
Uloga morfogenih proteina u eksperimentalnom
kolitisu štakora

Marić, Ivana

Doctoral thesis / Disertacija

1999

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / stručni stupanj: University of 
Rijeka, Faculty of Medicine / Sveučilište u Rijeci, Medicinski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:188:334087

Rights / Prava: Attribution-NonCommercial-ShareAlike 4.0 International / Imenovanje-Nekomercijalno-
Dijeli pod istim uvjetima 4.0 međunarodna

Download date / Datum preuzimanja: 2024-05-17

Repository / Repozitorij:

Repository of the University of Rijeka Library - SVKRI 
Repository

https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:188:334087
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/
https://repository.svkri.uniri.hr
https://repository.svkri.uniri.hr
https://www.unirepository.svkri.uniri.hr/islandora/object/svkri:3526
https://dabar.srce.hr/islandora/object/svkri:3526


U RIJECI 

Medicinski fakultet 

Ivana 

ULOGA MORFOGENIH PROTEINA U 

EKSPERIMENTALNOM KOLITISU ŠTAKORA 

Doktorska disertacija 

KNJitNICA 
RIJEKA 

1111 Ull 111111 
930040134 

Rijeka, 1999. 



f 

a 

v-

... 

-
i 

C , ..... 

J:. 

....... 

V~. 
l 

L 

. , 

k 

- f 
A 

A \ 

1 1 

.. ,- t 

-

• l 

• + 

., 

- j 

-



Rad je na Zavodu za anatomiju Medicinskog fakulteta u Rijeci i u 

Laboratoriju za mineralizirana tkiva Zavoda za anatomiju Medicinskog 

fakulteta u Zagrebu. 

Voditelj: prof.dr.sc. Slobodan 

Rad ima 125 stranica, 24 slike i 17 tablica. 



Mo/im rodite!Jima i sestrama 



Zahvalnost za sat!Jete i pri iZ!adi rada dug'-!Jem: svom vodite/ju rada prof.dr.sc. 

Slobodanu predsto/nici Zavoda za anatomjju prof.dr.sc. Dragici Bobinac i SV(!jim 

kolegicama mr.sc. Saf!ji ing. S11/ežani Šimac, Marjji Mirjani i 

Car. Osobfju Zavoda za anatomjju Medicinskog fakulteta u Rjjeci i Laboratorjja za 

mineralizj.rana tkiva u Zagrebu, dug'-!/em veliku zahvalnost. 



SADRŽAJ 

SAŽETAK 

SUMMARY 

IUVOD 

1. Koštani morfogenetski proteini 

1.1. koštanih morfogenetskih proteina 

1.2. BMP /TGF~ obitelj 

1.3. Geni za koštane morfogenetske proteine 

1.4. Receptori za koštane morfogenetske proteine 

1.5. signal u prijenosu poruke preko serin/treonin 

kinaza receptora 

1.6. Koštani morfogenetski proteini kao pleotropni 

1.7. Izražaj koštanih morfogenetskih proteina i RNA 

stranica 

1 

1 

3 

5 

9 

9 

10 

12 

za koštane morfogenetske proteine 13 

1.8. Izražaj RNA za receptore koštanih morfogenetskih 

proteina 15 

2. Crohnova bolest 18 

2.1. Etiologija Crohnove bolesti 18 

2.1.1. Genetski 20 

2.1.2. Utjecaj okoliša 21 

2.2. Patogeneza upalne bolesti crijeva 21 

2.2.1. 21 

2.2.2. koji održavaju bolest 22 

2.2.3. Imunoregulacijske nepravilnosti 23 

2.2.4. tkiva 25 

2.2.5. simptomi 28 

2.2.6. Terapija Crohnove bolesti 29 

3. Eksperimentalni modeli kolitisa 30 

li CILJ RADA 33 



III MATERIJAL I METODE RADA 

1. Materijal 

1.1. Životinje 

1.2. Proteinski preparati 

2. Metode rada 

2.1. Pokusni model izazivanja Crohnove bolesti 

2.2. Plan rada 

2.3.Uzimanje materijala i priprema tkiva za daljnju obradu 

2.4. Makroskopski indeks 

2.5. Mikroskopski indeks 

2.6. Histomorfometrija i imunohistokemija 

2.7. Nakupljanje i aktivnost neutrofila 

2.8. analiza 

IV REZULTATI 

1. Opis modela TNBS/ etanol kolitisa 

2. Pilot pokus 

2.1. primjena BMP-7 

2.2. Terapijska primjena BMP-7 

3. i terapijsko djelovanje BMP-7 i -6 

3.1. Opis promjena na crijevima i makroskopski indeks 

34 

34 

34 

34 

34 

34 

38 

41 

42 

42 

43 

46 

46 

47 

47 

51 

51 

51 

52 

52 

3.2. Mikroskopski indeks 56 

3.3. Morfometrija crijeva 60 

3.4. Rezultati imunohistokemijskih analiza 64 

3.4.1. Imunohistokemijsko izražaja BMP-7 i -3 64 

3.4.2. Imunohistokemijsko obilježavanje stanica u fazi proliferacije 66 

3.4.3. Imunohistokemijsko a-aktina glatkih 

stanica i vimentina 

3.4.4. Imunohistokemijsko izražaja kolagena 

tipa I i III 

3.4.5. Histokemijsko nakupljanja i aktivnosti 

neutrofila nafto! AS-D kloracetat esteraze 

69 

72 

75 



V RASPRAVA 

VI 

Prilog 1. Lista preparata ko ji su rabljeni u eksperimentalnog 

ko li tisa 

Prilog 2. Terapija Crohnove bolesti u ljudi 

VII LITERATURA 

VIII ŽIVOTOPIS 

77 

85 

86 

93 

103 

125 



SAŽETAK 

U nasem istraživanju smo prikazali morfogenih proteina, koštanih 

morfogenetskih proteina BMP-7 i -6, od engl. bone morphogenetic protein, na štakorskom 

modelu upalne bolesti crijeva izazvane jednokratnom primjenom haptena -

kiseline (TNBS) otopljene u etanolu. Oboljenje se karakterizira 

teškim kolona koje se nekroze okruženih sa upalna 

promijenjenim tkivom. BMP-7 i -6 smo primijenili prije i nakon izazivanj a ko li tisa. U skupini 

u kojoj smo ispitivali primjenu BMP-7 i -6 (doza 100 µg/kg), proteine smo 

aplicirali i.v. 1,5 sat prije izazivanja kolitisa i nastavili 24 h, 48 h, 72 h, 5. i 10. dan. U 

skupini u kojoj smo ispitivali terapijsku primjenu morfogenih proteina, BMP-7 i -6 su 

aplicirani 24 h nakon izazivanja kolitisa u dozama od 30, 100 i 250 µg/kg za BMP-7, a za 

BMP-6 30, 100 i 300 µg/kg. smo nastavili 48 h, 72 h, 5. i 10. dan . Životinje su 

žrtvovane dva tjedna nakon izazivanja kolitisa. ozljede uzoraka tkiva kolona su 

analizirane makroskopski i mikroskopski, te histomorfometrijski i imunohistokemijski. 

Primjena BMP-7 i -6 prije i nakon ozljede znatno smanjuje kolona. 

Makroskopski vidljiva nekroza i mikroskopske ulceracije su smanjene primjenom BMP-7 

(doza 250 µg/ kg) i BMP-6 (doza 100 µg/kg). Stoga, možemo da morfogeni proteini 

BMP-7 i -6 su u cijeljenju u eksperimentalnom kolitisu štakora. 



SUMMARY 

In our study we evaluated the effect of morphogenic proteins, bone morphogenetic 

proteins BMP-7 and -6 in a rat model of inflammatory bowel disease. A single intracolic 

administration of haptene - trinitrobenzenesulphonic acid (TNBS) dissolved in ethanol 

induces severe colonic damage which is characterizes by area of necrosis surround by areas of 

inflammation tissue. BMP-7 and -6 was administered before and after induction of colitis. In 

the first study group, BMP-7 and -6 (100 µg/kg) was administred i.v. 1,5 hour before 

induction of colitis and continued 24 hr, 48 hr, 72 hr, 5th and 10th day. ln subsequent study 

group, BMP-7 and -6 was begun 24 hr after induction of coltis at i. v. doses of 30, 100 and 250 

µg/kg for BMP-7 and 30, 100 and 300 µg/kg for BMP-6 and continued 48 hr, 72 hr, 5th and 

10th day. Animal were killed 2 week after injury. Colonic tissue samples were evaluated 

macroscopically and microscopically, histomorphometrically and immunohictochemistrally for 

mucosal injury. Administration of BMP-7 and -6 before and after induction of colitis 

significantlly ameliorated tissue damage. Macroscopic necrosis and microscopic ulcerations 

were reduced at BMP-7 dose of 250 µg/kg and at BMP-6 dose of 100 µg/kg. ln conclusion, 

BMP-7 and-6 has a key role in mucosal healing in experimental model of co litis in rats. 



I UVOD 

Danas je poznato mnogo toga o Crohnovoj bolesti koju su 1932. godine prvi put 

opisali Crohn i suradnici (35) i kao regionalni enteritis. Od 1966. godine objavljena je 

više od 12 000 o ovoj bolesti. Bolje upoznavanje ove bolesti dovelo je do smanjenja 

mortalita, ali morbiditet je još uvijek ostao visok, a uzrok bolesti nepoznat. Osim toga, 

Crohnove bolesti nije za sve bolesnike. Pokusni modeli kolitisa 

procjenu terapijskog djelovanja lijekova, primjenu novih agensa, proqenu 

njihovog djelovanja, a potom primjenu u istraživanjima. 

1. Koštani morfogenetski proteini 

Morfogeni proteini, BMPs (od engl. bone morphognetic proteins) - koštani 

morfogenetski proteini, su novi rasta i diferencijacije. Ime su dobili po tome što su 

prvotno izolirani iz kosti na osnovi njihovog svojstva da stvaranje nove kosti in 

vivo (222~ 224) . Osim toga, BMPs su u embrionalni razvoj i diferencijaciju brojnih 

tkiva (90, 91, 114, 116, 245, 246) . To su citokini sa mnogostrukim djelovanjem te reguliraju 

rast, diferencijaciju i apoptozu mnogih stanica (osteoblasti, hondroblasti, i epitelne 

stanice). 

BMPs veliku podobitelj unutar nadobitelji rasta tipa -

TGF-~ (od engl. transforming growth factor - ~)- Do danas je izolirano 15 BMP-

obitelji (tablica 1) . TGF-~ nadobitelji pokazuju biološke aktivnosti i igraju 

ulogu u migraciji, proliferaciji i diferencijaciji mezenhimskih stanica tijekom 

embriogeneze te oporavka i regeneracije tijekom postnatalnog života (93) . Osim toga, prisutni 

su u organizmima, od insekata do sisavaca (93, 174) . Evolucijska konzervacija ovih 

gena u vrsta podupire tvrdnju da su ovi proteini za normalni rast i razvoj. 

BMPs su važni u poticanju stvaranja kosti ali imaju ulogu u razvoju brojnih tkiva i organa koji 

se stvaraju putem mezenhimsko-epitelijanog (233). 



Tablica 1. BMP obitelj u sisavaca (168). 

BMP 
podobitelj 
BMP 2/4 

BMP3 

Op-1/ 
BMP-7 

GDF-5,6,7 

ime 

BMP-2A 
BMP-2B 

Osteogenin 
rasta i diferencijacije-10 (GDF-10) 

BMP-5 
V gr-1 (protein iz Xenopusa iz vegetativnog pola) 
Osteogeni protein-1 (Op-1) 
Osteogeni protein-2 (Op-2) 
Osteogeni protein-3 (Op-3) 

diferencijacije-2 (GDF-2) 
BMP-10 

rasta i diferencijacije-11 (GDF-11) 

rasta i diferencijacije-7 (GDF-7) 
morfogenetski protein-3 (CDMP-3) 

rasta i diferencijacije-6 (GDF-6) 
morfogenetski protein-2 (CDMP-2) 

rasta i diferencijacije-S (GDF-5) 
morfogenetski protein-1 (CDMP-1) 

BMP-15 

BMP 
oznaka 
BMP-2 
BMP-4 

BMP-3 
BMP-3A 

BMP-5 
BMP-6 
BMP-7 
BMP-8 
BMP-8B 
BMP-9 
BMP-10 
BMP-11 

ili 
BMP-12 

ili 
BMP-13 

ili 
BMP-14 
BMP-15 

2 



1.1. koštanih morfogenetskih proteina 

BMPs su otkriveni u kostima te izolirani iz demineraliziranog koštanog 

matriksa (25, 144, 249, 250). Na osnovi poznavanja slijeda aminokiselina konstruirane su 

oligonukleotidne probe koje se upotrijebljene za dobivanje komplementarnih DNA 

molekula (cDNA) za BMPs (251). Humane cDNA za BMPs su klonirane 

oligonukleotidnih proba zasnovanih na peptidnim sekvencijama BMPs. Veliki 

napredak u karakterizaciji BMPs je napravljen kada su 1988. godine Wozney i sur. (249) 

izolirali 4 cDNA klana humanog BMP. Tri klonirana BMP-2, BMP-2B 

(BMP-4) i BMP-3 (osteogenin) su pokazala da dijele strukturne osobine sa TGF-01, dok 

BMP-1 je poznatim proteazama. Nakon toga, klonirani su BMP-5,-6 i -7 

(25) te osteogeni protein-1 i protein-2 (Op-1 i Op-2) (144). Klanovi za BMP-6 su dobiveni iz 

genske banke linije U-2 OS, a potom iz genske banke cDNA humane placente i mozga (25). 

OP-1 je klonirani iz genske banke hipokampusa i placente (144). 

BMPs su dimeme molekule 30-38 kDa. Njihova struktura je presudna za 

biološku aktivnost in vivo. Ovi proteini se proizvode unutar stanice u obliku velikih 

prekursorsorskih proteina koji su prije sekrecije podložni proteolizi na RXXR mjestu. 

Molekula prekursora sadrži hidrofobno sekretorno osnovno i 

zrelo (slika 1). Zreli dio svake molekule nalazi se na karboksilnom kraju 

prepropeptida i sadrži sedam visoko konzerviranih cisteinskih domena. Konzervirana 7-Cys 

domena odgovara prstenastoj strukturi kao cisteinska petlja (135). Aktivni oblik 

proteina je dimerna molekula (u obliku homodimera ili heterodimera) koju dvije zrele 

regije povezane i stabilizirane disulfidnim vezama. Svaki od BMPs je glikoliziran i sadrži 

potencijalna glikolizacijska mjesta. U molekuli BMP-6 postoji 5 glikolizacijskih mjesta, a u 

molekuli BMP-7, iako postoje 4 mjesta za N-glikolizaciju (3 u zreloj <lomni i 1 u 

prodomeni), samo jedno mjesto u zreloj domeni uz mjesto u prodomeni se glikolizira. 

3 



O 1 - sekretomo mjesto 

2 - propeptid 

3 - zrelo sa 7 cisteina 

T - potencijalna glikolizacijska mjesta 

C - cisteinski ostaci 

hBMP-6 
(mVgr-1) 

hBMP-7 

C 

C 

3 

CC CC CC 

C CC CC 

C CC CC CC 

Slika 1. Shematski prikaz koštanih morfogenetskih proteina. Usporedba BMP-6 i 

BMP-7 (175). 
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Griffith i sur. (64) su opisali kristalnu strukturu BMP-7 koja predstavlja osnovni model 

BMP obitelji (slika 2A). BMPs su dimemi ligandi koji dva monomera od po 

2 f3 plahte sa cisteinskom petljom u svakom sloju (slika 2B). Na taj nastaju sloja 

paralelnih, suprotno usmjerenih f3 plahti, koje izlaze iz cisteinske petlje. BMP-7 cisteinska 

petlja se sastoji od jezgre koju monomer sa 3 disulfidne veze: dvije Cys-67-Cys-136 i Cys-

71-Cys-138, koji prsten preko koje prelazi Cys-38-Cys-104. a-heliks je smješten na 

suprotnom kraju petlje, a N-terminalni kraj nije stabilizirana disulfidnim vezovima kao u TGF-

f32. Sekundarnu strukturu f3 plahti od Glin-36 f31 (Lys-39 do His-41), f32 (f yr-44 

do Ser-46), f33 (Glu-60 do Ala-63) i f34 (Tyr-65 do Glu-70), f35 (Cys-103 do Asn-63), f36 (Ile-

112 do Asp-118), f37 (Asn-122 do Tyr-128) i f38 (Val-132 do His-139); a a-heliks (Thr-82 do 

Ile-94). Ova struktura BMP-liganda je šaci tako da svaki monomer predstavljaja kažiprst 

s tim da su u funkcionalnih dimera prsti orijentirani u suprotnim smjerovima (slika 2C). a-

heliks leži okomito na osovinu prstiju na taj korijen ruke, a N-terminal kraj 

odgovara palcu. 

1.2. BMP /TGF-f3 obitelj 

Na osnovi u BMPs su podijeljeni u nekoliko skupina. Tako, BMP-2 i -4 

pokazuju u slijedu aminokiselina u zrelom dijelu molekule od 92% i jednu 

skupinu; BMP-5, -6 i -7 drugu i pokazuju u zreloj regiji 89%, a u 

propeptidnoj regiji 52-64%. Ovoj skupini su pridruženi i novootkriveni proteini: BMP-8 

(osteogeni protein -2), BMP-8B (osteogeni protein-3), BMP-9 rasta i diferencijacije-

2/GDF-2), BMP-10 i BMP-11 (GDF-11). BMP-3 skupinu i u propeptidnoj regiji 

pokazuje sa BMP 2-7 od 16-21 % (25). skupinu rasta i 

diferencijacije GDF (od engl. growth/ differentiation factor) i to GDF-7 

morfogenetski protein-3/CDMP-3 ili BMP-12), GDF-6 (CDMP-2 ili BMP-13), GDF-5 

(CDMP-1 ili BMP-14) i BMP-15 (168). 

BMPs su TGF-f3 genske nadobitelji (slika 3) i u srodstvu sa molekulama koje 

su otkrivene u razvojnim sustavima, u intervertebrata i vertebrata, a koji imaju važnu 

ulogu u sudbine stanica tijekom razvoja. Tako su BMP-2 i -4 

decapentaplegic (dpp) genu Drosophile melanogaster u 75%. dpp je odgovoran za dorzoventralni 

5 



B. 

finger 2 

heel 

finger 1 

C. 

Slika 2. Struktura BMP-7 (64). 

A. Kristalna struktura BMP-7. B. Shematski prikaz BMP-7 monomera kojeg dvije p 
plahte kao kažiprst 1 i 2 (finger 1 i 2). C. Prikaz BMP-7 kao 

liganda koji nalikuje šaci sa dva suprotno orijentirana kažiprsta. 
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razvoJ Drosophile melanogaster, regulira razvoJ dorzalnog ektoderma, visceralnog 

mezoderma, stvaranje zamišljenog diska i morfogenezi crijeva (53, 58, 85, 130, 149). Ova 

ukazuje da BMP-2 i -4 možda imaju ulogu u razvoju vertebrata (148). BMP-5, 

-6 i -7 su vrlo bliski sa proteinom 60A u Drosophile (slijed aminokiselina u zrelim 

polipeptidnim regijama je u 70%) koji se ispoljava tijekom ranog embrionalnog 

razvoja Drosophile (43, 247). Molekule BMPs su bliske i sa Vg-1, rasta porijeklom 

iz Xenopusa. Njegova RNA je lokalizirana na vegetativnom polu oocite i 

pretpostavlja se da je povezana sa indukcijom mezoderma (246). Ovi odnosi ukazuju na 

ulogu BMP-2-7 u specijalizaciji mezoderma u viših životinja. 

Ostali nadobitelji TGF-S su u udaljenom srodstvu sa BMPs ali su 

u embrionalni razvoj. To je koji inhibira razvoj Mullerovih 

(od engl. Mullerian inhibiting substance, MIS), važni morfogeni signal u razvoju 

reproduktivnog sustava embrija u sisavaca (24), Nodal, mišji gen zražen u tijekom 

gastrulacije (258), zatim inhibini i aktivini u sisavaca koji djeluju te reguliraju 

FSH iz hipofize i razvoj mezoderma (54, 107, 128) te rasta i 

diferencijacije (GDFs) koji su vjerojatno u diferencijaciju neurona i rast živaca (102, 

137). BMPs pokazuju homologiju od oko 30-40% sa TGF-S obitelji. To 

su TGF-Sl, TGF-S2 i TGF-S3 u ljudi, TGF-S4 u pileta i TGF-S5 u Xenopusu. Oni su prisutni 

u mnogim tkivima embrija koja su podvrgnuta sekundarnoj indukciji. 

Na osnovi prisustva BMP obitelji u organizmima te njihovoj ulozi u 

razvoju pojedinih organa, predloženo je da se BMP obitelj preimenuje u DVR obitelj (od engl. 

decapentaplegic-Vg-related) na osnovi dva koji su prvi otkriveni, dpp i Xenopus Vg. Naziv 

DVR obitelj ukazuje na to da ovi polipeptidni imaju puno šire djelovanje 

nego što je stvaranje kosti. Podatak da su ove signalne molekule konzervirane tijekom razvoja 

u mnogim organizmima, od insekata do preko gotovo 600 milijuna godina, 

ukazuje da muhe, vodozemcima i ljudi (cijeljenje prijeloma) imaju motiv za 

signaliziranje (166). 

7 
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TGF-~1 

TGF-~4 

TGF-~5 

Inhibin-~A 

lnhibin-~B 

Vgr2 

GDF3 

Vg1 

BMP-2 

BMP-4 

dpp 

BMP-5 

BMP-6 

BMP-7 

BMP-8 

60A 

dorsalin 

BMP-3 

GDF-1 

nodal 

GDF-9 

MIS 

Inhibin-a 

GDNF 

Slika 3. TGF-~ nadobitelji i odnos koštanih morfogenetskih proteina prema ovoj 

nadobitelji. su stavljeni u odnos na osnovi u slijedu aminokiselina 

sa humanim TGF-~1 kao prototipom (26). 
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1.3. Geni za koštane morfogenetske proteine 

Geni za BMPs su smješteni na nekoliko kromosama u ljudi. Gen za BMP-6 je 

smješten na kromosomu 6, a za BMP-7 na kromosomu 20. Položaj gena za pojedini BMPs 

može ukazivati na povezanost sa oboljenjima. Tako npr. kromosom 20 je 

povezan sa Holt-Oram sindromom (HOS) (254), koji je karakterizirao razvoja 

srca i skeleta. Oboljenje se manifestira defektom atrioventrikularnog septuma te lomovima i 

gornjeg ekstremiteta (136). BMPs su prisutni u drugim patološkim stanjima 

myositis ossificans i osteogeni sarkom (223, 255). Prekomjerna ekspresija BMP 

misli se da doprinosi lezijama (223), a prekomjerna ekspresija BMP-6 

koja je pod kontrolom keratin 10 promotora, uzrokuje psorijazu. 

