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POPIS KRATICA

AZ — azitromicin

CFU - bakterije koje formiraju kolonije
DNFB - dinitrofluorobenzen

DSS - dekstran sulfat natrij

EaggEC - enteroagregativna E. coli
EHEC - enterohemoragi¢na E. coli

EIEC - enteroinvazivna E. coli

EPEC - enteropatogena E. coli

ETEC - enteropatogena E. coli

FMLP - N-formil-metionil-leucil-fenilalanin
GALT - limfati¢ko tkivo pridruzeno crijevu

GH-CSF - ¢imbenik stimulacije kolonija granulocita i

makrofaga

HLA - DR, DP, DQ - antigeni klase Il glavnog

kompleksa tkivhe podudarnosti

ICAM -intercelularne adhezijske molekule
IEL - intraepitelni limfociti

IGF - faktor rasta slian inzulinu

IL - interleukin

IL-1RA - antagonist receptora za IL-1
LPS - lipopolisaharid

LT - leukotrieni

M (Microfold)-stanice - specijalizirane epitelne stanice
pridruzene Peyerovim plo¢ama s funkcijom

predocavanja antigena

MALT - zajednicki limfaticki sustav pridruzen

sluznicama

M-CSF - ¢imbenici koji poti¢u rast kolonija razliitih

stanica
MHC - glavni kompleks tkivhe podudarnosti

MN — metronidazol

NK - stanice - stanice prirodne ubojice
NO - dusi¢ni oksid
PAF - €imbenik koji aktivira trombocite

PAMP — molekularni obrazac povezan s parogenom

PCR - lan€ana reakcija polimeraze

PPR — receptor koji prepoznaje obrazac
SCID - teska kombinirana imunodeficijencija
slgA - sekretorni imunoglobulin klase A

STAT-4 provodenije signala i aktivacija transkripcije-4

TCR - receptor na povrsini T-limfocita

TCR — T stani¢ni receptor
TGF — ¢imbenik rasta

TGF B - transformirajuci faktor rasta beta

TLR4 — receptor za LPS

TNBS - trinitrobenzensulfonska kiselina

TNF o - €imbenik nekroze tumora alfa

TNFB - trinitroflorobenzenska kiselina

UBC — upalna bolest crijeva

VCAM - vaskularne stani¢ne adhezijske molekule

WASP - protein Wiscot-Aldich sindroma
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1. UVOD



1.1. Crijevo kao imunolo$ki organ

Imunoloski sustav crijevne sluznice predstavlja najveci imunoloski odjeljak u
ljudskom tijelu. Taj se sustav sastoji od epitelnih stanica, limfoidnih stanica (Bi T
stanica), mijeloidnih stanica (makrofaga, neutrofila, dentritiCkih stanica, eozinofila i
mastocita) i ima zadatak odrZzavanja imunoloSke i protuupalne homeostaze crijevne
sluznice. Sustav ima zadacu obrane od patogenih mikroorganizama i toksicnih
antigena koji mogu proci epitelnu barijeru i izazvati oStecenje, uz istovremenu ulogu
odrzavanja tolerancije prema mnostvu komenzalnih mikroorganizama i prehrambenih
antigena prisutnih u crijevu domacina. Tako imunoloSki sustav pridruzen crijevu ima
vaznu ulogu u odrzavanju homeostaze izmedu stranih i vlastitih antigena, ukljuCivsi i
vlastitu crijevnu floru, uvajuéi ravnotezu unutarnjeg okoliSa organizma na vrlo

specifiCan nacin (1).

1.1.1. Imunoloski sustav pridruzen crijevnoj sluznici

Imunoloski sustav crijevne sluznice (ISC), poznat kao GALT engl. "Gut
Associated Lymphoid Tissue", moze se podijeliti u nekoliko funkcionalno i anatomski

razli€itih odjeljaka.

1. rahlo organizirana efektorska mjesta (intestinalni epitel i lamina proprija)

2. makroskopske limfoidne strukture (Peyerove plo€e i mezentericni limfni

¢vorovi)

3. mikroskopske crijevne limfne strukture engl. "cryptopatches" i izolirani limfoidni

folikuli)



Peyerove plo€e su zaokruzZeni limfoidni folikuli koji se nalaze pretezito u
mukozi i submukozi te predstavljaju aferentni krak ISC-a koji prepoznaje antigene
putem specijaliziranih mehanizama uzorkovanja putem M engl. "Microfold" stanica
koje se nalaze u epitelu pridruzenim folikulu Peyerove ploce. U aferentni krak su
ukljuene i dendritiCke stanice koje pruzaju svoje izdanke kroz otvorene uske veze
engl. "tight junctions" izmedu epitelnih stanica. Luminalni antigeni bivaju predoCeni
putem M stanica i prepoznati od B i T limfocita uz posljedi€nu recirkulaciju i
diseminaciju B i T limfoblasta u druga limfna tkiva povezana sa sluznicom engl.
"Mucosal Associated Lymphoid Tissue — MALT", primjerice pluéa, dojke,
genitourinarni trakta i samog crijeva. Tako antigen-specificni efektorski B i T
limfoblasti naseljavaju rahlo organizirano tkivo lamine proprije sluznice koja
predstavlja eferentni krak imunoloskog sustava crijeva jer biva naseljena i drugim
efektorskim stanicama (plazma stanice, NK stanice mononuklearnim i
polimorfonuklearnim fagocitima te mastocitima). Plazma stanice u lamini propriji luCe
IgA imunoglobulin u obliku sekretornog IgA (slgA) koji osigurava zastitu protiv
bakterija, virusa i luminalnih antigena. Imunoloski odjeljak unutar epitela sastoji se od
intraepitelnih limfocita (IEL) koji predstavljaju jedinstvenu populaciju rezidentnin T
limfocita i za razliku od perifernih T limfocita predominantno izrazavaju receptor T-
limfocita y5 (yo TCR). Intestinalni intraepitelni limfociti sudjeluju u odrzavanju
cjelovitosti i funkcije epitelne barijere putem citotoksi¢nog efekta prema

promijenjenim epitelnim stanicama (1).

1.1.2. Sastavnice imunoloskog sustava crijevne sluznice

1.1.2.1.  Imunoglobulini



Imunoglobulini su protutijela koja su izraZzena na povrSini B stanica i sluze kao
njiihov klonotipni receptor za antigene slicno kao TCR na T stanicama (2). Nakon
vezanja na odgovarajuci antigen povrsinski imunoglobulini zapoc€inju kaskadu
signalnih dogadaja koji aktiviraju B stanice, poticu klonalnu proliferaciju i generiraju
plazma stanice. Opisano zbivanje rezultira stvaranjem protutijela koja putuju kroz
tielesne tekucine i otkrivaju i vezu se antigenske molekule koje su i pokrenule njihovu
produkciju. Svaka B stanica izraZzava jedinstvenu molekulu imunoglobulina koja
sadrZi varijabilne regije koje nose specificnost za taj antigen. Stvorena protutijela se
sastoje od dva identi¢na laka lanca spojena disulfidnim mostom na dva identi¢na
teSka lanca koja su medusobno krizno povezana s disulfidnim mostovima. Svaka od
pet klasa imunoglobulina su pojedina¢no definirana razlikama u efektorskoj funkciji i
jedinstvenim izotipom teSkog lanca, nazvanog a (IgA), o (IgD), (I1gE), y(I1gG) i n(IgM).
Ovih 5 izotipova teskih lanaca se na opisani nacin veze s lakim lancima dva izotipa «
i A. U ljudi postoje 4 razliCite 1gG potklase (1gG1, 1gG2, IgG3 i IgG4) i dvije razliCite
IgA potklase (IgA1 i IgA2). Dio se imunoglobulinske heterogenosti moze pripisati
razli€itim klasama i potklasama razlike ve¢inom potjecu iz varijabilnih regija lociranih
na amino kraju lakih i teskih lanaca i kodiranih V-, D- | J-regijom na segmentima

pojedinih gena (1).

1.1.2.2. B limfociti

B limfociti posreduju u humoralnu imunost, odnosno stvaranje protutijela kao
kao odgovor na prisutnost antigena Sto predstavlja dio steCene imunoloske reakcije.
Za razliku od T stanica B limfociti nastaju i sazrijevaju u kostanoj srzi. Zreli B limfociti
na svojoj povrsini izrazavaju B-stanicni receptor za antigene (BCR) koji se sastoji od

povrsinskih imunoglobulina nekovalentno vezanih s disulfidno povezanim Ig-o i 1g-8



heterodimerima. Imunoglobulin vezan za membranu predstavlja komponentu BCR
koja prepoznaje antigen, a Ig-a/lg-p heterodimer je BCR signalna komponenta (3).
Ig-a i Ig-B povezuju povrSinski imunoglobulin s citoplazmatskom enzimom - protein
kinazom koja postaje funkcionalna nakon vezanja antigena. Funkcionalni odgovor
ovisi o specificnoj signalnoj kaskadi koja se zatim aktivira kao i jacini signala, trajanju
i modulaciji od strane koreceptorskih molekula (CD19/21 kompleks, CD22 i CD 72)

(4, 5).

Antigenska stimulacija zrelih B limfocita uzrokuje klonsku ekspanziju
specificnih B limfocita i stvaranje specificnog imunoglobulina identichnom onom koji je
vezan za membranu i specifi€an za antigen. Neki od B limfocita ekspandiranog klona
se diferenciraju u B stanice pamcenja. Nakon daljnje modulacije s antigen
specificnim T limfocitima, B limfociti se mijenjaju u formu izotipa povezenu s antigen
specificnom V regijom (obi¢no u izotip IgG na periferiji i IgA u limfoidnom tkivu
gastrointestinalnog sustava i diferenciraju se u plazma stanice koje stvaraju i luce
izuzetno velike koli€ine imunoglobulina specificnog za antigen koji je potaknuo

klonsku ekspanziju.

1.1.2.3. T limfociti

T limfociti su predstavljaju vaznu sastavnicu crijevnog imunoloSkog sustava
koja ima ulogu vrlo fine regulacije urodenog i steCenog imunoloskog sustava
usmjerenog protiv infektivnih mikroorganizama i tumora, u okoliSu koji je bogat
nevlastitim antigenima. T limfociti kao vazni regulatori efektorske funkcije prepoznaju
i eliminiraju infektivne mikroorganizme i tumorske stanice i istovremeno koordinirajuci
imunolosku obranu putem regulacijskih u€inaka na druge stani¢ne populacije koje

sudjeluju u imunoloskoj reakciji. T limfociti nastaju iz maticnih stanica u kostanoj srzi,



a potom migriraju u timus gdje sazrijevaju i uCe prepoznavati vlastiti antigen. Nakon
sazrijevanja T limfociti, koji toleriraju vlastiti antigen migriraju u sekundarno limfno
tkivo u organizmu, ukljucivsi i Peyerove plocCe u crijevu. Ovakve naivne T stanice koje
se jo$ nisu susrele s antigenom nastanjuju Peyerove ploce, o€ekujuci senzibilizaciju
luminalnim antigenima koji su transportirane u Peyerove folikule putem
specijaliziranih epitelnih M stanica. Tim dogadajem zapocinje specificni imunoloski
odgovor u sluznici koji naivne T limfocite usmjerava u funkcionalno aktivirani fenotip

(1),

1.1.2.4. Stanice prirodene ubojice

Stanice prirodene ubojice (NK stanice) koji ¢ine oko 10% limfocita periferne
krvi imaju vrlo vaznu ulogu u ranom urodenom imunoloskom odgovoru. NK stanice
su veliki granulirani limfociti koji ne posjeduju receptore za prepoznavanije, ali
izrazavaju Toll-like receptore na svojoj povrsSini koji prepoznaju molekularne obrasce
povezene s patogenom (PAMP) Sto govori u prilog tome da NK stanice Cine
nespecificnu prvu liniju obrane putem njihove sposobnosti ubijanja transformiranih
stanica domacina i stanica inficiranih patogenom (6). Stanice prirodene ubojice imaju
i odredenu ulogu i u ste€enoj imunoloskoj reakciji putem interakcije s dendritiCkim
stanicama koje prezentiraju antigen. NK stanice sudjeluju u citotoksi¢nosti
posredovanoj stanicama ovisnoj o antigenu preko vezanja na ciljnu stanicu
opsoniziranu s IgG na CD16 NK stanice. Funkcija NK stanica najbolje se moze
karakterizirati preko njihovog citotoksi¢nog efekta koji se precizno regulira balansom
klase | HLA specifi€nih inhibitornih i aktivatorskih signalnih receptora u koje spada i
TLR. Tijekom prirodenog imunoloskog odgovora, NK stanice prepoznaju ciljnu
stanicu kojoj nedostaje povrsinska ekspresija klase | MHC molekule. Buduéi da brojni

virusi i tumori, ukljuCivsi crijevne karcinome potiskuju klasu | MHC molekula kako bi



izbjegli ste€eni imunoloski odgovor, NK stanice imaju vaznu ulogu u obrani
organizma. Nakon kontakta s ciljinom stanicom NK stanice otpustaju proteine koji
stvaraju pore (Perforini), proteoliticke enzime (Granzimi) i kemokine u ciljnu stanicu,
Sto dovodi do destrukcije proteina citoskeleta, degradacije kromosoma i apoptoze

crijevne sluznice (1).

1.1.2.5. Mijelomonocitne stanice

Stanice mijelomonocitnog reda uklju€uju monocite i njihovo "potomstvo"
(makrofage i dentritiCke stanice) i polimorfonuklearne leukocite (neutrofile, eozinofile i
bazofile) Stanice mijelomonocitnog reda se razvijaju iz zajedni¢kih mijeloidnih
progenitorskih stanica u kostanoj srzi uz poticaj na citokina, uklju€ivsi interleukine (IL-

1, IL-3 i IL-6) i Cimbenika stimulacije kolonija (G-CSF, GM-CSF i M-CSF).

Monociti-mononuklearni fagociti koji sazrijevaju u makrofage kad se nalaze u tkivu i
dendriticke stanice imaju srediSnju ulogu u urodenoj i ste€enoj imunosti. U urodenoj
imunosti njihova fagocitna funkcija i sekrecija upalnih citokina su vrlo vazne za
akumulaciju upalnih stanica i uniStavanje patogena. S druge strane, u steenoj
imunosti uglavnom pokazuju ucinak kroz njihovu sposobnost endocitoze,
procesuiranja i predoCavanja stranih antigena prema T limfocitima. (7). Monociti koji
udu u tkiva razvijaju se u tkivne makrofage koji, osim $to imaju aktivnu fagocitnu
ulogu u eradikaciji mikroorganizama cCine i prvi korak u predoCavanju antigena i
putem MHC Il spregnutog prepoznavanja i tim na¢inom aktiviraju CD4 T limfocite koji
reguliraju daljnji imunoloski odgovor. Makrofagi podrzavaju upalu lu€eci IL-12 i IL-23
koji stimuliraju nastanak Th 1 fenotipa iz CD4 T limfocita. To dovodi do sekrecije INF-
v i aktivacije fagocitnih i antigen predocCavajucih funkcija makrofaga (1). DentritiCke

stanice predo€avaju antigen i nalaze se u Peyerovim plo¢ama, lamini propriji i epitelu



gastrointestinalne sluznice (8). Kada su izloZzene mikrobnim produktima, posebice
specificnim, oCuvanim PAMP-ovima dentritiCke stanice sazrijevaju i migriraju u
sekundarne limfne organe, ukljucivS§i mezenterijalne limfne ¢vorove. Tamo dalje
sazrijevaju, jaCe izraZzavaju svoje funkcije za predoCavanje antigena preko ekspresije:

kostimulacijskih molekula kao Sto su CD80 i CD86 i tako aktiviraju naivne T limfocite

(9).

