleukina-10
Na slici 91 prikazana je usporedba fizioloSkih vrijednosti koncentracije IL-10 u

proteinskim ekstraktima tkiva debelog crijeva C57BL/6 i CD26 deficijentnih zZivotinja.

Slika 91. Usporedba fizioloskih vrijednosti koncentracije interleukina-10
u debelom crijevu u skupinama C57BL/6 i CD26 deficijentnih miSeva.

(Dobivene vrijednosti prikazane su kao srednja vrijednost + standardna pogreska.)

Statistickom analizom dobivenih rezultata nije utvrdena statisticki znacajna
razlika u sadrzaju IL-10 u debelom crijevu izmedu skupina C57BL/6 i CD26 deficijentnih

zivotinja u fizioloskim uvjetima.
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Vrijednosti izmjerenih koncentracija IL-10 u debelom crijevu C57BL/6 i CD26

deficijentnih Zivotinja prikazane su na slici 92.

Slika 92. Usporedba koncentracija interleukina-10 u debelom crijevu C57BL/6 i CD26
deficijentnih Zivotinja tijekom razvoja i cijeljenja kolitisa.

(Dobivene vrijednosti prikazane su kao srednja vrijednost + standardna pogreska.)

Legenda:

0 - kontrolna skupina; skupina zivotinja kojima je aplicirana fizioloska otopina

2,7, 15, 30 — dani od aplikacije otopine TNBS-a u etanolu (skupine pokusnih Zivotinja kojima je
induciran kolitis)

a, statistic¢ki znacajna razlika (p<0,05) izmedu C57BL/6 i CD26 deficijentnog soja zivotinja za
odgovarajuéi dan nakon aplikacije otopine TNBS-a u etanolu

b, statisticki zna€ajna razlika (p<0,05) u odnosu na fizioloSku koncentraciju odgovarajuceg soja

miSeva

StatistiCkom analizom dobivenih rezultata utvrdeno je da kod CD26 deficijentnih
miSeva drugog dana od aplikacije otopine TNBS-a u etanolu dolazi do statisticki
znacCajnog povisenja IL-10 u debelom crijevu. Ovo je poviSenje statistiCki znacajno
razli€ito u odnosu na fizioloSke koncentracije ovog soja te u odnosu na vrijednosti IL-10
izmjerenih kod C57BL/6 zivotinja drugog dana od aplikacije otopine TNBS-a u etanolu.
Sedmog dana dolazi do sniZzenja koncentracije IL-10 u debelom crijevu oba soja
zivotinja, koje je statisti¢ki znaCajno u odnosu na fizioloSke vrijednosti kod C57BL/6
zivotinja, a kod CD26 deficijentnih se vraca gotovo na fizioloSku vrijednost. Vrijednosti
koncentracije IL-10 u debelom crijevu i sedmog se dana od aplikacije otopine TNBS-a u

etanolu razlikuju statisticki znacajno (p<0,05). Petnaestog se dana vrijednosti IL-10
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relativno normaliziraju, uz blago poviSenje u odnosu na fizioloSke koncentracije u
debelom crijevu oba soja zivotinja i nerazlikuju se statistiCki zna€ajno niti medusobno niti
u odnosu na fizioloSke koncentracije. Tridesetog dana od aplikacije otopine TNBS-a u
etanolu vrijednosti koncentracija IL-10 u debelom crijevu u potpunosti se normaliziraju i u

C57BL/6 i u CD26 deficijentnih Zivotinja.
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5. Rasprava

174



5. Rasprava

Upalne bolesti crijeva ukljuCuju nekoliko bolesti gastrointestinalnog sustava, koje
su klinicki karakterizirane rekurentnim upalnim procesima razliCitih segmenata
probavnog kanala, najéeS¢e tankog i debelog crijeva, kroni¢nog i nepredvidivog tijeka,
Cesto popraéene brojnim izvancrijevnim komplikaciama (13). Dva najvaznija
patomorfoloSka entiteta upalnih bolesti crijeva jesu Crohnova bolest i ulcerozni kolitis.
Rije¢ je o povezanim heterogenim kompleksnim poligenskim poremecajima koji se
razlikuju u lokalizaciji i prirodi upalnih promjena, imunopatolo$kim osnovama i klinickim
manifestacijama bolesti (21).

Unato€¢ opseznim kliniCkim, histoloSkim, endoskopskim, biokemijskim,
mikrobioloskim, imunoloskim i epidemioloskim istrazivanjima, etiopatogeneza upalnih
bolesti crijeva, kao i mehanizmi koji dovode do pojedinog patomorfoloSkog oblika bolesti,
jo$ uvijek ostaju nepoznati (74). UvrijeZzena je teorija da se upalne bolesti crijeva
razvijaju kod genetski predisponiranih pojedinaca kao posljedica neadekvatnog,
nereguliranog, odnosno pretjeranog imunosnog odgovora na odredene, zasad jo$
nerazjasnjene, antigene iz hrane ili pak bakterijske antigene u lumenu crijeva, pod
utjecajem razlicitih Cimbenika okoliSa (25).

U rasvjetljavanju €injenica vezanih uz patogenezu upalnih bolesti crijeva vrlo
znacajan doprinos daju pokusni modeli bolesti. Pokusni modeli kolitisa prema klini¢kim
simptomima, histopatolodkim i imunopatoloskim promjenama uvelike nalikuju humanim
upalnim bolestima crijeva. Zbog toga omogucéavaju proucavanje ranih dogadanja
vezanih uz pojavu i razvoj upalnih procesa, kao i njihovog cijeljenja (78).

Model TNBS-om induciranog kolitisa u misa (TNBS-kolitis, Crohnovoj bolesti
slian kolitis, engl. Crohn-like colitis) predstavlja pokusni model upalne bolesti crijeva pri

¢emu dolazi do oSteCenja epitelnih stanica, ulceracija i transmuralne upale koja je
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uglavnom lokalizirana u podruc¢ju distalnog dijela kolona. Rektalna primjena otopine
TNBS-a u etanolu uzrokuje kod pokusnih ZzZivotinja primarno Th1 oblik imunosnog
odgovora, koji je specifitan za Crohnovu bolest u ljudi (80). Zbog velike sli¢nosti
klini¢kih, histoloskih i imunosnih karakteristika kod ljudi te reproducibilnosti u Zivotinja,
predstavlja pogodan pokusni model za prouCavanje ranih dogadanja vezanih uz
nastanak, razvoj i cijeljenje Crohnove bolesti (78, 80).

IstraZivanja provedena u ovom radu bila su usmjerena upravo na misji model
Crohnovoj bolesti sli€nog kolitisa (TNBS-kolitis, engl. Crohn-like colitis). Kako bi ispitali
pretpostavke na kojima se temelji ovo istraZivanje te istraZili neuroimunomodulacijska
svojstva DPP IV/CD26 tijekom razvoja i cijeljenja upalnih promjena, u istrazivanje su bila
uklju€ena dva soja pokusnih Zivotinja: miSevi s genetskom deficijencijom molekule CD26
te divlji tip miSa, C57BL/6 soj, iz kojeg su i dobivene genetski manipulirane zivotinje.
UtiSavanje molekule CD26 nema letalan ishod kod Zivotinja, a CD26 deficijentne
zivotinje naizgled su normalnog fenotipa i ne pokazuju znacajnije razlike u uobi¢ajenim
fizioloskim procesima u odnosu na C57BL/6 Zivotinje, S§to je i prethodno opisano u
literaturi (208, 209). CD26 deficijentne zivotinje ukljuene u ovo istrazivanje, u odnosu
na C57BL/6 Zivotinje istog spola i dobi imale su oko 10% nizu tjelesnu masu, a razlika je
i statistiCki zna€ajna (p<0,05). Ova se pojava djelomiéno moZzZe pripisati i poveéanom
lu€enju inzulina te rezistenciji na glukozu u CD26 deficijentnih Zivotinja, Sto je prethodno
opisano u literaturi (209). Nadalje, CD26 deficijentne Zzivotinje imaju i konstitutivho
statisticki znacajno vise (p<0,05) hepatosomatske indekse u fizioloSkim uvjetima u
odnosu na C57BL/6 Zivotinje. Omjeri mase slezene i tjelesne mase takoder su visi u
CD26 deficijentnih zivotinja, ali ne i statisticki znacajno razliito u odnosu na C57BL/6

Zivotinje.
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TNBS-kolitis u oba je soja pokusnih Zivotinja induciran rektalnom,
intraluminalnom aplikacijom otopine TNBS-a u etanolu, pod opéom anestezijom. Etanol
uzrokuje akutno os$tec¢enje mukoze crijeva (engl. barrier breaker), $to omogucuje
prodiranje TNBS-a u dublje slojeve crijeva. Otopina TNSB-a snazan je iritans i kontaktni,
senzibilizirajuéi alergen. Kao hapten veze se za molekule velike molekulske mase poput
tkivnih proteina te posljedino izaziva akutni imunosni odgovor. U tkivu se moze
enzimatski i neenzimatski metabolizirati pri ¢emu nastaju kisik i vodikov peroksid.
Reaktivni metaboliti kisika koji se stvaraju oksidativnim metabolizmom TNBS-a dovode
do nastanka cijele kaskade upalnih reakcija koje naposljetku dovode do razvoja teske,
transmuralne, granulomatozne upale s fokalnim Zaristima (210). Prema dosadasnjim
saznanjima, u dostupnoj literaturi ne postoji opis uspostave TNBS-kolitisa u CD26
deficijentnog soja misa.