Mutacije gena za BMPs mogu uzrokovati razvojne anomalije (97, 207). Tako, nul-

mutacija za BMP-7 u miševa manifestim se razvojnim anomalijama bubrega, oka, lubanje, 

prsnog koša i stražnjih udova (44, 87, 112). B»p7nul-mutacijski miševi umiru ubrzo nakon 

Bubrezi B»p7 -/- miševa su manji, sa urednom glomerulogenezom, ali 

slabim razvojem nefrona. Proksimalni zavijeni su dobro diferencirani dok su distalni 

deficijentni. U miševa sa B»p7 -/- otkriveni su bubrezi, unilateralna ili 

bilateralna. 

Podaci o gena za BMPs su oskudni. regije nekih gena za BMP obitelj 

su prisutne samo na dva egsona, dok geni za BMP-6 i -7 sadrže 7 egsona (115, 146). 

1.4. Receptori za koštane morfogenetske proteine 

BMPs su multifunkcionalni citokini koji prenose signal preko 

BMP receptora tipa I i II, a koji su u razumijevanju uloge BMPs u 

morfološkim procesima (252). 

BMPs se vežu za BMP receptore tipa I i II (BMPR-I i -II), koji su membranske 

serin/treonin kinaze. Razlikujemo dvije vrste receptora tipa I. To su BMPR-IA koji se još 

naziva aktivin receptoru kinaza ili ALK-3 i tip IB ili ALK-6. Za BMP receptore tipa I 

(BMPR-IA i BMPR-IB) vežu se BMP-2, rhBMP-4, BMP-7 i CDMP-1 (GDF-5). Receptori su 

iz 3 dijela: kratke domene sa 10-12 cisteinskih ostataka, membranske 

domene i domene sa serin/treonin kinaznom regijom (55, 106). Serin/treonin 
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kinaze u BMPR-1 i II pokazajuju u slijedu aminokiselina od 84% (95). BMPR-1 

posjeduje domenu koja sadrži SGSGS motiv (GS domenu) . GS domena igra 

važnu ulogu u prijenosu signala jer razlikuje tip I od tipa II serin/treonin kinaznih receptora. 

BMP receptori tipa II (BMPR-11) fosforiliraju GS-domenu receptora tipa I, a BMP receptor 

tipa I fosforilira Smads molekule koje predstavljaju glasnike (61). 

BMPs se vežu na receptore tipa II u odsutnosti receptora tipa I, ali receptor tipa I 

može vezati ligand samo u prisutnosti receptora tipa II. Ipak, BMPs se slabo vežu na receptore 

tipa I i u odsustvu receptora tipa II, a u prisutnosti posljednjih ubrzava njihovo 

vezivanje na receptore tipa I (252). Za BMP receptore tipa II se vežu ligandi, ali sa mnogo 

manjim afinitetom nego u prisustvu BMP receptora tipa I. 

BMP obitelji imaju afinitet vezivanja na kombinacije receptora 

tipa I i II. Tako, BMP-7 se veže sa mnogo afinitetom na BMPR-IB nego na BMPR-IA 

(213) . Razlike u afinitetu vezanja na tip I ili tip II receptorskih kompleksa mogle bi biti 

posljedica ali strogo funkcionalnih BMPs (129). U prisutnosti 

BMPR-II, BMPR-IB veže s BMP-4 i BMP-7, dok BMPR-IA s manjom 

što ukazuje da bi BMPR-IA mogao tvoriti visoko afinitetne komplekse sa drugim 

receptorima tipa II in vivo (144, 176). Ligandi za BMP receptore tip II su BMP-4 i -7, s tim 

da BMPR-II veže BMP-7 sa afinitetom nego BMP-4. 

1.5. signal u prijenosu poruke preko serin/ treonin kinaza 

receptora 

signalni putovi potaknuti aktivacijom serin/treonin kinaza receptora 

nisu u potpunosti razjašnjeni. Kao prijenosnici predloženi su: gen 

izoliran iz Drosophile mothers against dpp (M_ad molekule), gen otkriven u C. elegans (Srna), 

potom u žabe Xenopus (Xmad) i sisavaca (MADR 1 i DPC 4). Pojam Srna i Mad su spojeni u 

jedinstveni Smad da bi se pojednostavila nomenklatura. Humani Smad protein (DPC4), 

Mad obitelji, kandidat je za supresorske tumorske gene u humanom karcinomu 

(121). 

Smads molekule su Mad molekulama (od engl. mother against decapentaplegic) 

u Drosophile. Oni u nematoda kodiraju tri gena: Srna -2,-3 i -4. Smad obitelj 8 

(Smadl do Smad 8). Posrednici prijenosa signala za BMP obitelj su fosfolirirani Smad 1 i 5 

10 



811,1"- BMPa 

I li li 

NUCLEAII ___ .... ________________ _ 

11,1EM!lll4Nf 

/i~ 
(:::'I BMP ! 

: RESPONSE GENES ___ , 

Slika 4. BMP receptori i prijenos signala (168). 
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zajedno sa Smad 4. Smad 2 i 3 su prijenosnici signala za djelovanje TGF-~ i aktivina, a Smad 6 

i 7 djeluju kao antagonisti te inhibiraju prijenos signala TGF-~/BMP nadobitelji (73, 75). BMP 

receptor tip I fosforilira Smads, a potom fosforilirani Smad 1 kompleks sa 

Smad 4, ulazi u jezblTU i aktiviraja transkripciju ranih gena za BMP obitelj (27). Novootkriveni 

protein SIP (od. engl. Smad interacting protein) djeluje tako da mijenja vez1van1e 

kompleksa Smad1/Smad4 na DNA (167). se da BMPs reguliraju 

progresiju ciklusa i na taj diferencijaciju mezenhimskih stanica. 

1.6. Koštani morfogenetski proteini kao pleotoprini 

BMPs (-2,-3,-4,-5,-6,-7,-8) su u stvaranje hrskavice i kosti in vivo i in vitro 

(25, 113, 146, 147, 172,178,231,232,244,249). Ovi proteini reguliraju svaki korak u 

koštanoj morfogenezi: kemotaksiju, mitozu i diferencijaciju hrskavice u kost. Njihovo 

djelovanje je ovisno o koncentraciji. Tako npr. pri koncentraciji od 100-200 pM 

zamijetljiva je kemotaksija (za monocite u ljudi), a optimalna pri femtomolarnim 

koncentracijama BMPs. Mitoza je prisutna pri koncentraciji od 100 pM, a diferencijacija pri 

nanometarskim koncentracijama. BMPs se vežu za sastojke matriksa (kolagen, 

proteoglikani, fibronektin) koji imaju važnu ulogu u morfogenezi. Vezivanje BMPs na heparin 

sulfat, heparin i kolagen tipa IV u bazalnoj membrani je važno u usmjeravanju koštanog 

razvoja (76, 150). Ovo vezivanje BMPs za heparin je objašnjenje za postojanje 

angiogeneze i prodiranje krvnih žila u hrskavici prije nastanka kosti. (36, 150). In vivo studije 

sa radioaktivno obilježenim BMP-7 (1 251-OP-1) su pokazale da se BMP-7 veže za komponente 

matriksa i to sa afinitetom za kolagen tip IV, a manje za heparin, kolagen 

tip I i VI. Lietman i sur. (105) su pokazali da 7-10 dana nakon kultiviranja BMP-7 sa usadcima 

zglobne hrskavice u svinja, BMP-7 sintezu proteoglikana u hondrocitima za 70-

120%. BMPs aktivnost alkalne fosfataze i sintezu kolagen u neonatalnim 

periostalnim stanicama kalvarije, osteoblastima i stanicama strome koštane srži (231). 

BMP-7 se stvara u bubrezima (147) i se da njegovo stvaranje opada s godinama. 

Potom se BMP-7 u cirkulaciju gdje vjerojatno djeluje kao sistemski regulator. BMP-7 

se najviše stvara u bubrezima tijekom razvoja embrija (74) u kome 

diferencijaciju bubrega (230). Sistemska primjena BMP-7 u modelu akutnog zatajenja bubrega 

u štakora, pokazala je strukture i funkciju bubrega (229). BMP-7 smanjuje tubularnu 

12 



nekrozu i infarkt bubrega, reducira upalu i programiranu smrt stanica (apoptozu) te 

uspostavlja SMS (od engl. smooth muscll cells) vaskularni fenotip. Osim toga, BMP-7 djeluje 

citoprotektivno što da umanjuje promjene uzrokovane upalnim citokinima (smanjuje 

stvaranje ICAM.1 molekula, nakupljanje neutrofila te mijeloperoksidaznu aktivnost u štakora). 

sistemske primjene BMP-7 kod modela 

srca 1 mozga u štakora. U ovim modelima protektivno djelovanje BMP-7 se ostvaruje 

adhezije neutrofila na endotel krvnih žila (103, 153). Sistemska pnmiena 

solubilnog BMP-7 (sOP-1) u životinja dovodi do smanjuja osteoida i 

koštanog volumena, a se vrijednosti serumskog kalcija i površina osteoklasta. Na taj 

BMP-7 oponaša djelovanje vitamina D u životinja kojima nedostaju metaboliti vitamina 

D. Ovi vjerojatno reguliraju homeostazu minerala, diferencijaciju stanica i 

održavanje kosti. 

BMP-7 inhibira proliferaciju i inducira diferencijaciju stanica u stanicama 

osteosarkoma štakora što dovodi do fenotipa in vitro (123). 

BMP-7 sam, ili zajedno sa BMP-2, diferencijaciju stanica, inhibira proliferaciju 

i preživljavanje astrocita (38). 

1.7. Izražaj koštanih morfogenetskih proteina i RNA za koštane 

morfogenetske proteine 

a) u skeletu 

Poznato je da su BMPs osteoinduktivni signali u stvaranje skeleta embrija. 

1n situ hibridizacijom BMP-2, -4 i -6 su otkriveni u mišjem embriju u u kojima se 

stvara skelet (114, 116). BMP-6 je prisutan i kasnije, tijekom razvoja skeleta što ukazuje da je 

ovaj protein važan za krajnja zbivanja u srvaranju kostura. BMP-6 se razlikuje od ostalih 

BMP familije u prisutnosti u hrskavici fetusa. BMP-4 i -6 mRNA su prisutne u 

tkivnim uzorcima prekartilaginoznog mezenhima, hrskavice i kosti (90, 116, 117). Tijekom 

razvoja, BMP-6/Vgr-1 mRNA je locirana u stanicama hrskavice ali ne 

i u perihondriju, periostu ili kosti (114). U ljudi, BMP-7 je lokaliziran u 
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hondrocitima, perihondriju embrija, oko intervertebralnih diskusa, osteoblastima, 

periostu i centrima osifikacije (231). 

b) u izvanskeletnim tkivima 

Osim što su prisutni u skeletu, BMPs su otkriveni u epitelnim i 

mezenhimskim tkivima. Istraživanja su pokazala obilje aktivnosti BMPs u drugim 

organima/tkivima osim kosti. 

Izražaj Vgr-1, koji predstavlja mišji homolog za BMP-6, je zamqecen u ovarijalnim 

oocitama, smanjuje se u jajašcu, a nestaje u 2-4 stadiju (114). U 

srednjem dobu gestacije, BMP-6 je prisutan u koži i središnjem sustavu i to u 

rombencefalonu, u krovu i neuropeitelu uz dno (90). Potom su napravljene istraživanja 

sa poliklonskim antitijelima na proregiju BMP-6/Vgr-1 te je neznatno razlika u izražaju 

proteina u tkivima. Protein je identificiran u mišjem sustavu i epitelima, ali 

ne i u oocitama (236). Osim toga, BMP-2,-4 i -6 se nalaze u ekstremitetu u razvoju, miogenom 

sloju atrioventrikularnih zalistaka srca, folikulima kose i brade, zubnim pupoljcima, nepcu, u 

mozgu i kraniofacijalnim strukturama (90, 114, 117), a BMP-3,-4 i -6 u 

štakora (146). hBMP-6 je otkriven u genskim bankama placente i mozga te u drugim cDNA 

bankama. Schluesener i sur. (194) su izražaj BMP-6 u normalnim i 

krvnim žilama mozga te su pokazali prisustvo BMP-6 u stanicama glatke muskulature 

normalnih krvnih žila kao i u aterosklerotski promijenjenim krvnim žilama i to u stanicama 

glatke muskulature aterosklerotskih plakova smještenih u intimi. 

Helder i sur. (74) su promatrali izražaj BMP-7 u raznim tkivima humanog embrija od 

12-14 tjedna. Tijekom embrionalnog razvoja mRNA za BMP-7 se sintetizira u bubrezima i 

srcu, zatim u mozagu, a nešto manje u U 6 tjednu gestacije BMP-7 je prisutan u 

velikoj u glomerulima te nešto manje u zavijenim i sabirnim Od ostalih 

tkiva humanog i mišjeg embrija, mRNA za BMP-7 se ispoljava u citotrofoblastima humane 

placente (3-12 tj. gestacije) i gastrointestinalonoj mukozi 6-14 tj). U mišjem embriju, 

BMP-7 je izražen 10.5 dana nakon oplodnje u srcu, njušnog plaka i grebenu n. 

ophtalmicusa. U starijih embrija (12.5-18.5 dana p.c.) prisutan je u kraniofacijalnim 

strukturama: koža, folikuli kose, epitel nosne sluznice, zubi, kalvaria, moždane ovojnice, 

horioidni pleksus i žlijezde slinovnice. i sur. (231) su mRNA za BMP-7 otkrili u 
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nadbubrežnoj žlijezdi, u epitelnim stanicama "provizornog korteksa", koji se tijekom 12 tj. 

diferencira u vrpcu, a u bubregu od 8-14 tj. gestacije i to u epitelu 

distalnih i proksimalnih zavijenih Ranja istraživanja su pokazala da je mRNA za 

BMP-7 prisutna u mišjim embrijima od 13. dana postnatalnog života u bubrezima i 

nadbubrežnoj žlijezdi, koji služe kao mjesta sistcmskog stvaranja tijekom razvoja (147) . Osim 

toga, dokazana je prisustvo BMP-7 u bazalnim membrana izvodnih kanala u 

(epitel bronha i pupoljci bronhalnih ogranaka) i koži (ispod epidermisa). Od ostalih 

tkiva, BMP-7 je prisutan u glatkoj, i skeletnoj muskalutari, moždanim ovojnicima i 

stanicama telencefalona. Velike mRNA za BMP-7 su otkrivene i u uterusu 

miševa i štakora (74, 147). Tijekom razina mRNA za BMP-7 u uterusu naglo pada i 

misli se da je posredovana visokim razinama estrogene jer se može zaustaviti davanjem 17~-

estradiola prije 

BMPs djeluju na izražaj drugih rasta koji potom na djelovanje BMPs na 

stvaranje kosti. Tako npr. BMP-7 izražaj IGF receptora tip 2 (94), smanjuje izražaj 

IGFBP-4 (od engl. insulin growth factor binding protein), a izražaj IGFBP-3 i -5 u 

humanim osteoblastima (108) te na taj proliferaciju osteoblasta. Pored toga, u 

kulturi humanih citotrofoblasta BMP-7 smanjuje stvaranje horionskog gonadotropina i 

progesterona za 60% i 36% (126). 

Na stvaranje BMPs djeluju hormoni. Rickard i sur. (171) su pokazali da 

estrogen stvaranje BMP-6 mRNA, a dodavanje estrogena sekreciju BMP-6 

proteina in vitro. U kulturi stanica fetalne kalvarije u štakora, glukokortikoidi selekcijski 

stvaranje BMP-6 (12). Ovaj glukokortikoida u ljudi je u 

primarnoj kulturi humanih stanica strome koštane srži. 

1.8. Izražaj RNA za receptore koštanih morfogenetskih proteina 

U odraslih miševa glavna mjesta izraženosti mRNA za ALK-3 (BMPR-IA) su srce, 

mozak, jetra, skeletni i bubreg. Oskudan izražaj mRNA je u slezeni i 

testisima. mRNA za ALK-6 (BMPR-IB) je prisutna samo u mozgu i (42). 

Tijekom embrionalnog razvoja miša (6.5 - 15.5 dana p.c.) mRNA za ALK-3 je 

prisutana gotovo u svim tkivima tijekom razvoja, ali znakovita je odsutana u jetri. Nasuprot 

tome, izražaj mRNA za ALK-6 je mnogo oskudniji. RNA za ALK-6 je odsutna u 
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ranom postimplantacijskom embriju, a otkrivena je 9.5 dana p.c. i prisutna je do 15.5 dana p.c. 

U srednjem dobu gestacije, mRNA za ALK-6 se nalazi u mezenhimalnoj 

kondenzaciji, premuskularnim masama, krvnim žilama, središnjem sustavu, 

dijelovima oka i uha tijekom razvoja te u epitelu. mRNA za ALK-6 je i u crijevima 

i to samo u epitelu crijeva, a mRNA za ALK-3 u mezenhimu i epitelu crijeva (42). 

RNA za BMPR-II je otkrivena u mnogim embrionalnim tkivima 1 u 

odraslom organizmu. U embriju, mRNA je prisutna u mozgu, bubrezima i a u 

odraslih u srcu, mozgu, posteljici, jetri, skletnim bubregu, 

prostari, testisu, jajniku i tankom crijevu. U slezeni, timusu, debelom crijevu i Ieukocitima je 

mala ili odsustvo mRNA za BMPR-11. 

Ekspresija ovih gena u raznim mekim tkivima ukazuje na široku funkciju BMPs u 

embrio genezi. 
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Tablica 2. Izražaj BMP obitelji i njihovih receptora u tkivima sisavaca 

(42, 173, 176). 

BMP/ 
BMPR 
BMP-6 

BMP-7 

BMPR-IA 
(ALK-3) 

BMPR-1B 
(ALK-6) 

BMPR-11 

Kostur 

hrskavica, 
perihondrij, periost, 
koštani matriks 

sklerotomi, 
perihondrij, periost, 

hondrociti, 
osteoblasti 

prekartilaginozni 
kondenzati, hrskavica, 
kost 

prekartilaginozni 
kondenzati, hrskavica, 
kost 

Ostala tkiva 

Embrij: oocite, moždane ovojnice, srce, 
posteljica, neuralna cijev, koža, jednjak. 
Odrasli: srce, bubreg, m1s1c1, 
nadbubrežna žlijezda, maternice, rodnica. 

Embrij: bubreg, nadbubrežna žlijezda, crijevo, 
bazalne membrane, moždane ovoirnce, 
horioidni pleksus, folikuli brade. 
Odrasli: mozak, bubreg, 
žlijezda, mjehur, 
maternica. 

nad bubrežna 
posteljica, 

Embrij: u svim tkivima osim jetre; srce, uho, 
oko, ganglioni, mozak, moždina, njušni 
mozak, želudac, crijevo, 
metanefros, mezonefros, spolni organi, 
Odrasli: srce, mozak, jetra, skeletni 

bubreg te slezena, testis, folikuli vibrisa, 
dentin, njuška, dijafragma. 

Embrij: uho, oko, mozak, moždina, 
niusrn mozak, m1s1c1, želudac, crijeva, 
metanefros, mezonefros, folikuli vibrisa, 
njuška. 

Embrij: mozak, bubreg, 
Odrasli: srce, mozak, posteljica, jetra, 
skeletni bubreg, prostata, 
testis, ovarij, tanko crijevo. 
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2. Crohnova bolest 

Crohnova bolest i ulcerozni kolitis predstavljaju "upalnu Liolest crijeva" ili kako se..: 

to u literaturi "lnflammatory bowel disease" (IBD). Uzrok im je 

nepoznat. 

Crohnova bolest je upalna bolest crijeva koja može zahvatiti bilo koji dio 

alimentarnog kanala od usne šupljine do anusa. Prvi su je opisali Crohn 1 suradnici (35) i 

nazvali terminalni ileitis. Kasnije je da patološki proces može zahvatiti bilo koji 

segment probavnpg sustava (usnu šupljinu, ezofagus, želudac, dudenum, tanko i debelo 

crijevo, apendiks, anusa - perianalne ulceracije, anorektalne fistule i dr.). 

Terminalni ileum je patološkim procesom (60 do 80% zatim 

kolon (25%), a su usna šupljina i jednjak. Upalom su svi 

slojevi crijevne stijenke kao i mezenterij te regionalne limfne Bolest po pravilu 

jedan segment probavnog sustava ( zdravi dijelovi crijeva se nalaze 

oboljelih) - otuda i naziv regionalni enteritis. 

Bitna patološkoanatomska svojstva Crohnove bolesti jesu transmuralna upala, 

zadebljanje stijenke crijeva, duboke ulceracije koje su longitudinalne, izdignute 

natekline upalnog tkiva koje uz fisure daju sluznici "kaldrmasti izgled", zatim progresivna 

fibroza koja dovodi do stenoze, fistule crijevnih vijuga te 

crijeva i organa u okolici te mezenterijski limfni 

Oboljenje nastaje kao posljedica snažne aktivacije upalnog odgovora 

crijeva. Genetsku osjetljivost, imunološke osobitosti i patološki nalaz daju 

sliku bolesti. 

2.1. Etiologija Crohnove bolesti 

Morbus Crohn je bolest nepoznate etilogije. Pretpostavlja se da je bolest posljedica 

bakterijskog ili crijeva. Na tu primarnu leziju kontinuirano se nastavljaju 

imunološke reakcije. 

Postojarye infektivnog Smatra se da bolest predstvalja reakciju na 

perzistentnu infekciju crijeva. Mnogi mikrobiološki agensi su smatrani bolesti, 

a potom njima su Mycobacterium paratuberculosis, zatim paramyxovirus i 

18 



Listeria monocytogenes (109, 188,235). Premda je infekcija sa M. paratuberculosis 

u bolesnika sa Crohnovom bolesti (181), vjerojatno je o sekundarnoj infekciji ulkusa 

crijevne mukoze (187). Podaci da su paramyxovirus (235) i Listeria ove bolesti 

u potpunosti nisu pouzdane, premda su Wakefield i sur. (235) histološki dokazali 

da virusna infekcija može uzrokovati granulomatozni vaskulitis, koji potom 

dovodi do fokalne ishemije. 

Manjkava ili mukoZfla "barijera" crijeva. mukoza crijeva dozvoljava 

nesmetan ulaz mnogih antigena i proinflamatomih molekula. To su bakterije cnievnog 

lumena i produkti bakterija kao što su n-formil-metionil-leucil-fenilalanin (FMLP), 

peptidoglikan-polisaharidni polimeri i lipopolisaharid (endotoksin) (109, 181, 187, 188, 

235). Pretpostavlja se da je propustljivost mukoze primami defekt u Crohnovoj 

bolesti. permeabilnost mukoze je dokazana u oboljelih koji su pokazivali 

snažan odgovor na nesteroidne antiinflamatome lijekove (131). U miševa za 

koje je svojstvena promijena tvz. bliskih spojevima epitelnih stanica (tight junction), 

što predstavlja narušavanje integriteta mukozne "barijere", eksperimentalno je dokazana 

pojava upale (78). Osim toga, u miševa kod kojih postoji u stvaranju 

rasta kao što su trefoil ili TGF-~ (99, 127) otkrivena je osjetljivost na ozljedu 

kolona, što ukazuje na važnost stvaranja lokalnih rasta i njihovog utjecaja na 

homeostazu i cijeljenje mukoze. 