Neutrofilni polimorfonuklearni leukociti su presudna komponenta urodene imunosti i
djeluju kao prvi odgovor na infekciju. Neprestano se stvaraju u kostanoj srzi i
cirkuliraju u krvi. Kod infekcije, aktivirani neutrofili uz pomo¢ adhezijskih molekula
izrazenih na njihovoj povrsini, brzo izlazi iz krvnih Zila u zahvacenu sluznicu.

Infiltriraju zahvaceno tkivo i ubijaju patogene (10).

1.1.2.6. Neimune parenhimne stanice

Ovi tipovi stanica ukljuCuju intestinalne epitelne stanice, mezenhimne stanice
(npr. fibroblaste), stanice glatkih miSica i endotelne stanice. U svojoj osnovi to nisu
klasi¢ne imunolosSke stanice vec imaju vazne pomoc¢ne imunoloske funkcije unutar
probavnog sustava. Ove stanice ne zapoc€inju specificni imunoloski odgovor vec se
integriraju i poboljSavaju imunoloSke odgovore koji su u tijeku. Intestinalne epitelne
stanice Cine barijeru izmedu crijeva i lumena i imaju sposobnost ekspresije citokina i
kemokina. Fibroblasti putem ekspresije molekula na povrsini stanice, komponenti
vezivnog tkiva i citokina reguliraju lokalno preZivljavanje limfocita i doprinose TGF-3
posredovanom fibroziranju, povezanom s kroni€nom upalom. Stanice glatkih miSic¢a
mogu predoCavati antigen putem MHCII spregnutog nacina u kontekstu upale i
odgovoriti na poticaj citokina upale kao Sto je IL-4. Promjena peristaltike crijeva ima

ulogu u eliminaciji patogena. Endotelne stanice imaju vaznu ulogu u regulaciji tkivne



upale usmjeravanjem i regrutacijom leukocita i mijeloidnih stanica, te sekrecijom

razli¢itih topivih medijatora koji pojacavaju upalu (1)

1.1.2.7. Glavni kompleks tkivhe podudarnosti

Glavna razlika izmedu CD4+ i CD8+ limfocita je u nacinu prepoznavanja
antigena u kontekstu klase | i klase [I MHC (engl. "Major histocompatibility complex":
glavni kompleks tkivne podudarnosti). Glavhom kompleksu tkivne podudarnosti u
miSeva odgovara HLA-2 na kromosomu 17, a u ljudi je to HLA (engl. "human
leukocyte antigen complex": kompleks humanog leukocitnog antigena). MHC ili HLA
produkti i geni koji ih kodiraju su podijeljeni u tri klase. MHC klasa | i MHC klasa Il su
glikoproteini i uklju€eni su u prezentaciju antigena T limfocitima. Tri gena u ljudi
lociranih na kromosom 6 koji su ekvivalentni genu za MHC klasa | su HLA-A, HLA-B i
HLA-C, a HLA-DP, HLA-DQ i HLA-DR su ekvivalenti MHC klase Il. Klasa Ill MHC
gena kodira brojne proteine kao Sto su npr. komponentne komplementa, "Heat shock
"proteini i TNF. Antigeni koji su izraZeni na povrsini stanice s klasom | MHC
predstavljaju endogeno sintetizirane peptide kao Sto su antigeni virusa, a prepoznaje
ih prvenstveno CD8 subpopulacija T-limfocita s citolitickim djelovanjem prema ciljnoj
stanici. Razgradene i preformirane egzogene antigene zajedno s klasom Il MHC,
prvenstveno na povrsini stanica koje predo€uju antigen (APC-"antigen presenting
cells": makrofagi dendriticke stanice, Kupfferove stanice i epidermalne
Langerhansove stanice); prepoznaje CD4 subpopulacija T-limfocita s pomoc¢nickim
djelovanjem koja stvaranjem i lu¢enjem limfokina aktivira B-limfocite na lu€enje

protutijela specificnih za isti egzogeni antigen (1).

1.1.3. Struktura i funkcija imunoloskog sustava crijevne sluznice

1.1.3.1. Intraepitelni limfociti



Crijevni epitel ljudskog organizma sadrzi jedinstvenu populaciju limfnih stanica-
intraepitelne limfocite (IEL) koji se nalaze razbacane izmedu crijevnih epitelnih
stanica uzduz bazolateralne povrsine (11). Oko 10-20 IEL se nalazi na oko 100
resica unutar tankog crijeva. S obzirom na veliku povrsinu crijevnog epitela IEL
predstavljaju vrlo zna¢ajnu subpopulaciju T limfocita u ljudskom tijelu (12). Za razliku
od cirkulirajucih T limfocita, IEL populacijom su ve¢inom CD8+ T limfociti (>70 % u
tankom crijevu) uglavnom eksprimiraju CD8a.o homodimer koiji nije uobi¢ajen medu
cirkuliraju¢im T limfocitima (13). ViSe od 10% IEL-a mi$jeg tankog crijeva

predstavljaju T limfociti koje nemaju CD 8 niti CD 4 biljeg (14, 15).

1.1.3.2. Sekrecija imunoglobulina

Stvaranje i luCenje IgA dimera predstavlja glavne zastitne Cinitelje probavnog
sustava. trakta. Plazma stanice proizvode IgA dimer — dva IgA monomera spojena sa
polipeptidnim J lancem. J-lanac participira u transportu IgA i IgM molekula kroz
intestinalni epitel. Glavna funkcija sekretornih IgA u obrani domacina je zastita od

bakterija virusa i luminalnih antigena (16).

1.1.3.3. Organizirane limfoidne strukture i udomljavanje limfoblasta

Peyerove plo€e su organizirane nakupine limfnog tkiva u sluznici koje se
vezane uz jedan ili viSe limfnih folikula protezu do lamine proprije, a katkad i do
submukoze crijeva. OkruZzene su specijaliziranim epitelom engl. "Follicle-associated
epithelium" (FAE) koji sadrzi specijalizirane M-stanice. M-stanice igraju vaznu ulogu
u nadzoru sluzni¢ke imunosti jer isporucuju odabrane uzorke intraluminalnih antigena

organiziranim sluznickim limfnim tkivima. M stanice nastaju direktno iz



nediferenciranih, nezrelih epitelnih mati¢nih stanica u kriptama crijeva (17).
DendritiCne stanice koje se nalaze neposredno uz crijevne epitelne stanice mogu
takoder uzorkovati luminalne antigene kroz epitel otvarajuci uske veze i Sirenjem
dendrita u lumen (18). M-stanice osim potencijalnih patogena takoder transportiraju i
komenzalne bakterije u Peyerove ploCe i na taj nacin iniciraju proizvodnju i lu€enje
IgA protutijela i toleranciju. "Cryptopatches" su nakupine nezrelih T limfocitnih
prekursora koji se nalaze neposredno uz kripte u miSjem tankom crijevu i
predstavljaju ekstratimicnu lokaciju razvoja T limfocita (19). Izolirani limfoidni folikuli
engl. "Isolated lymphoid follicule" (ILF) su organizirana limoidna struktura
nerazjasnjene uloge. Pokriveni su s FAE koji sadrzi M stanice , a sastoji se primarno

od zrelih B2 B limfocita i CD4+ T limfocita (20).

Naivni B i T limfociti na povrsini stanica izrazavaju kombinaciju receptora koja ih
usmjerava u limfoidne nakupine kao $to su Peyerove ploCe. Nezrele dendriticne
stanice zadrzavaju luminalne antigene i prezentiraju ih tim naivnim limfocitima u
crijevnim limfoidnim folikulima. Tim interakcijama zapocinje specifi¢ni imunoloski
odgovor i usmjerava naivne T limfocite Th2, Th3 ili Thr iznad Th1 fenotipa (20).
Aktivirani limfociti iz crijevnih limfoidnih folikula zapocinju put tijekom kojeg sazrijevaju
i migriraju u aferentne limfne puteve i u mezenteri¢ne limfne ¢vorove. Tijekom tog
procesa limfociti sazrijevaju u T i B limfoblaste obogaceni B limfocitima koji nose IgA.
Ti limfociti ponovno ulaze u rahlo organiziranu laminu propriju. Limfoblasti

recirkuliraju i udomljavaju se na mjestima pocetne antigenske stimulacije (21)

1.1.3.4. Neorganizirano tkivo lamine proprije

Lamina proprija leZi ispod intestinalnog epitela i sluZi kao rahlo povezan efektorski

odjeljak T i B limfocita, plazma stanica, NK stanica, makrofaga, dendritiCkih stanica i



mastocita. Vecina T limfocita unutar lamine proprije izrazava a3 TCR kao i CD45
povrSinski marker koju ukazuje na to da su to stanice pamcenja, odnosno da su se

susrele s antigenom, vjerojatno u Peyerovim plo¢ama (22).

1.1.4. Urodena i steGena imunost

Dva se tipa imunosti isprepliéu u sluznici: urodena (prirodna) imunost i
adaptivna (ste€ena) imunost. Urodena je imunost nespecificna i brzo se mobilizira
dok je steCena imunost specificna za strane antigene i mobilizira se polako tijekom
nekoliko dana i tiedana nakon pocetne ili primarnog izlaganja antigenu. Specifi¢na
imunost pojacava pocetnu zastitu koju pruza urodena imunost na antigen specifi¢ni
nacin daljnjom mobilizacijom prirodnih imunolosSkih komponenti. U steCenom
imunoloskom sustavu limfociti reagiraju s antigenima preko receptora (T i B stani¢ni
receptor) koji su specifiCni za upravo taj antigen. Kad se specificni antigen predoci
limfocitu s receptorom koji ga je u stanju prepoznati takav limfocit krece u klonsku
ekspanziju. Za razliku od urodene imunosti, steCena je imunost karakterizirana
usvajanjem pamcenja tijekom specificnog imunoloskog odgovora koji omogucuje
brzu mobilizaciju specifiéne imunosti u slu¢aju ponovnog susreta s tim antigenom u

buducnosti (23).

1.1.4.1. Urodeni imunoloski sustav

Tijekom filogeneze Zivih bi¢a, rast drevnih, vodenih, metazoa poput blastule je
dosegao stacionarnu fazu kada je endofagocitoza hranjivih tvari iz okoliSa iz
primordijalne juhe postala nedovoljna za odrzavanje zivota (24). Stoga je nastao

probavni sustav s povrSinskim epitelom kao ucinkovitiji nutritivni sistem. Takav sustav



koji se razvio u primitivno crijevo omogucio je kolonizaciju crijeva bakterijama iz
okoliSa. Takva usporedna ko-evolucija domacina i mikroflore predstavlja
mutualistiCkim principom u kojem svi partneri imaju koristi. Domacin predstavlja
savrSeni inkubator, a mikroflora je izmedu ostalog pruzala svoju fermentativnu
masineriju koja je olakSavala ekstrakciju nutritjenata iz lumena primitivnog crijeva
(25). Buduci, neki mikroorganizmi koji su dio mikroflore mogu inficirati svog
domacina, u nizih je vrsta glavni mehanizam za obranu urodena imunost. Urodeni
imunoloski sustav se pokrece razli€itim mikrobnim ligandima domacin prepoznaje
putem receptora za prepoznavanje obrasca (PRR). Humani probavni sustav sadrzi
vie od 500 razli¢itih mikrobnih vrsta s ukupnim brojem 10" mikroba, §to je zajedno

otprilike 100 puta viSe gena od gena domacina (26).

Urodeni imunolo$ki odgovor nema samo ulogu zastite domacina od
potencijalnih patogena ve¢ interakcijom s mikroflorom crijeva doprinosi homeostazi i

funkciji probavnog sustava. IstraZivanja pokazuju da aktivacija urodene imunosti :
1. UtjeCe na sastav crijevne flore

2. PoboljSava cjelovitost i funkciju crijevne barijere izmedu intestinalnih
epitelnih stanica (IEC) indukcijom bjelan€evina uskih medustani¢nih veza

(engl,"Tight junction-related proteins")
3. Povecava proliferacijski odgovor i smanjuje apoptozu IEC
ubrzava proces cijeljenja oStecenog epitela (27, 28, 29, 30, 31, 32).

Sastavnice urodene imunosti znacajne za fiziologiju crijeva ukljuCuju stanicne i topive
Cinitelje. Stanicni Cinitelji su makrofagi, eozinofili, mastociti, stanice prirodene ubojice

(NK stanice) i neutrofili. Makrofagi su fagociti i Cistaci, ali su isto tako ukljuceni i u



reakciju steCene imunosti jer predoCavaju antigen. Makrofagi su zapravo stanice iz
krvi-monociti i koje se diferenciraju u vrlo u€inkovite stanice za prepoznavanje i
eliminaciju mikroorganizama u— procesu koji je posredovan specijaliziranim
receptorskim sistemima. Produkti gram negativnih bakterija kao $to su

lipopolisaharidi se vezu za receptore (TLR4) (33).

1.1.4.2. Stecéeniimunoloski sustav

Ste€eni imunoloski sustav ima dvije sastavnice: humoralnu i stani¢nu imunolosku
reakciju. Humoralna imunost je posredovana protutijelima koje lue B limfociti i
predstavlja obranu protiv ekstracelularnih antigena/patogena. Stani¢na imunost je
posredovana djelovanjem T limfocita i osigurava zastitu od intracelularnih
antigena/patogena koji nisu dostupni protutijelima. Oba tipa steCene imunosti

posjeduju nekoliko karakteristika koje ih razlikuju od urodene imunosti:

1. Kako bi odgovorili na Sirok spektar potencijalnih antigena kojima domacin
moze biti izlozen tijekom Zivota, potreban je veliki broj razli€itih klonova
limfocita specificnih za pojedine antigenske determinante ili epitope.
Molekularna osnova klonotipne specifi¢nosti je odredena receptorom na
stani¢noj povrsini (imunoglobulin na B stanicama ili TCR na T stanicama koji

je jedinstven za svaku stanicu ili klon.

2. Svaka stanica ili klon izraZava svoj jedinstven ili klonotipni receptor u svrhu
razlikovanja vlastitin od ne vlastitinh antigena. Taj proces je prvenstveno
rezultat pozitivne selekcije i negativne selekcije B limfocita u kostanoj srzii T
limfocita u timusu $to rezultira produkcijom mnostva receptora razliCite

specifi¢nosti koji su tolerantni prema vlastitim antigenima (34).