Klinicka manifestacija uspostavljenog kolitisa karakterizirana je generaliziranim
loSim stanjem pokusnih zZivotinja u akutnoj fazi bolesti, gubitkom tezine od priblizno 15-
20%, u odnosu na vrijednosti na dan aplikacije otopine TNBS-a u etanolu, stolicama
promijenjene konzistencije ponekad sa sadrzajem krvi te rektalnim krvarenjem u
odredenom broju Zivotinja. Kod kontrolnih skupina zZivotinja nisu zamije¢eni ovi klinicki
simptomi a gubitak tjelesne tezine, ukoliko je bio prisutan, bio je maniji od 5% jedan dan
nakon aplikacije fizioloSke otopine odnosno otopine etanola. Ove eventualne promjene
spadaju u uobiCajene dnevne varijacije tjelesne tezine a mogu se pripisati i postupku
anesteziranja zivotinja.

Crohnova bolest u ljudi manifestira se kao kroni€ni upalni proces, naj¢es¢e
lokaliziran u terminalnom ileumu i kolonu, s karakteristi¢nim transmuralnim, fistuliraju¢im,
Cesto granulomatoznim upalnim promjenama diskontinuiranog karaktera (4). Medutim,

bolest se moze pojaviti u bilo kojem dijelu probavnog kanala, ¢ak u obliku ulceracija
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lokaliziranih u usnoj Supljini, sve do upalnih promjena u perianalnom podrucju (37). U
miSjem modelu kolitisa uspostavljenom i istrazivanom u ovom radu upalne su promjene
lokalizirane u debelom crijevu Zivotinja dok se u ostalim dijelovima probavnog kanala,
zbog nemogucénosti dopiranja klizme koja sadrzi otopinu TNBS-a u etanolu u vise
segmente crijeva, ne razvijaju upalne promjene (80), Sto je pokazano i ovim
istrazivanjem.

Tijekom razvoja kemijski induciranog TNBS-modela kolitisa u C57BL/6 i u CD26
deficijentnom soju zivotinja dolazi do klinicke manifestacije bolesti, statistiCki znacajnih
promjena tjelesne mase, mase jetre i slezene, makroskopskih, patohistoloskih i
histomorfometrijskih promjena debelog crijeva uz znacajan porast mikroskopskog
indeksa oSte¢enja. Temeljem utvrdenih statisticki znacajnih promjena klini¢kih i
histoloskih parametara na lokalnoj i sistemskoj razini, Crohnovoj bolesti sli¢an kolitis u
ovom je istrazivanju uspostavljen u oba soja misa. Najjaca klinicka manifestacija bolesti
u uspostavljenom modelu kolitisa zapazena je drugog dana od aplikacije otopine TNBS-
a u etanolu i opisana kao akutna faza kolitisa, $to je u skladu s literaturom (80).

U akutnoj fazi kolitisa, u oba je soja miSa zapazeno skracenje i zadebljanje
kolona u odnosu na kontrolnu skupinu, s izmijenjenom konzistencijom stolice a Cesto i
zastojem u peristaltici crijeva. Makroskopski vidljive upalne promjene u kolonu
lokaliziranog su, diskontinuiranog karaktera, ispreplitane podrucjima zdravog tkiva, $to je
takoder specificno za Crohnovu bolest. Moguce je zamijetiti tragove krvarenja i krvi u
stolici. Sedmog dana od indukcije kolitisa moguce je zapaziti oziljkaste promjene u
sluznici kolona, no u vecini sluCajeva promjene su vecéinom uocljive mikroskopski.
Skracenje crijeva joS uvijek je prisutno u odnosu na fizioloSke uvjete, ali manje

naglaseno u odnosu na akutnu fazu bolesti. Petnaestog i tridesetog dana od indukcije
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kolitisa nije viSe moguée makroskopski razaznati promjene u odnosu na fizioloSke
uvjete.

Razvoj upalnih promjena vrlo srodnih onima u oboljelih od Crohnove bolesti kod
ljudi potvrden je mikroskopskim analizama dobivenih preparata debelog crijeva pokusnih
Zivotinja. Histomorfometrijskom analizom tkivnih preparata debelog crijeva utvrdeno je
statistiCki znaCajno smanjenje broja kripti debelog crijeva, uz povecéanje njihove Sirine i
smanjenje njihove dubine, uzrokovano aplikacijom otopine TNBS-a u etanolu. Promjene
su zapazene u oba soja pokusnih zivotinja. Sterilna fizioloSka otopina, kao ni otopina
etanola, nisu izazivale znacajnije promjene u histomorfometrijskim parametrima, kako u
C57BL/6 tako ni u CD26 deficijentnim Zivotinjama.

Makroskopske promjene debelog crijeva zapaZene prilikom Zrtvovanja pokusnih
Zivotinja u potpunosti su slijedile rezultate patohistoloskih i histomorfometrijskih analiza.
StoviSe, upalne promjene utvrdene su mikroskopskim analizama pripremljenih
histoloSkih preparata i u onim slu¢ajevima Zivotinja kojima je induciran kolitis a kod kojih
nije bilo znacajnijih vidljivih makroskopskih manifestacija u debelom crijevu. Takve
promjene nisu zapazene u kontrolnim skupinama Zivotinja kojima su pod istim uvjetima
aplicirane otopine etanola, odnosno fizioloSke otopine, niti su uolene znacajnije
promjene u debelom crijevu patohistoloSkom analizom. Tridesetog dana od indukcije
kolitisa u oba soja pokusnih Zivotinja dolazi do potpune remisije upalnih promjena i
cijeljenja sluznice debelog crijeva koja u vecini slu€ajeva poprima Kkarakteristicni
fizioloski izgled u histoloSkom smislu.

PatohistoloSkom analizom tkivnih preparata debelog crijeva najizrazitije promjene
zapazaju se drugog dana od aplikacije otopine TNBS-a u etanolu, tj. u akutnoj fazi
kolitisa. Kod oba soja pokusnih zivotinja mozZe se uoditi djelom nekroti¢na sluznica,

obilno prozeta neutrofilnim granulocitima kao i raspadnutim leukocitima, uz zariSna
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krvarenja i nastanak nekrotichog detritusa. Promjene ne zahvacaju sluznicu cijelog
lumena crijeva ve¢ na nekim mjestima postoji odrzani epitel uz normalni izgled kripti. U
podrucju podsluznice postoji izrazen edem uz granulocitnu infiltraciju tkiva. Mogu se
uociti brojni eritrociti te nakupljanje fibrina. Infiltrati upalnih stanica nalaze se i u podrucju
oba sloja miSicnice.

UocCene su i patohistoloSke razlike izmedu sojeva: kod CD26 deficijentnih miSeva
promjene ne zahvacaju cijeli promjer crijeva vec¢ se radi o lokaliziranim ulceracijama.
Upalne promjene lokaliziranog karaktera najcesSce zahvacaju povrsinske slojeve sluznice
uz oCuvani misic¢ni sloj, ali se kod manjeg broja Zivotinja javlja i transmuralna upala uz
Sirenje promjena i na mezenterij debelog crijeva. S druge strane, upalne promjene u
debelom crijevu C57BL/6 Zivotinja ¢eS¢e su difuzne te zahvacaju cijelu cirkumferenciju
crijeva, uz vrlo malo, ili bez o€uvanih dijelova sluznice.

Navedene su specificne promjene i rezultat imunosnih medudjelovanja.
ImunopatoloSke osnove Crohnove bolesti razlikuju se od ulceroznog kolitisa.
Pretpostavljaju se dva oblika imunosnih promjena i procesa koji dovode do razvoja
upalnih promjena u pojedinom entitetu. S jedne strane nalaze se upalne reakcije koje su
zapocele pod utjecajem interleukina 12, a induciraju pomoc¢niCke limfocite T Th1
imunosnog odgovora koji proizvode interferon y (IFN-y) te tumorski nekrotizirajuéi
¢imbenik a (TNF- a). S druge strane nalazimo Th2 stani¢ni odgovor koji je induciran
interleukinom 4 (25). Medutim, iako su na prvi pogled oprec¢ni, ovi mehanizmi mogu
naposljetku dovesti do zajedni¢kog efektorskog mehanizma (74).

Istrazivanja provedena na modelima bolesti u zivotinja kojima su ciljno
inaktivirani geni uklju€eni u imunosne funkcije, potvrdili su ove dvije navedene hipoteze.
Daljnja histopatoloska i imunoloSka istrazivanja pokazala su da Th1-stani¢ni upalni

odgovor, koji ukljuCuje stimulaciju makrofaga i prekomjerno izlu€ivanje interferona v,
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dovodi do transmuralne upale slicne Crohnovoj bolesti, dok Th-2 citokinski profil,
karakteriziran prekomjernim lu¢enjem IL-4 inducira upalu sli¢nu ulceroznom kolitisu
(211).

Optimalna zastita organizma, kao i oCuvanje zdravlja, rezultat je interakcije
brojnih organskih sustava involviranih u odrZzavanje homeostaze. PonajviSe moZzemo
istaknuti neuroendokrini i imunosni sustav, kao dva osnovna regulacijska sustava
organizma. Dugi niz godina promatrali su se kao dvije razliCite mreze sa specificnim
interakcijama unutar organizma ali i izmedu organizma i okoliS8a. Zadnjih tridesetak
godina zamijec¢uje se izravna interakcija neuroendokrinog i imunosnog sustava koja se
oCituje na nekoliko razina: 1. psihoneuroimunologija, kao dokaz interakcije izmedu
stresa i imunosnog odgovora, odnosno nastanka psihosomatskih oboljenja (212); 2.
imunopsihijatrija, gdje nalazimo uzro¢no poslijedicnu vezu izmedu imunosnih
nepravilnosti i psihijatrijskin oboljenja (211); 3. imunoneurologija, s utvrdenom
povezanoS¢éu ucinka imunosnih medijatora na funkciju stanica srediSnjeg zZiv€anog
sustava te 4. neuroimunomodulacija, kao vrlo aktualno podrucje istrazivanja, s rastu¢im
brojem dokaza o ucinku ziv€anog sustava na imunosne funckije organizma (213).
Cinjenice koje potkrijepljuju i dokazuju usku povezanost neuroendokrinog i imunosnog
sustava jesu luCenje istovjetnih neuroendokrinih hormona i neuropeptida te citokina i s
neuroloSkih i s imunosnih stanica te izraZaj istoznaCnih receptora na povrSini istih a
ponajviSe uzajamna povezanost i medusobni ucinci za koje je karakteristiCna povratna
sprega (187).