Abnormalni imuni odgovor na antigene. Bolest može nastati kao 

rezultat abnormalne imunološke reakcije na antigene kao što su 

bakterije lumena crijeva, bakterijski produkti i toksini. regulacije lokalnog 

(mukoznog) i sistemskog imunog sustava dovodi do aktivacije i upale. Pri tome 

se aktiviraju pojedini ili svi proinflamatorni i antiinflamatorni medijatori (tablica 3) (187). 

ravnoteže ovih medijatora upalni proces. Eksperimentalno je pokazana 

da u miševa koji ne stvaraju IL-10 ili TGF-~1 (protuupalni medijatori) nastaje 

upala crijeva (98, 99), a u miševa T-stanice ne posjeduju receptore za ove citokme 

razvija se spontani kolitis (138). Pretpostavka da je Crohnova bolest autoimuna bolest ima 

slabu imunološku podlogu (197). Osim toga, teško je razumjeti kako imunološka reakcija 

na jedan antigen može rezultirati tako snažnim transmuralnim upalnim odgovorom koji je 

prisutan u Crohnovoj bolesti. Za razvoj upale je imunoregulacijska ravnoteža 

medijatora upale, kao što su IL-1 (proinflamatorni medijator) i IL-1 ra. IL-1 ra je 

an ticitokin koji inhibira aktivnost IL-1 na taj što se selektivno veže na IL-1 receptore 
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bez djelovanja. Casini-Raggi i sur. (22) su pokazali da omjer IL-1 ra i IL-1 je 

znatno smanjen u mukozi dobivenoj biopsijom od bolesnika sa Crohovom bolesti u 

usporedbi sa kontrolama (zdrave ili upalne) . tomu, Schreiher i sur. (196) su pokazali 

da u bolesnika sa upalnom bolesti crijeva monociti pokazuju izrazito smanjen inhibicijski 

odgovor na IL-4. 

Tablica 3. Proinflamatomi i anti-inflamatomi medijatori (190) . 

Proinflamatomi citokini 

IL-1, IL-6, TNF-a 

IL-8, gro, MCAF 

IL-2, IL-12, IFN-y (TH1) 

TxA2, LTB4 

Sub P, TSH 

2.1.1. Genetski 

Anti-inflamatorni citokini 

IL-1ra, TNF-vezni proteini 

TGF-~ 

IL-4, IL-1 O, IL-13 (T Hz) 

PGE2, PGI2 

VIP, kortizol 

i epidemiološka istraživanja te na eksperimentalnim modelima 

su ukazala na važnost genetskih u razvoju upale crijeva (47, 191). 

Pretpostavlja se da geni kodiraju produkte koji reguliraju imuni odgovor mukoze ili 

doprinose integritetu "mukozne barijere" 1 na taj prevernraju prodiranje 

proinflamatornih medijatora iz crijevnog lumena. U 10-20% bolesnika sa Crohnovom 

bolesti je obiteljska sklonost sa rizikom u bliskih srodnika (177). Osim 

toga, otkrivena je istovjetnost u mjestu nastanka i tipu bolesti (6, 

32). Preliminarni rezultati bolesti u potomstva ukazuju na prisustvo 

genomskih trinukleotidnih regija koje se ponavljaju (157). Definiranje genetskih u 

upalnoj bolesti crijeva te njihov utjecaj na imunološku reakciju bila je predmet mnogih 

istraživanja. Tako je pokazana da su genetski neke od komponenti imunog 

sustava, a koje su povezane sa upalnom bolesti crijeva kao što su HLA antigeni (humani 

leukocitni antigen) (192, 219) i IL-1ra (124), TNF-a (156), adhezijske molekule (253) te 
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polimorfizam podjedinica komplementa (46) . Hugot i sur. (84) su opisali !okuse na 

kromosomu 16 koji su povezani sa Crohnovom 

2.1.2. Utjecaj okoliša 

osjetljivost se može mijenjati pod utjecajem okoliša. Tako je 

da je oboljenja manja nakon preseljenja stanovništva (191), a 

eksperimentalno je pokazana da se kolitis razviti u genetski osjetljivih glodavaca u 

sterilnim uvjetima (165). Dokazana je povezanost pušenja i Crohnove bolesti, osobe koje 

puše dva do puta oboljevaju. Zadnjih pet decenija kao okoliša 

koji su doveli do porasta oboljevanja od Crohnove bolesti u razvijenim zemljama navode se 

oralni kontraceptivi, rafinirani nedostatak vlakana u ishrani, perinatalne infekcije, 

higijena, antibiotici i nesteroidni lijekovi (96). 

2.2. Patogeneza upalne bolesti crijeva 

Tijek nastanka i razvoja upalnog procesa u upalne bolesti Crijeva shematski je 

prikazan na slici 5. zbivanja su odvojena od trajnih tako da se teoretski može 

terapijski djelovati zasebno u oba stadija. Pretpostvalja se da abnormalna imunološka 

reakcija upalni odgovor tako da jednom pokrenuti upalni proces dovodi do 

tkiva i do simptoma bolesti (187). 

2.2.1. 

Proces može infektivni i neinfektivni U bolesnika sa IBD teško 

ustanoviti crijevni infekt tako da je vjerojatno da bilo koji infektivni agens ili toksin 

može oštetiti mukoznu "barijeru" ili potaknuti upalni odgovor i proces u genetski 

osjetljivih osoba (11, 188). 
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koji Imunoregulacijske 
i+ održavaju upalu .. nepravilnosti .. tkiva i+ simptomi 

Infekcija Bakterije crijevnog Genetska osjetljivost PMN Dijareja 
lumena 

Toksini Bakterijski produkti T limfociti Makrofagi Krvarenje 
NSAIDs Antigeni iz hrane t IL-1/IL-lra Tx, LT, PAF Bolovi 

THl vs. TH2 02,NO ,J,. tjelesne težine 
HLA-DR? Proteaze 
Prezentacija antigena Komplemet 

IFN-y, TNF-a. 

Slika 5. patogenetska zbivanja tijekom upalne bolesti crijeva predstavljena kao niz 

zasebnih (187) 

2.2.2. koji održavaju bolest 

Jednom · upalni proces se može nastaviti na više To se moze 

dogoditi izlaganjem bakterijama koje su naseljene u crijevu, produktima tih bakterija ili 

antigenima iz hrane koji su prisutni u visokim koncentracijama u distalnom ileumu ili 

kolonu (196) kao i izlaganjem vlastitim autoantigenima. Mikobakterijski agensi iz lumena 

ulaze u mukozu tako da slome "mukoznu barijeru" npr. stvaranje ulceracija ili ulaze u 

sistemsku cirkulaciju i aktiviraju upalne stanice crijeva. Ove stanice potom stvaraju citokine, 

metabolite arahidonske kiseline, proteaze, oksid i radikale kisika i na taj 

trajno održavaju upalu (187). Ulazak bakterijskih produkata i toksina u cirkulaciju 

uzrokuje izvancrijevne manifestacija Crohnove bolesti kao što su upale jetre, zglobova, 

kože, i koštane srži (184). U ovoj fazi upalni proces se može zaustaviti reduciranjem 

bakterija u lumenu crijeva i antigena u hrani primjenom antibiotika, mirovanjem crijeva i 

lavažom (186). Važnost luminalnih bakterija u poticanju i održavanju crijevne i sistemske 

upale opisana je u HLA-B27 štakora. Rast ovih životinja u sterilnim uvjetima 

doveo je do izostanka upale kolona, želuca i zglobova, dok u prisustvu 

nepatogene bakterije luminalna crijeva, Bacteroides, razvijaja se progresivni kolitis, gastritis 

i artritis (165). Za Lactobacillus, koji je stanovnik lumena crijeva, pokazana je da 

djeluju zaštitno (120). 
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2.2.3. Imunoregulacijske nepravilnosti 

Eksperimentalni kolitis je kao i upalna bolest crijeva karakterizirana prekomjernom, 

neobuzdanom aktivacijom imunološkog odgovora mukoze (89, 197). Istraživanja su 

pokazala da u upali crijeva dolazi do ravnoteže pro- i anti-

inflamatornih regulacijskih citokina i T limfocita (T4). agresivni 

regulacijski citokini su IL-1, TNFa, IL-12 i IFN-y, dok su najvažnije imunosupresijske 

regulacijske molekule IL-4, IL-10 i TGF-f3 (89, 158, 185, 187, 189). IL-1 i TNF-a stvaraju 

aktivirani makrofagi, a stvaranje mnogih medijatora upalnog procesa kao što su 

citokini, metabolita arahidonske kiseline i proteaze. IL-1, ali ne i TNF-a aktivira T limfocite 

na kojima izražaj IL-2 receptora i stvaranje IL-2. Osim toga, je spomenuto da 

nesrazmjer IL-1 i IL-1 ra je povezan sa pojavom IBD (22, 86). Promjene stvaranja IL-1 ra je 

genetski (155), a otkrivena je u bolesnika sa neaktivnom i aktivnom Crohnovom 

bolesti (22, 86). Delecija gena za imunosupresijske citokine, IL-10 ili TGF-f3 uzrokuje 

razvoj spontanog kolitisa u knockout miševa (98, 99). abnormalnost imunog 

odgovora u humanoj IBD i eksperimentalnom kolitisu je 

aktivnost subpopulacija TH limfocita, T,_11 i TH 2 (slika 6) (89, 158, 185, 189). TH 1 

stanice (stvaraju IL-2 i IFNy) su odgovorne za imuni odgovor posredovan stanicama, dok 

TH2 stanice (stvaraju IL-4, IL-5, IL-10) humoralni imuni odgovor reakciju 

preosjetljivosti. Reakcije su posredovane protutijelima tako da je sinteza 

imunoglobulina (IgG1, IgA, IgE) i aktivacija eozinofila. IFN-y koji stvaraju aktivirani THo i 

TH1 limfociti snažno djeluje na crijevo u eksperimentalnom kolitisu (158, 189). Osim toga, 

tijekom faze eksperimentalnog kolitisa, u izloranim mononuklearnim stanicama 

laminae propirae kolona je spontana i stimulirana sekrecija IFN-y. Blokiranjem 

IFN-y može se prevenirati oboljenje. IFN-y izražaj antigena MHC skupine II na 

makrofagima, B limfocitima kao i endotelnih, mezenhimskih i epitelnih 

stanica te na taj na djelovanje ovih stanica kao stanica. 

Ovi nalazi ukazuju na važnu ulogu T limfocita u kolitisu (158, 189). Pregledom 

mukoze crijeva pokazana je da bolesnici sa Crohnovom bolesti imaju selektivno aktivirane 

TH1 limfocite, koji stvaraju proinflamatorne medijatore IL-2 i IFN-y (17, 142). Zanimljiv, ali 

još uvijek nije u potpunosti dokazan podatak o postojanju limfocitnog profila THt 

i TH2 limfocita kod pojedinih oblika Crohnove bolesti (agresivni i 
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inflamato rnih medijato ra možda je sa IBD (190). 
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oblik). Bolesnici sa upalnom bolesti crijeva pokazuju nepravilnosti u prezentaciji antigena u 

epitelu (132). IBD je povezana sa prisustvom izvjesnih HLA haplotipova klase IT (192, 219) 

što hi se moglo odnositi na nepravilnosti u aktivaciji T limfocita u Crohnovoj 

bolesti. 

2.2.4. tkiva 

Aktivacija makrofaga i T limfocita dovodi do citokina (IL-1, TNF-a i 

IFN-y) koji potom druge upalne stanice (neutofili, monociti, limfociti), usmjeravaju 

ih ka mjestu upale i upalni odgovor (slika 7 A) (89, 189, 225). Djelovanjem ovih 

citokina se izražaj adhezijskih molekula i njihovih liganada na endotelnim i 

imunim stanicama što adheziju neutrofila, monocita 1 limfocita na krvne žile 

koji potom ulaze u cirkulaciju i intersticijski matriks (187). Migracija upalnih stanica ka 

mjestu upale je potaknuta molekulama koje pod utjecajem IL-1 i TNF-a 

stvaraju imune stanice lamine propriae i mezenhimske stanice. molekule su: 

obitelj kemokina (IL-8, gr, monocitni i i dr.), TGF-~, 

leukotrien B4, aktivacije trombocita (P AF- od engl. platelet-activating factor) i 

aktivirani fragment komplementa i FLMP koji stvaraju bakterije lumena crijeva (187, 188). 

Upalni odgovor je i broja potaknuth efektorskih stanica, epitelijalnih i 

mezenhimskih stanica. Tako, aktivirani makrofagi stvaraju IL-1a, IL-1~ i TNF-a koji 

potom aktiviraju niz stanica imunog sustava (185, 225). IL-1 aktivira kaskadu 

koja vodi do sekrecije IL-3, IL-4, IL-2 i IFN-y; ovi citokini aktiviraju histiocite, plazma 

stanice, killer-stanice aktivirane limfokinima, polimorfonuklearne leukocite koji potim 

stvaraju inf1amatorne agense i nove efektorne stanice (89, 185). Ovi citokini pored 

toga što upalu, djeluju i imunosupresijski i na taj mijenjaju upalni odgovor. 

IL-1 i TNF-a stvaranje zaštitinih prostaglandina i kortizola. TGF-~ supnmtra 

proliferaciju limfocita, IL-4 smanjuje djelovanje makrofaga, a IL-4 i IL-1 O inhibiraju 

proliferaciju TH1 limfocita i stvaranje citokina. Osim toga, IL-1, TGF-~ i IL-4 

stvaranje agonista IL-1 receptora koji potom inhibira djelovanje IL-1. 

Citokini su posrednici u održavanju ravnoteže epitelnih stanica crijeva i susjednih 

imunih i mezenhimskih stanica (slika 7B). Kada su stanice aktivirane, stvaraju topive 

produkte koji potom tkiva. Tako, IFN-y propustljivost mukoze 
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Slika 7. citokina koje stvaraju aktivirane imune stanice tijekom upale crijeva. A. 

Imune stanice se aktiviraju i diferenciraju te odlaze i djeluju na mjestu upale. B. Citokini 

koje susjedne upalne i mezenhimske stanice epitelne stanice 1 

izražaj citokina, adhezijskih molekula i glavnih antigena tkivne podudarnosti k.Jase I i II. C. 

Fibroza. Citokini i rasta aktivaciju i proliferaciju mezenhimskih stanica i 

sintezu kolagena (185). ELAM-1, endotelne lukocitne adhezijske molekule; GM-CSF, 

granulocitni/monocitni koji stimulira kolonije; ICAM-1, intercelulama adhezijska molekula; LTC4, 

leukotrien C4; M0, makrofag; PAF, koli aktivira trombocite; PGE2 , prostaglandin E2; PMN, 

polimorfonuklearni leukocit; SC, sekretoma komponenta. 
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jer nanišava bliske spojeve stanicama tvz. tight-junction (119) i intracelularne 

adhezijske molekule te na taj transport neutrofila kroz epitelni sloj stanica 

(31). Pokazalo se da IFN-y umanjuje sekreciju klorida u epitelu i važan je medijator atrofija 

vila i hiperplazije kripta (118). IL-1 djelovanje i sintezu prostaglandina 

(ciklooksigenaza) u subeptelnim mezenhimskim stanicama te na taj neizravno 

sekreciju aniona u epitelnim stanicama. Osim toga, IL-1 sekreciju klorida u 

epitelu koja je potaknuta vodikovim peroksidom, bradikininom i histaminom. Pretpostavlja 

se da je IL-1 citokin koji dijareju, jedan od glavnih simptoma upale crijeva. Citokini 

izražaj mnogih proteina kao što su IL-6, IL-8, kemokini, TGF-J3, glavne antigene 

tkivne podudarnosti klase I i II, manganaza-ovisnu superoksid dizmutazu, sekretorne 

komponente te reaktante akutne faze upale (70). TGF-J3 djeluje na diferencijaciju 

tako što inhibira proliferaciju epitelnih stanica, aktivnost sukroze te migraciju 

epitelnih stanica iz kripte prema vrhu resice. Uz svoju fiziološku ulogu, se da je TGF-13 

medijator u oporavku epitelnih stanica nakon in vitro ozljede. Stoga, smatra se da 

citokini koje stvaraju makrofagi laminae propriae, limfociti i mezenhimske stanice mogu 

temeljito utjecati na fenotip i funkciju epitelnih stanica crijeva. Kao odgovor na bakterijske 

produkte (FLMP, lipopolisaharidi, peptidoglikan-polisaharidi) aktivirani neutofili 1 

makrofagi stvaraju reaktivne metabolite kisika a to su: 1) esencijalni oksidaza sulfidrili, 2) 

degradirani proteini, ugljikohidrati, hijaJuronska kiselina i mucin, 3) neaktivni NADPH i 

NADH, 4) peroksidazni membranski lipidi i 5) pospješuju cijepanje DNA (34). 

krvnih žila može biti uzrokovano izravnim djelovanjem metabolita kisika na 

krvne žile, vazokonstrikcijskim djelovanjem tromboksana A2 i odlaganjem fibrina zbog 

aktivacije procesa zgrušavanja (187). 

Fibroza je komplikacija Crohnove bolesti koja dovodi suzenia crqevnog 

lumena i obstrukcije (187). Pretpostpostavlja se da citokini i rasta koje stvaraju 

imune stanice crijeva uzrokuju aktivaciju mezenhimskih stanica te upalu i 

dovode do fibroze (slika 7C). IL-1 (208), TNF-a (208) i IGF-1 (od engl. insulin growth 

factor) (259) proliferaciju glatkih stanica crijeva i fibroblasta kao i sintezu 

IL-1, IL-6, TNF-a i prostaglandina E 2 u ovim stanicama. IGF-1 i TGF-13 

proliferaciju fibroblasta i sintezu kolagena u fibroblastima i glatkim stanicama 

(205). je istaknuti da pod utjecajem TGF-J3 fibroblasti suženih segmenata crijeva 
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u bolesnka sa Crohnovom bolesti stvaraju više kolagena tipa III nego fibroblasti 

nestimuliranih ili normalnih segmenata crijeva (205). 

2.2.5. simptomi 

manifestacije IBD (dijareja, krvarenje, bol i gubitak tjelesne težine) su 

rezultat procesa uzrokovanih solubilnim, upalnim medijatorima koje stvaraju 

aktivirane imune i mezenhimske stanice. Osim toga, ovi medijatori uzrokuju 

sekrecije klorida u epitelijalnim stanicama i promjenom kontrakcije glatkih crijeva 

(187). 
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2.2.6. Terapija Crohnove bolesti 

Kako je etilogija IBD nepoznata, nije da postoje u odabiru 

uspješne terapije. Osim toga, razumijevanje patogeneze IBD je važna u odabiru terapije kao 

i razvoju novih terapijskih pristupa. Saznanja o tijekom upalnog procesa u TBD 

ciljanu terapiju na neka od neželjenih djelovanja sadašnjih agensa, 

osobitu u bolesti. Jedan od ciljeva terapije je i blokiranje proinflamatomih 

medijatora kao što su IL1, IL12, TNF-a ili IFN-y te konzerviranje ili 

zaštitnih citokina IL-4, IL-10, IL-13 i IL-1ra. Vjerojatno je da su kod 

Crohnove bolesti potrebni terapijski pristupi za tipove Crohnove bolesti, a 

koji se utvrditi genetskom analizom i/ili seroloških markera (156) . 

Procjena uspješnosti terapije IBD je zaprekama kao što su nesuglasice u 

definiranju aktivnosti bolesti i objektivnog mjerenja uspjeha terapije. postoje i u 

postavljanju dijagnoze bolesti sa lokalizacijom. U terapiju 

Crohnove bolesti su kortikosteroidi, aminosalicilati, imunomodlulacijski agensi 

(azatioprin, 6-merkaptopurin 6-MP, metotreksat, ciklosporin i dr.), antibiotici i novi agensi. 

Iako su kortikosteroidi i aminosalicilati te nedavno pridruženi azatioprin, 6-MP i 

metotreksat provjereni lijekovi sa pozitivnim na bolest, niti jedan tretman nije 

idealan i ne daje podjednake rezultate. Zbog toga je potrebno provesti što više istraživanja 

da bi se što podrobnije upoznala uloga novih agensa u IBD. 

U istraživanjima, jedan od izazova biti relativnih prioriteta 

usmjerenih na nove agense kao terapiju IBD. Cilj bi po tome bili mnogi 

citokini, neuropeptidi, adhezijske molekule, reaktivni metaboliti kisika, lipoksigenaza i drugi 

antagonisti arahidonske kiseline. Ovakva istraživanja osiguravaju potpuni novi uvid u 

IBD u usporedbi sa koje su postojale prije nekoliko godina kada su 

istraživanja novih terapijskih agensa bila samo na promjenu nekih 

antiinflamacijskih agensa. 

U prilogu 1 i 2 su navedeni lijekovi i terapijski agensi koji se proteklih godina rabili 

u istraživanjima Crohnove bolesti u ljudi i životinja. 
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3. Eksperin1entalni modeli kolitisa 

opsežnim istraživanjima imunoloških, biokemijskih, mikrobioloških i 

epidemioloških aspekata "upalne holesti crij eva" , odnosno Crohnove holesti i ulceroznog 

kolitisa, etiologija i patogeneza ovih oboljenja nije u potpunosti poznata. Pretpostavlja se da 

pojava ove bolesti je posljedica imunog sustava, genetske osjetljivosti te 

utjecaja okoliša, osobito bakterijske flore crijevnog lumena. Mnogostruki koji 

doprinose pojavi bolesti su umjetno podijeljeni u šest skupina i kao: genetska 

osjetljivost, okoliša, imunost, imunost, imunost i 

cijeljenje ozljede (tablica 4). Genetska osjetljivost, okoliša i imunost 

predstavljaju rana zbivanja tijekom ove bolesti a imunost, upala i 

cijeljenje ozljede predstavljaju završne odnosno razvitak upale i pojava oporavka. 

Pokusni modeli kolitisa ranih IBD, analizu 

komponenti te imunoloških procesa i gena koji 

Pretpostavka je da nema dobrog ili lošeg modela IBD ali 

modeli tijekom IBD. Cilj istraživanja IBD je prikladan odabir 

eksperimentalnog modela na osnovi segmenta bolesti koji želimo istražiti (tablica 5). 

Što bi bio idealan pokusni model kolitisa? To bi bio životinjski model u kojem se 

bolest spontano ili potaknuta bolest koja je sa humanim modelom. Osim 

toga, idealan model trebao bi biti za što podrazumijeva laku 

eksperimentalnu manipulaciju i relativno jeftin model. 

Postojanje novih model na istraživanje IBD, direktno ili indirektno, 

te je napravljen napredak u pristupu u istraživanjima kod bolesnika sa 

IBD i razvoju novih terapijskih pristupa. Upoznavanje animalnih modela i kompleksa 

upalnih medijatora služi kao putokaz za razvoj novih fundamentalnih terapijskih strategija 

(206). 
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Tablica 4. koji doprinose pojavi IBD (47). 