1.2. Gastrointestinalna upala

1.2.1. NarusSena funkcija epitelne barijere

Epitel predstavlja barijeru koja fiziCki odjeljuje luminalne antigene od
imunoloskih i upalnih stanica koje se nalaze u lamini propriji i na taj nacin sprjeCava
njihov medusobni neposredni kontakt i aktivaciju procesa upale. U funkciju su
epitelne barijere utkani vrlo sloZeni mehanizmi koji reguliraju i nadziru putovanje
makromolekula izmedu okoliSa i domacina. Navedeni prolaz se prvenstveno odvija
kroz paracelurarne puteve koje nadziru medustani¢ne uske veze (35, 36). Danas je
poznato da se medustani¢ne uske veze sastoje se od nekoliko proteina (okludin,
povezujuca adhezijska molekula, ZO-1, ZO-2 i ZO-3) koji zajednicki funkcioniraju kao
kompleks i reguliraju selektivnu intestinalnu propusnost kroz epitelnu barijeru. Tako
medustani¢ne uske veze predstavljaju dinamiCke strukture koje brzo mijenjaju
propusnost kao odgovor na izvanstaniéni poticaj. OStecenje epitelne barijere je
opisano u crijevnoj upali (37, 38) uz posljedi¢no povecano stvaranje proupalnih
citokina, uklju€ivsi TNFa i IFNy. Navedena zbivanja za posljedicu imaju pove¢anu
propusnost kroz medustanicne uske veze. Disfunkcija crijevne epitelne barijere se
smatra glavnim mehanizmom patogeneze upalnih bolesti crijeva i postoje misljenja

da ovaj mehanizam predstavlja primarni poremecaj u tim bolestima (39).

Osim u kroni¢nim idiopatskim upalnim bolestima crijeva, "napukline" epitelne
barijere uslijed "ljustenja" epitela u lumen su opisane u celijakiji, crijevnim infekcijama
i oSteCenjima crijeva izazvanima zra¢enjem i kemoterapijom. Organizirani odgovor na
takovu vrst oste¢enja zapocinje brzom migracijom i promjenom oblika epitelnih

stanica sa svrhom pokrivanja defekta (1).



1.2.2. PredoCavanje antigena i znacenje biljega (TLR)

U stanice koje predoCuju antigen ubrajamo prvenstveno makrofage i u
posebnim okolnostima intestinalne epitelne stanice. Makrofagi predstavljaju
cirkulirajuce i tkivne nelimfatiCke mononuklearne stanice, a osim sposobnosti
predoCenja antigena posjeduju mikrobicidnu i tumoricidnu aktivnhost te Iluce
regulacijske medijatore i enzime. Tijekom upale veliki broj monocita periferne krvi
biva regrutiran na mjesto tkivne upale. ImunohistoloSka istrazivanja na upalnim
bolestima crijeva biljeZe povecan broj makrofaga CistaCa ("scavenger macrophages")
u povrsinskim lezijama, primjerice u bazama ulkusa i fisura, koji fagocitiraju i razlazu
strani materijal. Istrazivanja takoder biljeZze povecan broj dendritickih stanica oko
spomenutih lezija i granuloma $to ukazuje na pojacano predoCavanje antigena i
povecano stvaranje interleukina — 1 (IL-1). Za razliku od makrofaga iz zdrave
sluznice, makrofagi izolirani iz sluznice bolesnika s upalnom bolesti crijeva pretezito
selektivno poti€u i povecavaju stvaranje IgG u B-limfocitima. Navedena opazanja
govore u prilog hipotezi o povisenoj aktivnhosti makrofaga u upalnoj bolesti crijeva
koja bitno pridonosi razvoju kroni¢ne upale (40).

Intestinalne epitelne stanice (IES) koje prvenstveno imaju uloge resorpcije
hranidbenih sastojaka u posebnim okolnostima mogu imati i ulogu stanica stanica
koje predoCavaju antigen. Epitelne stanice tankog crijeva na svojoj povrsini
konstitutivno iskazuju klasu molekula MHC Il, moguée kao posljedicu sekrecije
interferona — gama (IFN-y) od strane intraeptielnih limfocita (IEL) (41).U normalnim
okolnostima epitelne stanice debelog crijeva na svojoj povrsini ne izrazavaju biljeg
klase MHC Il. Nasuprot tome, u slu€aju upale sluznice debelog crijeva istrazivanja
biljeze izrazenost molekula klase MHC Il na povrsini kolonocita, vjerojatno kao

posljedicu lokalnog stvaranja proupalnih citokina (42). Rezultati in vitro istrazZivanja



pokazuju da stanice intestinalnog epitela imaju sposobnost predo¢enja topivih

antigena prema CD4+ T limfocitima, spregnutog s klasom molekula MHC Il (43).

1.2.2.1. TLR4

Toll-like receptori (TLR) predstavljaju obitelj transmembranskih glikoproteina
koja ima 10 Clanova u ljudi i 13 u miSeva. Nalaze se na povrSini stanica ili na
endosomima gdje imaju funkciju prepoznavanja mikroorganizama preko molekularnih
obrazaca povezanih s patogenima (PAMP) i preko molekularnih obrazaca povezanih

s oSte¢enjem (SLIKA 1),(44).



Slika 1 Toll like receptori (Prilagodeno prema "Basu AND Fenton, Am J Physiol Lung

Cell Mol Physiol 286: L887-L.892, 2004")
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U fizioloSkim okolnostima, humane IES konstitutivno izrazavaju TLR3 i TLR5 i tek
male koliCine TLR2 i TLR4 (45). Spektar patogena koji prepoznaju TLR uklju€uje
gram pozitivne i gram negativne bakterije, kvasce i viruse. Smjestaj TLR-a je
presudan za njihovu funkciju: TLR 1,2,4,5 i 6 se nalaze na povrsini stanice i
prepoznaju ekstracelularne mikroorganizme, a za TLR 3,7,8 i 9 se smatra da
otkrivaju prisutnost virusnih €estica i nalaze se na ranim endosomalnim
membranama. TLR-4 reagira s bakterijskim lipoplisaharidom (LPS) Sto za posljedicu
ima pojacano stvaranje i aktivnost adapterske molekule MyD88. Za razliku od
fizioloSkih okolnosti, u Crohnovoj bolesti i ulceroznom kolitisu je zabiljezena opcéenito

povecana ekspresija TLR4, uz Cinjenicu da je ekspresija i TLR2 i TLR4 selektivho



povecana na intestinalnim makrofagima (45, 46) S druge strane, u navedenim

bolestima nije zabiljezena promjena ekspresije TLR2 i TLR 5 (46, 47, 48).

Proupalni citokin, primjerice IFN-y i TNF-o povecavaju ekspresiju TLR4 Sto za
posljedicu ima pojacani odgovor na LPS (49, 50, 51). Nije posve jasno da li
povecCana ekspresija TLR u upalnoj bolesti crijeva predstavlja posljedicu djelovanja
proupalnih medijatora ili pak, predstavlja primarni dogadaj u smislu poremecenog,

konstitutivno aktivnog signala putem TLR (49) .

Brojni modeli u objavljenim radovima opisuju povezanost odstupanja odgovora
posredovanog TLR i sklonosti crijevnoj upali. Transgeni¢ni miSevi koji ne posjeduju
kolitis (52). NajviSe je istrazivan TLR4 s obzirom na zabiljeZzenu vaznu ulogu u
ograni¢avanju bakterijske translokacije i pospjeSenom cijeljenju epitela u
eksperimentalnim modelima crijevne upale (31) U prilog tome govore i rezultati
istraZivanja koji biljeZze smanjenu epitelnu proliferaciju u miSeva deficijentnih za TLR4
ili MyD88 (30, 31, 53) Navedena istrazivanja ukazuju na vaznu ulogu TLR4 u

etiopatogenezi i mehanizmima cijeljenja crijevne upale.

1.2.3. Recirkulacija imunoloskih stanica i adhezijske molekule

Vazan korak u reakciji upale koji prethodi oStecenju tkiva predstavlja izmjestanje
cirkulirajucih neutrofila, makrofaga i limfocita u laminu propriju, putem posebnih
mehanizama u postkapilarnim venulama, u blizini upalom zahvacéenog tkiva.
Navedeni mehanizmi uklju€uju aktivaciju i medudjelovanje razli€itih obitelji
adhezijskih molekula koje se nalaze na povrsini spomenutih stanica i endotelnih

stanica krvnih Zila (1).



Neutrofili nakon vezanja na adhezijske molekule endotela postkapilarnih
venula prolaze u laminu propriju crijeva i nakon 24 — 48 sati prolaze izmedu epitelnih
stanica u lumen crijeva gdje odumiru i bivaju izbacCeni stolicom. Vazna je Cinjenica da
se neutrofili diferenciraju u kostanoj srzi, a sazrijevaju i aktiviraju se u lamini propriji.
Buduci ne posjeduju sposobnost proliferacije povec¢ani broj neutrofila na mjestu upale

odraz je njihove pojaCane migracije iz cirkulacije u laminu propriju crijeva (54).

Osim vec prisutnih tkivnih monocita-makrofaga populacija gastrointestinalnih
makrofaga se novaci iz cirkuliraju¢ih monocita koji nastaju u kostanoj srzi (55, 56)
Cirkulirajuci se monociti poput neutrofila veZu na adhezijske molekule na endotelnim
stanicama postkapilarnih venula i prolaze u laminu propriju crijeva, gdje se odvija
njihova promjena u zrele makrofage. Sazrijevanje makrofaga je kontrolirano
citokinima i drugim topivim tvarima koje su prisutne u lamini propriji. Tako okoli$
citokina i topivih medijatora u lamini propriji utjeCe na razvoj u pojedini tip zrelog
makrofaga.

Migracija neutrofila i monocita kroz stijenku postkapilarne venule u lamini
propriji crijeva odvija se putem medudjelovanja adhezijskih molekula na cirkuliraju¢im
stanicama i povrsini endotela krvnih zila (57, 58). Medu adhezijskim molekulama
razlikujemo tri skupine: selektine, B, integrine i adhezijske molekule iz obitelji
imunoglobulina. PoCetna adherencija leukocita na endotel je posredovana
selektinima koji se nalaze na povrsini cirkulirajucih leukocita i na endotelnim
stanicama. Integrini Cine veliku grupu adhezijskih molekula, a svaki od njih je
heterodimer koji se sastoji od nekovalentno povezanih o i f podjedinica. B1ip2
podjedinice su najvaznije u upali (npr. CD18, VLA, a4B7). B¢ integrini su ukljueni u
prolaz limfocita kroz krvnu Zilu, a 2 integrini sudjeluju u adheziji monocita i neutrofila

na endotelne stanice. Obitelj selektina Cine tri ¢lana: E-selektin (LAM-1), E-selektin



(ELAM-1) i P-selektin (59). Slabe selektinske veze su razlog kotrljanju leukocita koje
traje dok se ne stvore Cvrste veze izmedu [, integrina koji se nalaze na povrSini
leukocita i adhezijskih molekula iz obitelji imunoglobulina (intracelularna adhezijska
molekula-1: ICAM-1; vaskularna stani¢na adhezijska molekula-1: VCAM-1 i mukozna
adresinak stani¢na adhezijska molekula -1: MAdCAM-1) koje se nalaze na
endotelnim stanicama. Vazna je Cinjenica sa povecano lucenje IL-1, TNF-o i IFN-y za
posljedicu ima pojacanu izrazenost ICAM-1 §to govori u prilog vaznosti adhezijske

molekule u patogenezi crijevne upale (1).

Zavrdni korak u recirkulaciji upalnih stanica tijekom crijevne upale je prolaz
upalnih stanica izmedu epitelnih stanica u lumen crijeva. Raspadni produkti leukocita
koji ulaze u lumen crijeva mogu se naci u stolici $to predstavlja patogenetski znak
upale koji se koristi u klinickoj praksi uporabom laboratorijskih testova za dokazivanje
koncentracije laktoferina i kalprotektina iz uzoraka stolice bolesnika s aktivnom
crijevnom upalom (60).

1.2.4. Normalna flora, neutrofili, proupalni citokini i upala crijevne sluznice

Prema definiciji, termin normalna flora se odnosi se na zajednicu zivucih
mikroorganizama u nekoj ekolo$koj nisi domacina (61). Ljudski probavni sustav je
prirodno staniste velike, raznolike i dinami¢ne populacije mikroorganizama (uglavnom
bakterija) koje su se prilagodile Zivotu na povrsini sluznica ili u lumenu (62).
FizioloSka mikroflora crijeva uklju€uje viSe vrsta bakterija koje stalno koloniziraju
probavni sustav i crijevo te razliCite vrste mikroorganizama koje privremeno prolaze
kroz probavni sustav.

Bakterijske vrste koje Cine stalnu (rezidentnu) crijevnu floru uglavnom budu akvirirane
po rodenju i sastav rezidentne flore specifi€an je za svaku jedinku, a prolaznu

bakterijsku floru €ine bakterije koje konstantno pristizu iz okoli$a (primjerice putem



putem hrane i pi¢a). Debelo crijevo predstavlja odsjeCak probavnog sustava koji je
izrazito napucen bakterijskim vrstama, primarno anaerobima i broj bakterijskih
stanica dostize gustoéu od 10'? CFU/mL po gramu luminalnog sadrZaja koja je 100
000 puta veca od koncentracije bakterija u lumenu ileuma. U crijevhom sadrzaju
nalazimo 300-500 razli€itih bakterijskih vrsta, uz napomenu da samo 30-40 vrsta Cini
oko 99% sveukupne populacije. Standardna bakterioloSka analiza flore crijeva
pokazuje da striktno anaerobnih bakterija ima 100-1000 puta viSe od aerobnih
bakterija. Dominantne vrste su Bacteroides, Bifidobacterium, Eubacterium,
Clostridium, Lactobacillus, Fusobacterium i razni anaerobni koki. Bakterije koje su
prisutne u manjem broju ukljuCuju Enterococcus i Enterobacteriaceae. Neke od
bakterija koje se nalaze u crijevu su patogeni ili potencijalni patogeni ukoliko integritet
sluznicke barijere bude narusen. Vazno je istaknuti da je normalna interakcija izmedu
bakterija koje se nalaze u crijevu i njihovog domacina predstavlja simbiotski odnos

koji donosi korist bakterijama i domacinu (63).

Crijevne bakterije imaju vaznu i specificnu ulogu u domacinu koja se u funkcionalnom
smislu moZze svrstati u tri kategorije: metabolicku, protektivnu i trofiCku.

Metaboli¢ka funkcija crijevne flore se ocituje u fermentaciji neprobavljivih sastojaka
hrane i endogene sluzi. Razli€itost gena u zajednici mikroorganizama omogucava
prisutnost razli€itih enzima i biokemijskih puteva koji dopunjavaju domacinove
mogucnosti probave (64). Protektivnu funkciju mikroflore zapravo predstavlja
ucinak barijere koja sprjeCava invaziju crijevne sluznice patogenim mikroorganizmima.
Rezidentne bakterije predstavljaju jednu od najvaZznijih linija obrane od egzogenih
mikroba ili oportunistiCkih bakterija koje su prisutne u crijevu, ali im je rast spregnut i

ogranicen. Ravnoteza izmedu vrsta rezidentnih bakterija je preduvjet stabilnosti



mikrobne populacije sluznice. UCinak barijere se zasniva na svojstvu i sposobnosti
odredenih bakterija za lu€enje antimikrobnih supstanci (bakteriocina), a takoder i na
kompeticiji za hranjive tvari kao i na vezanju u ekoloske niSe (65, 66, 67).