Izraziti porast broja znanstvenih istrazivanja u podru€ju neurocimunomodulacije
potekao je iz ovih saznanja, $to rezultira nepobitnim dokazima i sve uvrijezenijem
misljenju o snaznoj povezanosti ovih sustava u organizmu gdje je teSko povuci granicu

izmedu pojedinih komponenti. U podrucju gastroenterologije, vrlo obecavaju¢a su
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saznanja dobivena istraZivanjem interakcija neuroendokrinog i imunosnog sustava.
Posljednjih godina dobivena su saznanja da je neuroimunomodulacija vrlo znac¢ajna
karika u autoimunosti i nastanku upale te da neurogena upala moze biti uklju¢ena u
patogenezu upalnih bolesti crijeva (172).

Rezultati ovog istraZivanja pokazuju da se upalni procesi koji se odvijaju na
lokalnoj razini u debelom crijevu reflektiraju i u imunobiokemijskim parametrima u mozgu
pokusnih Zivotinja. Navedena je Cinjenica utvrdena za sve istrazivane parametre
obuhvac¢ene ovom studijom. Stoga, dobivenim je rezultatima pokazana i potvrdena
vaznost crijevno-mozgovne osi u patogenezi upalnih bolesti crijeva.

Dosadasnja su istraZivanja ukazala da proteaze imaju vaznu, ali jo§ uvijek
nedovoljno jasnu ulogu u patogenezi upalnih bolesti crijeva. Pokazano je da proteaze
stani¢ne povrsine imaju presudnu ulogu u razgradnji medijatora uklju¢enih u odrzavanje
integriteta sluznice kao i nastanak upalnih promjena (214). Zbog svojih specifi¢nih
enzimskih svojstava te ujedno i sposobnosti kostimulacije limfocita T ali i uklju¢enosti u
kaskadne reakcije prijenosa signala u stanicu, jedna od vrlo vaznih proteaza je i
dipeptidil-peptidaza IV (DPP |V), odnosno molekula CD26 (DPP IV/CD26). CD26/DPP
IV transmembranski je glikoprotein koji ima svojstva serinske proteaze. Molekula CD26
izraZzena je na povrSini epitelnih stanica velikog broja tkiva, medu kojima su i
gastrointestinalni trakt i mozak. lzraZzena je takoder i na povrSini aktiviranih limfocita T, B,
NK-stanica i makrofaga (122). Proteolitickim cijepanjem, odnosno otpustanjem
membranski vezane DPP IV/CD26 nastaje topljivi oblik DPP IV koji cirkulira u serumu i
ostalim bioloSkim tekuc¢inama (168).

Dosadasnjim istrazivanjima utvrdene su promijenjene vrijednosti aktivnosti i
izrazaja DPP IV/CD26 kod oboljelih od upalnih bolesti crijeva, koje koreliraju s ja¢inom i

aktivnoS¢éu bolesti. Potvrdena je ukljuCenost ove molekule u nastanku upalnih i
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autoimunih promjena. Medutim, uloga DPP IV/CD26 u patogenezi upalnih bolesti crijeva
nije poznata (86-88), te su nas stoga rezultati nasih prijasnjih istrazivanja, kao i dokazi o
potencijalnoj ulozi DPP IV/CD26 u patogenezi upalnih bolesti crijeva i potaknuli da
prosSirimo istrazivanja i uspostavimo model bolesti u miSa. Vodeni pretpostavkom da
DPP IV/CD26 ostvaruje svoja modulacijska svojstva i putem svojih specifi¢nih supstrata
te ZeleCi pritom istraziti i dio neuroimunobiokemijske osnove bolesti gdje takoder
vjeruiemo da ova molekula ostvaruje svoju ulogu, fokusirali smo se na ciljane
neuropeptide i interleukine istraZivane u ovom radu.

Otkriven je velik broj bioloSki vrlo zna¢ajnih supstrata DPP IV/CD26, za koje je
utvrdeno da sudjeluju u odrzavanju homeostaze i integriteta sluznice probavnog sustava
kako u fizioloskim tako i u patoloSkim procesima pri razvoju upale. Medu njima se nalaze
neuropeptidi kao Sto su neuropeptid Y (NPY), vazoaktivni intestinalni peptid (VIP), peptid
YY (PYY), supstancija P, zatim glukagonu sli¢an peptid 1i 2 (GLP-1 i GLP-2), kemokini i
citokini poput IL-2, IL-6, IL-10, ¢imbenik nekroze tumora alfa (TNF-a) i drugi (104). Osim
proteolitiCke uloge, molekula CD26 vezivanjem s adenozin-deaminazom i molekulom
CD45, ostvaruje svoju kostimulacijsku i signalnu ulogu, ponajvise na limfocitima. Postoje
i saznanja da je molekula CD26 uklju¢ena u procese regulacije migracije limfocita T do
mjesta upale u imunoloski posredovanim bolestima (84).

Rezultati ovog istraZivanja pokazuju sniZzene sistemske vrijednosti aktivnosti
serumske DPP IV/CD26 u skupinama pokusnih Zzivotinja C57BL/6 soja kojima je
induciran kolitis. Ova su zapazanja u skladu s objavljenim rezultatima koja uklju€uju
istrazivanja na oboljelima od upalnih bolesti crijeva i Zivotinjskim modelima ovih bolesti
(86-88). Snizenje aktivnosti serumske DPP IV/CD26 u ovom istrazivanju zapocinje
drugog dana od uspostave kolitisa, zadrzava statistiCki znaCajno sniZzene vrijednosti

(p<0,05) u odnosu na kontrolne skupine kroz sedmi i petnaesti dan od uspostave
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kolitisa, a na fizioloSke se vrijednosti vraca tridesetog dana. Na$a prijasnja istraZivanja
opisuju i korelaciju aktivnosti DPP 1V/CD26 s aktivno$¢u i jakosti upalnih bolesti crijeva u
pacijenata (86), Sto je i rezultatima ovih istraZivanja na Zivotinjskom modelu bolesti
potvrdeno.

Istovremeno, odredivali smo i aktivhost DPP [V/CD26-slicnih enzima u CD26
deficijentnih miSeva dobivenih genetskom manipulacijom C57BL/6 zivotinja. Deficijencija
proteinskog izraZaja molekule CD26 u ovom je istrazivanju potvrdena Western blot
tehnikom. Isto tako, njezina je deficijencija potvrdena metodom proto¢ne citometrije
nasim prijasnjim istraZivanjima.

Rezultati ovog istrazivanja ukazuju na cinjenicu da priblizno 9,36% ukupne
aktivnhost DPP IV/CD26 otpada na DPP IV/CD26-slitne enzime. U CD26 deficijentnih
Zivotinja nismo zapazili snizenje vrijednosti serumske aktivnosti DPP [IV/CD26-sli¢nih
enzima, $to upucuje na znacCaj upravo ove molekule u procesima koji se odvijaju pri
razvoju i cijeljenju kolitisa.

Rezultati enzimske aktivnosti DPP IV/CD26 dobiveni na lokalnoj razini, u mozgu i
u debelom crijevu skupina pokusnih Zivotinja takoder pokazuju statisticki znacajne
promjene (p<0,05) koje slijede upalne dogadaje. Aktivnost DPP IV/CD26 u mozgu
C57BL/6 soja pokusnih zZivotinja kojima je induciran kolitis statisti¢ki je znacajno snizena
(p<0,05) drugog i sedmog dana od indukcije istog, u odnosu na fizioloSke vrijednosti i
odgovaraju¢e kontrolne skupine. Petnaestog i tridesetog dana od indukcije kolitisa
enzimska aktivhost DPP IV/CD26 u mozgu ponovno poprima fizioloSke vrijednosti.
Ovakve promjene nisu zamije¢ene u CD26 deficijentnih Zivotinja, kod kojih su
odredivane aktivnosti DPP IV/CD26-slicnih enzima u mozgu. Analizom dobivenih
rezultata utvrdeno je da svega 1,33% ukupno detektirane enzimske aktivnosti DPP

IV/ICD26 otpada na DPP IV/CD26-slicne enzime. Iz ovog podatka takoder mozemo
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zakljugiti vaznost enzimske aktivnosti upravo ove molekule u mozgu tijekom razvoja i
cijeljenja kolitisa.

S druge strane, nije utvrdena promjena proteinskog izraZaja molekule CD26 u
mozgu C57BL/6 pokusnih zivotinja tijekom razvoja i cijeljenja kolitisa, Sto smo pokazali
tehnikom Western blota. Stoga moZzemo zakljuliti da se aktivnost DPP IV/CD26 u
mozgu najvjerojatnije mijenja, odnosno smanjuje, na nivou enzimske aktivnosti, a ne
samog proteinskog izrazaja molekule. Nepostojanje proteinskog izrazaja molekule CD26
u zivotinjama s utiSanim genom koji kodira molekulu CD26, takoder je potvrdeno
tehnikom Western blota.