Geni Okoliš Cijeljenje 
imunost imunost imunost ozljede 

MHC Bakterijska flora E fektorske T Makrofagi Citokini Citokini 
stm1:ce 

Geni povezani sa Infekcija Regulacijske T Ncutrofili Eikosanoidi Oporavak 
Stres stanice NK stanice Fagociti matriksa 

Epitelijalni geni Toksini/lijekovi Histiociti Mezenhimske Fibroza 
citokini stanice Cijeljenje i 
B stanice oporavak 

epitela 
Pušenje Imuno globulini Komplement 
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Tablica 5. Poznati modeli kolitisa koji se rabe u koji doprinose pojavi IBD (47). 

Modeli kolitisa 

Octena kiselina 

Imuni kompleks/formalin 

TNBS/etanol klizma 

Indomctacin 

Poligeenan (Carageenan) 

DSS 

PG-PS 

Limfogranuloma venerum 

Ciklosporin A kolitis 

HLA-B27 /~2m štakori 

"Cotton-top ta.marin 11 

C3H/HeJBir miševi 

lnterleukin 2 knockout miševi 

lnterleukin 10 knockout miševi 

receptor knockout miševi 

Gai2 knockout 
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II CILJ RADA 

Poznato je da su BMP ohitelji prisutni na mjestima mezenhimsko-epitelijalnog 

tijekom razvoja i da migraciju, rast i diferencijaciju stanica. Nalaz 

izraženosti mRNA za BMP-7 u gastrointestinalnoj mukozi humanog (6 i 14 tjedan) i mišjeg 

embrija te receptora za BMP-7 ukazuje na ulogu BMP obitelji u regulaciji 

morfogeneze i/ili funkcije tankog crijeva tijekom razvoja. Osim toga, glavno mjesto sinteze 

BMP-7 je u bubregu, odkud se BMP-7 u cirkulaciju te djeluje kao sistemski regulator. 

In vitro studije su pokazale da BMP-7 sintezu matriksa koji ne sadrži 

kolagen tipa I što bi moglo imati u neožiljkastom cijeljenju mukoze. 

Stoga, ciljevi našeg istraživanja su 

1) pokusnog modela kolitisa uzrokovanog TNBS/etanolom. Opis 

makroskopskih i mikroskopskih promjena 2, S, 10, 14 i 30-tog dana nakon izazivanja kolitisa 

te istovremenog prisustva akutnih i promjena tijekom upale crijeva. 

2) pilot pokus i terapijske pnmiene BMP-7. Na osnovi 

makroskopskog pregleda crijeva i makroskopskog indexa procijeniti uspješnost 

sistemske primjene BMP-7. 

3) Ispitati djelovanje BMP-7 u pokusnom modelu TNBS/ etanol ko li tisa. 

4) Ispitati terapijska djelovanje BMP-7 i definirati dozu. 

S) Ispitati i terapijska djelovanje proteina BMP-6, koji pripada istoj 

skupini morfogenih proteina, te usporediti njegovo djelovanje sa BMP-7. 

Djelovanje BMP-6 i -7 smo procijenili na osnovi makroskopskog i 

mikroskopskog tkiva, morfometrijskom i imunohistokemijskom analizom. Na taj 

željeli smo definirati i terapijski morfogenih proteina u zaštiti i 

regeneraciji crijeva te mehanizama njihovog djelovanja u navedenim procesima. 

Rezulati ovog istraživanja pridonijeti otkrivanju složenih mehanizama zaštite i regeneracije 

crijeva tijekom upalne bolesti crijeva. 
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Ili MATERIJAL I METODE RADA 

1. Materijal 

1.1. Životinje 

U istraživanju su korišteni štakori Wistar soja muškog spola tjelesne težine 220-300 

grama. Životinje su hranjene standardnom laboratorijskom hranom i vodom ad libidum, osim 

24h prije izazivanja kolitisa i žrtvovanja, kada je hrana bila 

1.2. Proteinski preparati 

Proteinski preparati, BMP-6 i BMP-7 su dobiveni Creative BioMolecules, 

Hopkinton, USA. BMP-6 je dobiven u liofiliziranom obliku (1 mg), a BMP-7 kao otopina u 20 

mM acetatnom puferu, pH 4,5 u koncentraciji od 0,5 mg/ mi. Preparati su na 

temperaturi od -70°C. Neposredno prije primjene, otopine su sa acetatnim 

puferom da bi se postigla koncentracija od 30 µg/kg, 100 µg/kg, 250 µg/kg i 300 µg/kg. 

Preparati su primijenjeni sistemski, kao i.v. injekcija u repnu venu životinje. 

2. Metode rada 

2.1. Pokusni model izazivanja Crohnove bolesti 

Ulogu BMP-6 i -7 u postnatalnoj funkciji crijeva smo primjenom utemeljenog 

životinjskog modela upalne bolesto crijeva u štakora (138). Ovaj model se ubraja u skupinu T -

modela gdje se senzibilizacijom haptena djeluje na imuni sustav životinje, 

odnosno se imuni odgovor posredovan stanicama. Glavna svostva ovog modela su 

prikazana u tablici 6. 

Eksperimentalni kolitis je potaknut, pod eterskom anastezijom, primjenom klizme koja 

sadrži etanol (uzrokuje akutno mukoze kolona - "barrier breaker") i kontaktni, 

alergen - kiselinu (TNBS). Klizma sadržava 30 mg 

kiseline (Sigma) i 0,25 mi 30% etanola. TNBS je hapten koji se 

veže za tvari velike molekulske težine (npr. tkivni proteini) i izaziva imunološki odgovor. On 

se kovalentna veže na E-amino grupu lizina i na taj mijenja proteine na površini stanica. 
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Tablica 6. Osobitosti TNBS/etanol kolitisa (47). 

SVOJSTVA 
životinje 

Mjesto bolesti 

Vremeski tijek bolesti 
Vrhunac pojave bolesti 
Trajanje 

Spontani relaps 

Patološke promjene 

Granulomi 
Distribucija 
Dubina upale 

Patogenski mehanizmi 

Utjecaj bakterija ili njihovih produkata 

Imunološle nepravilnosti 

Nepravilnosti citokina/upalnih medijatora 

Reproducibilnost modela (%) 

Štakori, miševi, 

Distalni kolon (klizma) 
Ileum Qaparotomija) 

2-3 dana (štakori) 2-3 tjedna (miševi) 
8 tjedana nepoznato 

Nije poznat 

Prisutna je akutna i faza 
Povremeno prisutni 
Kontinuirane, fokalne ulceracije 
Transmuralna 

? Reakcija hipersenzibilnosti tipa 
na hapten-promijenjeno tkivo ili izravno, 

Nije potrebno za indukciju koliti sa 

Štakori: nisu opisane 
Miševi: IgA i IgG, plazma stanica 
i CD4+ limfocita u lamini prop1n1 1 
kaudalnim limfnim 

PGE2, LTB4, IL-1, IL-6, IL-
3/GM-CSF 

Štakori: 90-100 
C3H/HeJ miševi > 80 
Balb/c miševi 60-65 

Osim toga, TNBS se može metabolizirati (enzimatski ili neenzimatski) te nastaju 0 2· i H 20 2 

kao posljedica askorbata i TNBS (65), što ukazuje da kolitis potaknut TNBS je 

posredovan reaktivnim metabolitima kisika koji se stvaraju 

oksidativnim metabolizmom TNBS. Primjena TNBS/ etanola rezultira razvojem teške, 

transmuralne, granulomatozne upale distalnog kolona. Histopatološki se odijeljena 
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žarišta akutne nekroze i upale (tvz. lezija koja "preskakuje"), nakon koje slijedi upala 

sa mononuklearnim infiltratom. Ulceracije perzistiraju najmanje 8 tjedana. 

je transmuralna nekroza, akutni upalni odgovor i površne erozije. 1. 

dan po izazivanju kolitisa se opsežno mukoze sa pojavom edema, 

hemoragije, eksfolijacijom epitela i infiltracije polimorfonuklearnim leukocitima. Tijekom 1. i 

2. tjedana upala mukozu i submukozu, a je i tunica muscularis externa. 

Prisutna je opsežna infiltracija polimorfonuklearnim leukocitima, makrofagima, eozinofilima, 

fibroblastima, histiocitima vezivnog tkiva i limfocitima. Žlijezde u mukozi uz ulkus pokazuju 

kripta. Granulomi, koji se nalaze u submukozi i serozi, se 

javljaju od 1. do 3. tjedna nakon izazivanja kolitisa. Gigantske stanice tipa stranog tijela su 

prisutne na površni mase upalnih stanicai to na luminalnoj površini. 3. tjedna nakon 

TNBS/ etanol kolitisa histologija kolona pokazuje akutnog upalnog odgovora i 

nešto upalnog infiltrata u mukozi i submuzi. upala se 

karakterizira transmuralnom infiltracijom sa fokalnom nekrozom, infiltracija neutrofilima, 

opsežnom fibrozom i zadebljanjem stijenke. 3. do 5. tjedna dolazi do progresivnog 

upalne aktivnosti u tunici muscularis, a je i seroza. U pojedinim tunica 

muskularis je obliterirana sa masom upalnih stanica. 3 tjedna nakon TNBS/ etanol ko li tisa 

polimorfonuklearni leukociti su primarno smješteni u površnim regijama ulkusa. Histioc1ti 

vezivnog tkiva prevladavaju tijekom 3. i 4. tjedna faza upale) i smješteni su u serozi i 

submukozi okruženi masom upalnih stanica. Histiociti vezivnog tkiva i makrofagi koji sadrže 

hematin su smješteni na periferiji granulama. Lezije su fokalnog karaktera i sadrže 

sa velikom granulocita. U upalnom infiltratu se 

nalaze limfocite, plazma stanice, eozinofile, pjenušave makrofage oko apscesa i u nekim 

male granulomi u serozi. upalni odgovor je obilježen sa vaskularnom 

proliferacijom i tkivnom disorganizacijom u muskularis mukoze. 3. tjedna nakon 

primjena TNBS/ etanol glavne patološke promjene su pojava segmenata 

dilatiranog i suženog kolona sa zadebljanjem lamine muskularis mukoze. U ovim segmentima 

kolona nalazimo upale, a sužena pokazuju hipertrofiju glatkih 

u lamine muskularis mukose. Bojanje laminae muskularis mukose na kolagen je 

pokazalo osustvo kolagena pa se pretpostavlja da je hipertrofija posljedica hiperplazija glatkih 

stanica (1). 

Upala tijekom TNBS/ etanol kolitisa se odlikuje visokom aktivnosti mijeloperoksidaze 

i smanjenjem razine glutationa (138, 151). Smatra se da upalni medijatori kao što su 
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pGE
2
, TXB2, prostaciklin, LTB4, LTC4, PAF i IL su u nastanak i razvoj TNBS 

kolitisa, kao i u humanoj IBD (197). Od metabolita arahidonske kiseline prevladaju LTB4 i 

monohidroksilne masne kiseline 5-HETE, 12-HETE i 15-HETE. LTB4 vjerojatno stvaraju 

neutrofili (237, 239). Prema Wallacu i suradnicima (237) sinteza LTB4 je unutar 

4 sata nakon primjene 1NBS i dostiže vrhunac 24-72 sata. Ovo je u skladu sa 

aktivnosti mijeloperoksidaze. In vivo eikosanoida u lumen pokazalo 

je PGE2, 6-ketoPGF1-alfa, TXB2 i LTB4 3. dana poslije primjene TNBS 

(228). Potrebno je istaknuti da se TXB2 tijekom faze upale (do 

21. dana) dok razine drugih eikosanoida se smanjuju. Ovi nalazi ukazuju da eikosanoidi 

(prostaglandini, leukotrieni, tromboksan) imaju važnu ulogu u patogenezi 1NBS kolitisa. P AF 

od engl. platelet-activating factor ima važnu ulogu tijekom kolitisa. Wallace i sur. (243) 

su otkrili da stvaranje PAF-acetera u kolonu 16 puta u odnosnu na kontrolnu. 

Ovakvo stvaranje PAF-acetera nije tijekom maksimalne infiltracije neutrofila 

(1-4 dan nakon TNBS), ali je nakon 1-3 tjedna. PAF-aceter, najvjerojatnije, ima važnu 

ulogu u akutnom upalnom odgovoru ali isto tako je odgovoran za održavanje upale. Osim 

toga, tretman sa PAF-aceter agonistom 4-7 dana nakon primjene TNBS dovodi 

do ubrzanog cijeljenja. upalnim medijatorima u 1NBS- kolitisu smatra se da je 

IL-1 možda pokazatelj upale mukoze jer nivo ovog citokina je u skladu sa 

mijeloperoksidaznom aktivnosti (161). Tijekom faze TNBS kolitisa razina 

mukoznog histamina se u skladu sa makroskopskog indexa 

(4). 

Model 1NBS/ etanol ko li tisa ima nekoliko prednosti: 

1) Upala je potaknuta jednokratnom intraluminalnom promjenomTNBS, a 

se može reproducirati. 

2) Eksperimentalne životinje su štakori koji su relativno jeftini. 

3) Upala se odlikuje zadebljanjem stijenke crijeva koja je povezana sa 

infiltracijom i ulkusima koji perzistiraju najmanje 8 tjedana. Ovakvo dugo trajanje upale 

kvalitetniju procjenu uspješnosti pojedinih lijekova i agensa. 

4) Ovaj model je histološki relevantan i pokazuje neka svostva humane IBD, osobito 

Crohnove bolesti. To su transmuralna upala sa granulomima i gigantskim stanicama 

Langhansovog tipa, upala i ulkusi koji preskakuju i pojava "kaldrmi" promjena na 

mukozi. Morfologija ulkusa, infiltracija histiocitima i limfocitima te iskrivljenost kripti su 

osobitosti Crohnove bolesti koje su u ovom modelu. 
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TNBS/ etanol modela sa Crohnovom bolesti u ljudi (histopatološka, 

ekspresije citokina i upalnih medijatora) etiopatogeneze 

upale crijeva kao i evaluaciju potencijalnih terapeutskih agensa. 

2.2. Plan rada 

Istraživanje smo podijelili u skupine pokusa kojima smo željeli odrediti 

BMP-7 i --6 na eksperimentalni kolitis. 

Indukctja TNBS/ etanol koiitzsa. Kolitis je izazvan u životinja pnm1enom 30 mg 

kiseline (TNBS) u obliku klizme. 30 mg TNBS je otopljeno u 0,25 mi 

30% etanola te katetera duljine 8 cm uvedeno u kolon (slika 8). Ovaj postupak je 

proveden pod anestezijom. U skupini životinja koju smo kao zdrava kontrola, 

katetera smo u kolon uveli 0,5 mi 0,9% fiziloške otopine. Potom smo životinje 

podijelili u nekoliko skupina u ovisnosti od primjene morfogenih proteina (tablica 7). 

Da bi se opisale promijene na crijevima koje se zbivaju tijekom nastanka, razvo1a 1 

cijeljenja ko li tisa, životinje su žrtvovane u vremenskim intervalima i to 2, 5, 1 O, 14 i 

30-tog dan nakon primjene 1NBS/ etanola. Na taj smo mogli pratiti makro skopske i 

mikroskopske promijene tijekom eksperimentalnog kolitisa štakora. 

Pilot pokus: preventivnog i terapijskog c!Jeiovanja BMP-7. Da bi se odredilo 

preventivno djelovanje BMP-7, u 10 životinja je 1,5 sat prije izazivanja kolitisa aplicirano 250 

µg/kg BMP-7 u obliku i.v. injekcje. Ponovne injekcije su slijedile 1, 2, 3, 5, 7, i 10-ti dan. Za 

procjenu terapijskog BMP-7, 24h nakon izazivanja ko I i tisa u 1 O životinja je ubrizgana 

injekcija BMP-7 u dozi od 250 µg/kg. Terapiju sa istom dozom smo nastavili 2, 3, 5, 7 i 10-tog 

dana. Životinje su žrtvovane 14. dan. 

Terapfjska primjena BMP-6 i BMP-7 i doze. U terapijskom modelu 

željeli smo ispitati djelovanje morfogenih proteina, BMP-7 i --6 nakon izazivanja kolitisa. Dan 

kada smo izazvali kolitis obilježili smo kao O. dan. Životinje su potom primile 6 injekcija BMP-

6 i -7 od dana 1. injekcije su bile 2, 3, 5, 7 i 1 O dana. Primijenili smo 3 doze 

BMP-7 (30, 100 i 250 µg/kg) i BMP-6 (30, 100 i 300 µg/kg). BMP-6 i -7 su ubrizgani u obliku 

i. v. injekcija u repnu venu u trajanju od 15 sekundi. Životinje su žrtvovanje 14. dan. 
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kateter 
duljine 8 cm 

TNBS/etanol 

Slika 8. Shematski prikaz izazivanja eksperimentalnog kolitisa. Kateter duljine 8 cm je kroz 

rektum uveden u kolon i ubrizgana je otopina 30 mg TNBS u 250µ1 30% etanola. 
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primjena BMP-6 i BMP-7. Da bi se odredilo preventivno djelovanje BMP-7 

i -6 u ublažavanju posljedica ko li tisa, doze BMP-7 (250 µg/kg) i BMP-6 (100 

µg/kg) su ubrizgane u repnu venu štakora 1,5h prije izazivanja kolitisa, a potom se 

nastavilo 1, 2, 3, 5, 7 i 1 O-ti dan. Životinje su žrtvovanje 14. dan. 

Volumen u kojem su BMP-7 i -6 otopljeni i ubrizgani i.v. je bio stalan (250 µl), a 

koncentracija BMP-7 i -6 se mijenjala. Kontrolnim životinjama ubrizgali smo 250 µl otapala 

(acetatni pufer pH=4,5). 

Shematski prikaz rasporeda injiciranja BMP-6 i BMP-7 u terapijskom modelu: 

1J O day 

TNBS-kolitis 

i24h i48h 

( 30 mg TNBS u 250 µJ 30% etanolu) 

i72h is-dan i7- dan 

Shematski prikaz rasporeda i.v. injekcija BMP-6 i BMP-7u modelu: 

i1.5 h i24h i48 h i72h is. dan i7- dan $0 dan 

TNBS-co li ti s 
( 30 mg TNBS u 250 µJ 30% etanolu) 

1J 14. dan 

EX 

1J 14. dan 

EX 
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Tablica 7. Skupine pokusnih životinja. 

Skupina Naziv skupine TNBSLetanol BMP-6 BMP-7 Broj 
doza doza životinja 

1 Zdrava-kontrola vehikl I I 10 
2 Kontrola TNBS/etanol vehikl I 10 
3 Tretman BMP-6 TNBS/etanol 30 µg/kg I 10 
4 Tretman BMP-6 TNBS/ etanol 100 µg/kg I 10 
5 Tretman BMP-6 TNBS/etanol 300 µg/kg I 10 
6 Tretman BMP-7 TNBS/etanol I 30 µg/kg 10 
7 Tretman BMP-7 TNBS/etanol I 100 µg/kg 10 
8 Tretman BMP-7 TNBS/etanol I 250 µg/kg 10 
9 Pretretman BMP-6 TNBS/etanol 100 µg/kg I 10 

10 Pretretman BMP-7 TNBS/etanol I 100 µg/kg 10 

2.3. Uzimanje materijala i priprema tkiva za daljnju obradu 

Za izolaciju kolona koristili smo pristup preko trbušne stijenke 0aparotomija) . Nakon 

orijentacijskog pregleda struktura unutar trbušne stijenke (postojanje adhezija), 

mikrokirurškom pincetom smo otklonili tkivo koje izravan pristup kolonu. 

Izolirali smo distalni dio kolona ( ~8 cm), potom ga otvorili uzdužnom incizijom, isprali 

fiziološkom otopinom i fotografirali. Od svakog kolona uzeli smo 3 uzorka na promijenjenim 

dijelovima kolona, a ukoliko nisu promijene uzeli su se uzorci ~ 1, 3 i 7 cm 

proksimalno od anusa. Tkivo se fiksiralo u 4% paraformaldehidu i uklopilo u parafinske 

blokove. Napravljeni su serijski rezovi debljine 7 µ. Tkivni rezovi su bojani hemalaun eozinom 

i pregledani uporabom mikroskopa. 
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2.4. Makroskopski indeks 

mukoze odredili smo na osnovi makroskopskog indeksa 

prema kriterijima navedenim u tablici 8 (241) od dva neovisna 

Tablica 8. Kriteriji za makroskopsogi indeksa 

Kriteriji Bodovi 

Ulceracije 

Normalno crijevo. O 
Hiperemija, bez ulkusa. 1 
Ulkus bez hiperemije ili zadebljanja crijevne stijenke. 2 
Ulkus sa upalom na jednom mjestu. 3 
Ulkus/upala na dva ili više mjesta. 4 

kolona> 1 cm. 5 
kolona > 2 cm. Za svaki 1 cm pridodat 

je 1 bod. 6-10 

Dijareja 

Nije prisutna. 
Prisutna. 

Adhezije 
Osustvo adhezija. 
Male adhezije (kolan se lako može odvojiti od susjednog tkiva) 
Velike adhezije. 

"Upala"se definira kao hiperemija i zadebljanje crijevne stijenke. 

2.5. Mikroskopski indeks 

plus 

o 
1 

o 
1 
2 

Mikroskopski indeks na parafinskim rezovima (3 ili više rezova po svakom 

kolonu) odredili smo prema prethodno kriterijima navedenim u tablici 9 (211 ). 

Histološka procjena napravljena je svjetlosnog mikroskopa na šifriranim 

staklima. 
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Tablica 9. Kriteriji za mikroskopskog indeksa 

Kriteriji Bodovi 

Nema promjena. O 
na epitel. 1 

Žarišna ulceracija mukoze 2 
Žarišna, transmuralna upala i ulceracije. 3 
Opsežne transmuralne ulceracije i upala sa 
normalnom mukozom. 4 
Opsežna transmuralna ulceracija i upala koja 
sve sloveje crijeva. 5 

2.6. Histomorfometrija i imunohistokemija 

Na rezovima obojanim hemalaun eozmom smo 

histomorfometrijske parametre crijeva: ukupnu debljinu i debljinu pojedinih slojeva stijenke 

kolona (tunica mucosa, lamina submucosa i tunica muscularis) (slika 9). Sva mjerenja su 

izvršena sa na objektivu 4x. Debljina kolona je mjerenjem udaljenosti 

serozne od mukozne površine kolona. Mjerenja su napravljena na udaljenosti od 1 mm na 

cijeloj duljini svakog reza (najmanje 2 reza po životinji) i na gdje su 

žlijezde prisutne cijelom duljinom reza. Analizu smo proveli kompjuterskog 

programa za kvantitativnu obradu mikroslike (Sform, VAMS Zagreb) adaptiranog na Olympus 

BXS0 mikroskop. 