Trofi€ka funkcija crijevne mikroflore je predmet intenzivnih istrazivanja tijekom
prethodnih nekoliko godina. Rezultati objavljenih istraZivanja govore o specificnom
svojstvu crijevne flore koja se ocituju u regulaciji rasta, diobe i diferencijacije epitelnih
stanica. Rast, dioba i diferencijacija (engl."Turnover") epitelnih stanica kripti debelog
crijeva je smanjen u zivotinja koje su uzgojene bez crijevne flore ("germ-free
animals"), u usporedbi s kontrolnim zivotinjama uzgojenim u normalnom okoliSu (61).
Postoje dokazi da je diferencijacija epitelnih stanica pod izrazitim utjecajem
rezidentnih mikroorganizama $to se ocituje u smanjenoj ekspresiji gena Kkoji su
isklju€ivo povezani sa specificnim bakterijskim vrstama, zabiljezenoj u germ-free
Zivotinja (68). Bakterije takoder igraju izrazito vaznu ulogu u razvoju imunoloskog
sustava. U Zivotinja koje su uzgojene bez crijevne flore biljezi se smanjen broj i
gustoca limfoidnih stanica i limfnih folikula u crijevnoj sluznici, a koncentracije
cirkulirajuc¢ih imunoglobulina su niske. S druge strane, u istih se zivotinja nakon
nakon akvizicije crijevne flore u normalnim uvjetima biljeZi porast broja limfocita u
sluznici, u limfnim se folikulima pojavljuju germinalni centri i limfoblasti, plazma
stanice koje lu€e imunoglobuline, a zabiljeZen je i zna€ajan porast koncentracije
imunoglobulina u serumu. (61, 69, 70). ViSestruke i razliCite interakcije izmedu
mikroba, epitela i limfoidnog tkiva pridruzenog crijevu u dinamickoj ravnotezi
neprestance iznova preoblikuju lokalne imunoloSke mehanizme, a mogu utjecati i na
sistemnu imunost.

Osnovni patogenetski mehanizam koji lezi u podlozi upalne bolesti crijeva je slom

tolerancije imunoloSkog sustava crijeva na vlastitu crijevnu floru. Tako rezidentna



bakterijska flora postaje Cinitelj aktivacije imunolo8kog sustava uz posljedicno
oStecenje tkiva i perpetuaciju upale (64, 71). U bolesnika s upalnom bolesti crijeva se
biljezi pojacano sluzni¢ko lu¢enje proupalnih IgG, upravljenih prema komenzalnim
bakterijama, a takoder je zabiljeZena hiperreaktivnost T limfocita sluznice na antigene
normalne flore Sto ukazuje na oSte¢enje mehanizama lokalne tolerancije (72, 73).
Citokini su proteini male molekularne teZine koje luce razli€iti tipovi stanica.
Prvenstveno ih stvaraju mononuklearni fagociti i limfociti, ali i druge razliCite stanice
kao Sto su fibroblasti, mezenhimalne stanice koStane srzi, endotelene i epitelne
stanice. Citokini imaju autokrina, parakrina i endokrina svojstva, reguliraju
imunolosku i upalnu reakciju, stvarajuc¢i kompliciranu mrezu signala izmedu
imunoloskih i neimunoloskih stanica. Spomenuta komunikacija se odvija preko
specificnih receptora €ija izraZenost i gusto¢a na povrSini stanica nije stalna vec se
ekspresija receptora istih moze znacajno potaknuti ili posve dokinuti. Osim
posredovanja i regulacije imunoloSke reakcije i upale, citokini imaju zna€ajnu ulogu u

hematopoezi i reparaciji tkiva.

Prema osnovnom nacinu djelovanja citokini se dijele u tri skupine:

1. upalne, koji uzrokuju aktivaciju mijeloidnih stanica

(IL-1, IL-6, IL-8, TNFa, TGFp)

2. regulatorne, koji utje€u na proliferaciju i diferencijaciju limfocita

(IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12, IL-13, IFNy, TGFp)

3. hematopoetske, koji utjeCu na rast progenitorskih stanica

(IL-1, IL-6, IL-7, TNFa, M-CSF, GM-CSF, MULTI-CSF/ IL-3) (74).



U imunoloskoj reakciji tipa Th 1 ili stanichom obrascu imunolodkog odgovora
pretezito se luCe IL-2 i IFN-y, a u imunoloSkoj reakciji tipa Th 2 ili humoralnom
obrascu imunoloskog dogovora pretezito se lu¢e IL-4, IL-5, IL-10, i IL-13. S druge
strane, populacija regulacijskih T-limfocita (Treg stanice) je povezana s fizioloSkom
regulacijom i ograniavanjem (supresijom) imunoloSkog odgovora (hiperreakcije) i
tijekom tog procesa pretezito se luce IL-10 i TGF-f (75)

1.2.4.1. TNFa

CIMBENICI NEKROZE TUMORA (TNFa: kahektin i TNFp:limfotoksin). TNFa je
izvorno izoliran i opisan kao slobodni ¢imbenik iz makrofaga koji ima sposobnost
izazivanja hemoragi¢ne nekroze tumora i kaheksije udruzene s kronicnom upalom te
uzrokuje inhibiciju sinteze lipoproteinske lipaze. TNFf je opisan kao produkt
aktiviranih limfocita sa sposobnos¢u lize ciljnih stanica i nazvan je limfotoksin.
Kahektin i limfotoksin pokazuju 26% identiCnosti i 51% homologije pa je na temelju
opisane sli¢nosti strukture i funkcije predlozen naziv TNFa za ¢imbenik kojeg
stvaraju makrofagi i TNF3 za onaj koji stvaraju limfociti (76). Poznato je da su mnogi
udinci bakterijskih produkata i LPS posredovani luéenjem TNFa. Stovise, LPS
predstavlja mocan poticaj za za lu€enje TNFa. Visoke doze TNFa imaju u€inak
slian endotoksi¢nom Soku te se smatra da je ovaj protein iz makrofaga glavni
posrednik djelovanja endotoksina. TNFa je takoder sredidnji medijator propadanja
(konsumpcije) koje prati kronicne iscrpljujuce bolesti i takoder, poput IL-1 ima
svojstvo endogenog pirogena djelujuci direktno na hipotalamus stimulira stvaranje
IL-1 (77). TNFp posjeduje ucinak na ljudske limfocite B i fibroblaste slican ucinku
faktora rasta. UCinci TNFo i TNFB su dijelom rezultat njihovog pospjeSivanja lu€enja

drugih citokina kao Sto su IL-1, GM-CSF i IFN-2, i obrnuto, lu€enje je TNF



stimulirano IFNy i lipopolisaharidom. Stovi$e, antitumorski uginak TNF-a izrazitiji je u
prisutnosti IFNy. Poglavito TNFa, i u manjoj mjeri IL-1 predstavljaju glavne
proupalne citokine €ija svojstva uklju€uju kemotaksiju neutrofila i poticaj za
endotelne stanice na ekspresiju adhezijskih molekula Sto predstavlja presudan korak

u pocetnoj upalnoj reakciji. (74, 78).

1.24.2.TGF B

TGF-B predstavlja inhibitorni citokin koji se prepoznaje kao kljuéni regulator
imunoloske homeostaze i upalnog odgovora. Smanjena TGF-f3 aktivhost se smatra
odgovornom za razvoj proupalnih stanja bolesti u viSe kroni¢nih bolesti, ukljucivsi
UBC. Oste¢ena TGF-B1 signalizacija zbog visokih razina Smad7 je jedno od obiljeZja
UBC. Bolesnici s ulceroznim kolitisom iskazuju povec¢anu produkciju TGF-$1 od
strane mononuklearnih stanica lamine proprije, (LPMC) u usporedbi s bolesnicima s
Crohnovom bolesScu i zdravim ispitanicima. TGF beta djeluje na sistemski imunoloSki
odgovor u smislu snaznog imunosupresivnog djelovanja no lokalno moze imati
proupalna svojstva (79). U istrazivanjima je dokumentirano da TGF-3 moZze djelovati
u suglasju s epidermalnim, faktorima rasta fibroblasta kao i VEGF da se saCuva tkivo
domacina od luminalnih izazova i potakne cijeljenje oStec¢enja sluznice u UBC. (74)

1.3.  Upalne bolesti crijeva

Upalne bolesti crijeva (UBC engl. inflammatory bowel disease — IBD)
predstavljaju znacajan javnozdravstveni i klini¢ki problem. Prema definiciji, UBC su
idiopatske, upalne, kroni¢ne bolesti probavnog sustava, nepredvidljiva tijeka, a
uklju€uju Crohnovu bolest, ulcerozni kolitis, intermedijarni kolitis i mikroskopski kolitis.
Osim upale probavne cijevi UBC mogu prouzrociti i patoloSke promjene na drugima

organima (ekstraintestinalne manifestacije) kao $to su koza, jetra, oci i zglobovi. U



etiopatogenezi bolesti su prepoznati genetski Cinitelji i Cinitelji okolisa. Pravi uzrok
UBC nije do kraja poznat no pretpostavka je da je bolest posljedica agresivnog
ste€enog imunoloskog odgovora crijeva na mnostvo bakterijskih antigena normalne
flore, u genetski osjetljivog domacdina (80).

1.3.1. Etiopatogeneza

U Crohnovoj bolesti prevladava stani¢no posredovani Th1 obrazac
imunoloSkog odgovora koji je karakteriziran pove¢anim stvaranjem i luCenjem
proupalnih citokina TNF-a., IL-1pB, IL-2, IL-12 i IL-18, ulcerozni kolitis je preteZito
obiljezen humoralno posredovanim Th2 obrascem imunoloSkog odgovora koji je
karakteriziran povec¢anim stvaranjem i lu¢enjem IL-4, IL-5, IL-10, i IL-13. Vazno je
istaknuti da pojedini citokini koji su uklju€eni u oba obrasca reakcije mogu imati
razliCite ucinke tijekom akutne i kroni¢ne faze Crohnove bolesti i ulceroznog kolitisa,
odnosno cCinjenica je da ne postoji uvijek oStra podjela na razlicite tipove imunoloskog

odgovora vec se mogu uociti preklapanja (81).

Kroni¢na je faza Crohnove bolesti obiljezena nekontroliranom, produzenom i
perpetuiranom transmuralnom upalom uz stvaranje granuloma koja je posljedica
neodgovarajuceg, agresivnog ste€enog imunoloskog odgovora no akutna je faza
obiljezena slomom tolerancije na antigene vlastite flore koji se povezuje s defektima
u prirodenoj imunosti. Stoga se smatra da je bolest rezultat poremecena imunoloskog

odgovora u genetiCki predisponiranih bolesnika. (Slika 2)



Slika 2. Etiopatogeneza upalne bolesti crijeva (Prilagodeno prema " Siminovitch KA.
Advances in the molecular dissection of inflammatory bowel disease. Semin Immunol

2006;18(4):244-53. ")
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Uvazavajuci €injenicu da je Crohnova bolest poligenski uvjetovana, zariSte interesa u
vezi s povezanosti genske podloge i urodene imunosti u etiopatogenezi bolesti je
istrazivanje NOD2/CARD15, kao prvog gena koji moze dijelom objasniti
osjetljivost/sklonost za razvoj bolesti (82, 83). Gen CARD15 na 16. kromosomu
(lokus UBC1) i njegov produkt — intracelularni protein NOD2 umijeSani su u
prepoznavanje bakterijskog muramil-peptida (MDP) i poti€u sekreciju antimikrobnih
peptida, poglavito defenzina koji Stite domacina od bakterijske invazije. NOD2 protein
se nalazi intracelularno, u makrofagima, epitelnim stanicama i Panethovim stanicama.
U bolesnika su mutacije NOD2 uzrok pogreSnog prepoznavanja vlastite crijevne flore
uz posljedicu neodgovarajuce imunolo8ke reakcije i upalu crijevne sluznice. Vazno je
istaknuti €injenicu o nedavno dokumentiranom medudjelovanju izmedu NOD
receptora (NLR) i TLR signalnih puteva Sto dovodi do aktivacije NFxB. (84)
Intestinalni epitel ima presudnu ulogu u odrzavanju imunoloSke ravnoteze
crijeva buduci predstavlja zastitnu barijeru izmedu intestinalnih patogena, fizioloSke
crijevne flore i sluzni¢kih odjeljaka ispod epitela, prvenstveno lamine proprije. Epitel
takoder ima ulogu u prezentaciji antigena i luCi citokine i kemokine kao odgovor na
interakciju s bakterijama. Poremecaj epitelne barijere i njezina poveéana propusnost
mogu predstavljati primarni defekt koji dovodi do gubitka imunolo$ke tolerancije uz

posljedi¢ni gubitak normalnog obrasca kontrolirane upale.

1.3.2. Klini¢ka slika

U Crohnovoj bolesti je upala transmuralna i moze zahvatiti bilo koji odsjeCak
probavne cijevi, uz Ceste lokalne komplikacije izvan crijeva. Incidencija CB je 0,5 —
11,6 novih bolesnika na 100 000 stanovnika, uz tendenciju porasta tijekom nekoliko

prethodnih desetljeca. Bolest najuCestalije zapocCinje izmedu 15. i 30 godine Zivota,



uCestalija je u bijelaca nego u crnaca i orijentalnih rasa. Takoder je uCestalija u
odredenim obiteljima. NajCeSce se od simptoma javljaju proljev, bol u trbuhu i gubitak
na tezini. Transmuralna je upala Cesto uzrok lokalnih komplikacija: striktura, fistula i
intraabdominalnih apscesa. Fistule mogu postojati izmedu vijuga crijeva, Siriti se
izmedu crijeva i koze, prodirati u okolne strukture ili se prezentirati kao perianalna
bolest. Ekstraintestinalne manifestacije kao Sto su periferni artritis, nodozni eritem,

pioderma gangrenozum i episkleritis koreliraju s aktivnoS¢u crijevne bolesti.

Ulcerozni kolitis zahvaca iskljucivo debelo crijevo i simptomi prvenstveno ovise
o proSirenosti bolesti u debelom crijevu i aktivnosti upale. Upalne promjene
zahvacaju poglavito sluznicu i u manjoj mjeri submukozu i nalazimo ih uvijek u
kontinuitetu od rektuma prema proksimalnijim dijelovima debelog crijeva. Incidencija
se biljezi sa razli¢itom uCestalos¢u: od 0,6 do 24,5 bolesnika na 100 000 stanovnika.
Distribucija bolesti je bimodalna uz dvije vrSne incidencije: u dobnim skupinama 20-
40 godina i 60-80 godina starosti. EtniCke i genetske studije pokazuje slicne rezultate
kao kod Crohnove bolesti. Glavni klini¢ki simptom je bol u trbuhu i pojava u€estalih
stolica uz primjese krvi, sluzi i gnoja. UCestale stolice su Cesto pracene bolnim
naponima uz lazne pozive na stolicu. Pusenje predstavlja izraziti Cimbenik rizika za
pogorsanije i tezi klinicki tijek Crohnove bolesti dok je u ulceroznom kolitisu zastitni
Cimbenik. U puSaca je dokumentiran poveéan sadrzaj sluzi na sluznici debelog
crijeva Sto predstavlja moguci zastitni Cimbenik. U literaturi su opisana opazanja da je
prethodna apendektomija rijetkost u bolesnika s ulceroznim kolitisom.
Ekstraintestinalne manifestacije koje koreliraju s aktivho$¢u ulceroznog kolitisa su
periferni artritis, nodozni eritem, pioderma gangrenosum i episkeritis. Bolesti koje su
povezane s odredenim biljezima u HLA sustavu i ne koreliraju s aktivnoScu crijevne

upale su primarni sklerozirajuéi kolangitis, ankilozantni spondilitis i sakroileitis (85).