Promjene aktivnosti intestinalne DPP 1V/CD26 na lokalnoj razini, na mjestima
razvoja kolitisa, u debelom crijevu pokusnih Zivotinja, vrlo su izrazene u odnosu na
kontrolne skupine i fizioloSke vrijednosti. Aktivnost intestinalne DPP 1V/CD26 u C57BL/6
soju pokusnih zZivotinja statistiCki je znacajno snizena (p<0,001) drugog, sedmog i
petnaestog dana od indukcije kolitisa. FizioloSke vrijednosti poprima tridesetog dana od
indukcije kolitisa. Zanimljivo je primijetiti kako se sli€ne promjene u aktivnosti
intestinalnih DPP IV/CD26-slicnih enzima u CD26 deficijentnih zivotinja takoder
statisticki znac¢ajno (p<0,01) snizuju u odnosu na odgovaraju¢e kontrolne skupine i
fiziolo8ke vrijednosti. Medutim, zasigurno zna€ajan dio sniZenja ovih aktivnosti
posljedica je destrukcije sluznice debelog crijeva uzrokovanog upalnim promjenama
razvoja kolitisa, koje dovode i do razaranja samih enzima prisutnih na epitelnim
stanicama (215). Usporedbom dobivenih vrijednosti aktivnosti intestinalne DPP 1V/CD26
u C57BL/6 zivotinja i aktivnosti intestinalnih DPP [V/CD26-slicnih enzima u CD26
deficijentnih Zivotinja, utvrdili smo da svega 1,46% ukupne aktivnosti DPP [V/CD26

otpada na aktivnost DPP 1V/CD26-sli¢nih enzima u debelom crijevu.
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S druge strane, tehnikom Western blota utvrden je porast proteinskog izrazaja
molekule CD26 u debelom crijevu C57BL/6 soja pokusnih zZivotinja kojima je induciran
kolitis, drugog i sedmog dana od indukcije istog. Razlog tomu moZe biti pojacana sinteza
DPP IV/CD26 potaknuta snizenjem njegove aktivnosti u debelom crijevu. Pretpostavlja
se regulacijski mehanizam koji nastoji smanjenu aktivnost DPP 1V/CD26 nadomjestiti
povecanim proteinskim izrazajem DPP [V/CD26. Deficijencija proteinskog izrazaja
molekule CD26 u CD26 deficijentnih miSeva takoder je potvrdena Western blot
tehnikom.

IstraZivanja provedena u ovom radu bila su nadalie usmjerena na
neuroimunosne medijatore, supstrate DPP IV/CD26, za koje postoje indikacije o njihovoj
ulozi u patogenezi upalnih bolesti crijeva. Dosadasnjim provedenim istraZivanjima
utvrdeno je da citokini poput IL-6 i IL-10 nedvojbeno sudjeluju u upalnim procesima
nastanka upalnih bolesti crijeva te da su u sprezi s neuroendokrinim medijatorima. IL-6
pleiotropan je proupalni interleukin sa zna¢ajnom ulogom u nastanku Crohnove bolesti.
Jedan je od najvaznijih citokina kojeg proizvode limfociti T lamine proprije u Crohnovoj
bolesti i TNBS-modelu kolitisa (199). Novija istrazivanja govore u prilog ¢€injenici njegove
indukcije Th17 tipa imunosnog odgovora, za kojeg postoje sve nepobitniji dokazi o
znacaju u patogenezi Crohnove bolesti (216). Pokazano je da su IL-6 deficijentni miSevi
djelomi¢no zastiéeni od razvoja TNBS Kkolitisa u modelu upalnih bolesti crijeva,
djelomi¢no i zbog lu€enja vecih koli€ina protuupalnih citokina (217). Nadalje, pokazanoj
je da anti IL-6 protutijela uspjeSno sprjeCavaju nastajanje upalnih procesa u crijevu (199,
218). U dostupnoj literaturi ne postoje podaci o sistemskim i lokalnim koncentracijama
IL-6 tijekom razvoja i cijelienja TNBS-om induciranog kolitisa u CD26 deficijentnih

Zivotinja, stoga smo Zeljeli istraZziti i ove podatke.
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IL-6 podlijeZze katalitickoj razgradniji uslijed enzimskog djelovanja DPP 1V/CD26
(84). Rezultati ovog istrazivanja pokazuju statistiCki znacajno viSe vrijednosti fizioloSke
koncentracije IL-6 u serumu CD26 deficijentnih Zivotinja u odnosu na divlji tip misa.
Drugog dana od indukcije kolitisa dolazi do izrazitog porasta koncentracije IL-6 u serumu
oba soja pokusnih Zivotinja. Analizom dobivenih rezultata zamijeceno je da koncentracija
IL-6 u serumu korelira s jaCinom bolesti u pojedinih Zivotinja. Ovi su rezultati u skladu s
rezultatima dosada$njih istrazivanja za oboljele od upalnih bolesti crijeva (218).
Vrijednosti sistemskih koncentracija IL-6 sedmog dana se normaliziraju, StoviSe, u
C57BL/6 Zivotinja poprimaju vrijednosti nize od fizioloskih koncentracija (p<0,05). Ovu
pojavnost nismo zamijetili kod CD26 deficijentnih Zivotinja pa stoga moZemo zakljuditi da
se veliki dio razgradnje IL-6 u serumu, odnosno normalizacije njegove koncentracije,
moze pripisati enzimskom djelovanju DPP 1V/CD26.

Promjene koncentracije IL-6 vrlo su izrazene i na lokalnoj razini, u debelom
crijevu pokusnih zivotinja. Naime, drugog dana od indukcije kolitisa, u akutnoj fazi
bolesti, dolazi do naglasenog, statisti¢ki zna¢ajnog (p<0,001) porasta koncentracije IL-6
u proteinskim ekstraktima debelog crijeva oba soja Zivotinja. Takoder je zamijeCena
korelacija koncentracije IL-6 u uzorcima debelog crijeva s jakoS¢u upalnih procesa. Ovi
su rezultati takoder u skladu s podacima iz literature (218). Vrijednosti koncentracija IL-6
bile su vise u CD26 deficijentnih Zivotinja, no ne i statistiCki zna¢ajno u odnosu na
C57BL/6 Zzivotinje. Kako u dostupnoj literaturi nema podataka o koncentraciji IL-6 u
debelom crijevu CD26 deficijentnih miSeva kojima je induciran TNBS-model kolitisa, a
obzirom na znacaj ovog proupalnog citokina u patogenezi upalnih bolesti crijeva,
zanimljivi su rezultati ovog istrazivanja koji ukazuju da unato€ nepostojanju kataliticke
aktivnosti DPP IV/CD26, ne dolazi do znacajnog poviSenja koncentracije IL-6 na

mjestima upale u odnosu na divlji tip miSa. Razlog tomu mogu biti i fizioloSki viSe

187



koncentracije IL-10 u serumu kao i na mjestima upalnih promjena CD26 deficijentnih
Zivotinja tijekom razvoja i cijeljenja kolitisa, $to je utvrdeno ovim istraZivanjem i opisano u
poglavlju rezultata te raspravljeno dalje u tekstu.

Koncentracije IL-6 u proteinskim ekstraktima mozga takoder su bile statistiCki
znacajno viSe u odnosu na fizioloSke vrijednosti drugog dana od indukcije kolitisa, kako
u C57BL/6 tako i u CD26 deficijentnim Zzivotinjama. StatistiCki znacajne razlike (p<0,05)
zamijecene su u fizioloskim vrijednostima koncentracija IL-6 izmedu istrazivanih sojeva
Zivotinja, no ne i drugog dana od indukcije kolitisa. Trend promjene koncentracija IL-6 u
mozgu sli¢an je u oba soja pokusnih Zivotinja, nesto manje naglaSen kod C57BL/6 soja.

Istrazivanja u sklopu ovog rada uklju€ila su i odredivanja sistemskih i lokalnih
koncentracija IL-10 u C57BL/6 i CD26 deficijentnih Zivotinja. Takoder u dostupnoj
literaturi ne postoje podaci o sistemskim i lokalnim koncentracijama IL-10 tijekom razvoja
i cijelienja TNBS-kolitisa u CD26 deficijentih Zivotinja. IL-10 vazan je protuupalni citokin s
potencijalnim terapijskim ucincima kod oboljelih od upalnih bolesti crijeva. Nedostatak IL-
10 dovodi do spontanog nastanka kolitisa u miSa, $to dovoljno govori u prilog
znacajnosti ovog interleukina u samoj patogenezi upalnih bolesti crijeva (219). Utvrdena
je snizena koncentracija IL-10 kod oboljelih od upalnih bolesti crijeva te njegova
znacajna uloga u patogenezi upalnih procesa (220). Pokazano je da IL-10 deficijentne
Zivotinje spontano razvijaju Crohnu-sli€an kolitis. Tretman s IL-10 smanjuje Klinicke,
histoloSke i biokemijske pokazatelje upale kod TNBS modela kolitisa u misa, uz
smanjenje koncentracije IL-6 i IFN-y u homogenatu kolona (201). Biolosko djelovanje IL-
10 pod izravhom je modulacijom DPP IV/CD26, koji ga inaktivira (84).

Rezultati ovog istrazivanja ukazuju na statisticki znacajno viSe (p<0,05)
koncentracije IL-10 u serumu CD26 deficijentnih zZivotinja. Drugog dana od indukcije