Za imunohistokemijsko tkivnih antigena upotrijebili smo standardni 

postupak imunodetekcije imunoperoksidaze tehniku (Zymed, San Francisko, CA). Nakon 

blokiranja veznih mjesta, rezovi debljine 7 µm su inkubirani sa monoklonskim 

antitijelima. Na rezove smo nakapali sekundarno antitijelo, a potom je dodana 

streptavidin-peroksidaza. Prisustvo peroksidaze je otkriveno kromogena (AEC) a 

kontrasno bojenje je bilo sa hematoksilinom. 

Za detekciju morfogenih proteina koristili smo monoklonska i poliklonska 

protutijela: antiBMP-7 antitijelo (3330, 718, ser 17, B12), antiBMP-3 i anti-BMP-4 antitijelo. 

Imunohistokemijski smo ispitali broj stanica obilježenih monoklonskim protutijelom 

za PCNA (od engl. Proliferatinf Cell Nuclear Antigen) u kriptama mukoze kolona te u 

submukozi. Svaku kriptu kolona smo podijelili u 3 dijela: površni, srednji ili intermedijarni i 

bazalni (slika 10). U površnom segmentu kripte se nalaze epitelne stanice koje pokrivaju lumen 

kripte i susjednu laminu propriu mucosae. Srednji (intermedijarni) segment predstavlja dio 
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Slika 9. Shematski prikaz mjerenih histomorfometrijskih parametra stijenke crijeva. 
1. Debljina stijenke kalana (od tunicae mucosae do tunicae serose) 
2. Debljina tunicae mucosae 
3. Debljina laminae submucosae 
4. Debljina tunicae muscularis 
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Slika 10. Tunica mucosa kolona sa kriptama na kojima opisujemo tri segmenta (pov. 100x). 
SS- površni dio kripte; IS- intermedijarni ili srednji dio kripte; BS- bazalni dio kripte crijeva. 
Kripte su okružene sa laminom propriom mucosae (LPM), a ispod laminae propriae je lamina 
muscularis mucosae (LMM). 
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kripte površnog i bazalnog segmenta, a bazalni segment se opisuje kao najniži dio 

lumena kripte, odnosno dio kripte koji je najbliži lamini muscularis mucosa. Izbra jali smo 

najmanje 3000 stanica po rezu crijeva obojanih sa PCNA u srednjem i bazalnom segmentu 

kripte te u submukozi. Broj pozitivnih stanica u mukozi smo izrazili kao postotak od ukupno 

izbrojanih stanica u srednjem i bazalnom dijelu kripte, a u submukozi kao ukupan broj 

pozitivnih stanica. Protutijelo za PCNA obilježava nuklearni antigen i pokazatelj 

je umnažanja. 

Jedna od komplikacija Crohnove bolesti je suženje kolona i pretpostavlja se je 

posljedica izražaja intestinalnih kolagena tipa I i III. Uz monoklonskih 

protutijela na kolagen tip I i III (Birmingham, USA) smo odredili njihov prostorni izražaj 1 

omjer. 

Protutijela za obilježavanje vimentina i a-aktin glatkih stanica, SMA (engl. 

Smooth Muscle a-Actin) (DAK.O) koristili smo za prostorne izraženosti i da li 

dolazi do promjene u ispoljavanju ovih proteina nakon i terapijskog davanja 

BMP-7 i-6. 

2. 7. Nakupljanje i aktivnost neutrofila 

Nakupljanje neutrofila odredili smo korištenjem boje koja sadrži nafto! AS-D 

kloroacetat (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) za prikaz estera na histološkim preparatima. 

Neutrofile smo izbrajali u tunici mucosi i lamini submucosi kompjuterskog programa 

za kvantitativnu obradu mikroslike (Sform, V AMS, Zagreb) adaptiranog na Olympus BXSO 

mikroskop. Rezultati su izraženi kao broj neutrofila po mm2
• 

2.8. analiza 

Podaci su prikazani kao medijan te srednja vrijednost ± standardna pogreška srednje 

vrijednosti. Parametrijsk.i podaci su analizirani sa Studentov t-testom, a neparametrijsk.i sa 

Wilcoxon Mann-Whitney U-testom i F-testom Qednosmjema ANOVA, analiza varijance). Pri 

tom je razlika na razini vjerojatnosti od p< 0,05. 
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IV REZULTATI 

1. Opis modela TNBS/ etanol kolitisa 

Životinjama je intrarektalno uveden kateter kroz koji je aplicirano 30 mg TNBS u 30% 

etanolu. Životinje su žrtvovane 2, 5, 10, 14 i 30 dan nakon izazivanja kolitisa. Dijareja je 

u svih životinja. Gubitak tjelesne težine zabilježen je u životinja koje su žrtvovane 

2. dan (27 ± 3,96 g; p< 0,01) , 5. dan (24 ± 4,52 g; p < 0,01), 10. dan (32 ± 9,87 g) i 14. dan (22 

± 5,53 g; p < 0,01), a životinje koje su žrtvovane 30. dan su dobile na tjelesnoj težini (15 g ± 

5,43; p < 0,05). Pregledom peritonealne šupljine su adhezije u skupini koja je 

žrtvovana 10. i 14. dana. 

Drugoga dana nakon pnmiene TNBS/ etanola makroskopski Je opsezno 

kolona. Na crijevima se tamna, koja su okružena sa 

upalnog tkiva. Stijenka kolona je zadebljana, a vidljive su 

longitudinalne, izdignute otekline upalnog tkiva koje sluznici daju "kaldrmasti" izgled (s lika 

11A.). Oboljeli segment crijeva je oštro od susjednog normalnog tkiva. Histološkim 

pregledom se opsežno sluznice koje se karakterizira hemoragijom, edemom, 

eksfolijacijom epitela i infiltracijom polimorfonuklearnim leukocitima (slika 12A). Lamina 

muscularis mucosae je 

Petoga dana su vidljiva zasebna, jasno ulceracije i upale odvojena 

sa normalnim mukoze (slika 11B). Prisutna je transmuralna upala, površne 

ulceracije te akutni upalni infiltrat. Nema zadebljanja lamine muscularis mucosae (slika 12B). 

Desetoga dana ulceracije su fokalnog karaktera, a okolna sluznica je normalna (slika 

11C) . Histološki su opsežni ulkusi sa nekrozom mukoze i submukoze (slika 12C) . 

se prisustvo upalnog infiltrata kojeg polimorfonuklearni leukociti, makrofagi, 

eozinofili, fibroblasti i limfociti. Prisutna su zadebljanja laminae muscularis mucosae. 
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dan ulceracije su fokalnog karaktera (slika 11 D). 

rnukoze i submukoze su zamijenjena sa obilim granulacijskim tkivom (slika 12D). Mukoza uz 

ulkus pokazuje iskrivljenost kripti, smanjenje broja stanica te dilatirane kripte. 

Vidljivo je cijeljenje ulkusa i razvoj upalnog infiltrata. U ulkusima je prisutan 1 

akutni upalni infiltrat koji polimorfonuklearni leukociti. 

Tridesetoga dana dolazi do oporavka. Prisutna je fibroza, a ulkusi su transverzalnog 

karaktera (slika 1 lE). upalni infiltrat je prisutan u mukozi i submukozi, vidljiva je 

vaskularna proliferacija i tkivna dezorganizacija u laminae muscularis mucosae (slika 

12E). se postojanje suženih i dilatiranih segmenata crijeva. 
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A B 

C D 

E 

Slika 11. Distalni segmenti kolom pokusnih život.inja u kojih je kolitis izazrnn s;1 

T, BS/ctanolom. ~ivotinje su žrtrnYane: A. 2. dan; B. 5. dan; C. 10. dan; D. 1-+. dan; E. 30. 

dan. 
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A B 

C 

E 

Slika 12. Mikroskopske promjene crijeva nakon izazivanja ko I i tisa sa TNBS/ ctanolom. A. 2. 

dan; B. 5. dan; C. 10. dan; D. 14. dan: E. 30. dan. 
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2. Pilot pokus 

2.2. primjena BMP-7 
U kontrolnij skupini životinja pojava ulceracija je u 7 životinja od ukupno 

10, hiperemija u 2 životinje, a 1 je uginula 10-tog dana pokusa zbog perforacije crijeva. 

Životinje su izgubile na tjelesnoj težini 38,89 ± 10,2 g (p<0,01). U životinja koje su dobivale 

250 µg/kg BMP-7 i.v. ulkusi su u 1 životinje, a u 2 hiperemija. Ostale životinje nisu 

pokazivale promjene na crijevima. Gubitak na tjelesnoj težini je bio 22,22 ± 8,56 (p<0,01). 

Makroskopski index kontrolne i pokusne skupine je prikazan u tablici 10. 

2.3. Terapijska primjena BMP-7 

U kontrolnoj skupini životinja prisutnost ulkusa i upale je u 7 od 1 O životinja. 

5 životinja je izgubilo na tjelesnoj težini, 3 životinje su dobile, a u 2 nije promjena 

tjelesne težine. Porast tjelesne težine je iznosio 7,25 ± 4,85 g. U životinja koje su dobivale 

BMP-7 promjene na crijevima su u 2 životinje. Životinje su dobile na tjelesnoj 

težini (10 ± 3,27 g). Makroskopski indeks je prikazan u tablici 10. 

Tablica 10. Makroskopski indeks crijeva u pilot pokusu. 

Primjena BMP-7 

primjena 

Terapijska primjena 

Skupina 

Kontrola 
BMP-7 

p 

Kontrola 
BMP-7 

p 

Medijan (raspon) 

4 (2-6) 
1 (1-3) 
< 0,001 * 

3 (1-6) 
1 (1-7) 
< 0,05.-
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3. i terapijsko djelovanje BMP-7 i BMP-6 

3.1. Opis promijena na crijevima i makroskopski indeks 

U životinja kojima je intrarektalno katetera uveden TNBS/ etanol razvio se 

kolitis koji se dijarejom i krvavim stolicama u > 90% životinja. tjelesna 

težina kontrolne i pokusne skupine se nije razlikovala. Tijekom prvog tjedna došlo je do 8-

10% smanjenja tjelesne težine, ali krajem drugog tjedna u životinja je registrirano 

težine. Izuzetak je kontrolna skupina i skupina koja je primala 30 µg/kg BMP-6 kod 

kojih je došlo do smanjenja tjelesne težine. Promjene tjelesne težine su prikazane u tablici 11. 

Tablica 11. Promjene u tjelesnoj težini tijekom i terapijskog davanja BMP-6 i 

BMP-7. 

Skupina Porast ili Razlika u p vrijednost 
pad tjelesnoj težini 

Kontrola J, 5 ± 3,73 

BMP-7 30 µg/kg t 28 ± 10,64 < 0,01 * 
BMP-7 100 µg/kg t 18 ± 5,12 < 0,01 * 
BMP-7 250 µg/kg t 44 ± 6,68 < 0,001 * 
BMP-7 t 3 ± 2,1 

BMP-6 30 µg/kg J, 8 ± 2,58 < 0,05* 
BMP-6 100 µg/kg t 8 ± 5,53 
BMP-6 300 µg/kg t 23 ± 10,54 
BMP-6 t 2 ± 1,85 
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dana nakon promiene TNBS/etanola promjene na 

distalnom kolonu su fokalnog karaktera. Na promijenjenim dijelovima kolona vidljivo je 

zadebljanje stijenke, prisustvo upale i ulkusa. Mjesta upale i ulkusa variraju u položaju od 

perirektalnog do 7 cm proksimalno od anusa. Promjene nisu proksimalno 

od flexurae coli sinistrae. Uz postojanje transmuralne upale, je segmentalno, 

nakupljanje masnog tkiva te fibrozne adhezije na tankom crijevu. 

Ulkusi su vidljivi kao bijele (fokusi) ili linije koje su okružene sa zadebljalom, upaljenom 

mukozom. Linearni ulkusi su do 3 mm širine i 1 cm debljine, dok opsežni ulkusi 

cijelu širinu kolona i više od 3 cm duljine crijeva. Najizrazitije makroskopske 

promjene na crijevima su zabilježene u kontrolnoj skupini. U 20% su 

ulceracije 2 cm sa "kaldrmastim" izgledom mukoze i zadebljanjem stijenke kolona. 

u 20% životinja se se transverzalne ulceracije. Najbolji oporavak je zabilježen u 

životinja koje su dobivale BMP-7 terapijski u dozi od 250µg/kg u kojih u 70% nisu 

promjene na crijevima. i kod preventivne primjene BMP-7 je dobar 

oporavak, jer u 80% životinje nisu pokazivale promjene na crijevima. Za BMP-6, 

doze su se pokazale doza od 100 µg/kg (80% životinja bez promjena) i 300 

µg/kg (70%). primjenom BMP-6 promjene nisu u polovice 

životinja. Makroskopske promjene na crijevima kontrolne i pokusnih skupina su prikazane na 

slikama 13 i 14. Nisu promjene na jetri, slezeni, bubrezima i tankom crijevu. 

Makroskopski indeks je prokazanu tablici 12. 

Tablica 12. Makroskopski indeks kontrolne i pokusnih skupina. 

Skupina medijan raspon p-vrijednost 

Kontrola 

BMP-7 30 µg/kg 
BMP-7 100 µg/kg 
BMP-7 250 µg/kg 
BMP-7 

BMP-6 30 µg/kg 
BMP-6 100 µg/kg 
BMP-6 300 µg/kg 
BMP-6 

2 

1,5 
2 
1 
1 

2,5 
1 
1 

1,5 

1-7 

1-3 
1-4 
1-4 
1-4 

1-6 
1-4 
1-6 
1-5 

< 0,05* 
< 0,05* 

< 0,01 * 
< 0,05* 
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Slika 13 . .Makroskopski izgled crijen nakon primjene BMP-7. 

A. Kontrolna skupitu; B. BMP-7 30 µg/ kg: C. BMP-7 100 µg/ kg: 

D. BMP-7 250 µg/ kg: E. BMP-7 
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Slika 14 . .\fakroskopski izgled crijen nakon primjene B.\fP-6. 

A. BMP-6 30 µg/kg; B. BMP-6 100 µg/kg; C. BMP-6 300 µg/kg; D. BMP-6 
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3.2. Mikroskopski indeks 

Mikroskopskim pregledom histoloških rezova debelog crijeva vidljive su se ulceracije 

dubine u pojedinim skupinama. U ulkusima je prisustvo akutnog upalnog 

infiltrata kojeg su neutrofili te istovremeno prisustvo upalnog 

infiltrata od limfocita. Histološki indeks prikazan u tablici 13. pokazuje 

razlike grupa. U 80% životinja tretiranih sa dozama BMP-6 i -7 (s 

izuzetkom doze BMP-6 od 30 µg/kg) su pokazale minimalnu kolona sa 

indeksom od 0-1 (tablica 14). U dvije životinja nije 

tako da je indeks bio O. U kontrolnoj skupini, 50% životinja je imalo 

sa maksimalnom ocjenom 5. doza BMP-7 i -6 na histološke 

promjene crijeva prikazane su na slikama 15 i 16. Prema histološkom indeksu 

doza BMP-7 je 250 µg/kg i primjena BMP-7. Za BMP-6 je to 

doza od 100 µg/kg i primjena BMP-6. Mikroskopske promjene kolona 

tijekom razvoja kolitisa i BMP-7 i -6 na oporavak su prikazane na slikama 15 i 16. 

Tablica 13. Djelovanje BMP-6 i -7 na morfologiju kolona u TNBS/etanol kolitisu. Histo loški 

indeks 

Skupina medijan 

Kontrola 1 

BMP-7 30 µg/kg 0,5 
BMP-7 100 µg/kg 0,5 
BMP-7 250 µg/kg o 
BMP-7 o 

BMP-6 30 µg/kg 1,5 
BMP-6 100 µg/kg o 
BMP-6 300 µg/kg o 
BMP-6 0,5 

raspon 

0-5 

0-4 
0-3 
0-2 
0-2 

0-5 
0-3 
0-5 
0-3 

p-vrijednost 

< 0,05* 
< 0,01* 

< 0,05* 
< 0,05* 
< 0,05* 
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Tablica 14. Prikaz broja životinja po skupinam u odnosu na histološki indeks 

(raspon od 0-5). 

Skupina Histološki indeks 
o 1 2 3 4 5 

Kontrola 1 5 1 1 2 

BMP-7 30 µg/kg 5 3 1 1 
BMP-7 100 µg/kg 5 3 2 
BMP-7 250 µg/kg 7 1 2 
BMP-7 8 1 1 

BMP-6 30 µg/kg 3 2 3 1 1 

BMP-6 100 µg/kg 7 1 1 1 
BMP-6 300 µg/kg 7 1 1 1 
BMP-6 5 3 2 
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A 

B C 

D E 

Slika 15. BMP-7 na mikroskopske promjene kolona. 

A. Kontrolna skupina: prisutna transmuralna upala; B. BMP-7 30 µg/kg: ulkus i prisutni u 

mukozi, a u submukozi edem i upalni infiltrat; C. BMP-7 100 µg/kg: ulceracije na 

mukow; D. BMP-6 250 µg/kg: oskudne promjene mukoze: E. B.\1:P-6 stijenb 

kolona bez promjena. 
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A B 

C 

Slika 16 . .\1ikroskopski i7.gled crijeva nakon primjene BMP-Ci 

A. BMP-Ci 30 ~tg/kg: mukoze i submuko7.e zamijcnjcujc granulacijsko 

tkivo; B. B.\1P-6 100 µg/kg: stijenka kolona bez promjena; C. BMP-6 300 µg/kg: ulccracijc 

rnukozc um1crcne upalni mfiltrat u suhmukozt ; D. BMP-6 promicnc 

na epitel kolona, u submukozi su prisutni reaktivni limfni foliku li„ 
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3.3. Morfometrija crijeva 

Ukupna debljina stijenke kolona te debljina pojedinih slojeva stijenke (tunica mucosa, 

lamina suhmucosa, tunica muscularis) mjereni su kompjutorskog programa za 

kvantitativnu obradu mikroslike (Sform, VAMS, Zagreb). Sva mjerenja su izvedena pod 

od 40x na 5 vidnih polja serijskih rezova debljine 7 µm. 

vrijednosti navedenih parametara su kompjutoskog programa Basic Statistic 

for Windows; testom jednosmjerane ANOV A. 

Tunica mucosa. Naša mjerenja su pokazala da najdeblju tunicu mucosu ima skupina koja 

je dobivala BMP-7 (doza 100 µg/kg), a najtanju skupina BMP-7 (doza 250 µg/kg) . U odnosu 

na zdravu kontrolu, su skupine: kontrola, BMP-7 (doza 30 i 100 

µg/kg) i BMP-6 ( doza 30, 100 i 300 µg/kg). Skupine BMP-7 ( doze 250 µg/ kg i 

te BMP-6 ne pokazuje promjene u odnosu na zdravu kontrolu. U 

odnosu na bolesnu kontrolu nismo dobili odstupanja. Tunica mucosa skupine koja je dobivala 

BMP-6 (doza 300 µg/kg) i BMP-7 (250 µg/kg i je tanja u odnosu na BMP-7 

(doza 100 µg/kg) i je 

Lamina submucosa. vrijednosti lamine submucosae su zabilježene u skupini 

BMP-6 (doza 30 µg/kg), a najtanja u skupini BMP-7 (doza 250 µg/kg). U odnosu na zdravu i 

bolesnu kontrolu nije zabilježena pojedinim skupina zab ilježena je 

BMP-6 (30 µg/kg) koja ima najdeblju stijenku i BMP-6 

BMP-7 (doze 30, 100 i 250 µg/kg). 

Tunica muscularis. Najdeblji sloj crqeva smo izmjerili u skupini BMP-6 

i doza 100 µg/kg), a najtanja BMP-7 (doze 30 i 250 µg/kg) . U odnosu na zdravu 

kontrolu su vrijednosti skupina: kontrola, BMP-6 (doze 30, 100, 

300 µg/kg i i BMP-7 U odnosu na bolesnu kontrolu 

debljinu stijenke pokazuju skupine BMP-6 (doza 100 µg/kg i a znatno tanju 

imaju skupine BMP-7 (doze 30 i 250 µg/kg). pojedinih skupina, deblju 

stijenku u odnosu na BMP-6 (doza 30 µg/kg) ima BMP-6 a tanju BMP-7 (doze 
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30 i 250 µg/kg). Skupina BMP-6 (doza 100 µg/kg) posjeduje deblju u 

odnosu na BMP-6 ( doza 300 µg/kg) i BMP-7 ( doze 30, 100, 250 µg/kg i T unica 

muscularis skupine BMP-6 (doza 300 µg/kg) je deblja od skupine koja je 

dobivala BMP-7 (doze 30 i 250 µg/kg), a tanja od BMP-6 Skupina BMP-6 

ima deblju stijenku od skupina BMP-7 (30, 100, 250 µg/kg i 

BMP-7 (doza 30 i 250 µg/kg) ima znatno tanju od BMP-7 

Deb!Jina stijenke kolona. Najdeblju stijenku posjeduju skupine BMP-6 (100 µg/kg i 

a najtanju skupina BMP-7 (250 µg/kg). U odnosu na zdravu kontrolu 

se razlikuju skupine BMP-6 (30, 100 µg/kg i U odnosu na bolesnu kontrolu nisu 

razlike. skupina, znatno deblju ukupnu debljine imaja skupina BMP-6 (doza 

30 µg/kg) u odnosu na BMP-7 (30 i 250 µg/kg) te skupina BMP-6 znatno 

deblju stijenku u odnosu na BMP-7 (250 µg/kg). 
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Tablica 15. Rezultati morfometrije stijenke kolona (vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost± standardna pogreška srednje vrijednosti). 

* p<0,05 u odnosu na zdravu kontrolu; § p<0,05 u odnosu na kontrolu. 

Skupina Debljina slojeva stijenke kolona Ukupna debljina 
µm} (µm) 

tunica mucosa lamina submucosa tunica muscularis 

Zdrava kontrola 316,42 ± 10,52 339,7 ± 35,59 268,84 ± 12,02 908,8 ± 44,06 
Kontrola 413,270 ± 11,03* 384,18 ± 52,35 355,52 ± 10,8* 1144±57,19 

BMP-7 30 µg/kg 431,85 ± 26,02* 305,68 ± 29,3 273,65 ± 16,61§ 1004,67 ± 62, 71 
BMP-7 100 µg/kg 471,83 ± 23,32* 287,28 ± 29,48 344,2 ± 19,41 1046,31 ± 53,26 
BMP-7 250 µg/kg 375,95 ± 16,5 224,94 ± 24,67 274,92 ± 17,07§ 911,87 ± 49,54 
BMP-7 377,41 ± 8,56 401,2 ± 52,07 387,71 ± 11,92* 1101,68 ± 52,81 

BMP-6 30 µg/kg 451,7 ± 26,4* 521,82 ± 63,52 410,13 ± 17,7* 1347,8 ± 85,9* 
BMP-6 100 µg/kg 402,85 ± 15,43* 399,66 ± 41,91 466 08 + 15 62*§ ' - ' 1279,35 ± 55,86* 
BMP-6 300 µg/kg 384,54 ± 14,0 356,86 ± 45,07 393,44 ± 11,96* 1130,02 ± 63,06 
BMP-6 432,37 ± 17,59* 302,33 ± 31,9 479 82 + 15 85*§ ' - ' 1226,1 ± 49,15* 



Slika 17. prikaz rezultata morfometrije kolona. Prikaz ukupne debljine kolona i debljine pojedinih slojeva stijenke. 
*p<0,05 vs. zdravi; # p<0,05 vs. kontrola. 
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3.4. Rezultati imunohistokemijskih analiza 

3.4.1. lmunohistokemjjsko izražqja BMP-7 i-3 

Na preparatima obojanim imunohistokemijskim postupkom detekcije BMP-7 

(protutijela 3330, 718, ser 17, B12) zapaža se odsustvo reakcije. 