1.3.3. Terapija

U ciljevima terapije upalnih bolesti crijeva razlikujemo kliniCke ciljeve koji se odnose
na postizanje i odrzavanje remisije bez steroida i trajno zatvaranje fistula; ciljeve na
razini crijeva u koje ubrajamo potpuno zacijeljenje crijevne sluznice i fistula uz
odrzavanje zacijeljenja te ciljeve u vezi s tijekom bolesti koji se odnose na

sprjeCavanje i smanjenje broja komplikacija, hospitalizacija i kirurSkih zahvata.

Cinjenica je da postignuta i odrzana klini¢ka remisija bolesti smanjuje ugestalost
hospitalizacija i potrebu kirurSkih zahvata te poboljSava op¢u kvalitetu Zivota, radnu,
seksualnu i reproduktivnu sposobnost. S druge strane, upalne bolesti crijeva su
poligenski uvjetovane uz utjecaj razlicitih Cinitelja iz okoliSa te ne postoji jedinstveni
lijek, u vecini je sluCajeva terapija obiCno sekvencijska, kombinirana i dugotrajna sto
za posljedicu ima nastanak znacajnih nuspojava terapije koje se pojavljuju s

razlicitom ucestalosti.
1.3.3.1. Konvencionalna terapija

U konvencionalnoj terapiji upalnih bolesti crijeva se rabe kortikosteroidi, 5-
aminosalicilati i imunomodulatori: azatioprin i 6-mekaptopurin te metotreksat.
Navedeni lijekovi se zavisno o svojim svojstvima te opsegu, sijelu i aktivnosti bolesti
koriste u obliku razli€itih pripravaka i putem razli€itih na€ina primjene: peroraino,

parenteralno ili topicki (u obliku klizme ili supozitorija).

Glukokortikoidi (GK) posjeduju snazno protuupalno djelovanje putem mnogih
mehanizama i koriste se kao parenteralni (intravenski), peroralni i topicki pripravci.

GK se vezu na unutarstani¢no smjesteni receptor i kompleks GK-receptor migrira u



jezgru gdje povecava transkripciju pojedinih gena C€iji proizvodi imaju protuupalni
ucinak i obratno, smanjuje transkripciju gena ciji proizvodi imaju proupalni ucinak.
Vezanje kompleksa GK-citoplazmatski receptor za genom rezultira sintezom
inhibicijskog ¢imbenika za NFkappaB (lkappaBalfa) sto rezultira kompetitivnim
sprjeCavanjem vezanja aktivatora NFkappaB na transkripcijski ¢imbenik. Istodobno
IkappaBalfa u jezgri odvaja NFkappaB od genoma nakon ¢ega se NFkappaB vraca u
citoplazmu, a transkripcija mRNK za proupalne se &initelje prekida. Stovise, GK se
vezu na NFkappaB u jezgri i time inhibiraju njegove ucinke. Opisano djelovanje
glukokortikoida dokazano je za T-limfocite i stanice monocitno-makrofagnog reda.
Konacni protuupalni ucinci GK su rezultat djelovanja na NFkappaB koji regulira
sintezu razli€itih proupalnh citokina, primjerice TNFalfa, IL-1, IL-2. U€inci GK na
krvne stanice in vivo ukljuuju polimorfonuklearnu leukocitozu, pad apsolutnog broja
limfocita T i B, porast relativnog udjela stanica CD8 i NK stanica te pad broja
monocita. Primjena GK takoder rezultira smanjenjem izrazenosti adhezijskih
molekula na povrsini endotelnih stanica, smanjenjem migracije neutrofila, eozinofila i
monocita-makrofaga Sto za posljedicu ima leukocitozu i lokalni protuupalni ucinak.
GK su uc€inkoviti u postizanju remisije i lije€enju relapsa upalnih bolesti crijeva, ali
nisu ucinkoviti u odrzavanju remisije i imaju relativno slab u€inak u postizanju
zacijeljenja sluznice. S druge strane, dugotrajna sustavna primjena GK u bolesnika s
upalnim bolestima crijeva nosi visoki rizik ranih (akne, edemi, nepodnosenje glukoze)
i kasnih (katarakta, povecana sklonost infekcijama, osteoporoza, miopatija, zastoj
rasta u djece) nuspojava. Zbog toga su razvijeni nesustavni oblici GK, primjerice

budesonid koji imaju zna¢ajno manje nuspojava (86).

Mesalazin (5-ASA) je aktivha supstanca koja djeluje protuupalno inhibicijom

stvaranja i lu€enja citokina i proupalnih medijatora te putem poja¢ane izraZenosti



PPARgamma (engl. peroxisome proliferator-activated receptor-gamma) u epitelnim
stanicama crijeva. Derivati 5-ASA se koriste u terapiji UBC-a kao peroralni i topicki
pripravci, u obliku klizme ili supozitorija. Buduéi aminosalicilati djeluju topicki na
bolesno crijevo neophodno je omoguciti dostavu adekvatne doze lijeka u oboljeli
segment crijeva i s tim su razlogom razvijeni razli€iti pripravci: primjerice azo-
konjugati iz kojih se djelatna 5-ASA oslobada djelovanjem bakterijskih azo-reduktaza
u kolonu (sulfasalazin, olsalazin, balsalazid); oblaganje ovojnicom koja se otapa kod
odredenog pH ili se lijek nalazi u mikrogranulama obloZenim etilceluloznom
semipermeabilnom membranom koja se kontinuirano otapa duZz prolaska kroz €itavo
tanko i debelo crijevo; primjena lijeka lokalno u obliku klizmi ili supozitorija (86).
Nuspojave sulfasalazina ovisne su o dozi lijeka, pojavljaju se u 10-45% bolesnika i
uklju€uju oligospermiju, deficit folata i riede pankreatitis, agranulocitozu, alveolitis,
sindrom Stevens-Johnson, hemoliticku anemiju. Nuspojave na mesalamin su rijetke,
pojavljuju se u oko 2% bolesnika i uklju€uju proljev, mucninu, glavobolju, alergijski
osip i rijetke idiosinkratiCne reakcije kao $to su intersticijski nefritis i nefrotski sindrom.
Meta-analize objavljenih randomiziranih kontroliranih istraZivanja pokazuju da su
aminosalicilati uCinkovitiji od placeba u lijeCenju upalnih bolesti crijeva, poglavito
Crohnove bolesti no nemaju ucinka u terapiji odrzavanja nakon lijekovima postignute
remisije. Indicirani su kao terapija odrzavanja nakon resekcije tankog crijeva, u dozi
veéoj od 2 grama dnevno. Cini se da aminosalicilati imaju svoje mjesto u

kemoprevenciji nastanka kolorektalnog karcinoma u bolesnika s kolitisom.

Imunosupresijski lijekovi azatioprin (AZA) i 6-merkaptopurin (6-MP) te
metotreksat (MTX) pripadaju skupini antimetabolita. AZA koji kao i 6-MP pripada
skupini tiopurina je imidazolski derivat merkaptopurina koji se u svom aktivhom obliku

ugraduje u DNK i inhibira sintezu purina te proliferaciju limfocita T i B. Djeluje



citotoksicno i razara podrazene limfoidne stanice, na taj nacin blokira primarnu
imunolosku reakciju i sekundarnu proizvodnju protutijela. AZA i 6-MP su ucinkoviti u
postizanju i odrZzavanju remisije te u zacijeljenju sluznice kod bolesnika s upalnom
bolesti crijeva. Indicirano je uvesti ih u terapiju kod bolesnika ovisnih o GK,
rezistentnih na GK i u bolesnika s ekstenzivnom boleScu tankog crijeva i prvenstveno
se koriste kao lijekovi koji omogucuju smanjivanje i ukidanje GK i odrzavanje stabilne
remisije bolesti. AZA je prolijek koji se koji se konvertita u 6-MP te dalje u eritrocitima
metabolizira u 6-tiogvanin (6-TG) djelovanjem enzima tiopurin-metiltransferaze
TPMT). Genski polimorfizam TPMT je klini€ki vaZzan zbog prepoznavanja moguce
predisponiranosti za razvoj nuspojava. AZA djeluje odgodeno zbog duga

poluvremena 6-TG u eritrocitima (nekoliko tjedana ili mjeseci) (86).

Metotreksat se primjenjuje u istim indikacijama kao tiopurini, ali u bolesnika
koji su refraktorni na AZA ili 6-MP ili ih ne podnose. MTX kao antimetabolit djeluje
kao antagonist folne kiseline. U indukcijskoj fazi se daje parenteralno (25 mg/kg u
i.m. ili s.c. primjeni), a u fazi odrzavanje je moguce nastaviti s peroralnom primjenom
lijeka. Rana toksi¢nost MTX je povezana sa simptomima probavnog sustava, a

ozbiljnije nuspojave predstavljaju hepatotoksi¢nost i pneumonitis.

Ciklosporin ciklicki undekapeptid koji se koristi u teSkom obliku ulceroznog
kolitisa refrakternog na GK. Primjena lijeka zahtjeva nadzor bolesnika zbog moguce

nefrotoksi¢nosti i neurotoksi¢nosti (86).

1.3.3.2. Antibiotici

U konvencionalnu antibiotsku terapiju upalnih bolesti crijeva prvenstveno ubrajamo
primjenu metronidazola (MN) i ciprofloksacina (CF) u lije€enju septi¢nih komplikacija,

bakterijskog prerastanja u crijevu i lijeCenju perianalne bolesti. Prema rezultatima



objavljenih klini¢kih istrazivanja antibiotici u monoterapiji nisu ucinkoviti u postizanju i
odrzavanju remisije upalnih bolesti crijeva, ali ih je opravdano primijeniti u teSkom
obliku upalne bolesti crijeva, u ukupnom trajanju terapije do 6 mjeseci. Nuspojave
primjene MN su preteZito simptomi probavnog sustava kao Sto je metalan okus u
ustima i muénina; najvaznija je nuspojava nastanak periferne neuropatije koja u
nekih bolesnika moZe biti ireverzibilna. U primjeni MN zabiljeZen je umjeren ucinak u
ileokoloni¢noj bolesti, ali ne i u CB tankog crijeva. ZabiljeZen je u€inak MN u
prevenciji relapsa nakon kurativne resekcije tankog crijeva. Primjena lijeka je
opravdana i u bolesnika s "pouchitisom”, nakon kolektomije zbog ulceroznog kolitisa.
(86) CF se bolji podnosi i u€inkovit je u lijec¢enju CB i UK te u lije€enju perianalne
bolesti, kao nuspojave lijeCenja se biljeZe tendinitisi i rupture Ahilove tetive.

Tijekom prethodnih nekoliko godina osobitu pozornost izaziva primjena makrolidnih
antibiotika u lije€enju upalnih bolesti crijeva, ukljucivsi njihov antibiotski i
imunomodulacijski ucinak (87). KliniCka istrazivanja biljeze povoljan ucinak
klaritromicina (ponekad u kombinaciji s rifabutinom) u lije€enju CB (88).

Azitromicin je makrolidni antibiotik koji se Cesto koristi u svakodnevnoj praksi u
ljeCenju raznih infekcija. Pokazuje bolju aktivhost prema gram negativnim
bakterijama nego vecina ostalih makrolida. Sve je veci broj istrazivanja koji govore u
prilog da osim svojih antibakterijskih svojstava, makrolidni antibiotici posjeduju i Sirok
spektar protuupalnih i imunomodulacijskih ucinaka (89, 90, 91). Makrolidi se
akumuliraju u upalnim stanicama posebno neutrofilima i makrofagima (92, 93, 94),
inhibirajuéi sintezu slobodnih radikala kisika i lu€enje proupalnih citokina (95, 96, 97
98, 99, 100). Novija istrazivanja dokumentiraju protuupalni ucinak azitromicina u
eksperimentalnom modelu akutnog kolitisa ukazujuci da je u€inak postignut bez

znacajnog utjecaja na luminalne bakterije (101).



Dvogodisnja klini¢ka studija bolesnika s Crohnovom bole&¢u lijeCenih rifabutinom i
azitromicinom zabiljeZila je smanjenje aktivnosti bolesti po Harvey Bradshaw indeksu
nakon 6 mjeseci terapije, uz napomenu da je u€inak terapije bio bolji u bolesnika s
proSirenom bolesti i veCom aktivnosti bolesti (102).

1.3.3.3. Bioloski lijekovi

Patogeneza upalnih bolesti crijeva je karakterizirana neravnotezom proupalnih i
protuupalnih medijatora kao posljedicom djelovanja proupalnih citokina. Sukladno
tome, svaki je korak i stupanj u upalnoj kaskadi potencijalni terapijski cilj. U skupinu
biolo$kih lijekova pripadaju protutijela, dijelovi protutijela na nosacu ili fuzijski proteini
koji se upravljeni protiv citokina, receptora za citokine, adhezijskih molekula ili drugih
molekula koje sudjeluju u upalnom procesu. Zbog svojih svojstava, veli€ine i
slozenosti velike molekule i moguce razgradnje u probavnom sustavu prvenstveno se
primjenjuju parenteralno. NajviSe saznanja o uc€inkovitosti u lije€enju upalnih bolesti
crijeva postoji u vezi s antagonistima TNF-alfa: infliksimabu (IFX), adalimumabu
(ADA) i certolizumab-pegolu. IFX i ADA su ucinkoviti u postizanju i odrzavanju
remisije te u zacijeljenju sluznice u bolesnika s upalnim bolestima crijeva. Nuspojave
infliksimaba ukljuCuju razvoj protutijela na lijek koja su dogovorna za infuzijsku
reakciju tijekom promjene IFX, gubitak djelotvornosti i odgodenu reakciju tipa
serumske bolesti. Kod primjene |IFX osobita se pozornost treba posvetiti probiru i
nadzoru oportunisti¢kih infekcija. Incidencija malignih bolesti se jo$ uvijek prati kod

duze lije€enih bolesnika sa svrhom procjene potencijalnog poviSenog rizika.

1.4. Eksperimentalni modeli crijevne upale

Nedovoljno razjasnjena etiologija i patogeneza upalnih bolesti crijeva

nametnula je potrebu za eksperimentalnim traZzenjem odgovora na znanstvena i



prakti¢na pitanja. Navedena Cinjenica ima za posljedicu pokuse iz kojih su nastali
brojni eksperimentalni modeli za istraZivanje crijevne upale. Na taj su nacin dobivene
vazne spoznaje o funkciji imunoloSkog sustava pridruzenog crijevu koji je jedinstven

i osobit (103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111). Idealan eksperimentalni
model trebao bi u svemu biti identiCan humanoj bolesti: trebao bi imati istu etiologiju,
patogenezu, kliniCku sliku i isti terapijski u€inak poznatih lijekova koji se primjenjuju u
ljudi. Takav model mora imati zadovoljavaju¢u reproducibilnost u ponavljanim
pokusima uz ograni¢en broj manipulacija, dostupnost i etiCko postupanje sa
Zivotinjama te razumne troSkove. Sukladno navedenim kriterijima niti jedan do sada
ustanovljeni model nije apsolutno prihvatljiv, ali niti ne stoji tvrdnja da je potpuno
neprihvatljiv (105, 112).