kolitisa dolazi do sniZzenja serumske koncentracije IL-10 u oba soja Zivotinja. Ovi su
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rezultati u skladu s prethodno objavljenim istraZivanjima provedenima u oboljelih od
upalnih bolesti crijeva (220). Sedmog dana od indukcije kolitisa u CD26 deficijentnih
Zivotinja dolazi do statisti¢ki znaCajnog porasta koncentracije IL-10 u serumu u odnosu
na fizioloSke vrijednosti. Kod C57BL/6 zivotinja porast je puno blazi a vrijednosti
koncentracije IL-10 izmjerene sedmog dana od indukcije kolitisa ne razlikuju se
statistiCki znac¢ajno od fizioloskih vrijednosti. C57BL/6 Zivotinje tek petnaestog dana od
indukcije kolitisa imaju nesto viSe vrijednosti koncentracije IL-10 u serumu u odnosu na
fizioloSke vrijednosti. | ovdje mozemo zamijetiti vaznu ulogu DPP V/CD26 u procesima
pocetka oporavka upalnih promjena. U uvjetima nedostatka DPP IV/CD26 dolazi do
promptnog i izrazenog porasta IL-10 u serumu sedmog dana od indukcije kolitisa.
Vaznost DPP IV/CD26 jo$ je izraZenija tijekom razvoja i cijeljenja kolitisa na
lokalnim razinama. Naime, u fizioloSkim uvjetima nisu zamije¢ene statisti¢ki znacajne
razlike u koncentracijama IL-10 u tkivnim ekstraktima niti mozga niti debelog crijeva
izmedu CD26 deficijentnih i C57BL/6 soja zivotinja. Medutim, drugog dana od indukcije
kolitisa u debelom crijevu CD26 deficijentnih miSeva dolazi do znacajnog porasta
koncentracije IL-10, koja se na fizioloSke razine vra¢a sedmog dana. Kod C57BL/6
zZivotinja nije zamijecena ovakva pojava, naprotiv, drugog dana od indukcije kolitisa ne
dolazi do znacajnije promjene koncentracije IL-10 dok sedmog dana dolazi do statisticki
znacajnog sniZzenja kako u odnosu na fizioloSke vrijednosti tako i u odnosu na drugi dan
od indukcije kolitisa. Vrijednosti IL-10 statistiCki su zna€ajno viSe u debelom crijevu
CD26 deficijentnih zivotinja i drugog i sedmog dana od indukcije kolitisa u usporedbi s
vrijednostima koncentracije IL-10 dobivenih istih dana Zrtvovanja C57BL/6 Zivotinja.
Obzirom da se koncentracije IL-10 u debelom crijevu u fizioloSkim uvjetima ne razlikuju
statistiCki znaCajno izmedu ova dva soja pokusnih Zivotinja, a obzirom na vaZna

protuupalna svojstva ovog interleukina (201), molekuli DPP IV/CD26 mozemo pripisati
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znacaj u o€uvanju integriteta sluznice u upalnim promjenama koja se o ituje u statistiCki
povecanoj (p<0,05) koncentraciji IL-10 u CD26 deficijentnih Zivotinja tijekom razvoja i
cijelienja upalnih promjena kolona.

Promjene koje se odvijaju tilekom razvoja i cijeljenja kolitisa reflektiraju se i u
mozgu, $to predstavlja osobito zanimljiv podatak. Naime, koncentracije IL-10 u tkivnim
ekstraktima mozga ne razlikuju se statistiCki znaCajno izmedu C56BL/6 i CD26
deficijentnih Zivotinja. Medutim, drugog dana od indukcije kolitisa dolazi do statistiCki
znacCajnog snizenja (p<0,05) koncentracije IL-10 u mozgu C57BL/6 Zivotinja, koja
perzistira i sedmog dana. U CD26 deficijentnih Zivotinja nije zamije¢eno sniZenje
koncentracije IL-10 u mozgu drugog dana vec¢ kasnije, kada zapoc€inje cijeljenje upalnih
procesa u debelom crijevu, sedmog dana od indukcije kolitisa. Medutim, promjene su
manje izrazene u odnosu na C57BL/6 soj pokusnih Zivotinja. Stoga moZzemo zakljuditi
vaznost DPP |[V/CD26 u procesima promjene koncentracije IL-10 u upalnim promjenama
i na sistemskoj i na lokalnim razinama. Rezultati dobiveni ovim istraZivanjem podupiru
dosadasSnja saznanja o pozitivnim ucincima inhibicije DPP IV/CD26 tijekom razvoja
upalnih promjena (231, 232).

Osim interleukina, ovo je istrazivanje obuhvatilo i analize neuropeptida, takoder
supstrata DPP [V/CD26. Dosadasnja su istrazivanja ukazala na Cinjenicu da
neuropeptidi poput neuropeptida Y (NPY) i vazoaktivhog intestinalnog peptida (VIP)
utieCu na imunosni odgovor te sudjeluju u mehanizmima nastanka, odnosno
sprjeCavanja upale. Medutim, njihova uloga nije u potpunosti poznata, a kontradiktorni
su i rezultati o njihovom pro- odnosno protuupalnom udinku. Vjeruje se da VIP u okviru
patogeneze upalnih bolesti crijeva ima protuupalno djelovanje koje se ocituje kroz
sprjeCavanje lu€enja proupalnih i istovremeno poticanje lu€enja protuupalnih faktora, i

lokalno i sistemski. Na lokalnoj razini, VIP u crijevu sprjeCava lu¢enje TNF-a, IL-2 i IFN-y
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od strane Th1 autoreaktivnih stanica. Istovremeno, poti€e regulacijske limfocite T na
luCenje protuupalnih faktora IL-10 i TGF-B (193). Klinicka su istrazivanja pokazala
kontradiktorne vrijednosti ovog neuropeptida na sistemskoj i lokalnoj razini (172, 221).

Analizom rezultata dobivenih ovim istrazivanjem utvrdeno je da CD26 deficijetne
Zivotinje konstitutivno sadrze vece koncentracije VIP-a u sistemskoj cirkulaciji u odnosu
na C57BL/6 zivotinje. Ove su razlike statistiCki znacajne (p<0,05). Promjene sadrzaja
VIP-a u serumu C57BL/6 i CD26 deficijentnih Zivotinja slijede sliCan trend, no promjene
kod CD26 deficijentnih Zivotinja su izrazitije. Naime, kod oba soja miSeva dolazi do
statistiCki zna€ajnog poviSenja (p<0,05) koncentracije VIP-a u serumu drugog dana od
indukcije kolitisa. Za razliku od C57BL/6 Zivotinja, koncentracije VIP-a ostaju statisticki
znacajno povisene (p<0,07) i sedmog dana od indukcije kolitisa. Petnaestog i tridesetog
dana proprimaju fizioloski vrijednosti u oba soja Zivotinja. Rezultati ovog istraZivanja u
skladu su s objavljenim rezultatima o povisenim vrijednostima VIP-a u serumu oboljelih
od drugih upalnih procesa (222).

Rezultati koncentracije VIP-a na lokalnim razinama, u tkivnim ekstraktima mozga
i debelog crijeva ne razlikuju se statistiCki zna¢ajno izmedu CD26 deficijentih i C57BL/6
zivotinja. Profil promjene koncentracije VIP-a u debelom crijevu sliCan je u oba soja
pokusnih Zivotinja, s naglasenim, statisticki znac¢ajnim porastom koncentracije drugog
dana od indukcije kolitisa. Koncentracije VIP-a u debelom crijevu pokusnih Zivotinja
gotovo su dvostruko vise u CD26 deficijentnih u odnosu na divlji tip miSeva drugog dana
od indukcije kolitisa. Obzirom na statistiCki zna€ajno vise koncentracije protuupalnog
neuropeptida VIP-a u debelom crijevu CD26 deficijentnih Zivotinja u akutnoj fazi kolitisa,
mozemo i kroz ovaj segment zakljuciti protektivni u¢inak inhibicije DPP 1V/CD26.

Promjene na lokalnoj razini u debelom crijevu takoder imaju reperkusije na

sadrzaj VIP-a u mozgu, koiji je isto tako u akutnoj fazi kolitisa statisticki zna¢ajno povisen
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(p<0,05) u odnosu na odgovarajuc¢e kontrolne skupine u oba soja Zivotinja. Navedene su
promjene i u mozgu i u debelom crijevu puno izraZenije u CD26 deficijentnih Zivotinja i
razlikuju se statistiCki zna¢ajno (p<0,05) u odnosu na C57BL/6 soj miSeva. | u ovom
slu¢aju mozemo zaklju€iti da uvjeti nedostatka molekule CD26 uzrokuju statistiCki
znacCajne promjene i na sistemskoj i na lokalnoj razini, koje se mogu odrazavati u
patogenezi upalnih bolesti crijeva.

Za razliku od VIP-a, vrlo su oskudni podaci o ucincima NPY-a u nastanku
autoimunosti i upale u crijevu. Novije objavljeni znanstveni €lanci ukazuju na njegovu
potencijalno vaznu ali neistraZzenu ulogu u imunosnim medudjelovanjima, $to dovodi do
potrebe za daljnjim istrazivanjima na tom podrucju. Recentno objavljeno istrazivanje
opisuje poveéanu rezistenciju NPY deficijentnog soja miSa na razvoj kemijski i
mikrobioloski izazvanog kolitisa (183). Osim toga, pokazano je smanjenje pokazatelja
upale kod eksperimentalnog kolitisa izazvanog u miSeva s deficijencijom Y1 receptora
za NPY (NPY Y17 miSeva) u odnosu na kontrolnu skupinu (223). Pokazano je da je
koncentracija NPY u serumu oboljelih od upalnih bolesti crijeva statistiCki znaCajno viSa
u odnosu na kontrolnu skupinu i da nema statistiCki znacajne razlike izmedu bolesnika s
aktivnom boleScu te onih u remisiji (224). Nadalje, pokazano je da NPY stimulira lucenje
IL-6 i TNF-a kod zdravih ispitanika (225). S druge strane, postoje i upravo suprotni
podaci koji govore u prilog protuupalnim svojstvima NPY (184). Navedene cinjenice
upucuju na osobit znanstveni interes istrazivanja neuroimunomodulacijskih dogadanja u
procesima nastanka kao i cijeljenja upale.

NPY vrlo je efektivan supstrat DPP [V/CD26. Kataliticko djelovanje DPP IV/CD26
uzrokuje inaktivaciju NPY-a i njegovu nemogucnost vezivanja za Y1 receptor, putem
kojega ostvaruje vecinu svojih bioloskih uc¢inaka (184). Obzirom na navedene €injenice i

oskudna znanstvena saznanja na ovom podrucju, ovo je istrazivanje obuhvatilo i analize
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NPY-a tijekom razvoja i cijeljenja kolitisa u oba soja pokusnih Zivotinja. Zeljeli smo
istraziti dosad nepoznate podatke o promjeni sistemskih i lokalnih koncentracija NPY-a
tijekom razvoja i cijeljenja TNBS-om induciranog kolitisa u C57BL/6 i CD26 deficijentnim
Zivotinjama.