BMP-3 pozitivno imunohistokemijsko bojanje Je u kontrolnoj skupin i 

životinja i to u onih gdje je došlo do spontanog oporavka nakon trasmuralne upale, potom u 

skupini koja je tretirana sa BMP-7 (doze 30 i 250 µg/kg i Pozitivna rekcija na 

BMP-3 u skupini koja je primala 30 µg/kg je prikazana na slici 14. Blaga pozitivna reakcija je 

vidljiva i u BMP-6 tretiranih životinja (doza 300 µg/kg i i to u tunici muscularis. 

Tablica 16. Prikaz rezultata imunohistokemijske detekcije BMP-3 u pojedinim slojevima 

stijenke kolona. Reakcija je kvalitativno na - negativna reakcija; + 

slaba reakcija;++ jaka imunohistokemijska reakcija. 

Skupina 

Sham-kontrola 
Kontrola 

BMP-7 30 µg/ kg 
BMP-7 100 µg/kg 
BMP-7 250 µg/kg 
BMP-7 

BMP-6 30 µg/kg 
BMP-6 100 µg/kg 
BMP-6 300 µg/kg 
BMP-6 

tunica mucosa 
lamina propria 

++ 

Stijenka kolona 
lamina 

submucosa 

+ 

++ 

++ 

tunica 
muscularis 

+ 

++ 

++ 

+ 
++ 
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Slika 18. Imunohistokemijsko odrcdivanjc izra.žaj;1 BMP-3 u stijcnci kolona. 

A. Kontrolna skupina: pozitivno obojenje matriksa u suhmukozi, x200; B. 

Kontrolna skupina: pozitivno obojenje u suhmukozi, x40; C. BMP-6 doza 30 µg/ kg: 

intenzivno obojenje ghtkih stanica; D. RMP-7 doza 2S0µg/ kg: pozitivna rcakcij,1 u 

lamin i proprii mucose i submukozi, xl0O; E. B.\1P-6 slabo pozitivno obojanjc u 
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3.4.2. Imunohistokemjjsko obi!Ježavaty·e stanica u fazj proliferacjje 

BMP-7 i --6 na proliferaciju stanica intermedijarnog i bazalnog dijela kripte te u 

stanicama submukoze je imunohistokemijskog obilježavanja proliferating 

cell nuclear antigen (PCNA). Ovo protutijelo obilježava nuklearni antigen i 

pokazatelj je umnažanja. Proliferacija stanica sa PCNA pokazuje 

umnažanje stanica u bazalnog sloja kripti te u submukozi u kontrolnoj skupini. Doze BMP-7 1 

--6 koje se dovele do znatnog smanjenja indeksa su znatno manje utjecale na 

proliferaciju. Ovi rezultati pokazuju da morfogeni proteini BMP-7 i --6 smanjuju proliferaciju 

stanica crijevnih kripti, s tim da BMP-7 proliferaciju stanica u submukozi. Rezultati 

morfometrije PCNA pozitivnih stanica prikazani su u tablici 17. 
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Slika 19. PCK' A pozitivne stanice u mukozi i submukozi crijeva. A. PC:\J i\ po%itivne stanice 

bazalnog sloja kripte, x400; B. l,ontroln,1 skupina: proliferacija stanica u 

ulkusa, x-to; C. Bl\f P-6 100 µg/kg: proliferacija stanica u suhmukozi, x 100; D. 

primjena Bt-.fP-6: slaba proliferacija stanica, x100; E. BMP-7 250 µg/kg: odsustvo PC>J . .\,. 

pozitivnih stanica, x100. 
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Tablica 17. Rezultati morfometrije PCNA pozitivnih stanica tijekom eksperimentalnog koliisa štakora. Rezultat je izražen kao postotak ukupnog 

broja stanica u intermedijarnom i bazalnom sloju kripte tunicae mucosae i kao ukupan broj pozitivnih stanica u lamini submucosi. * p<0,05 u 

odnosu na kontrolu. 

Skupine Tunica mucosa Lamina submucosa 

Intermedijarni sloj Bazalm' sloj 

Ukupan broj Ukupan broj PCNA+ Ukupan broj PCNA+ PCNA+ 
Izbrojane Izbrojane % Izbrojane stanice % Izbrojane stanice 

stanice stanice 

Kontrola 2470 2155 24,45 ± 3,24 315 71,5 ± 10,06 247,67 ± 41,83 

BMP-7 30 µg/kg 2595 2127 32,26 ± 4,39 468 56 ± 5,33 139, 17 ± 23,58 
BMP-7 100 µg/kg 2632 2350 15,37 ± 0,85 285 5 ± 3,33* 122,67 ± 14,99 
BMP-7 250 µg/kg 2532 2207 10,52 ± 2,35 325 2,5 ± 0,5* 145,33 ± 26,86 
BMP-7 2412 2214 17,34 ± 2,42 288 33,38 ± 9,81 59,67 ± 13,59* 

BMP-6 30 µg/kg 2696 2208 46,73 ± 8,33 488 84,55 ± 4,34 102,83 ± 38,95 
BMP-6 100 µg/kg 2796 2416 20,81 ± 4,22 380 2 ,8 ± 8,29* 23,57 ± 2,67* 
BMP-6 300 µg/kg 2536 2064 22,95 ± 4,59 472 56,26 ± 7,09 75 ± 25,4* 
BMP-6 2705 2140 22,4 ± 4,83 565 48,7 ± 7,89 78,5 ± 10,81* 



3.4.3. Imunohirtokemfjsko a-aktina ghtkih stanica i vimentina 

a-aktin je biljeg glatke muskulature i nJegova prisutnost Je znak glatke 

muskulature crijeva i krvnih žila. Prisustvo pozitivne reakcije je vidljivo u svim skupinama 

(slika 19). U kontrolnoj skupini pozitivna reakcija je u ulkusu, gdje se uocava 

proliferacija krvnih žila te dijelovi laminae muscularis mucosae (slika 19 A 1 B) . 

Vimentin je intermedijarni filament molekulske težine 52 000. On je biljeg za stanice 

mezenhimskog porijekla, jezgrinu membranu, a pokazuje povezanost sa 

plazmatskom membranom. Danas se misli da vimentin potporu jezgre. 

Izraženost vimentina nije postojala u kontrolnoj skupini u onim kada je došlo do 

opsežnog stijenke kolona. U nekoliko u kontrolnoj skupini nalazimo 

pozitivnu rekciju na vimentin i to u ulkusa u gdje dolazi do stvaranja granulama 

(slika 20 A i B). U skupin~a koje su sa BMP-7 i --6 reakcija na vimentin je u 

stijenkama krvnih žila submukoze, osobito uz sloj te u vezivu oko stanica 

plexusa myentricusa (slika 20 C i D). Primjena morfogenih proteina je krvne žile i 

stanice stijenke kolona. 
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D 
Slika 20. Prikaz a-ak.6na glatkih stanica. 

A. L' kontrolnoj skupini je pozitivna reakcija u i u ulkusa gdje 

dolazi do urastanja krrnih žila, a vide se i ostaci laminae muscularis mucosae, x--1-0; B. x 100; 

C. L' ŽiYotinja koje su dobivale preven6rno B\IP-7 i D. B).,fP-6 Yidi se laminae 

muscularis mucosae i tunicac muscularis, x--1-O . 
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Slika 21. Prikaz pozitivnog hojanja na vimentin. 

A. l' ulkusa vidlji,·a je pozitivna reakcija na vimcntin te u krvnim žihma, x40: B. 

x100; C. C ŽtYotinja koje su dobivale BMP-7 i -6 pozitivno bojanje je u vezirn 

autonomnog g,mglija kolona, xlO0; D. x 400. 
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3.4.4. Imunohistokem!f,ko iZ!ažaja kolagena tipa I i JJI 

Kolagena vlakna su najrasprostranjeniji i funkcionalno najvažniji sastavni dio 

tvari. Kolageni tipa I i III su prisutni u mnogim tkivima, a njihov izražaj i 

omjer se povezuje sa suženjem crijeva koja se javlja tijekom Crohnove bolesti. 

Imunohistokemijskom analizom izražaja kolagena tipa I i III, utvrdili smo odsustvo izražaja 

kolagena tipa I svih životinja osim u one koja je sa BMP-7 (doza 30 µg/kg) (slika 22 

A). Nasuprot tomu, kolagen tip III je prisutan u stijenci crijeva životinja, s tim da je u 

kontrolnoj skupini blaga do negativna reakcija (slika 21 A). Omjer kolagena I/III u 

životinja koje su sa BMP-7 ( doza 30 µg/kg) je bio 1, 7 u korist kolagena tipa I. 
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Slika 22. Kolagen tip JJI pozitivno imunohistokcmijsko bojanje. A. Kontrolna skupina: slabo 

pozitivna reakcija, x 40: B. Skupina koja je terapijski dobivala BMP-7 (100 µg/kg): izarazito 

pozitivna reakcija u suhmukozi, x100; C. Intenzivno bojanje lamine propriae i suhmukozc pri 

sa B1\IP-6 (100 µg/kg), x40; D. xlO0. 
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Slika 23. A. Prikaz pozitivne imunohistokemijske reakcije na kolagen tip I, x40 i B. tip 111, 

x40; C. Prikaz kolagenih vlakana u matriksu lamimae propriac 1 submukozc, 

x200. 
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3.4.5. Histokem.&sko nakup_b"anja i aktivnosti neutrofzla nafto! AS-O 

kloracetat esteraze 

Nakupljanje neutrofila u tkivu crijeva smo odredili metode bojanja histoloških 

preparata sa nafto! AS-D kloroacetatom. nakupljanje nautrofila smo u mukozi 

i submukozi crijeva kontrolnih životinja. U životinja koje su u terapijskom modelu dobivale 

BMP-7 i -6 dolazi do manjeg nakupljanja neutrofila (BMP-7 u dozi od 250 µg/kg) . 

U modelu sa BMP-7 u crijevu se intenzivno nakupljanje neutrofila u 

tunici mucosi (slika 23). Broj neutrofila/mm2 u kontrolnoj i pokusnim skupinama je prikazan 

u tablici 17. 

Tablica 17. morfogenih proteina, BMP-7 i -6, na nakupljanje neutrofila. 

Rezultati su izraženi kao medijan/mm2 površine; Mann-Whitney U-test. 

Skupina Broj stanica/mm2 p-vrijednost 
Medijan Raspon 

Kontrola 216 (52,5 - 1250) 

BMP-7 30 µg/kg 110,4 (28,8 - 441,6) 
BMP-7 100 µg/kg 163,2 (48 - 960) 
BMP-7 250 µg/kg 79,2 (24 - 144) * <0,05 
BMP-7 295,2 (196,8 - 748) 

BMP-6 30 µg/kg 213,6 (148 - 312) 
BMP-6 100 µg/kg 189,6 (91,2 - 326,4) 
BMP-6 300 µg/kg 199,2 (91,2 - 350,4) 
BMP-6 50,4 (4,8 - 153,6) * <0,05 
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Slika 24. Prikaz neutrofila u stijenci kolona. A. U kontrolnoj skupini na mjestima ulkusa 

dolazi do nakupljanja neutrofila, x100; B. x200; C. Terapijska primjena BMP-7 uzrokuje 

smanjena nakupljanje neutrofila, x100; D. Preventivna primjena BMP-7 dovodi do intenzivne 

infiltracije neutrofila u mukozi, x100. E. U životinja koje su terapijski dobivale BMP-6, 

je infiltracija, x100; F. Životinje koje su dobivale preventivno BMP-6 

pokazuju odsustvo infiltracije mukoze. 
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V RASPRAVA 

Naši rezultati pokazuju da pnmiena haptena TNBS zajedno sa 30% 

etanolom ("barrier breaker") dovodi do nastanka kolitisa. Doza TNBS i koncentracija etanola 

je odabrana na osnovi studije Morris-a i sur. (139) te pilo t pokusom. U nekim 

istraživanjima koje su koristile ovaj model, rabljene su doze od 50 - 60 mg/š takoru TNBS u 

etanolu (oko 120-300 mg/kg) (111, 140). Prema nekim autorima (228) i našem iskustvu, ove 

doze izazivaju prevelika i preteško kolona, tako da je teško procijeniti djelotvornost 

nekog lijeka. Ovaj pokusni model je prikladan za patofiziologije i 

intestinalne upale zbog svojih svojstava. Kao prvo, upala se razvija nakon jednokratne 

intraluminalne primjene haptena i etanola. Nije potrebna prethodna senzibilizacija niti 

operativni zahvat, a ozbiljnost kolitisa se može reproducirati. Osim toga, upala prouzrokovana 

sa TNBS/ etanolom je dugotrajna sa zadebljanjem stijenke kolona i infiltracijom, a 

ulceracije su prisutne najmanje 8 tjedana. Ovo je dovoljno dug vremenski period za ispitivanje 

uspješnosti pojedinih lijekova. Tijekom razvoja kolitisa se prisutnost akutnog i 

upalnog odgovora, stoga ovaj model koji su 

za prijelaz akutne u upalu. Osim toga, model je histopatološki 

relevantan, što da su prisutna neka od svojstva Crohnove bolesti u ljudi kao što je npr. 

transmuralna upala, postojanje u morfologiji ulkusa, prisutnost lezija koje preskakuju i 

"kaldrmasti" izgled mukoze. Prisutnost histiocita i limfoidnih infiltrata te . 

kripta je Smatra se da TNBS kolitis na da se kovalentno veže 

na E-amino grupu lizina te mijenja površne proteine stanica. Presenzibilizirani T limfociti 

mogu lizirati hapten-promijenjene autologne stanice (212) pod uvjetom da su životinje 

prethodno senzibilizirana, a ako se to ne dogodi onda makrofagi razore TNBS-promijenjene 

autologne stanice (100). Za pretpostaviti je da je drugi mehanizam odgovoran za razvoj 

kolitisa u našem jer životinje nismo prethodno izlagali TNBS. 

Morfogeni proteini, BMP-7 i -6, prvotna izoliran iz kosti, otkriveni su u 

epitelnim i mezenhimskim tkivima. BMP-7 je rasta koji se postnatalno u mjeri 

sintetizira u bubregu, a potom se u cirkulaciju gdje vjerojatno djeluje kao sistemski 

regulator (147). Usprkos nekoliko o zaštitnom djelovanju morfogenih proteina na 

bubrežna (229) i hrskavicu, malo je poznato o djelovanju ovih proteina na 

kolona. 
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U pokusu, životinjama smo davali BMP-7 i -6 1,5 sat prije izazivanja 

kolitisa i nakon toga nastavili 1, 2, 3, 5, 10 i 14 dan. U terapijskom pokusu smo 

ispitali doze BMP-7 i -6 i to doze za BMP-7 od 30, 100 i 250 µg/kg, a za BMP-6 od 

30, 100 i 300 µg/kg. morfogenih proteina smo procijenili makroskopskog i 

mikroskopskog indeksa morfometrijskih i imunohistokemijskih parametra, koji su 

nam na indirektan bili pokazatelji oporavka crijeva. 

makroskopskog i mikroskopskog indeksa crijeva, pokazalo se 

da BMP-7 i -6 primijenjeni prije izazivanja ko I i tisa te nastavkom tijekom naredna dva 

tjedna znatno smanjuju makroskopsku nekrozu i mikroskopske ulceracije kolona (za 80%). 

Rezultati terapijskog pokusa su pokazali da morfogeni proteini primijenjeni nakon indukcije 

kolitisa tijekom dva tjedna u 70% smanjuju makroskopske i mikroskopske promjene 

na crijevima. doze su 250 µg/kg za BMP-7 od i za BMP-6 doza od 100 

µg/kg. Rezultati izneseni u ovom radu pokazuju da je sistemska primjena morfogenih 

proteina, BMP-7 i -6 u zaštiti i terapiji upalne bolesti crijeva izazvane 

TNBS/ etanol. 

Poznato Je da tijekom Crohnove bolesti u ljudi, a isto tako i u eksperimentalnom 

kolitisu dolazi do zadebljanja crijevne stijenke. Ovo zadebljanje je posljedica prisustva upalnog 

infiltrata u mukozi i submukozi, postojanja granulama te zadebljanja laminae musculans 

mucosae (139). Rezultati histomorfometrije crijevne stijenke su pokazali da tijekom 

primjene BMP-7 i terapijske primjene BMP-7 u dozi od 250 µg/kg ne dolazi do 

zadebljanja crijevne stijenke. Tijekom preventivnog i terapijskog sa BMP-6 dolazi do 

zadebljanja stijenke kolona ali kao posljedica zadebljanja tunicae muscularis. 

Imunohistokemijskom analizom smo željeli ispitati prisustvo BMP-7 i BMP-3, tako da 

smo koristili monoklonska i poliklonska protutijela na BMP-7 (3330, 718, ser17, B12) i BMP-

3. Nismo dobili pozitivnu reakciju sa antiBMP-7 protutijelima. Za pretpostaviti je da anti-

BMP-7 protu tijelo koje reagira na humanu sekvencu BMP-7 ne reagira na štakorsku sekvencu 

ili razlog može biti u tome da tijekom sa morfogenim proteinima smo suprimirali 

izražaj ovog proteina u crijevu. BMP-3 pozitivno imunohistokemijsko bojanje je u 

tunici mucosi Qamina propria), lamini submucosi i u tunici muscularis. Pozitivna reakcija je 

pnsutna u skupinama koje su se bolje oporavljale nakon kolitisa. BMP-3 je bio pozitivan i u 

kontrolnoj skupini i to u onih gdje nije zabilježena opsežno crijevne stijenke. 

Premda su i sur. pokazali da se BMP-3 ispoljava u epitelu crijeva tijekom razvoja (8 i 
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14 mjesec) nismo pozitvno imunohistokemijsko obojenje u epitelu. Vjerojatno je 

tijekom kolitisa došlo do ozljede površnog epitela pa su funkciju oporavka preuzele stanice 

nižih slojeva stijenke crijeva. 

Ispitivanja proliferacije kontrolne i pokusnih skupina su pokazale izrazitu 

proliferaciju u kontrolnoj skupini. Najintenzivnija proliferacija je u bazalnim stanicama 

žlijezdanih kripti te u submukozi. Manji stupanj proliferacije je u površnom, 

epitelnom te intramedijarnom sloju. Proliferacija je slabijeg intenziteta u pokusnim skupinama 

i to što je doza proliferacija je manja. Tako da pri dozama BMP-7 od 250 i 100 

µg/kg je proliferacija je izrazito smanjena u mukozi, ali je prisutna u submukozi. U 

terapijskom pokusu sa BMP-6 pri dozi od 100 µg/kg proliferacija stanica je smanjena i mukozi 

i submukozi. Za morfogene proteine, BMP-7 i -6 je poznato da proliferaciju i 

diferencijaciju stanica pa je za pretpostaviti da je 14. dan nakon izazivanja kolitisa oporavak 

završen, a proliferacija smanjena. Osim toga, za TGFP je pokazano da smanjenje proliferacije 

stanica, a ipak s druge strane imaju važnu ulogu u regulaciji oporavka i regeneracije nakon 

tkivne ozljede (9). Morfogeni proteini su TGF-P nadobitelji i možda imaju neka 

svojsta te regeneraciju odnosno zaštitu vrše nekim drugim mehanizmima. 

a-aktin glatkih stanica je izrazito pozitivan u stijenci kolona jer reagira sa 

glatkim stanicama tunicae muscularis, lamine muscularis mucosae kao i 

stanicama prisutnim u krvnim žilama. U kontrolnoj skupini na mjestu ulkusa prisutna je 

izrazita proliferacija krvnih žila tako da je i ovaj protein izrazito pozitivan. Pozitivno obojenje 

na vimentin je još jedan znak regeneracije tkiva. U pokusnim skupinama gdje je došlo do 

opsežnih stijenke kolona je odsustvo reakcije na ovaj protein. U skupinama 

u kojima je opsežna regeneracija reakcija je izrazito pozitivna, a pozitivno bojanje na vimentin 

je prisutano u tunici muscularis longitudinalnog i cirkularnog sloja, zatim stijenkama 

krvnih žila submukoze te u vezivu oko stanica plexusa myentericusa. Davanje 

morfogenih proteina je glatke stanice krvnih žila i stijenke kolona. 

Od 18 vrsta kolagena koji su do danas otkriveni, u crijevu odrasle osobe se nalaze kolageni 

tipa I, II i III, zatim tip IV koji stvaraju epitelne i endotelne stanice te bazalnu membranu i 

kolagen tip V tvz. pericelularni kolagen kojeg stvaraju glatke stanice ali i drugi 

tipovi (62). i funkcija crijeva je velikim dijelom rasporedom, 

organizacijom i tipovima kolagena prisutnih u matriksu. Tako u zdravom 

crijevu kolagen je tipa I, zatim tip III i V. Matriks od ovih 
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tipova kolagena predstavlja preduvjet za normalnu kontrakciju te rast i oporavak tkiva. 

U crijevu fetusa komponente matriksa sudjeluju u organogenezi djelovanjem na migraciju 

stanica, i diferencijaciju te predstavlja rezervoar rasta. Regulacija sinteze 

rasta u crijevu je najviše u odraslim glatkim stanicama. 

Glatke stanice izolirane iz humanog fetalnog crijeva TGF-~ (154). TGF-~ se 

ispoljava u muskulaturi tijekom razvoja crijeva cirkularni, longitudinalni sloj te 

vaskularni i laminu muscularis mucosae. Sastav kolagena znatno na i 

biokemijska svojstva stijenke crijeva tijekom razvoja. Valjana kontrakcija i popustljivost crijeva 

ovisi o rasporedu i udjelu kolagenih vlakana. Remodeliranje tkiva i upalni 

odgovor mogu biti i tip kolagena može utjecati na glatke 

stanice, upalne stanice i epitelne stanice u stijenci crijeva na taj da djeluju na migraciju, 

proliferaciju i diferencijaciju stanica. Ovi usmjeravaju normalni ili abnormalni 

razvoj, postnatalno cijeljenje i rast. odnosa pojedinih tipova kolagena dovodi do 

strukturnih i funkcionalnih organa. Stvaranje striktura je pojava u 

Crohnovoj bolesti. Suženje lumena crijeva dovodi do ili potpune obstrukcije crijeva 

što onda dovodi do anoreksije, malnutricije, gubitka tjelesne težine. Graham i 

suradnici (62) su pokazali da crijevne strikture u Crohnovoj bolesti su posljedica akumulacije 

kolagena, proliferacije glatkih stanica i kolagena tipa V, kojeg 

stavaraju glatke stanice. S obzirom na naše rezultate možemo da se djelovanjem 

BMP-7 i -6 stvara kolagen ali kolagen tipa III u nego kolagen tipa 

I. Kako je kolagen tipa I kolagen ožiljkastog tkiva, možemo da morfogeni proteini dovode 

do neožiljkastog cijeljenja ozljede tijekom upalne bolesti crijeva. 