Eksperimentalni modeli nadopunjuju i proSiruju klinicka istrazivanja upalnih bolesti
crijeva jer omogucuju ispitivanje i procjenu pojedinih sastavnica crijevne upale i
razvoj novih terapijskinh mogucnosti na nacin koji nije moguc u ljudi. Razli¢itim se
modelima mogu proucavati rane faze crijevne upale te uloga genetske predispozicije,
bakterijskog mikrookoliSa i steCene imunoloske reakcije, a kasnije faze upale koje
karakteriziraju nespecificni upalni infiltrati, razli€iti citokini te procesi cijeljenja mogu
biti bolje istrazivani u drugim pokusnim modelima (113, 114).

Opazanja u pokusima na modelima crijevne upale biljeZe da je prisutnost normalne
mikroflore neophodna za nastanak crijevne upale u miSeva u kojih postoji sklonost
razvoju bolesti (115, 116). Rezultati tih istrazivanja govore da crijevna upala bez
obzira na genetiCku pozadinu nastaje kao rezultat neodgovarajuéeg odgovora na
vecC prisutne antigene mikroflore, a ne na neki patogen. Tako hipoteza o potrazi za
specificnim patogenom gubi na snazi, tim viSe Sto rezultati objavljenih istrazivanja

ukazuju na bakterijski flagelin kao na jedan od potencijalnih patogenetskih Cinitelja u



upalnim bolestima crijeva. Nije posve jasno da li flagelin ima ulogu liganda za TLR ili

djeluje kao antigen (105).



1.4.1. Podjela eksperimentalnih modela i mehanizmi indukcije crijevne

upale

U objavljenim istrazivanjima je opisan Citav niz na€ina na koji je pokuSana indukcija
crijevne upale u pokusnim Zivotinjama. S druge strane, u literaturi se mogu naci i
razli€iti nacini podjele eksperimentalnih modela u razliCite skupine, zavisno o nacinu
indukcije upale, obrascu imunoloskog odgovora i na€inu sloma tolerancije na

antigene mikroflore (115).

1.4.1.1. Spontani i inducirani modeli

Osnovna podjela modele dijeli na inducirane i spontane. U skupini induciranih
modela crijevna upala je izazvana na tri nacina: prijenosom materijala iz bolesnika u
pokusne Zivotinje; lokalnom primjenom kemijske ili farmakoloSke supstance; ili
unoSenjem polimera i dijelova mikroba (Tablica 1) (109). Spontane modele, u kojima
crijevna upala nastaje bez lokalnog unosenja nokse dijelimo na nastale u
nemanipuliranim Zivotinjama i nastale u manipuliranim zivotinjama (transgenicni

Stakori i miSevi i "knockout" modeli miSeva) (109, 117)



Tablica 1. NajCesSce rabljeni pokusni modeli upalnih lezija crijeva podijeljeni u
skupine prema nacinu izazivanja upalnih promjena. (Prilagodeno prema " Ani¢ B.
Utjecaj imunosupresiva na lezije crijeva izazvane 2,4-dinitrofluorobenzenom u
prethodno senzibiliziranih miSeva (Disertacija). Medicinski fakultet sveuciliSta u

zagrebu, 1999.")

A. INDUCIRANI MODELI

1. izazvani prijenosom materijala iz bolesnika u pokusne Zivotinje

2. izazvani kemijskim/farmakolo$kim agensima
» Imunokompleksi/formalin

> DNCB

> 2,4DNFB

» TNBS/etanol

» Octena kiselina

» Forbol-ester

3. izazvani polimerima i dijelovima mikroba
» Karaginan
» Dekstran sulfat
> PG-PS

» Amilopektin

» LGV proktitis

» N-formil-metionil-leucil-fenilalanin (N-FMLP)

B. SPONTANI MODELI

1. nastali u nemanipuliranim Zivotinjama
» ,Cotton top“ tamarin
» Juvenilni rezus makaki

» C3H/HejBir misevi

2. nastali u manipuliranim Zivotinjama
» Transgeni€ne zivotinje (HLA-B27/82u Stakori; CD45RB miSevi)

» ,knockout” modeli miSeva (IL-2/-/-, IL-10-/_ TCRBa -/_, Ga2i -/-)




1.4.1.2. Modeli posredovani stani¢nim Th1 i humoralnim Th2 obrascem

Vaznom se doima i podjela koja se odnosi na glavni tip obrasca imunoloske
reakcije u nastanku crijevne upale (pretezito Th1 ili Th2) te razlikujemo modele u
kojima crijevna upala nastaje kao rezultat Th1 stani€nog obrasca i prekomjernog
lu€enja citokina IL12, TNFalfa i IFN gamma; i modele u kojima crijevna upala nastaje
kao rezultat Th2 humoralnog obrasca i prekomjernog lu€enja IL-4 i IL-5. Vazan je i
soj pokusnih Zivotinja jer ista noksa, primjerice prouzroCena trinitrobenzen
sulfonskom kiselinom (TNBS) u SJL/J miSeva izaziva Th1 obrazac, a u BALB/c

miSeva Th2 obrazac crijevne upale (Tablica 2, 118).

1.4.1.3. Modeli s efektornim ili regulacijskim poremec¢ajem tolerancije

Opazanja na eksperimentalnim modelima opisuju i puteve antigenske
tolerancije koji uklju€uju: a) "klasi¢ni" obrazac tolerancije u kojem antigeni iz sluznice,
pretezito proteini induciraju anergiju i deleciju T-limfocita u samoj sluznici ili nakon
ulaska u cirkulaciju u organiziranim limfnim tkivima; b) proces u kojem antigen iz
sluznice inducira regulacijske T-limfocite koji potaknuti tim specificnim antigenom
lu€e antigen nespecificne citokine IL-10 i TGFbeta (119). Spomenuta dva procesa se
neprestance nadopunjuju u odrZzavanje oralne tolerancije i homeostaze crijevne
sluznice: klasiéhom procesu indukcije anergije i delecije vjerojatno ne podlijezu svi T-
limfociti ve¢ zaostaju antigen specificne memorijske stanice koje mogu ponovno

zapoceti



Tablica 2. Modeli upale sluznice klasificirani prirodom upale posredovane T

stanicama (Prilagodeno prema "Strober W, Fuss |J, Blumberg RS. The immunology

of mucosal models of inflammation. Annu Rev Immunol. 2002;20:495")

Th1 Modeli

Th2 Modeli

TNBS kolitis (SJL/J miSevi)

SCID-transfer kolitis
TCR Tg miSevi s limfopenijom
kolitis u IL-10 deficijenciji

defekti u IL-10 signalizaciji (CRF2-4)
Tg"26 miSevi

TNF2ARE misevi (TNF-o prekomjerna

produkcija)
C3H/HedJBir misevi
Gi2o-deficijentni miSevi

Samp1/Yit miSevi
T-bet Tg misevi

STAT4 Tg miSevi

TGF- RIlI dominantno-negativni Tg
miSevi

HLA-B27 Tg Stakori
Mdr1a-deficijentni miSevi

DSS kolitis

TCR-(R) chain deficiency

TNBS kolitis in BALB/c miSevi
Oxazalone kolitis
WASP deficiency

IL-7 Tg miSevi

TNFB - trinitroflorobenzenska kiselina

SCID — teska kombinirana imunodeficijencija

TCR - T stani¢ni receptor

STAT-4 provodenje signala i aktivacija transkripcije-4
TGF — ¢imbenik rasta

DSS — dekstran sulfat natrij

WASP — protein Wiscot-Aldich sindroma

** - Mijesani odgovor ali pocetno Thl kasnije Th2



imunolosku reakciju u susretu s antigenom i za Ciji nadzor su odgovorni regulacijski

T-limfociti, specificni za isti antigen (119).

UzevsSi u obzir navedene Cinjenice eksperimentalne modele crijevne upale mozemo
svrstati u dvije Siroke kategorije: modele tipa | s poremecenim (agresivnim)
efektornim mehanizmima imunoloSkog odgovora i modele tipa |l s normalnim
efektornim odgovorom i manjkavim regulacijskim mehanizmima. (Slika 3, Tablica 3)

(114,115).



Slika 3. Modeli tipa | s poremecenim (agresivnim) efektornim mehanizmima
imunoloSkog odgovora i modeli tipa Il s normalnim efektornim odgovorom i
manjkavim regulacijskim mehanizmima (Prilagodeno prema "Strober W, Fuss |J,
Blumberg RS. The immunology of mucosal models of inflammation. Annu Rev

Immunol. 2002;20:495.")
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Tablica 3. Modeli sluznicke upale (Prilagodeno prema "Strober W, Fuss |J, Blumberg

RS. The immunology of mucosal models of inflammation. Annu Rev Immunol.

2002;20:495.")

Modeli tipa |

Modeli tipa Il

TNF?"® misevi

TNBS kolitis

?C3H/HedBir miSevi

Gi2a-deficjentni miSevi

STAT4 Tg miSevi

N-kadherin dominantni-negativni miSevi

IL-7 Tg migevi

DSS kolitis

Misevi s NF-kB defektima

SCID- transfer kolitis

IL-10 deficijencija i IL-10 oSte¢ena

signalizacija kolitis

?C3H/HedBir misevi

IL-2 deficjentni misevi

TGF-B RIl dominantni negativni misevi

TG,26 miSevi

Neidentificirani: SAMP1/Yit miSevi; HLA-B27 Tg Stakori, miSevi s Miskot-Aldrichovim

sindromom proteinske deficijencije.



Primjer za tip | je model kolitisa na miSevima transgenim STAT4 (STAT-4
provodenje signala i aktivacija transkripcije-4) u kojih nastaje agresivni i prekomjerni
Th1 obrazac imunoloskog odgovora posredovan IL-12. Kada se T-limfociti STAT4
miSeva izloze autolognom antigenu in vitro i prenesu u SCID (SCID — teSka
kombinirana imunodeficijencija) miSeve, u primatelja nastaje kolitis. Nasuprot tome,
T-limfociti normalnog misa, prenesSeni u SCID miSeve ne izazivaju Kkolitis u primatelja.
(120) Drugi primjer za tip | je model TNBS kolitisa u SJL/J miSeva koji imaju sklonost
agresivnoj reakciji potaknutoj posredovanjem IL-12, nakon naruSavanja epitelne
barijere etanolom i ekspozicije antigena mikroflore prema antigen-predocCujuc¢im
stanicama. Takav pretretman omogucuje snazan Th1 stani¢ni odgovor na TNBS uz
brzo dokidanje regulacijske reakcije (120).

Primjer tipa Il su modeli kolitisa s poremecéenim ili izostalim prijenosom TGFbeta
signala uslijed transgeni¢nihh receptora na T-limfocitima i epitelnim stanicama (TGF-
betaRIl) Sto za posljedicu ima prekomjerno lu€enje citokina koji pripadaju Th1 i Th2

obrascu (121).

1.4.2. Eksperimentalni modeli crijevne upale i translacija prema klini¢koj

znanosti i praksi

Tijekom prethodnih petnaestak godina istrazivanja u modelima crijevne upale na
glodavcima (Stakorima i miSevima) pruzila su vazne spoznaje koje se relevantne za

eiopatogenezu i terapiju upalnih bolesti crijeva u ljudi.

Spoznaje dobivene istrazivanjima u eksperimentalnim modelima crijevne upale mogu
se sazeti u Sest osnovnih principa (122):
1. ZajedniCki zavrsni obrazac upalnog ostecenja crijeva moze biti rezultat

razliitih genskih poremecaja uz napomenu da isti genski poremecaj nema istu



penetraciju i upalno osteCenje crijeva je takoder u razli€itih vrsta i sojeva
Zivotinja razliCitog opsega (122).

2. Crijevna upala je u miSjim modelima potaknuta komponentama/antigenima
rezidentne crijevne flore buduci Zivotinje koje su osjetljive za crijevnu upalu,
nezavisno o tipu genskog poremecaja ne dobivaju kolitis ukoliko su uzgojene
bez rezidentne crijevne flore (105).

3. Crijevna upala je u misjim modelima posljedica polarizacije prema agresivhom
obrascu stani¢nog Th1/Th17 imunoloSkog odgovora ili prema obrascu
humoralnog Th2 imunoloSkog odgovora (123).

4. Crijevna upala moze nastati uslijed gubitka imunoloSke tolerancije sluznice
(123).

5. Poremecaji urodene imunosti takoder doprinose nastanku crijevne upale (124,
125)

6. NaruSena cjelovitost i povec¢ana propusnost epitelne barijere za antigene

predstavlja presudni korak u nastanku crijevne upale (111,126).

Navedene spoznaje predstavljaju temelj za buduca istrazivanja novih ideja i provjeru
valjanosti starih ideja u modelima crijevne upale i njihovu potencijalnu primjenu u

kliniCkim istrazivanjima.



2. CILJEVI ISTRAZIVANJA i HIPOTEZA



2.1. HIPOTEZA

Pretpostavljamo da Ce izraZzenost TLR4 i TNFalfa biti ve¢a u sluznici miSeva s
eksperimentalnom izazvanim kolitisom nego u sluznici zdravih miSeva. Veca
izrazenost TGFbeta oCekuje se u sluznici zdravih miSeva. OCekujemo da cCe
manipulacija azitromicinom, metronidazolom i metilprednizolonom rezultirati manjom
izraZzenosti TLR4 i TNFalfa u tretiranih Zivotinja sa eksperimentalnim kolitisom u

odnosu na netretirane Zivotinje s eksperimentalnim kolitisom.
2.2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

OPCI CILJ: Pokazati promjene proupalnih i protuupalnih patogenetskih markera u

manipulaciji modela eksperimentalnog kolitisa u miSeva.
SPECIFICNI CILJEVI:

1. Dokumentirati razlike u izrazenosti TLR-4, TNFalfa i TGFbeta u sluznici
debelog crijeva izmedu zivotinja s eksperimentalno induciranim kolitisom i zdravih

Zivotinja.

2. Dokumentirati razliku u izrazenosti TLR-4, TNFalfa i TGFbeta u sluznici
debelog crijeva izmedu Zivotinja s eksperimentalno induciranim kolitisom koje su
naknadno terapijski tretirane azitromicinom, metronidazolom ili metilprednizolonom u

odnosu na netretirane Zivotinje s eksperimentalno induciranim kolitisom.

3. Usporediti ekspresiju biljega TLR-4, TNFalfa i TGFbeta izmedu Zivotinja s
eksperimentalnim kolitisom koje su naknadno razli€ito tretirane: azitromicinom,

metronidazolom ili metilprednizolonom.



3. MATERIJAL | METODE



3.1. Zivotinje i plan pokusa

Ovo istrazivanje predstavlja nastavak istrazivanja koje je provedeno za
magistarski rad "Utjecaj azitromicina na eksperimentalni kolitis u miSeva“ (111). Tada
je Citavo debelo crijevo miSeva je uzduzno rasjeceno i rastegnuto, spiralno namotano
sa sluzni¢kom stranom na vanjskom obodu, fiksirano u puferiranom formalinu i

uklapano u parafin (Slika 4).