Rezultati dobiveni ovim istrazivanjem ukazuju na nesto viSe vrijednosti NPY-a u
serumu CD26 deficijentnih zivotinja ali ove razlike nisu statisti¢ki znacajne u odnosu na
C57BL/6 soj zivotinja. Medutim, tijekom razvoja kolitisa dolazi do povecéanja
koncentracije NPY-a u serumu kod oba soja Zivotinja, a razlike su statisticki znacajne
(p<0,05) u odnosu na odgovarajuce kontrolne skupine samo kod CD26 deficijentnih
Zivotinja. Porast je najizraZeniji sedmog dana od indukcije kolitisa, a za razliku od
C57BL/6 Zivotinja, koncentracije NPY-a u serumu ostaju povisene i petnaestog dana od
indukcije kolitisa. Ova je razlika statisticki znac¢ajna (p<0,05) izmedu dva ispitivana soja
pokusnih Zivotinja. Rezultati dobiveni ovim istrazivanjem u skladu su s objavljenim
rezultatima istrazivanja koja uklju€uju oboljele od upalnih bolesti crijeva (224).

Vrlo su zanimljivi podaci o koncentracijama NPY-a na lokalnim razinama, u
mozgu i u debelom crijevu pokusnih Zivotinja. Naime, nisu utvrdene statisti¢ki znaCajne
razlike u sadrzaju NPY-a ni u mozgu ni u debelom crijevu izmedu CD26 deficijentnih i
C57BL/6 soja zivotinja. Medutim, drugog dana od indukcije kolitisa, u oba soja pokusnih
Zivotinja dolazi do statisticki znaCajnog povecéanja (p<0,05) koncentracije NPY-a u
tkivnim ekstraktima debelog crijeva. Za razliku od promjena u koncentraciji zamijecenih
kod VIP-a, promjene sadrzaja NPY-a izrazenije su kod C57BL/6 Zivotinja. Statisticki
znacajno poviSene (p<0,05) koncentracije NPY-a i u odnosu na odgovaraju¢u kontrolnu
skupinu i u odnosu na CD26 deficijentne zZivotinje zadrzavaju se i sedmog dana od

indukcije kolitisa.
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Promjene koncentracija NPY-a jo§ su zanimljivije u debelom crijevu pokusnih
Zivotinja. Name, promjene u koncentraciji NPY-a u tkivnim ekstraktima upalno
promijenjenih tkiva debelog crijeva pokazuju razli€iti profil ponasanja. Kod C57BL/6 soja
Zivotinja dolazi do naglog porasta koncentracije NPY-a drugog dana od indukcije kolitisa.
Sedmog dana vrijednosti se vracaju u granice fizioloskih koncentracija, a petnaestog
dana postaju statisticki znacajno snizene u odnosu i na fizioloSke vrijednosti i na
odgovaraju¢e kontrolne skupine. U CD26 deficijentnih Zivotinja pak s druge strane
nalazimo statisti¢ki zna€ajno snizenje koncentracije NPY-a u debelom crijevu drugog i
sedmog dana od indukcije kolitisa. Tridesetog dana od indukcije kolitisa vrijednosti
koncentracije NPY-a vracaju se na fizioloSku razinu u oba soja pokusnih Zivotinja.
Ukoliko uzmemo u obzir veéi broj znanstvenih radova koji opisuju proupalna svojstva
NPY-a u odnosu na one koji opisuju njegova protuupalna svojstva , mozemo zakljuditi da
i u ovom segmentu inhibicija DPP IV/CD26 ima pozitivne ucinke tijekom razvoja i
cijeljenja upalnih promjena gastrointestinalnog sustava (183,184, 223-225).

Analizom dobivenih rezultata mozemo zamijetiti da se deficijencija DPP 1V/CD26
odraZava na svim svim ispitivanim parametrima, i na sistemskoj i na lokalnim razinama.
Veéina ovih ucinaka, osobito na sistemskoj razini, moze se najvjerojatnije pripisati
enzimskoj razgradniji istraZivanih molekula a koje su redom supstrati DPP IV/CD26 (99).
Medutim, u slu€aju NPY-a zamijeéene promjene na lokalnoj razini ne mogu biti
posliedica samo katalitickog djelovanja DPP IV/CD26. Stoga pretpostavljamo da DPP
IV/ICD26 svoju neuroimunomodulacijsku ulogu u upalnim procesima ostvaruje i putem
ostalih djelovanja svojstvenih ovoj molekuli. Multifunkcionalnost DPP 1V/CD26 ocituje se
i u kostimulacijskim svojstvima, osobito limfocita T, te involviranosti u kaskadnim
reakcijama prijenosa signala u stanicu i u medustani¢noj komunikaciji (104). U tom

smislu, mozemo zakljuciti da deficijencija molekule DPP IV/CD26 ima vazne reperkusije
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na biolosku aktivnost neuroimunoendokrinih medijatora, a koje nisu posljedica samo
njezinog katalitickog djelovanja.

Tijekom dobivanja novih znanstvenih saznanja na podrudju peptidaza, ponajprije
je pokazana vazna uloga egzopeptidazne aktivnosti DPP IV u aktivaciji i inaktivaciji
bioloSki vaznih peptida (226). Spektar citokina i kemokina, supstrata DPP 1V, vrlo je
opsiran, pa je stoga uloga ovog enzima u bioloSkim procesima vrlo raznolika. Osobito je
znacCajna regulacija i modulacija kemotaksije monocita i limfocita T putem kemokina
RANTES, jednog od brojnih supstrata DPP V. Medu brojnim ulogama ove
multifunkcionalne molekule, vazno je naglasiti i kljuénu ulogu DPP IV/CD26 u regulaciji
rasta i diferencijacije limfocita T (227).

Prethodna su istraZivanja, kako na3a tako i od strane ostalih istraZiva¢a, ukazala
na potencijalnu ulogu DPP IV/CD26 u patogenezi UBC (86, 88, 211). Pokazano je
statisticki znacajno poviSenje izrazaja CD26 na limfocitima T u oboljelih od UBC u
odnosu na kontrolnu skupinu (88). S druge strane, utvrdeno je snizenje aktivnosti DPP
IV u serumu, takoder statistiCki zna€ajno u odnosu na zdrave ispitanike (86, 88, 211).
Rezultati ovog istraZivanja u skladu su s navedenim podacima. Promjene u izrazaju i
aktivnosti DPP IV/CD26 u oboljelih od upalnih bolesti crijeva usmijerila su daljnja
istrazivanja na proucavanje dogadaja na raskrizju imunosnih funkcija te metabolizma
peptidnih hormona. Medutim, danasnje spoznaje jo$ uvijek upucuju samo na korelaciju
promjena izrazaja i aktivnosti DPP IV/CD26 s jaCinom bolesti, dok molekularni
mehanizmi koji objasnjavaju ove promjene do danas ostaju nerazjasnjeni.

Upravo zbog vrlo sloZenih interakcija u imunosnom sustavu i izrazite
multifukcionalnosti DPP IV/CD26, uloga ove jo$ uvijek nije sasvim poznata. Medutim,
putem svoje enzimske uloge, ¢ime dovodi do aktivacije i inaktivacije brojnih supstrata s

raznolikom ulogom u organizmu, te ukljuCenosti u procesima aktivacije limfocita T putem
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svojih kostimulacijskih svojstvava, zasluzna je za modulaciju imunosnog odgovora (105).
Postoje i saznanja da je DPP IV/CD26 uklju¢ena u proces regulacije migracije limfocita T
do mijesta upale u imunoloski posredovanim bolestima (228). Stoga, na temelju
dosadasnjih spozanja, DPP 1V/CD26 ima potencijalno vaznu ulogu u patogenezi upalnih
bolesti crijeva. Pretpostavlja se da DPP IV/CD26 mozZe biti ukljuéena u patogenezu
upalnih bolesti crijeva putem svoje enzimske, ali i kostimulacijske uloge. Rezultati ovog
istrazivanja ukazuju na saznanja da DPP IV/CD26 posjeduje i neuroimunomodulacijska
svojstva tijekom razvoja i cijeljenja upalnih promjena u modelu kemijski inducirane
upalne bolesti crijeva u misa.

Dosadasnjim je istrazivanjima pokazano da stanice s Th1 profila i fenotipa
izraZavaju molekulu CD26 u vecoj koli¢ini nego Th2 klonovi (229). Dokazano je da
visoka razina izrazaja CD26 definira Th1/ThO fenotip a u korelaciji je s povecanim
luCenjem citokina uklju€enih u Th1-imunosni odgovor, poput IFNy (229). Korelacija
izmedu izrazaja CD26 te Th1 tipa imunosnog odgovora objasnjava se putem IL-12
ovisne regulacije, obzirom da IL-12 poveCava izrazaj molekule CD26 na
mononuklearnim stanicama periferne krvi prethodno stimuliranim fitohemaglutininom
(230). Razgradnja kemokina od strane DPP |V/CD26 takoder sudjeluje u inhibiciji Th2-
citokinskog odgovora. Pretpostavla se da povecéanje Th1-citokinskog odgovora
predstavlja ukupni ucinak aktivnosti DPP [V/CD26, $to je djelomi¢no i zbog razgradnje
citokina Th2-odgovora, upravo zbog enzimske aktivnosti DPP IV (88). Obzirom da
molekula DPP 1V/CD26 sudjeluje u funkcijama imunosnog sustava, varijacije u izrazaju i
enzimskoj aktivnosti ove molekule mogu biti temelji kojima DPP IV/CD26 regulira razvoj
limfocita T, kao i imunosni odgovor opcenito.

Obzirom da je modulacija aktivnosti limfocita T putem inhibitora DPP IV vrlo

vazan mehanizam, pretpostavlja se da bi endogene, kao i egzogene molekule s
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inhibitornim djelovanjem na DPP IV mogle imati vaznu ulogu u regulaciji imunosnog
odgovora in vivo. Upravo zbog svojeg suprimiraju¢eg ucinka na aktivaciju limfocita T,
pretpostavlja se da bi se inhibitori DPP IV mogli koristiti u in vivo imunosupresivnoj
terapiji. Postoji nekoliko Zivotinjskih modela humanih bolesti na kojima je ispitivan ucinak
sintetskih inhibitora DPP IV. U ovim su istraZivanjima pokazani brojni ali ne i svi aspekti
ove molekule u raznim fizioloskim i patoloskim procesima.