Tijekom upalne bolesti crijeva je broj neutrofila koji su znak postojanja upale, 

a njihovog broja po mm2 koristi se za postojanja i upale 

tijekom eksperimentalnog kolitisa. Broj neutrofila u skupini koja je sa BMP-7 (doza 

250 µg/kg) je smanjen. smanjen broj neutrofila smo utvrdili i kod 

preventivnog davanja BMP-6. Smanjenje broja neutrofila bi se moglo interpretirati kao 

protuupalna djelovanje nekog preparata. i suradnici (229) su pokazali da BMP-7 

inhibira inflamatome citokine (IL-1 i 1NF-a), a poznato je da su to glavni citokini tijekom 

razvoja upale crijeva, možda je to još jedan od djelovanja ovih morfogenih proteina. 

broj neutrofila je tijekom preventivnog davanja BMP-7 moglo bi se objasniti 

da nakon preventivnog davanja BMP-7 djeluje kao EGF i to zadržavanjem upalnih 

stanica a ne na upalnih stnica (161). 
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Za rasta je pokazana da djeluju na cijeljenje ozljede u 

pokusnim modelima. Spektar bioloških aktivnosti koji se pripisuju rasta 

i svojstva, citokina, poticanje angiogeneze i 

stimuliranje stvaranja matriksa (257). Smatra se da mjesto izražaja rasta 

predstavlja imjesto gdje se on stvara i te djeluje na okolne stanice na paraknni 

Nedavna istraživanja su pokazala djelovanje morfogenih proteina u oporavku 

vanskeletnih tkiva (39, 229). Premda su koštani morfogeni proteini prvotna izolirani iz kosti 

njihova uloga u izvanskeletnim tkivima se istražuje. Izražaj receptora za BMP-7 i -6 te mRNA 

za ove proteine je nedavno duž cijelog gastrointestinalnog sustava (42). Uloga BMP-

7 i -6 kao endogenih medijatora rasta i diferencijacije probavnog sustava je 

izoliranjem mRNA za morefogene proteine i njihovih receptora u tankom i debelom crijevu 

(42, 74, 231). 

Pokazana je da mišji epitel crijeva ispoljava receptore za BMP-7 tijekom razvoja i to 

ALK-6 samo u epitelu, a ALK-3 u mezenhimu i epitelu (42), a izr;ažaj proteina u 

gastrointestinalnoj mukozi je 6-14 tjedna (74). je da BMP-7 kao 

morfogeni protein koji je prisutan tijekom razvoja crijeva, možda migraciju, rast i 

diferencijaciju stanica epitela i submukoze nakon upalnog Mehanizam ovog 

djelovanja nije u potpunosti jasan. 

BMP-7 i --6 kao TGF-P nadobitelji pokazuju brojne funkcionalne aktivnosti 

koje bi mogle imati utjecaja u upalnoj bolesti crijeva, tako da bi im uloga mogla biti raznolika. 

Za BMP-7 je pokazana da djeluje citoprotektivno u bubrezima što da umanjuje 

promjene uzrokovane upalnim citokinima (229). Poznato je da su citokini važni medijatori 

infekcije i upalne reakcije i da djeluje lokalna, ali neki od važih citokina djeluju 

sistemski kao pleotropni hormoni. Citoprotektivno djelovanje BMP-7 se odlikuje smanjenjem 

stvaranja I-CAM.a molekula te smanjenjem nakupljanja neutrofila (229). U našem istraživanju 

imunohistokemijski proliferacija epitelnih stanica je pokazala smanjenje proliferacije. 

Za BMP-7 je pokazana da inhibira proliferaciju i diferencijaciju stanica u 

osteosarkomu i astrocita, a za TGF-P da inhibira proliferaciju intestinalnih epitelnih stanica, 

procesa koji možda inhibira reepitelizaciju nakon površne ozlijede (154). Ipak, paradoksalno je 

da TGF-P pored toga ipak cijeljenje migraciju epitelnih stanica na 

površinama. Nedavna istraživanja na štakorskim epitelijalnim stanicama crijeva 

(IEC-6 linija), pokazala su da TGF-P cijeljenje sloja usprkos 

inhibiciji proliferacije (29). funkciju bi mogao imati i BMP-7 i --6. 
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Sistemska pnm1ena rasta kao što su EGF (161) i KGF (257) u 

eksperimentalnom kolitisu smanjuju Autori su pokazali da ovi djeluje preko 

mehanizama. EGF primijenjen prije indukcije kolitisa dovodi do zaštitie 

mukoze te rezultira smanjenim tkiva nakon indukcije kolitisa. EGF djelotvorno 

reducira mukoze kada se injicira prije indukcije kolitisa ali ne izaziva redukciju ako se 

primijeni nakon kolitisa. Ovo protektivno djelovanje EGF rezultira smanjenjem upalne 

infiltracije stanicama što je smanjenjem MPO aktivnosti. Pretpostavlja se da je 

redukcija upale sluznice posredovana mitogenim svojstvima EGF i poticanjem reepitelizacije 

EGF djeluje na protektivan a ne preko ubrzavanja cijeljenja. Keratinocitni rasta, 

KGF ukoliko se primijeni prije indukcije kolitisa ne smanjuje ili ozbiljnost 

mukoze. To je u suprotnosti sa ranijim istraživanjima sa EGF. Kako KGF nema na 

MPO aktivnost, se da KGF posreduje svoje djelovanje u eksperimentalnom kolitisu 

mehanizama koji su od upalnih stanica i stvaranja upalnog 

infiltrata. Ovi nalazi ukazuju da EGF i KGF djeluju mehanizama koji ublažavaju 

tkiva u TNBS/ etanol modelu kolitisa. iako još nijw u potpunosti jasan o koji od 

mehanizama je odgovoran za smanjenje mukoze u životinj, poznato 

je da KGF proliferaciju epitela kolona i stvaranje mucina. 

Za TGF-P je pokazana dovodi do inhibicije proliferacije linije epitelmh 

stanica crijeva - IEC-6 (29). Usprkos ovom svojstvu, paradoksalno je da TGF-P ima centralnu 

ulogu u poticanju snažne re-epitelizacije nakon mukoze u modelu rane in vitro. U 

stanicama laminae propriae, TGF-P ima snažan na promjenu izotipa B limfocita, 

aktivaciju i ekspresije citokina u T limfocitima i makrofagima kao i djelovanje na druge 

stanice (234). Osim toga, TGF-P ima snažno djelovanje na aktivnost neutrofila 

uporabom mehanizama istiskivanja drugih (169). se da TGF-P 

djeluje na neke stanice i procese koji mogu biti važni u patogenezi IBD. Ovo 

epitelni odgovor na ozljedu, aktivacija i modulacija populacija 

laminae propriae i stanica na mjesto aktivnosti bolesti. Graham i sur. (62) su 

pokazali da TGF-P odlaganje kolagena u izoliranim stanicama glatke muskulature 

da ovi imaju ulogu u stvaranju fibroze i striktura u CD. McCabe 1 

sur. (133) su pokazali sadržaja TGF-P mRNA u mukozi bolesnika sa IBD i to u 

lamini proprii uz lumen crijeva. opsežna istraživanja o ekspresiji ovih u 

mukozi u kontekstu IBD nije poduzeta. Za TGF-P je poznato da inhibira proliferaciju 
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epitelnih stanica, procesu koji možda inhibira reepitelizaciju nakon površne ozljede. Ipak, 

paradoksalno je da TGF-f3 usprkos tomu cijeljenje migraciju epitelnih 

stanica na površini ozljede. Nedavna istraživanja uporabom štakorske intestinalne epitelne 

linije IEC-6 su pokazala napredovanje cijeljenja monosloja usprkos 

inhibiciji proliferacije (29). Prisustvo visoke razine mRNA za TGF-f3 u stanicama 

laminae propiriae blizu površnog epitela ukazuje da TGF-f3 ima zaista ulogu u 

poticanju cijeljenja epitela procesa oporavka koji služi za uspostavljanje površnog 

kontinuiteta nakon mukoze (3). TGF-{31 se na mjestu ozljede 

proteinskog i ulazi u sistemsku cirkulaciju kao inaktivni kompleks sa 

a2-makroglobulinom (140). razine TGF-{31 u cirkulaciji djeluje na 

ekspresiju ovog gena na mjestu ozljede. Osim toga, Mourelle i sur. (140) su pokazali 

da razine TGF-{31 u kolonu je povezano sa odlaganja kolagena, pa je 

za pretpostaviti da razine TGF-{31 u kolonu mogu biti razlog pojave intestinalnih 

ožiljaka. 

U posljednjih nekoliko provedena su opsežna istraživanja etilogije i 

patofiziologije Crohnove bolesti koja su dovela do razvoja brojnih terapijskih protikola, kako 

eksperimentalnih tako i onih koji se provode u praksi. Neka se istraživanja svojim 

izdvajaju iz niza terapijskih pokušaja, jer njihovi rezultati 

napredak u upalne bolesti crijeva. Ciljevi terapije Crohnove bolesti je 

suprimirati upalu i smanjiti imunološki-posredovano tkiva, odabrati 

prehranu i uspostaviti normalan život bolesnika. Što se farmakološke terapija Crohnove 

bolesti definirane su osnovne skupine lijekova: kortikosteroidi, aminosalicilati, 

1munosupres1v1 1 antibiotici. U zaštiti od imunološki posredovanog crijeva i u 

obnovi njegove funkcije i strukture, dokazana je uloga brojnih rasta, ali tek 

istraživanja pokazati koji ce se predloženi terapijski protokoli pokazati 

nedjelotvornima, a koji uz preinake unaprijediti život bolesnika sa Crohnovom 

bolesti. Svaki detalj u mozaiku patofizioloških zbivanja u nastanak i razvoj kolitisa, 

korak je dalje prema otkrivanju terapijskog sredstva za upalne bolesti crijeva. Naši 

rezultati pokazuju da morfogeni proteini, BMP-7 i -6 koji su izolirani iz kosti dovode do 

poboljšanja sistemskih i lokalnih promjena tijekom TNBS/ etanol ko li tisa u životinja. Iako 

uloga ovih citokina u upali crijeva nije poznata, pozitivan morfogenih proteina na 
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strukturu i funkciju crijeva tijekom eksperimentalnog kolitisa predstavljati osnovu za razvitak 

novih terapijskih protokola s kojima se upalna bolest crijeva. 
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VI 

Model Crohnove bolesti izveli srno na štakorima jednokratnom, intralurninalnorn 

primjenom haptena kiseline (TNBS) otopljenog u etanolu. Ovaj 

model ima neka svojstva Crohnove bolesti (transrnuralni oblik upale, pojava ulceracija koje 

preskakuju i tvz. "kaldrrnesti" izgled sluznice). Osim toga, pogodan je za djelovanja 

preparata na tijek i cijeljenje patohistoloških promjena na crijevima tijekom upalne 

bolesti crijeva. 

Rezultati u ovom radu pokazuju da rnorfogeni proteini, BMP-7 i -6, ako se daju 

životinjama sustavno imaju djelovanja na eksperimentalni kolitis: 

1. i terapijska pnrniena morfogenih pro tema, BMP-7 i -6 srnan1u1e 

crijeva da smanjuje rnakroskopski i mikroskopski indeks crijeva. 

2. protein je BMP-7 u dozi od 250 µg/kg, a to se vidi na temelju 

parametara: makroskopskog i rnikroskopskog indeksa ukupne debljine 

kolona i debljine rnukoze, proliferacije stanica i nakupljanja neutrofila. 

3. Povoljno djelovanje na kolona imala je preventivna primjena BMP-7 i -6 

te terapijska primjena BMP-6 u dozi od 100 µg/kg. 

4. BMP-7 smanjuje proliferaciju stanica u rnukozi, a u submukozi 14. dana 

nakon izazivanja eksperimentalnog kolitisa. To se vidi na temelju manjeg postotka PCNA 

pozitivnih stanica u bazalnom sloju kripti kolona, a broju u submukozi. 

5. BMP-7 smanjuje upalu u crijevu što je vidljivo smanjenjem nakupljanja neutrofila u 

stijenci kolona. 

6. BMP-7 i -6 cjelovitost glatkih stanica krvnih žila, larninae rnusculans 

mucosae i tunicae muscularis jer je u životinja koje su dobivale ove proteine bila 

izražaj a-aktina glatkih stanica i virnentina. 
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Prilog 1. Lista preparata koji su rabljeni u eksperimentalnog kolitisa. 

mlil,i!!t!il~I~ J 

Vektor ekspresije koji sadrži TGF-
~1cDNA (pRSVP2) (59) 

rhIL-1ra (antagonist interleukin-1 
receptora) (134) 

prehrana 
(125) 

slobodnih radikala: 
TEMPOL, ketotifen, L-NAME, 
apocinin (163) 

Misoprostol (analog prostaglandina 
ElJ (51 , 218 

3. i 10. dan 200 µg TGF-µ1DNA 
plazmida i.m.; injicira se u 8 mjesta 
na butinama (100 µI/po mjestu) 
akutna faza-. 8mg/kg se. i 2 mg/kg 
iv.prije kolitisa; 8mg/kg se. 4h i 10 h 
nakon kolitisa; potom 24h 
svakih 8 h (8 mg/kg) i potom svakih 
12h do žrtvovanja 3. dana nakon 
izazivanja kolitisa; 

faza-. 8 mg/kg se. svakih 12 h 
s 8. dana nakon kolitisa; 
nastavlja se do 15. dana kada su 
životinie žrtvovane 

infuzija 1 % pektin-
hrane 

TEMPOL (50µg/kg), ketotofen 
(200µg/kg), L-NAME (0.1mg/ml), 
apocinin (120 µg/ml) 
100µg/kg intraluminalno 

TNBS suprimira imuni odgovor na strane proteinske 
antigene; djeluje na eksperimentalni 
kolitis 

TNBS 
PG-APS 

metatreksat 

2% 
jodoacetamid 

4% octena 
kiselina 

ublažava simptome akutnog i 
enterokolitisa, .J,adhezije i artritis 

ubrzava oporavak crijeva; .J, crijeva, 
poboljšava integritet crijeva 
ketotifen and apocinin .J, 
ozljede; TEMPOL i L-NAME ne dj eluju 
zaštitno za crijeva 
djeluje zaštitno na mukozu crijeva 
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16, 16-dimetil prostaglandin E2 
(egzogeni prostaglandin) (1, 242) 

L-NAME (162) 

Antibiotici (57) 

Zileuton (inhibitor 5-lipoksigenaze) 
(10) 
Butirat (37) 

Butirat klizma @ 
Butirat i Mezalarnin (37) 

Faktor XIII (37) 

20 mg/kg dmPGE2 (pretretman i 
tretman) 

pretretmant: 0.2µg/kg, 20µg/kg 
intrarektalno 

0.1 mg/mL u vodi 

Paromomicin (5mg 
Nivemicin (15 mg) - od 5 
dana nakon kolitisa potom 2 puta 
dnevno do 8 dana; 
Aerosporin (250 i.u.); Taurolin (35 
mg); Flagyl (7.5 mg metronidazole) -
8 dana nakon kolitisa i.v. injekcija 
50 mg/kg 

40 mmol/L natrij butirata dva puta 
dnevno tijekom 2 tjedna; 
intraluminalna primjena 
100 m 
40 mmol/L butirata i 25 mg/ kg 
mezalamina 

i.v. 80 U/k~ekom 10 dana 

imuni kolitis pretretman: ..!-indeks upale, MPO, stvaranje 

30% etanol 

3% 
· odoacetarnid 

TNBS 

TNBS 

TNBS 

TNBS 

TNBS 

TNBS 

L TB4; tretman: ..!-indeks upale, prevenira razvoj 
makroskopskih promjena crijeva koje se javljaju 
3 tjedna nakon kolitisa, manje od 

retretmana 
0.2 µg/kg - ..l.-makroskopski vidljiva 

doze (20µg/kg) -štite epitel kolona od 
djelovanja etanola, .J...histološke znakove 

a 

djeluje zaštitno 

Paromomicin .J, koncentraciju 
sistemskim endotoksina; 
Nivemicin - nema 

Taurolin - .J, koncentraciju sistemskih 
endotoksina; 
Aerosporin i Flagyl -
poboljšava tijek bolesti: t stvaranje PGE2 i 
inhibira sintezu L TB4 
t transglutarninaznu aktivnost; ublažava kolitis, 
thistološku aktivnost 

..!-razinu TXB2, t razinu transglutaminaze u 
serumu, t cijeljenje ulkusa kolona 
poboljšava histološku sliku 
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Epidermalni rasta (161) 

L651,392 
(inhibitor 5-lipoksigenaze -J.-sintezu 
LB4) (241) 
Hormon rasta - rGH; Norditropin 
(28) 

Keratinocitni rasta (KGF) 
(257) 

Inhibitor ciklooksigenase -2 (170) 

CGP 47969A (inhibitor sinteze 
proinflamatornih citokina) (23) 

ip.600 µg/kg EGF jedan sat prije 
kolitisa te 1x dnevno tijekom pokusa 
(žrtvovanje 8h, 48h, 7 dana nakon 
kolitisa· 
1 O mg/kg pet puta: 2h prije, 22, 46, 
70 i 94h nakon kolitisa; intrarektalno 

1.0 mg/kg se.u zatiljak 2x dnevno, 
nastaviti 4. ili 7. dana 

5 mg/kg i.p., 24h i 1h prije kolitisa; 
životinje su žrtvovane 8h i 1 tjedan 
nakon izazivanja kolitisa 
24h nakon kolitisa u dozama 5, 1 and 
0.1 mg/kg i.p. koje su se nastavile 
primijenjivati 1x dnevno tijekom 1 
·edna 

NSAID: Diklofenak (10 mg/kg); 
Naproxen (5 mg/kg) 
2x dnevno 
Nabumetone (25 ili 75 mg/kg), 
etodolak (10 ili 50 mg/kg), L745,337 
(1 ili S mg/kg) 

30, 10 ili 3 mg/kg 2h prije kolitisa te 
2x dnevno do žrtvovanja 48h nakon 
ko li tisa 

TNBS mukoze i upalu 

TNBS J.-sintezu L TB4, indeks kolona, težinu 
kolona; 2 tjedna nakon izazivanja kolitisa-

kolona i upalu 
TNBS 4. dana- J.-upalu kolona, J.- makroskopski i 

mikroskopski indeks 7. dana-
težine na normalu 

TNBS nema 

TNBS umanjuje tkiva; doze od 1 i 
5 µg/kg umanjuju makroskopske nekroze i 
mikroskopske ulceracije za 40-50% 

TNBS inhibira COX-1 i COX-2; egzacerbacija kolitisa 
sa pojavom perforacije; t mortaliteta (86%) 

TNBS selectivni inhibitori COX-2 preko CPX-1; 
L 7 45,33 7-snažni inhibitor COX-2;egzacerbacija 
kolitisa sa pojavom perforacije; stopa smrtnosti 
100% 

imuni kolitis u doza od 10 mg/kg: J.-ak. indeks upale za 58%, 
edem za 67%, nekrozu za 99%, MPO za 49%; 
J.-crijevnog IL-1a i IL-8 za 56% i 90% 
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Deksametazon (2) 

S-nitrozo-N-acetil-penicilamin 
(SNAP) 
(nitro-vazodilator, stvara NO) (14) 
Protuupalni lijekovi (15, 240) 

Quercitrin 
(flavonoid, štiti mukozu ili 
na oporavak mukoze) (41) 

1, 3 i 6 mg/kg; 0.Sh prije 
indometacina 

10 µg kg-lmin-1 i.v. 

BW755C 

Indometacin (0.1 - 1 mg/kg se) 2x 
dnevno tijekom prvog tjedna 

Aspirin 

sulfasalazin ili prednisolon 

Naproksen (Smg/kg) 
PF-5901 (100 mg/kg per os) 
(inhibitor 5-lipoksigenaze) 
1 ili 5 mg/kg per os 

indometacin 

E.coli 
lipopolisah. 

ch. kolitis -
TNBS 
TNBS 

ch. kolitis -
TNBS 

TNBS 
TNBS 

TNBS, ac. 
kolitis 

TNBS, ch. 
kolitis 

manje doze (1 and 3 mg): 
"prekrivanje"ulkusa sa bakterijama, mukusom i 
neutofilima; 6 mg/kg-.!.- ulceracije jejunuma 
zaštitno djelovanje u endotoksin-potaknutom 
akutnom crijeva 

stvaranje 6-keto-PGF1 alpha and 
LTB4 
doza-ovisno t ozbiljnosti kolitisa i stope 
smrtnosti; u ch. colitisu - inhibira stvaranje 

rostanoida 
inhibira stvaranje prostanoida (PGE2), tMPO, 
nema na sintezu LB4 u kolonu 
inhibira stvaranje 6-keto-PGFlalpha; djelovanje 

• V • manie znacaino 
niti jedan protuupalni lijek ne 

smanjuje kolona; rezultati 
ukazuju da eikosanodi imaju minimalnu ulogu u 
uspostavljanju makroskopskog 

kolona 
egzacerbacija kolitisa 

smanjuje ozbiljnost kolitisa 

.!.-razinu lVIPO i alkalne fosfataze; povoljno 
na kolona 2. dana 

.!.-indeks kolona i proljeva; 
uspostavlja normalan transport 
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Ketotifen ("stabilizator mastocita") 
(45) 

SC-41930 
(antagonist leukotrienskog B4 
receptora) (56) 

FK506 (imunosupresiv) (83) 

N-3 masne kiseline 
( suprimiraju plazmatski L TB4) 
199 

Prostaglandin E1 (214) 

Koloidni bismut subcitrat (CBS) 
(256) 

BN52021 antagonist 
receptora za 
trombocita) (237, 243) 
IB-4 (monoklonalno protutijelo na 
leukocitnu adhezijsku molekulu 
CD18) (238) 
Leukotrien B4 (241) 

100µg/100g 2x 
dnevno, 48h prije 
kolitisa te nastaviti tijekom pokusa 
intrarektalno 30 min nakon ili 1h 
prije i 1h nakon kolitisa; EDSO = 20 
mg/kg (štakor); 24 mg/kg (zamorac); 
30 mir/kir 
0.25, O.S, 1.0, 2.0 mg/kg se. 

osnovna prehrana+ 2% n-3PUEA-
sa perilla uljem 

12h nakon kolitisa i.p. injekcija 2 mg 
?PGE1 u 1 mi fiziološke otopine, 
životinje su žrtvovane 3., 7. i 10. 
dana 
1.5 mi fiziološke otopine koja sadrži 
240 mg CBS ili samo CBS rektalna 
svakih 24h tijekom S dana 

3 mg/ kg; pretretman ili 12h nakon 
izazivanja kolitisa, 

2 nmol 

TNBS, 
octena kis. 

octena kis. 

TNBS 

TNBS 

10% octena 
kis. 