Slika 4. Histoloski izgled debelog crijeva zdravog miSa; Citavo debelo crijevo je
spiralno namotano sa sluznicom na vanjskom obodu i jasno se vidi odrzana struktura
u svim slojevima. Preuzeto iz PleSko S. U€inak azitromicina na eksperimentalni kolitis

u miSeva. Magistarski rad 2002. Medicinski Fakultet sveucilista u Zagrebu)
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U ovom su se istrazivanju koristile parafinske kocke sa tkivom crijeva miSeva iz grupa

1. Kontrolna skupina miSeva u kojih nije izazvan eksperimentalni kolitis (n=10)



2. Kontrolna skupina u kojih je izazvan eksperimentalni kolitis, ali nije tretiran

(n=10)

3. Azitromicin 50mg/kg per os (n=10) 6 sati nakon izazivanja eksperimentalnog

kolitisa i dalje tijekom 5 dana

4. Metronidazol 50mg/kg per os (n=9) 6 sati nakon izazivanja eksperimentalnog

kolitisa i dalje tijekom 5 dana

5. Metilprednizolon 10 mg/kg intraperitonealno (n=9) 6 sati nakon izazivanja

eksperimentalnog kolitisa i dalje tijekom 5 dana

U svih miSeva iz eksperimentalnih skupina Zivotinja uklju¢enih u studiju izazvane
su upalne promjene debelog crijeva rektalnom instilacijom otopine 2,4-
dinitrofluorobenzena uz prethodnu koznu senzibilizaciju istim spojem, na nacin
koji je opisan za reproducibilni miSji model crijevne upale (127).
MiSevi su svakodnevno promatrani i procjenjivano je njihovo zdravstveno stanje:
mokra i umrljana fecesom analna regija, analno krvarenje, promjene u ponasaniju,
gubitak na tezini i nakostrijeSenost krzna. Nakon Zrtvovanja, debelo crijevo je
izvadeno (od ileocekalnog spoja do anusa) i ispitivano na znakove proljeva,
nakupljanja tekucine, krvarenja ili makroskopskih ulceracija. Skor klinicke bolesti (0-
5) je odredivan na bazi kriterija: >10% gubitka na tjelesnoj tezini (0 ili1), mokar anus,
meka stolica ili prazan kolon (0 ili1), analno krvarenje/okultno krvarenje (0 ili1),

prisutnost makroskopskih ulceracija (0 ili 1) i smrt (1) (128)



3.2. Imunohistokemija

3.2.1. Uvod

Za imunohistokemijsku analizu su upotrijebljena primarna protutijela na TLR4,
TGF B i TNF-a. Poliklonsko TLR-4 protutijelo ab53629 (Abcam) — razrjedenje 1:50,
poliklonalno protutijeloTGF B protutijelo ab66043 (Abcam) — razriedenje 1:100 i TNFa
monoklonsko protutijelo sc52746 (Santa CRUZ Biotehnology) — razrjedenje 1:100.
Prethodno su preparati tretirani sa citratnim puferom pH6, Dako Cytomation S1699.
Analiza se izvodila na deparafiniziranim rezovima tkiva crijeva koristeci detekcijski
sistem u komercijalno dostupnom kitu (Invitrogen —Histostain-SP Kits, Invitrogen

LAB-SA Detection System, kat.br. 95-9943), prema uputstvima proizvodaca.

3.2.2. Obrada parafinskih uzoraka
Prije imunohistokemijskog bojanja prvo su izrezani parafinski blokovi s tkivom crijeva
miSeva i stavljeni na stakalca koja su potom osuSena u termostatu, a zatim
deparafinirana ksinelom i rehidrirana alkoholnim nizom. Potom su stakalca isprana u
PBS kupelji tijekom 10 minuta. Nakon toga su stakalca s preparatima kuhana u 10%
citrathom puferu pH 6, (Dako Cytomation, kat.br. S1699) 3x5 minuta u mikrovalnoj
pecnici. Nakon Sto su se ohladila isprana su u destiliranoj vodi , a zatim u PBS-u
(engl. "phosphate buffered saline") fizioloSka otopina. Dodan je reagens koji blokira
peroksidazu tijekom 5 minuta, te su potom preparati dva puta isprani u PBS-u. Nakon
ispiranja stakalca su inkubirana s reagensom koji blokira serum tijekom 15 minuta, a
nakon toga sa reagensom koji blokira avidin takoder tijekom 15 minuta. Potom su
stakalca isprana u PBS-u i te inkubirana u reagensu koji blokira biotin tijekom 15

minuta i ponovno isprana u PBS-u.



3.2.3. Primjena protutijela i bojanje
Nakon navedenog postupka stakalca su inkubirana u primarnom antitijelu tijekom dva
sata. Nakon isteka dva sata stakalca su dva puta isprana u PBS, a potom inkubirana
u sekundarnom protutijelu tijekom 1 sata i ponovno isprana dva puta u PBS-u.
Stakalca su inkubirana sa kromogenom tijekom 10 minuta, a zatim ispirana u
destiliranoj vodi 10 minuta.
Bojana su u hemalaunu 30 sekundi, a potom isprana u obi¢noj vodi 10 minuta. Na
kraju su stakalca poklapana i ozna¢avana.

3.2.4. Analiza uzoraka

Analiza uzoraka za procjenu svakog pojedinacnog biljega (TNF-a / TLR4 / TGF beta)
napravljena je na nacin da su za svaki pojedini biljeg u€injena 2 -3 reza i rez
negativne kontrole. Intenzitet reakcije se za svaki biljeg procjenjivan je u nekoliko
mikroskopskih polja iz svakog reza (semikvantitativno u smislu skora 0 — 3) sa

svrhom dobivanja srednje vrijednosti.

Za svaki je biljeg posebno procjenjivan intenzitet reakcije u neposrednoj blizini lezije i
udaljeno od upalne lezije (ulkusa, nekroze) i u kojim je odjeljcima sluznice intenzitet
reakcije zabiljeZzen (epitel, lamina proprija ili dublje), odnosno za vrstu stanica na

kojima je reakcija zabiljezena (epitel, mononukleari ili polimorfonukleari).



4. REZULTATI



4.1. Klini€ki skor u zivotinja

U svim skupinama Zivotinja s eksperimentalnim kolitisom (chall / MP / AZ | MN)
klini¢ki skor bolesti je bio zna¢ajno veéi nego u skupini zdravih Zivotinja (vs.zdravi, p<
0.05). Klini¢ki skor bolesti je u skupinama koje su nakon izazivanja eksperimentalnog
kolitisa tretirane metilprednizolonom (MP) i azitromicinom (AZ) bio je znacajno maniji
u odnosu na skupinu zivotinja s eksperimentalnim kolitisom koja nije tretirana (vs.
chall, p< 0.05). Klini€ki skor bolesti u skupini Zivotinja s eksperimentalnim kolitisom
koje su tretirane metronidazolom (MN) nije se zna€ajno razlikovao od klinickog skora

bolesti u skupini s eksperimentalnim kolitisom koje nisu tretirane (chall).

Tablica 4. Klinicki skor u miSeva u eksperimentalnim i kontrolnim skupinama

Tretman Promjena tezine Skor klini¢ke bolesti
Kontrola (zdravi) 1.9 £0.5 0.0+£0.0

DNFB kolitis -4.8+1.1° 2.7+0.3°

DNFB + metilpredizolon -3.9+0.9 1.8+04°%

DNFB + azitromicin -4.1+1.2 17+03°

DNFB + metronidazol -43+0.8 24+0.2°

@ p< 0.05 u usporedbi s kontrolom (C)

® p< 0.05 u usporedbi DNFB kolitisom (CHALL)




4. 2. Izrazenost TLR4, TNFa | TGFB u sluznici debelog crijeva miseva (mjereno

imunohistokemijskom metodom)

4.2.1. lzrazenost TLR4, TNFa i TGFB u kontrolnoj grupi bez
eksperimentalnog kolitisa u usporedbi s grupom sa netretiranim
eksperimentalnim kolitisom - OSOBINA MODELA:

4.2.1.1. Izrazenost TNFa u kontrolnoj grupi bez eksperimentalnog kolitisa u

usporedbi s grupom sa netretiranim eksperimentalnim kolitisom

Izrazenost TNFa na promatranim vrstama stanica u epitelnom odjeljku, lamini
propriji i submukozi sluznice Zivotinja u skupini s eksperimentalnim kolitisom i u

skupini zdravih Zivotinja prikazana je u tablici 5 i Grafikonima 1 2.

U skupini zivotinja s eksperimentalnim kolitisom koje nisu tretirane (chall), u sluznici
uz izazvanu crijevnu leziju izrazenost TNFa je zabiljeZzena na sve tri vrste
promatranih stanica u epitelnom odjeljku: epitelu (e), mononuklearnim (m) i
polimorfonuklearnim stanicama, i na mononuklearnim stanicama lamine proprije (LP)
i submukoze (SM). U sluznici skupine zdravih Zivotinja i u sluznici udaljenoj od
izazvane crijevne lezije u skupini chall, izrazenost TNFa je zabiljezena na
mononuklearnim stanicama lamine proprije (LPm) i submukoze (SMm). U sluznici
obje promatrane skupine nije zabiljeZena izraZzenost TNFa na polimorfonuklearnim

stanicama lamine proprije (LPp) i submukoze (SMp).



Izrazenost TNFa zabiljeZzena je kao znaCajno veca na epitelnim i mononuklearnim
stanicama epitelnog odjeljka (EPe i EPm) sluznice uz izazvanu crijevnu leziju
Zivotinja iz skupine chall, u odnosu na iste promatrane stanice sluznice zdravih
Zivotinja (EPe, p=0.021 / EPm, p=0.006) (Grafikon 1). Razlika u izraZzenosti TNFa je
zabiljeZena izmedu epitelnih stanica sluznice uz izazvanu crijevnu leziju i sluznice
udaljeno od izazvane crijevne lezije, u skupini chall (EPe 4 vs. 0, p=0.046) (Grafikon

2).



Tablica 5. 1zrazenost TNFa u sluznici zivotinja s eksperimentalnim kolitisom (chall) i

sluznici zdravih Zivotinja

Skupina / Odjeljak

Chal-uz vs. Zdravi

Chall-uz vs. Chall-od

EPe  -Ukupni skor 4vs.0 4vs.0
- medijan (raspon) 0 (0-1) vs. 0 (0-0) 0(0-1)
-P 0,021 0,046
EPm Ukupni skor 16 vs 8 16 vs 11
- medijan (raspon) 2(1-3)/1(0-1) 2(1-3)
-P 0,006 0,063
EPp Ukupni skor 3vsO0 3vsO0
- medijan (raspon) 0(0-1)/0(0-0) 0(0-1)
-P 0.53 0,083
LPm Ukupni skor 11vs 8 1M1vs7
- medijan (raspon) 1(1-2)/1((0-1) 1(1-2)
-P 0,51 0,059

LPp Ukupni skor
- medijan (raspon)

-P

Nije bilo znagajne aktivnosti

Nije bilo znagajne aktivnosti

SMm  Ukupni skor
- medijan (raspon)

-P

3vsO0

0(0-1)/0(0-0)
0,053

3vsO0
0(0-1)

0,083

SMp Ukupni skor
- medijan (raspon)

-P

Nije bilo znacajne aktivnosti

Nije bilo znacajne aktivnosti




Grafikon 1.

TNFalfa (osobina modela) zdravi vs chall (EPe i EPm)
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Grafikon 2.

TNFalfa (osobina modela) chall uz vs chall od (EPe)
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4.2.1.2. 1zrazenost TGF u kontrolnoj grupi bez eksperimentalnog kolitisa u

usporedbi s grupom sa netretiranim eksperimentalnim kolitisom

Izrazenost TGFB na promatranim vrstama stanica u epitelnom odjeljku, lamini
propriji i submukozi sluznice Zivotinja u skupini s eksperimentalnim kolitisom i u

skupini zdravih zivotinja prikazana je u tablici 6 i grafikonima 3 i 4.

lzrazenost TGF[ zabiljeZzena je kao najvecéa u sluznici skupine zdravih Zivotinja: na
epitelu (EPe) i mnonukleranim stanicama u epitelnom odjeljku (EPm: chall-uz vs.
zdravi, p=0.004 / chall-od vs. zdravi: p=0.008) (Grafikon 3) te mononuklearnim
stanicama lamine proprije (LPm: chall-uz vs. zdravi, p=0.045 / chall-od vs. zdravi,
p=0.028) i submukoze (SMm) (Grafikon 4). U skupini chall, izrazenost TGFf nije se
razlikovala u sluznici uz izazvanu crijevnu leziju i u sluznici udaljeno od izazvane

crijevne lezije.

U obje promatrane skupine (chall i zdravi), nije zabiljezena izrazenost TGFf3 na
polimorfonuklearnim stanicama (p) niti u jednom promatranom odjeljku sluznice (EP /

LP / SM).



Tablica 6. Izrazenost TGFp u sluznici zivotinja s eksperimentalnim kolitisom (chall) i

sluznici zdravih Zivotinja

Skupina / Odjeljak

Chal-uz vs. Zdravi

Chall-od vs. Zdravi-od ,

EPe Ukupni skor
- medijan (raspon)

-P

10 vs 10
1(0-2)/1(1-1)
0,520

10 vs 10
1(0-2)/(1-1)
1

EPm Ukupni skor
- medijan (raspon)

-P

2vs9
0(0-1)/1((0-1)
p = 0,004

3vs9
0(0-1)/1((0-1)
p =0,008

EPp Ukupni skor
- medijan (raspon)

-P

Nije bilo zna&ajne aktivnosti

Nije bilo zna&ajne aktivnosti

LPm Ukupni skor
- medijan (raspon)

-P

3vs8
0(0-1)/1((0-1)
p = 0,045

3vs8
0(0-1)/1((0-1)
p =0,028

LPp Ukupni skor
- medijan (raspon)

-P

Nije bilo zna&ajne aktivnosti

Nije bilo zna&ajne aktivnosti

SMm  Ukupni skor
- medijan (raspon)

-P

Ovs?2
0(0-0)/0(0-1)

0,167

Ovs2
0(0-0)/0(0-1)
0,146

SMp Ukupni skor
- medijan (raspon)

-P

Nije bilo znacajne aktivnosti

Nije bilo znacajne aktivnosti




Grafikon 3.

TGFbeta (osobina modela) zdravi vs chall uz (EPm i LPm)
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4.2.1.3. Izrazenost TLR4 u kontrolnoj grupi bez eksperimentalnog kolitisa u

usporedbi s grupom sa netretiranim eksperimentalnim kolitisom

IzraZzenost TLR4 na promatranim vrstama stanica u epitelnom odjeljku, lamini
propriji i submukozi sluznice Zivotinja u skupini s eksperimentalnim kolitisom i u

skupini zdravih Zivotinja prikazana je u tablici 7 i grafikonima 5 i 6.