Inhibicijski ucinak specifiCnih inhibitora DPP IV na proliferaciju leukocita te
proizvodnju citokina potvrden je razli€itim modelima razvoja limfocita T. Dokazano je da
se antigen-specificna proliferacija stanica misjih limfnih &vorova, T-staninih linija i
klonova moze se suprimirati inhibitorima DPP IV/CD26 (85). Dosadasnja istrazivanja
pokazala su kljuénu ulogu molekule DPP IV/CD26 u regulaciji efektorske uloge CD4+
limfocita T u eksperimentalnom autoimunom encefalomijelitisu. Simptomi
eksperimentalnog autoimunog encefalomijelitisa djelomi¢no su bili suprimirani nakon in
vivo primjene specificnog DPP [IV/CD26 inhibitora 140, u preventivnim i terapijskim
dozama (231). Protektivan mehanizam, odnosno zastitni ucinak inhibicije DPP 1V/CD26
moze se objasniti modulacijom efektorske uloge limfocita T. Inhibitori DPP 1V/CD26, 140 i
149 takoder suprimiraju izluCivanje proupalnih citokina TNF-a te IFN-y.

Pozitivni rezultati inhibicije DPP 1V/CD26 u autoimunim bolestima usmjerila su
istrazivanja i na upalne bolesti crijeva. Pokazano je da inhibicija DPP IV djelomi¢no
dovodi do smanjena simptoma kolitisa u mi$a (232). Rezultati ovog istrazivanja takoder
govore u prilog protektivnom ucinku uvjeta nedostatka molekule DPP IV/CD26 koji se
oCituje u statistiCki znac€ajnoj viSoj koncentraciji protuupalnih citokina IL-10 i VIP-a
sistemski i lokalno, uz produzeno biolosko djelovanje, u odnosu na C57BL/6 Zivotinje.

StoviSe, koncentracije proupalnog citokina IL-6 ne razlikuju se statisticki znadajno
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izmedu ispitivanih sojeva Zivotinja u akutnoj fazi kolitisa u tkivnim ekstraktima upalno
promijenjenih segmenata debelog crijeva pokusnih zivotinja.

Dosadasnja istrazivanja nisu u potpunosti razjasnila funkciju NPY-a no sve veci
broj €injenica govori u prilog njegovom proupalnom djelovanju. Naime, NPY deficijentni
miSevi rezistentniji su na razvoj kemijski induciranog kolitisa, koji se u uvjetima
deficijencije NPY ocituje blazim upalnim promjenama i klinickim manifestacijama bolesti
(183). Nadalje, zivotinje s genetskom inaktivacijom receptora za NPY, Y1, takoder su
djelomi€éno zasti¢eni od razvoja kemijski induciranog kolitisa (223). Vazno je naglasiti da
upravo DPP IV/CD26 svojim katalitickim djelovanjem onemogucuje vezivanje NPY-a na
Y1 receptor, obzirom da NPY nakon katalitickog djelovanja DPP 1V/CD26 gubi afinitet za
Y1 receptor, ¢ime se onemogucuje njihovo vezivanje.

Rezultati ovog istrazivanja pokazuju da se upalni procesi koji se odvijaju na
lokalnoj razini u debelom crijevu reflektiraju i na imunobiokemijske parametre u mozgu
pokusnih Zivotinja. Navedena je Ccinjenica utvrdena za sve istrazivane parametre
obuhvaéene ovom studijom a promjene su bile izrazenije u CD26 deficijentnim
Zivotinjama. Dobivenim je rezultatima potvrdena vaznost crijevno-mozgovne osi u
patogenezi upalnih bolesti crijeva.

Iz svega navedenoga, mozemo zakljuc€iti da DPP IV/CD26 posjeduje i
neuroimunomodulacijska svojstva u procesima nastanka i cijeljenja upalne bolesti crijeva
u miSa. Ova su istrazivanja pokazala i potvrdila da je bioloSka aktivnost istrazivanih
neuropeptida i interleukina pod izravnom modulacijom DPP IV/CD26. Rezultati dobiveni
na animalnom modelu bolesti mogu se upotrijebiti kod Crohnove bolesti u osmisljavanju
novih terapijskih agensa koji bi smanijili intenzitet upalnih promjena, produzili razdoblje
remisije i time poboljSali kvalitetu zivota oboljelih. Inhibitori DPP 1V/CD26 veé su u

kliniCkoj upotrebi u cilju terapije diabetes mellitusa tipa 2 $to nije, prema dosadasnjim
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saznanjima i dostupnim podacima, rezultiralo ozbiljnijim nuspojavama koriStenja ovih
lijekova (165, 166). Stoga, moZemo zaklju€iti da su opravdani prijedlozi o inhibiciji DPP

IV/CD26 i u smislu neuroimunomodulacijske terapije u lije€enju upalnih bolesti crijeva

(164).
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6. Zakljucci

Temeljem rezultata dobivenih ovim istrazivanjem izvedeni su slijedeéi zakljucci:

1. Tijekom razvoja kemijski induciranog TNBS-kolitisa u C57BL/6 i u CD26
deficijentnom soju Zivotinja dolazi do klinicke manifestacije bolesti, statisticki
znacajnih promjena tjelesne mase, masa jetre i slezene, makroskopskih,
patohistoloskih i histomorfometrijskih promjena debelog crijeva uz znacajan
porast mikroskopskog indeksa oSte¢enja. TNBS-kolitis (engl. Crohn-like colitis)
uspostavljen je u oba soja miSa, Sto je potvrdeno statistiCki znacajnim

promjenama klini¢kih i histolodkih parametara, na lokalnoj i sistemskoj razini.

2. Upalne promjene tijekom razvoja i cijelienja kolitisa u CD26 Zivotinja bile su
ponajvise ograniCene na odredeni dio stijenke debelog crijeva. Ulceracije
povrsinskog sloja bile su lokaliziranog karaktera uz ocuvani miSi¢ni sloj no
zapaZzen je i odredeni broj ZariSnih transmuralnih upalnih promjena. Za razliku od
CD26™, kod C57BL/6 Zivotinja nalazimo difuznu a ne Zari$nu upalu koja zahvaca

cijelu cirkumferenciju crijeva uz vrlo malo ili bez oCuvanih dijelova sluznice.

3. StatistiCki znaCajne promjene ciljanih imunobiokemijskih parametara (enzimske
aktivnosti, koncentracije neuropeptida, koncentracije interleukina) utvrdene su i
na sistemskoj i na lokalnoj razini u oba soja pokusnih Zivotinja kojima je induciran
kolitis u odnosu na odgovaraju¢e kontrolne skupine ali i izmedu ispitivanih sojeva

Zivotinja. Takve promjene nisu zamije¢ene u kontrolnim skupinama.
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4. Aktivhost DPP IV/ICD26 statistiCki je znaCajno snizena kako u serumu tako i
lokalno, u mozgu i debelom crijevu u C57BL/6 Zivotinja kojima je induciran kolitis
u odnosu na odgovaraju¢e kontrolne skupine. Aktivnosti DPP [V/CD26-sli¢nih
enzima u CD26™ Zivotinja nisu promijenjene, osim u debelom crijevu, $to je
najvjerojatnije posljedica destrukcije intestinalnih enzima potaknute upalnim

procesima.

5. Koncentracije neuropeptida Y nisu statistiki znagajno razligéite u CD26™
Zivotinja u serumu i na lokalnim razinama (u mozgu i debelom crijevu) u odnosu
na C57BL/6 Zivotinje. Medutim, tijekom razvoja i cijeljenja kolitisa dolazi do
statisticki znacCajnih promjena u koncentraciji NPY-a i sistemski i lokalno, u
odnosu na odgovarajuc¢e kontrolne skupine, ali i izmedu ispitivanih sojeva
Zivotinja.

a. Koncentracije NPY-a u serumu oba soja Zivotinja dosezu najveée
vrijednosti sedmog dana od indukcije kolitisa, no porast koncentracije
statisticki je znadajan samo za CD26" Zivotinje u odnosu na
odgovarajucu kontrolnu skupinu. Petnaestog dana od indukcije kolitisa
koncentracija NPY-a u serumu C57BL/6 Zivotinja doseze fizioloSke
vrijednosti, dok kod CD26™ Zivotinja ostaje statisticki znagajno povisena i
u odnosu na odgovarajuc¢u kontrolnu skupinu i u odnosu na C57BL/6
zivotinje. Tridesetog dana od indukcije Kkolitisa poprima fizioloske
vrijednosti i kod CD26™ Zivotinja.

b. Promjene koncentracija NPY-a na lokalnoj razini, u debelom crijevu,
najizrazenije su u akutnoj fazi kolitisa, gdje je utvrden statisticki znacajan

porast u odnosu na odgovarajuce kontrolne skupine u oba soja Zivotinja.
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Medutim, promjene su izrazenije u C57BL/6 Zivotinja gdje poviSene
vrijednosti koncentracija NPY-a perzistiraju i sedmog dana od indukcije
kolitisa. Razlike u koncentraciji NPY-a izmedu ispitivanih sojeva statisticki
su znacajne drugog i sedmog dana od indukcije kolitisa.

c. Razlike u promjeni koncentracija NPY-a tijekom razvoja i cijeljenja kolitisa
zapazene su i u mozgu i slijede razli€iti trend kod pojedinog soja pokusnih
zivotinja. Kod C57BL/6 Zzivotinja zapazen je statistiCki znaCajan porast
koncentracije NPY-a u mozgu u akutnoj fazi kolitisa, koja se sedmog
dana od indukcije kolitisa vra¢a na fizioloSke razine, a petnaestog dana
poprima Cak i statistiCki niZze vrijednosti od fizioloSkih. Za razliku od
C57BL/6 Zivotinja, u CD26™ soju miSeva zapaZeno je statisticki znagajno
snizenje koncentracije NPY-a u mozgu drugog i sedmog dana od
indukcije kolitisa, u odnosu na odgovarajuc¢e kontrolne skupine. Razlike u
koncentraciji NPY-a izmedu ispitivanih sojeva statistiCki su znacajne

drugog, petnaestog i tridesetog dana od indukcije kolitisa.