10% octena 
kis. 

TNBS 

TNBS 

30% etanol 

mukoze, u mukozi tstvaranje 
koji aktiviraju trombocite, PGE2, 

TXB2, LTC4, LTB4; tMPO 
lokalno djelovanje, prevenira akutnu upalu 
kolona 

tstvaranje superoksidnih radikala u 
neutrofilima, tsmanjuje kolana u 
ovisnosti od doze 
,i L TB4u plazmi i indeks ulkusa, 
kolona 

tupalu 3. dana, razlika nije 7. i 10. 
dana; povoljno na PGE1 u smanjenju 
ozbiljnosti upale kolona 

štiti mukozu želuca i duodenuma od pojave 
ulkusa; tmakroskopski i mikroskopski 
indeks tPGE2 
tijekom 1. i 2. tjedna znatno ,i upalae i 
ulceracije kolona; i težinu distalnog 
kolona 
pretretman:suprimira infiltraciju neutrofila u 
kolonu, ozljede epitela; 
tretman: tMPO za 80% 
tMPO kolona i sinteze LTB4 u kolonu 
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Ishrana ribljim uljem 
( eikosapen kiselina) ( 48) 

Boldine (60) 

Verapamil (blokator kalcijevih 
kanala) (52) 
MK-866 inhibitor 
biosinteze leukotriena) (239) 

BAY Y 1015 
proteinski inhibitor 5-
lipoksigenaze) (143) 
Rekombinantni granulocitni 
koji stimulira kolonije (rhG-CSF) 
(82) 

P8720 (Bz-Pro-Phe-boroArg) 
inhibitor plazmatskog 

kalikreina) (204) 

6 tjedana prehrana ribljim 
uljem 

jednokratna doza od 10 mg/kg 

dnevno - 2h prije izazivanja kolitisa 
te potom nastaviti tijekom 1 tjedna 
8 ili 24 mg/kg per os 
miševi 

24h prije kolitisa ili nakon 
indukcije sa dozama od 50 i 200 
µg/kg; 

4% octena 
kis. 

octena kis. 

4% octena 
kis. 

2% octena 
kis. 

2% octena 
kis. 

5% dekstran 
sulfat 

imuni 
komleks 

PG-APS -
bakterijski 

peptidoglikan-
olisaharid 

kiselina se sa 
arahidonskom kiselinom i mijenja biosintezu 
eicosanoida; riblje ulje štiti apsorpciju 
u kolonu i ileumu 
citoprotektivno i protuupalna djelovanje; 
djeluje zaštitno, ..l,.infiltracije neutrofila u 
kolonu, ali ne djeluje na tkirnu 
lipoperoksidazu, štiti transport u 
kolonu 
štiti mukozu tako što umanjuje sintezu 
leukotriena u mukozi, t sintezu prostaglandina 
tsintezu L TB4 u kolonu 

kolona; ubrzava cijeljenje 

thistološku sliku, ..l,.indeks aktivnosti bolesti, 
indeks upale (37-79%), indeks kripti (28-71 %) , 
MPO (49-57%) i razinu LTB4 (56-63%) 
pretretman: ttkivnu MPO; tretman: tLTB4 i 
TXB2, PGE2 -nama razlike u odnosu na 
kontrolu; sa visokim dozama rezultira 

--1,. proinflamatomih medijatora, ali je 
stvaranje PGE2 u mukozi, koji djeluj e 

zaštitno 
ali umjereno tac. intestinalne upale 

-tMPO ' 
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IL-4 (AdSIL-4) (81) 

BPC-15 (body protection 
compound - 15) (227) 

ip. 3.0x10(6) PFUs AdS 
transfektiranog sa štakorskim 
interleukin-4 - 2 injekcije 

lh prije kolitisa u dozi: 0.0001, 0.001, 
0.01 ili 10 nmol/kg i.p.; 10 nmol/kg 
intrarektalno; žrtvovanje 3. dan 

TNBS 

TNBS 

prekomjeran izražaj IL-4, 
tkiva, razine IFN-y u serumu i kolonu te MPO 
aktivnosti u distalnom kolonu 
i.p. - kolona na doza-ovisan 

.J..MPO; intrarektalno- nedjelotvoran 
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Prilog 2. Terapija Crohnove bolesti u ljudi. 

A) KORTIKOSTEROIDI 

::pftEP~T .. :: : !:~!!!}@ : !:; 
:::::::gru.M.mlNa: J 

Hidrokortizon ili per os 
Prednizon 
(7, 72) 

Prednizon (72) 
Metilprednizolon 
72 

parenteralno 

rektalna 

BUDESONID per os 
(20, 63, 66, 110) 176 bolesnika 

per os 
178 bolesnika 

klizma 

per os 
81 bolesnik 

1 mg/kg dnevno tijekom 
3-7 tjedna 

40-60mg/d 
tijekom 7-10 dana 

0.75 mg&g/ d 
sa 48mg/ d 

hospitalizirani 
bolesnici sa 
teškom CD 
oboljenjem 
distalnog 
kolona 

3 ili 6 mg/d do 12 mjeseci CD ileuma ili 
ileocekalne 
re2:11e 

9 mg/d ili 4.5 mg/2xd ili 
prednizolon 40 mg/ d; 
tiiekom 12 tiedana 
2 mg/100 ml 
tijekom 4 tjedna 

3x3 mg/ d tijekom 6 tj. , 
nakon toga 3x2 mg/d 6 tj. 

aktivni 
ulcerozni kolitis 
i/ili ·proktitis 

aktivna CD 
ileuma i kolona 

6 mg budesonid lx dnevno = produžava vrijeme relapsa 
CD i dovodi do pojave blagih sistemskih nuspojava 

remisija se 60% nakon 8 tjedana, budesonide je 
komparablan prednizolonu 

endoskopska remisija ili poboljšane u 46-84%; histološka 
remisija ili poboljšanje u ~6-68%; ovaj terapijski režim je 
djelotvoran kao i terapija drugim kortikosteroidima ali 
dovodi do slabije supresije plazmatskog kortizola nego 
drugi_glukokortikoidi 
remisija je prisutna u 54.3%; budesonide može biti 
alternativa steroidima 
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per os 
budesonide (67) 

Budesonid per os 
Entocort CR-
Astra Pharma 
(215) 

B) AMINOSALICILATI 

9mg/d 
tijekom 8 tjedana 

9 mg/d 

aktivna CD 
ileuma, 
ileocekalne 
regije i/ili 
uzlaznog 
kolona 
CD ileuma i/ili 
uzlaznog 
kolona 

remisija u 42-67%; -!.-CD indeks aktivnosti 
bolesti 

glukokortikoid sa izrazitim lokalnim djelovanjem ali sa 
mnogo nižom sistemskom raspoloživosti; ciljna tkiva su 
ileum i ileocekalno uspostavlja remisiju; 
oskudne sistemske nuspojave; "steroid izbora" 

·•····•·•·•,< ::: ~.: 1·•••·•••••··•••· > • :•• :$.g~!;A'c:A~ ~~,~~~:~1~>>••··············· 1•1u1tl n-.i,;:iii:iiiil:c,i111iiiiiliiiiiiiii~iiiii1iiiiii011 i&iiU:m:m;;m 
Sulfasalazin (72) 

Mesalamin 
(13, 72) 

per os 

klizma 

supozitorija 

1g/15kg/d; 
max doza 5g/ d 
3g/d 
3.2-4g 

1-4g; 60 ili 100 1-4 g prije spavanja 1g prije spavanja 
ml susoenziie 
500 mg ili 1 g 500 mg/2-3x/ d 500 mg prije spavanja 

-!.- rizik od relapsa 



Mesalamin (200) 310 bolesnika 1, 2 ili 4 g/d doza od 4g/ d dovodi do 
poboljšanja svih 

parametara kvalitete života 
oboljelih; doze 1 i 2 g/ d 

dovode do poboljšanja 
kvalitete života, ali ne svih 

arametara 
Azo-vezani per os 500 mg 4-6 g u podijeljenim 2-4 g u podijeljenim 
sulfasalazin dozama dozama 
72 

Olsalazin (72) per os 250 mg diskutabilno 1.5-3 g u podijeljenim 
dozama 

Balsalazid (72} eer os 750 mg 2-6 g (?} 2-6 g (?} 
Derivati mesalamine 
72 

Asacol (72, 220) per os 400 mg 2.4-4.8 g u 800 mg-4.8 g u 
Eudragit-S podijeljenim podijeljenim dozama 

HZ} dozama 
Claversal, Mesasal ili per os 250 ili 500 mg 1.5-3g u 750 mg-1.5 u podijeljenim 
Salofalk (72) Eudragit-L podijeljenim dozama 

H6} dozama 
Pentasa (kapsule sa per os 250 ili 500 mg 2-4 g u 1.5-3 g u podijeljenim remisiju, ima pozitivan 
kontroliranim mikro granula podijeljenim dozama terapijski lijek 

Etilceluloze dozama za steroida za 
mesalamina) (72, 201) bolesnike sa aktivnom ili 

mirnom CD 
Mesalazine per os 1.5 g prije nije zabilježena 
(Mesasal/ Claversal) 286 bolesnika spavania u pojaYi relapsa 
S-ASA (216) tijekom 12 kontrolne i S-ASA 

m esec1 skupine 

'° V, 
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S-ASA (Eudragit-S- 33 bolesnika 
obloženi mesalin2.f.!fil_ 
S-ASA (5-
aminosalicilna kis.) 
and 6-
metilprednizolon 
(usporedna studija) 
(67) 

2.4 g/d 

4.5 g/ d S-ASA 

C) IMUNOMODULACIJSKI LIJEKOVI 

iiillill!ig}B•! l"~l[lil=li:1 ! !!f 111!1!1!1!f:!~~jWM"" "" 
AZATIOPRIN 
(16, 30, 69, 143) 

6-MERKAPTOPURIN 
(16, 72, 79, 80, 151) 

1 O bolesnika 

2.0-2.Smg/kg/ d 
tijekqm 12.5 mjeseci 

1.0-1.Smg/kg/ d 

90 mg/d 

20-30 mg/d 

aktivna CD, bolesnici kod kojih se 
ne može prekinutu sa 
kortikosteroidima ili koji imaju 
perzistentno perianalno oboljenje ili 
fistule; u diece 
aktivna CD; u djece 

ovisnost o kortikosteroidima, teško 
ili perianale bolesti 

CD ovisna o kortikosteroidima ili 
rezistentna na kortikosteroide, 
postojanje fistula 

neaktivna CD; preveniranje 
relaE_sa CD 
ne postoji razlika u 
odgovoru na S-ASA ili 6-
MPred; S-ASA se može 
razmatrati za tretman aktivne 
CD u bolesnika koji ne regiraju 
ili odbijaju glukokortikoide 

remisiju, postoji rizik od 
limfoma i supresije koštane srži 

remisiju 

pojava remisije u 61.5% 

ne djeluje na promjene u kolonu 
i ileumu u CD; fistule se 
zatvaraju ili dolazi do 

obolišania u 70% 



CIKLOSPORIN A per os 2-5mg/kg/d teško CD, perianala bolest, nema 
(30, 71, 88, 122) fistule 

i.v. infuzije 4mg/kg/d uspješno cijeljenje teško 
izl' fistula 

iv. i per os; 10 2x dnevno i.v., potom akutna teška CD CSA postiže dobru remisiju u 
djece per os, nakon 6 djece 

mjeseci se daje 6-MP 
s ciljem da se prekine 
sa CSA i uspostavi 
remisija sa 6-MP i 5-
ASA 

Ciklosporin per os 2.5 mg podijeljena u CD male doze per os režima nisu 
(Sandimmune, Sandoz) 2 doze tijekom djelotvorne u poticanju 
(49) jednog tjedna, potom i uspostavljanju remisije 

5 mg/kg; max. doza 
15 mg/kg 

Ciklosporin (179) per os 5-7.5 mg/kg/d rezistentne CD ili CD koja ne reagira u 59% 
71 bolesnik na kortikosteroide 

CSA + kortikosteroidi i.v. potom per 5 mg/kg/ d i.v. zatim teško CD i snažno 
(182) os per os ciklosporin poboljšanje akutne teške 

tijekom srednjeg egzacerbirane CD, ali nakon 
perioda od 2.6mjeseci prekida terapije mogu se 

rela2si 
METOTREKSAT 1.m. 25mg 1x tjedno aktivna CD; za .J, doze remisija; smanjuje dozu 
(30, 50, 72, 104) tijekom 16 tjedana kortikosteroida; kod CD otporne na prednisona 

steroide 
39 bolesnika teško CD 3 .mj. remisija u 72%, u 42% 

nakon 12 mj. i 
steroida, relaps se javio u 58% 
nakon 12 mj., 12 bol.-nus2ojave 

'° --i 
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kiselina per os 
(djeluje imunosupresivno 8 bolesnika 
na T-stanice) (101) 

D) ANTIBIOTICI 

500 mg t.d.s. 
tijekom 8 tjedana 

bolesnici koji ne reagiraju na terapiju poboljšanje bolesti; u 
nekim ch. aktivnim CD, 
potrebno daljnje istraži,anje 

=:::::: RiBP.~I::: t ::::11~1ltt1Ug1~:::: ::::: :::: t!0:Z1;: : ::: MISWlfkP IJIEQ!i.Nq:: :: : r< 
METRONIDAZOL (72) 

CIPROFLOKSACIN + 
Metronidazole ili 
metilprednisolon 
160 

RIFABUTIN & MAKROLIDNI 
ANTIBIOTICI (Claritromicin ili 
Azatromicin) (69 
ANTITUBERKULOTICI (159) 

41 bolesnik 

46 bolesnik 

4 lijeka u kombinaciji: 
rifampicin +etambutol 
+dapson + clofazamine 

max. doza 
10m~/d 
20mg/kg 

500 mg/2x/ d + 250 
mg/4x/d or 0.7-
1mg/kg/d 

perianalno 
oboljenje 
nakon resekcije 
cnieva 
aktivna CD 

teška CD 

.!.-recidiva, nakon 24 i 36 mj 
nema 
potpuna remisija u 51.6%, 

poboljšanje CD 

.!.-simptoma, ne djeluje na 
uzrok bolesti 
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E) TERAPIJA 

Anti CD-4 -monoklonsko 
protu tijelo 
(cM-T412) (30,209) 

Monoklonsko anti-CD4 B-FS 
protutijelo (21) 

RRJ.Mlfi.M:E >•••••• =•//=·············· 

infuzija 
12 bolesnika 

1.V. 

12 bolesnika 

3 doze (10, 30 i 100 
mg) 
tijekom 7 uzastopnih 
dana 

3 doze (10, 30 i 100 
mg) 
tijekom 7 uzastopnih 
dana 

O.S mg/ d/ kg tijekom 7 
uzastopnih dana (8 
bolesnika); 
1. dana O.S mg/ d/kg te 
1 mg/ d/kg 1-6 dana 
( 4 bolesnika.) 

neobuzdana CD, 
otporna na steroide 

nao buzdana CD 

teška i refraktema CD 

4. tjedna- srednje.J.,. indeksa 
aktivnosti CD za 2S%, 24% i 
36%; 10. tjedna- za 24% i S2% u 
grupama koje se dobivale 30 i 100 
mg; slabi na endoskopski 

indeks bolesti; osrednja 
u CD 

4. tjedna tCD4 na 7S%; u 75% 
endoskopska poboljšanje, 
10.tjedna tCD indeksa aktivnosti 
bolesti; tCD4 = 
obolienie" 
1 bolesnik - pojava dispneje i 
tahikardije tako da je prekinuto 

2 bolesnika - produženo 
poboljšanje; 
2 bolesnika -
poboljšanje; 
1 bolesnik -
endoskopska poboljšanje; 
protitijelo nije 



monoklonsko anti- jednokratna 1 O mg/kg kao 2-satna aktivna CD koja ne 8 bolesnika je pokazalo 
tumor nekrozis faktor protutijelo infuzija infuzija; 2 bolesnika su reagira na terapiju normalizaciju indeksa aktivnosti 
(cA2) (210, 226) 10 bolesnika primila dozu od 20 CD i cijeljenje ulceracija unutar 4 

mg/kg tjedna nakon 
108 bolesnika S; 1 O; 20 mg/kg umjerena do teška CD nakon 4 tjedna: 81 % bolesnika 
jednokratna i.v. (Smg/kg), 50% (10mg/kg) i 64% 
infuzija (20mg/kg) pokazivalo je 

poboljšanje 
CDP571 protutijelo na 1NF-a i.v. infuzija jednokratno S mg/kg umjereno aktivna CD taktivnosti bolesti nakon 2 tjedna 
(203} 2 bolesnika kao S mg/ mL otopina 
Imunoglobulin (IgAbulin) per os 14 ml IgAbulin 3x/ d teška CD poboljšava mukoznu barijeru 
(sadrži 90 mg imunoglobulina od 2 bolesnika tijekom 4 tjedna 

60 mg IgA} (219} 
IL-2 (202) i.v. infuzija 1 bolesnik - ranije CD reaktivacija CD 

2 bolesnika sa IFN-a; 
18x10suo6IU/m sup2 
dnevno; 
2 bolesnik- 6x10sup 
SIU /kg svakih 8h 1. do 
5. i 16. do 20. dana 

recombinantni human IL-10 i.v. bolus O.S, 1, 5, 10 ili 25 CD rezistentna na tindeks aktivnosti CD, remisija u 
(225) injekcija µg/kg/ d tijekom 7 steroide 50% nakon 3 tjedna 

46 bolesnika uzastopnih dana 
In terf eron-alfa (5 7) 12 bolesnika aktivna CD nema remisije bolesti; 

terapijski ne 
Interferon alfa-2b (40) S bolesnika aktivna CD u svih bolesnika pojava influenci-

simptoma, 
remisija i tindeksa aktivnosti 
bolesti za 39% i 50%; potrebno 

..... temeliitiie istraživanie 
o o 



Interferon alfa-2b (248) 4 terapije u 3 3 miliuna I.U./d CD ovisna o steroidima 2 terapije su se morale prekinuti 
bolesnika tijekom 4 tjedna i 3x3 nakon 12 i 14 tjedana zbog 

milijuna U.I./tjedno t aktivnosti bolesti; u preostala 2 
tijekom 20 tjedana tretmana došlo je do taktivnosti 

bolesti; impresivna je pojava 
obilja crijevnih i vancrijevnih 
upalnih aktivnosti; žene puno 
bolje reagiraju na 

Nikotin (13) kožni flaster 15-25 mg/d neaktivna CD napovoljan na tijek CD 
tako da se ovakvo ne 

Oxpentifilin (pentoxifilin) 3 bolesnika 400 mg 4x/ d tijekom 4 CD otporna na steroide ne djeluje na upalu u 
(u potpunosti zaustavlja stvaranje tjedna CD 
TNF-a 5 
Rekombinantni hormon rasta 3 bolesnika 0.9-1 U/kg/tjedna CD u djece tbrzine rasta i starosti kostiju; 
(77) indeks aktivnosti CD nije 

rom11en1en 
Leukocitoferezna terapija (193) 19 bolesnika bolesnici sa IBD kod poboljšanje u 84.2%; 

kojih je nema nuspojava 
teraeija 

oksigenacija (32) 8 bolesnika 3 potpuna i 3 
poboljšanja 

7S-imunoglobulini (Venimmun) I.V. 10 g tijekom 10 dana CD rezistentna na tindeksa aktivnosti; bolesnici 
(195) 2 bolesnika ulaze u remisiju, ,J..,Jeukocita i 

limfocita, CD4/CD8 omjer u 
perifernoj krvi se mijenja u korist 
supresorskih stanica 

Saccharomyces boulardii (155) 20 bolesnika 250 mg t.i.d. tijekom 2 stabilna faza CD tBEST indeksa i 
tjedna pokreta crijeva 

-o 
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Tacrolimus (FK 506) (180) 

Ornidozole (221) 

Cink (141) 

Eudragit NE 30D, Rohm, 
Darmstadt, 

kapsula ribljeg ulja); 
kapsula sadrži: 500 mg koncentrata 
morskog lipida u obliku slobodnih 
masnih kiselina 
(40% kiseline, 
20% kiseline, 
40% my"esa n-7, -9,-6 masnih kiselina) 
(8) 

per os 
3 bolesnika 

per os 
14 bolesnika 

per os 
49 bolesnika 

0.15-0.29 mg/kg/d, 
podesiti tako da 
koncentracija lijeka u 
krvi iznosi 10-20 
me:/ml 

300 mg cinkovog 
asparata tijekom 4 
tjedna 

10 g tijekom 10 dana 

komlikacije na 
proksimalnom dijelu 
tankog crijeva ili CD sa 
fistulama 

aktivna CD 

CD 

CD rezistentna na 
terapiju 

poboljšanje; dugotrajna 
remisija; terapija održavanja je 
metotreksat ili 6-merkaptopurin; 
nuspojave 

-!,.,indeksa aktivnosti, i 
si~ran liiek 
biopsije crijeva nisu pokazale 
promjenu histološkog indeksa, 
razine albumina u plazmi te 
indeksa aktivnosti bolesti nisu 

.. . . 
rom11en1eni 

-!,.,indeksa aktivnosti, bolesnici 
ulaze u remisiju, -I,, leukocita i 
limfocita, CD4/CD8 omjer u 
perifernoj krvi se mijenja u korist 
supresorskih stanica 
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POPIS UPOTRIJEBLJENIH OZNAKA I KRATICA 

ALK 

BMP-2-6 

BMPR 

CD 

CDMP 

cox 
dpp 

DVR 

EGF 
FSH 

GDF 
GM-CSF 

HETE 
IBD 

ICAM.1 

IFN-y 

IGF 

IL-1-4 

IL-1ra 

LTB4 

MHS 

MIS 

NSAID 

OP-1 

PAF 

PCNA 

PGE2 

PGI2 

SIP 

SMA 

- od engl. activin-receptor !ike kinase 

- od engl. hone morphogenetic protein -2-6 

- od engl. BMP receptor 

- od engl. Crohn's disease 

- od engl. cartilage-derived morphogenetic protein 

- od engl. cyclooxygenase 

- od engl. decapentaplagic 

- od engl. decapentaplegic-V g-related 

- od engl. epiderma! growth factor 

- od engl. follicle stimulating hormone 

- od engl. growth/ differentiation factor 

- od engl. granulocyte/monocyte colony stimulating factor 

- od engl. hydroxyeicosatetraenoic acid 

- od engl. inflammatory bowel disease 

- od engl. intracellular adhesion molecule 1 

- in terferon y 

- od engl. insulin-like growth factor 

- od engl. interleukin -1-4 

- od engl. interleukin-1 receptor antagonist 

- od engl. leukotriene B4 

- od engl. major histocompatibility complex 

- od engl. Mullerian inhibiting substance 

- od engl. nonsteroidal anti-inflammatory drug 

- od engl. osteogenic protein -1 

- od engl. platelet-activating factor 

- od engl. proliferating cell nuclear antigen 

- prostaglandin E 2 

- prostaglandin 12 

- od engl. smad interacting protein 

- od engl. smooth muscle a-actin 
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