Utvrdene su statisticki znaCajne razlike u koncentraciji vazoaktivhog
intestinalnog peptida (VIP) izmedu C57BL/6 i CD26" Zivotinja kako
medusobno tako i u odnosu na odgovarajuce kontrolne skupine tijekom razvoja i
cijeljenja kolitisa, na sistemskoj i lokalnim razinama.

a. CD26 deficijentne Zzivotinje konstitutivno imaju statistiCki znacajno viSu
koncentraciju VIP-a u serumu u odnosu na C57BL/6 Zivotinje. U akutnoj
fazi kolitisa, dolazi do statistiCki zna¢ajnog povec¢anja VIP-a u serumu oba
soja zivotinja, koji je izraZeniji u CD26™ Zivotinja. Koncentracije VIP-a u

serumu, za razliku od C57BL/6, u CD26™ Zivotinja ostaju statisticki
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znacajno poviSene i sedmog dana od indukcije kolitisa, u fazi oporavka
sluznice.

b. Koncentracije VIP-a u mozgu i debelom crijevu oba soja pokusnih
zivotinja u fizioloSkim uvjetima ne razlikuju se statisticki znacajno.
Medutim, u akutnoj fazi kolitisa, u debelom crijevu dolazi do statisticki
znacajnog povecéanja koncentracije VIP-a u oba soja, a ovo je povecanje
gotovo dvostruko veée u CD26™ Zivotinja u odnosu na C57BL/6 Zivotinje.
Sli¢an trend povecanja koncentracije VIP-a zapazen je i u mozgu, gdje
takoder nalazimo statistiCki zna€ajno vise koncentracije VIP-a u akutnoj

fazi kolitisa u CD26™ Zivotinja u odnosu na C57BL/6 Zivotinje.

7. Utvrdene su statisti¢ki zna€ajne razlike u koncentraciji IL-6 izmedu C57BL/6 i
CD26" Zivotinja kako medusobno tako i u odnosu na odgovarajuée kontrolne
skupine tijekom razvoja i cijeljenja kolitisa, na sistemskoj i lokalnim razinama.

a. CD26” zivotinje konstitutivno sadrze statisticki znadajno vise
koncentracije IL-6 u serumu u odnosu na C57BL/6 zivotinje. Drugog dana
od indukcije kolitisa, u oba soja dolazi do statistiCki znaCajnog povecanja
koncentracije IL-6 u odnosu na odgovaraju¢e kontrolne skupine. Porast
koncentracije IL-6 u serumu drugog dana od indukcije kolitisa statisticki je
znadajno visi u CD26™7 Zivotinja u odnosu na C57BL/6 Zivotinje.
Vrijednosti se normaliziraju sedmog dana od indukcije kolitisa u oba soja
pokusnih Zivotinja.

b. Vrijednosti koncentracije IL-6 u crijevu ne razlikuju se statistiCki zna¢ajno
izmedu CD26" i C57BL/6 Zivotinja. U akutnoj fazi kolitisa dolazi do

statisticki znaCajnog porasta koncentracije IL-6 u oba soja pokusnih
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Zivotinja u odnosu na odgovarajuc¢e kontrolne skupine. Vrijednosti su viSe
u CD26™ Zivotinja ali ne i statisti¢ki zna&ajno.

c. Vrijednosti koncentracije IL-6 u mozgu u fizioloSkim uvjetima statisticki su
znadajno vise u CD26™ Zivotinja u odnosu na C57BL/6 soj. U akutnoj fazi
kolitisa dolazi do statisticki znaajnog porasta koncentracije IL-6 u mozgu
u oba soja pokusnih Zivotinja u odnosu na odgovarajuée kontrolne
skupine. Razlike izmedu sojeva utvrdene su sedmog dana od indukcije

kolitisa, gdje je pad koncentracije IL-6 izraZzeniji u CD26™ Zivotinja.

8. Utvrdene su statistiCki znaCajne razlike u koncentraciji IL-10 izmedu C57BL/6 i
CD26™ Zivotinja kako medusobno tako i u odnosu na odgovarajuée kontrolne
skupine tijekom razvoja i cijeljenja kolitisa, na sistemskoj i lokalnim razinama.

a. CD26” zivotinje konstitutivno sadrze statisticki znadajno vise
koncentracije IL-10 u serumu u odnosu na C57BL/6 zivotinje. Drugog
dana od indukcije kolitisa, u oba soja dolazi do statistiCki znacajnog
snizenja koncentracije IL-10 u odnosu na odgovarajuce kontrolne
skupine. Porast koncentracije IL-10 u serumu zapazen je u oba soja
pokusnih Zivotinja, no u CD26" Zivotinja izraZeniji je i za razliku od
C57BL/6 soja, dostize statisti¢ki znacajno viSe vrijednosti u odnosu na
fizioloSke vrijednosti. Vrijednosti se normaliziraju petnaestog dana od
indukcije kolitisa u CD26™ Zivotinja a tridesetog dana u C57BL/6 Zivotinja.

b. Vrijednosti koncentracija IL-10 u debelom crijevu ne razlikuju se statisticki
znadajno izmedu CD267 i C57BL/6 Zivotinja u fiziolodkim uvjetima.
Medutim, tijekom razvoja i cijeljenja kolitisa zapaZene su razlicite

promjene u koncentraciji IL-10 u debelom crijevu ispitivanih sojeva
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Zivotinja. U akutnoj fazi kolitisa, u debelom crijevu CD267 Zivotinja dolazi
do statisticki znacajnog povisenja koncentracije IL-10 u odnosu na
fizioloSke vrijednosti i u odnosu na C57BL/6 Zivotinje kod kojih takva
promjena nije zamije¢ena. Sedmog dana od indukcije kolitisa vrijednosti
IL-10 u debelom crijevu CD26™ Zivotinja se normaliziraju, a u C57BL/6
Zivotinja dolazi do statistiCki zna€ajnog sniZzenja njegove koncentracije, u
odnosu na odgovarajuéu kontrolnu skupinu i u odnosu na vrijednosti
dobivene kod CD26” Zivotinja. Vrijednosti koncentracije IL-10
normaliziraju se kod oba soja pokusnih Zivotinja petnaestog dana od
indukcije kolitisa.

c. Vrijednosti koncentracija IL-10 u mozgu ne razlikuju se statisticki
znadajno izmedu CD26™ i C57BL/6 Zivotinja u fiziolodkim uvjetima.
Medutim, u akutnoj fazi kolitisa dolazi do statisticki znacajnog snizenja
koncentracije IL-10 u mozgu zapazenog samo u C57BL/6 Zivotinja, u
odnosu na kontrolnu skupinu. Blaze snizenje koncentracije IL-10
zapaZzeno je u CD26" Zivotinja sedmog dana od indukcije kolitisa, a
vrijednosti su statistiCki zna¢ajno vise u odnosu na C57BL/6 Zivotinje
istog dana Zrtvovanja. Vrijednosti se u oba soja pokusnih ZzZivotinja

normaliziraju petnaestog dana od indukcije kolitisa.

9. Upalne promjene na nivou debelog crijeva reflektiraju se promjenama ispitivanih
imunobiokemijskih parametara u mozgu, €ime je potvrden znacaj crijevno-

mozgovne osi u patogenezi upalnih bolesti crijeva u misa.
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10.

11.

12.

Rezultati ovog istraZivanja pokazuju da DPP IV/CD26 posjeduje
neuroimunomodulacijska svojstva u procesima nastanka i cijelienja upalne

bolesti crijeva u misa.

Ova su istraZivanja pokazala i potvrdila da je bioloSka aktivnost istrazivanih
neuropeptida i interleukina pod izravhom modulacijom DPP IV/CD26. Osim
putem katalitiCke aktivnosti na sistemskoj i lokalnoj razini, u razvoj i cijeljenje
upalnih promjena kolitisa uklju€eni su i ostali aspekti ove multifunkcionalne

molekule.

Rezultati dobiveni na Zivotinjskom modelu Crohnove bolesti mogu se upotrijebiti
u osmisljavanju novih terapijskih agensa koji bi smanijili intenzitet upalnih

promjena, produzili razdoblje remisije i time poboljsali kvalitetu Zivota oboljelih.
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Prilog: Kratice aminokiselina

U ovom su radu koristene medunarodne kratice aminokiselina, prema medunarodnim
pravilima IUPAC-a (engl. International Union for Pure and Applied Chemistry) te IUPAC-

IUB-a (Joint Commission on Biochemical Nomenclature) nomenklature (233).

Tablica 9. Kratice aminokiselina

Puni naziv Troslovna kratica Jednoslovna oznaka

aminokiseline aminokiseline aminokiseline
Aminokiselina opcenito Xaa X
Alanin Ala A
Arginin Arg R
Asparagin Asn N
Asparaginska kiselina
(aspartat) Asp D
Cistein Cys C
Glutamin GIn Q
Glutaminska kiselina Glu E
(glutamate)
Glicin Gly G
Histidin His H
Izoleucin lle I
Leucin Leu L
Lizin Lys K
Metionin Met M
Fenilalanin Phe F
Prolin Pro P
Serin Ser S
Treonin Thr T
Triptofan Trp w
Tirozin Tyr Y
Valin Val \Y
Asparagllnska kiselina ili Asx B
asparagin
Glutamlnska kiselina ili Gix 7
glutamin
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