U obje promatrane skupine zivotinja (chall-uz / chall-od / zdravi) izraZzenost TLR4 je
zabiljeZzena na epitelnim stanicama (EPe) te mononuklearnim stanicama epitelnog
odjeljka(EPm) i lamine proprije (LPm)) i navedene izraZzenosti nisu se medusobno
razlikovale .U obje promatrane skupine (chall-uz /chall-od / zdravi) izraZzenost TLR4

nije zabiljezena na polimorfonuklearnim stanicama niti u jednom odjeljku sluznice.

Na mononuklearnim stanicama submukoze (SMm) sluznice uz izazvanu crijevnu
leziju u skupini chall zabiljeZena je znaCajna izrazenost TLR4 (Slika 5), u odnosu na
sluznicu udaljeno od izazvane lezije u skupini chall (SMm, p=0.005) (Grafikon 5) i u

odnosu na sluznicu zdravih Zivotinja (SMm, p=0.001) (Grafikon 6).



Tablica 7. Izrazenost TLR4 u sluznici Zivotinja s eksperimentalnim kolitisom (chall) i

sluznici zdravih Zivotinja

Skupina / Odjeljak

Chal-uz vs. Zdravi

Chall-uz vs. Chall-od ,

EPe Ukupni skor 2vs 2 2vs 3
- medijan (raspon) 0 (0-1)/0(0-1) 0(0-1)
-P 0,908 0,655

EPm Ukupni skor 9vs 8 9vs 10
- medijan (raspon) 1(1-1)/1 (0-1) 1(1-1)

-P

0,167

1

EPp Ukupni skor
- medijan (raspon)

-P

Nije bilo znacajne aktivnosti

Nije bilo znagajne aktivnosti

LPm Ukupni skor
- medijan (raspon)

-P

10 vs 11
1(1-2)//1(1-2)

0,968

10 vs 10
1(1-2)

0,317

LPp Ukupni skor
- medijan (raspon)

-P

Nije bilo zna&ajne aktivnosti

Nije bilo zna&ajne aktivnosti

SMm  Ukupni skor
- medijan (raspon)

-P

8vsO0
1(0-1)/0(0-0)
p<0,001

8vsO0
0(0-0)
p = 0,005

SMp Ukupni skor
- medijan (raspon)

-P

Nije bilo znacajne aktivnosti

Nije bilo znacajne aktivnosti




Grafikon 5.

TLR4 (osobina modela) zdravi vs Chall uz (SMm)
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Grafikon 6.

TLR4 (osobina modela) SMm Chall od vs Chall uz (SMm)
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Slika 5. TLR4 u sluznici miSeva s netretiranim eksperimentalnim kolitisom




4.2.2. Izrazenost TLR4, TNFa i TGFB u grupi sa netretiranim
eksperimentalnim kolitisom u usporedbi sa skupinama s
eksperimentalnim kolitisom tretiranih s azitromicinom ili metronidazolom

ili metilprednizolonom - UCINAK TERAPIJE

4.2.2.1. Izrazenost TNFa u grupi sa netretiranim eksperimentalnim kolitisom u
usporedbi sa skupinama s eksperimentalnim kolitisom tretiranih s

azitromicinom ili metronidazolom ili metilprednizolonom

Ucinak terapije na izraZzenost TNFa, na promatranim vrstama stanica u epitelnom
odjeljku, lamini propriji i submukozi sluznice uz izazvanu crijevnu leziju zivotinja u
skupini s eksperimentalnim kolitisom (chall) i skupinama koje su nakon izazivanja
eksperimentalnog kolitisa tretirane metiliprednizolonom (MP), azitromicinom (AZ) i

metronidazolom (MN) prikazana je u tablici 8 i grafikona 7 i 8.

UcCinak terapije u navedenim skupinama zabiljezen je u razlikama izrazenosti TNFa
(Kruskal-Wallis) na epitelnim stanicama (EPe, p=0.015) i mononuklearnim
stanicama (EPm, p=0.043) epitelnog odjeljka te mononuklearnim stanicama
submukoze sluznice (SMm, p=0.05) Post-hoc analiza na razini p < 0.05
dokumentirala je znacajno vecu izrazenost TNFa na mononuklearnim stanicama
epitelnog odjeljka (EPm) u sluznici uz izazvanu crijevnu leziju u skupini chall, u
odnosu na sluznicu uz izazvanu crijevnu leziju zZivotinja tretiranih metilprednizolonom
(MP) i azitromicinom (AZ). Izrazenost TNFa na mononuklearnim stanicama epitelnog
odjeljka (EPm) u sluznici uz izazvanu crijevnu leziju zivotinja koje su tretirane
metronidazolom (MN) nije se znacajno razlikovala od izrazenosti u sluznici uz

izazvanu crijevnu leziju zZivotinja a eksperimentalnim kolitisom koje nisu tretirane



(chall). Najveca izrazenost TNFa na mononuklearnim stanicama submukoze sluznice
(SMm) uz izazvanu crijevnu leziju zabiljezena je u skupini zivotinja s
eksperimentalnim kolitisom koje su tretirane metronidazolom (MN) (MN vs. chall, p <

0.05/MN vs. MP, p <0.05) (Grafikon 7 i 8).



Tablica 8. Izrazenost TNFa u sluznici Zivotinja s eksperimentalnim kolitisom (chall) i

sluznici zivotinja s eksperimentalnim kolitisom koje su tretirane metilprednizolonom

(MP), azitromicinom (AZ) i metronidazolom (MN)

Skupina / Odjeljak Chall MP AZ MN P(Kruskal-
Wallis)
EPe - Ukupni skor 4 0 0 0 0,015
- medijan (raspon) 0 (0-1) Nema | 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0)
medusobne Nema
- p<0.05 razlike medusob | Nema Nema
ne razlike | medusobne | medusobne
razlike razlike
EPm Ukupni skor 16 7 5 9 0,013
- medijan (raspon) 2 (1-3) 1(1-1) 1(0-1) 1(1-2)
- p<0.05 VS. VS. Chall NS
AZ | MP Chall
EPp Ukupni skor 3 0 0 0 0,057
- medijan (raspon) 0(0-1) 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0)
LPm  Ukupni skor 11 7 6 8 0,184
- medijan (raspon) 1(1-2) 1(1-1) 1(1-1) 1(1-1)
LPp Ukupni skor 0 0 0 0 Nije bilo
znacajne
- medijan (raspon) 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) aktivnosti
SMm  Ukupni skor 3 1 3 9 0,05
- medijan (raspon) 0(0-1) 0(0-1) 0,5(0-1) 1(0-2)
- p<0.05 MN MN MP i Chall
SMp  Ukupni skor 0 0 0 0 Nije bilo
znacajne
- medijan (raspon) 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) aktivnosti




Grafikon 7.

TNF alfa: ucinak terapije (EPm) (Kruskal-Wallis, p=0,013)
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4.2.2.2. 1zrazenost TGFB u grupi sa netretiranim eksperimentalnim kolitisom u
usporedbi sa skupinama s eksperimentalnim kolitisom tretiranih s

azitromicinom ili metronidazolom ili metilprednizolonom

UcCinak terapije na izraZzenost TGF[3, na promatranim vrstama stanica u
epitelnom odjeljku, lamini propriji i submukozi sluznice uz izazvanu crijevnu leziju
Zivotinja u skupini s eksperimentalnim kolitisom (chall) i skupinama koje su nakon
izazivanja eksperimentalnog kolitisa tretirane metiliprednizolonom (MP),
azitromicinom (AZ) i metronidazolom (MN) prikazana je u tablici 9 i grafikonima 9i 10

i11.

Ucinak terapije u navedenim skupinama zabiljezen je u razlikama izrazenosti TGF3
(Kruskal-Wallis) na epitelnim stanicama (EPe, p=0.001) te mononuklearnim
stanicama epitelnog odjeljka (EPm, p<0.001) i lamine proprije sluznice (LPm,
p=0.004). ). Post-hoc analiza na razini p < 0.05 dokumentirala je zna¢ajno vecu
izrazenost TGFB na epitelnim (EPe) i mononuklearnim stanicama (EPm) epitelnog
odjeljka i mononuklearnim stanicama lamine proprije (LPm) u skupinama tretiranih
zivotinja (MP / AZ / MN) u odnosu na izrazenost TGF( na istim stanicama sluznice

Zivotinja s eksperimentalnim kolitisom koje nisu tretirane (chall) (grafikon 9, 101 11).



Tablica 9. I1zrazenost TGFp u sluznici zivotinja s eksperimentalnim kolitisom (chall) i

sluznici zivotinja s eksperimentalnim kolitisom koje su tretirane metilprednizolonom

(MP), azitromicinom (AZ) i metronidazolom (MN)

Skupina / Odjeljak Chall MP AZ MN P(Kruskal
-Wallis)
EPe - Ukupni skor 10 16 14 19 0,001
- medijan (raspon) | 1(0-2) 2(2-3) 2(2-3) 2(2-3)
- p<0.05 VS. VS. VS. VS.
AZ, MN, MP chall chall chall
EPm  Ukupni skor 2 7 9 9 <0,001
- medijan (raspon) | 0(0-1) 1(1-1) 1,5(1-2) 1(1-2)
- p<0.05 VS. VS. VS. VS.
AZ, MN, MP chall chall chall
EPp Ukupni skor 2 0 0 0 0,184
- medijan (raspon) | 0(0-1 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0)
- p<0.05
LPm  Ukupni skor 3 7 6 7 0,004
- medijan (raspon) | 0(0-1) 1(1-1) 1(1-1) 1(1-1)
- p<0.05 VS. VS. VS. VS.
AZ, MN, MP chall chall chall
LPp Ukupni skor 0 0 1 0 0,261
- medijan (raspon) | 0(0-0) 0(0-0) 0(0-1) 0(0-1)
- p<0.05
SMm  Ukupni skor 0 0 1 2 0,268
- medijan (raspon) | 0(0-0) 0(0-0) 0(0-1) 0(0-1)
- p<0.05
SMp  Ukupni skor 0 0 0 0 Nijevbillo
znacajne
- medijan (raspon) | 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) aktivnosti

- p<0.05




Grafikon 9

TGFbeta: u€inak terapije (EPe) (Kruskal-Wallis,p=0,001)
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Grafikon 10.

TGF beta: ucinak terapije (EPm) (Kruskal-Wallis, p=<0,001)
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Grafikon 11.

TGFbeta: u€inak terapije (LPm) (Kruskal-Wallis, p=0,004)
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4.2.2.3. Izrazenost TLR4 u grupi sa netretiranim eksperimentalnim kolitisom u
usporedbi sa skupinama s eksperimentalnim kolitisom tretiranih s

azitromicinom ili metronidazolom ili metilprednizolonom

Ucinak terapije na izrazenost TLR4, na promatranim vrstama stanica u epitelnom
odjeljku, lamini propriji i submukozi sluznice uz izazvanu crijevnu leziju zivotinja, u
skupini s eksperimentalnim kolitisom (chall) i skupinama koje su nakon izazivanja
eksperimentalnog kolitisa tretirane metiliprednizolonom (MP), azitromicinom (AZ) i

metronidazolom (MN) prikazan je u tablici 10.

UCinak terapije u navedenim skupinama zabiljeZen je samo u razlikama izrazenosti
TLR4 (Kruskal-Wallis) na mononuklearnim stanicama submukoze (SMm, p=0.001).
Post-hoc analiza na razini p < 0.05 dokumentirala je zna€ajno manju izrazenost
TLR4 na mononuklearnim stanicama submukoze (SMm) u skupini MP i AZ, u
odnosu na izrazenost TLR4 na istim stanicama u submukozi skupine chall. Takoder,
zabiljezena je manja izrazenost TLR4 na mononuklearnim stanicama submukoze
(SMm) u skupinama AZ i MP u odnosu na iste stanice iz submukoze skupine MN.
Izrazenost TLR4 na mononuklearnim stanicama submukoze (SMm) u skupini MN nije

se razlikovala od izrazenosti TLR4 na istim stanicama u submukozi skupine chall.



Tablica 10. Izrazenost TLR4 u sluznici zivotinja s eksperimentalnim kolitisom (chall) i

sluznici Zivotinja s eksperimentalnim kolitisom koje su tretirane metilprednizolonom

(MP), azitromicinom (AZ) i metronidazolom (MN)

Skupina / Odjeljak Chall MP AZ MN P(Kruskal
-Wallis)
EPe - Ukupni skor 2 2 1 3 0,814
- medijan (raspon) | 0(0-1) 0(0-1) 0(0-1) 0(0-1)
EPm  Ukupni skor 9 6 6 8 1
- medijan (raspon) | 1(1-1) 1(1-1) 1(1-1) 1(1-1)
EPp Ukupni skor 0 0 0 0 Nije bilo
znacajne
- medijan (raspon) | 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) aktivnosti
LPm  Ukupni skor 10 6 7 9 0,81
- medijan (raspon) | 1(1-2) 1(1-1) 1(1-2) 1(1-2)
LPp Ukupni skor 0 0 0 0 Nije bilo
znacajne
- medijan (raspon) | 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) aktivnosti
SMm  Ukupni skor 8 1 0 6 0,001
- medijan (raspon) | 1(0-1) 0(0-1) 0(0-0) 1(0-1)
- p<0.05 VS. VS. VS. VS.
AZ i MP MN i MNichall | AZi MP
chall
SMp  Ukupni skor 0 0 0 1 0,453
- medijan (raspon) | 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) 0(0-1)




Grafikon 12.

TLR4: u€inak terapije (SMm) (Kruskal-Wallis,p=0,001)
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4.2.3. Razlika u izrazenost TLR4, TNFa i TGF u skupinama s
eksperimentalnim kolitisom tretiranih s azitromicinom ili metronidazolom

ili metilprednizolonom - RAZLIKA UCINKA TERAPIJE

4.2.3.1. Razlika u izraZzenost TNFa u skupinama s eksperimentalnim kolitisom

tretiranih s azitromicinom ili metronidazolom ili metilprednizolonom

Razlika u€inka terapije na izrazenost TNFa, na promatranim vrstama stanica u
epitelnom odjeljku, lamini propriji i submukozi sluznice uz izazvanu crijevnu leziju
Zivotinja, u skupini s eksperimentalnim kolitisom koje su nakon izazivanja
eksperimentalnog kolitisa tretirane metilprednizolonom (MP), azitromicinom (AZ) i

metronidazolom (MN) prikazan je u tablici 11 i grafikonu 13.

Razlika u€inka terapije u navedenim skupinama zabiljeZena je samo u razlikama
izrazenosti TNFa (Kruskal-Wallis) na mononuklearnim stanicama submukoze (SMm,
p=0.040). Post-hoc analiza na razini p < 0.05 dokumentirala je znacajno manju
izraZzenost TNFa na mononuklearnim stanicama submukoze (SMm) u skupini MP, u
odnosu na izrazenost TNFa na istim stanicama u submukozi skupine MN (grafikon
13). U uCinku terapije na izrazenost TNFa na mononuklearnim stanicama submukoze

(SMm) nije zabiljezena razlika izmedu skupine MP i AZ.



Tablica 11. Razlika izrazenosti TNFa u skupini s eksperimentalnim kolitisom koje su

tretirane metilprednizolonom (MP), azitromicinom (AZ) i metronidazolom (MN)

Skupina / Odjeljak MP AZ MN P(Kruskal-
Wallis)
EPe - Ukupni skor 0 0 0 Nije bilo
znacajne
- medijan (raspon) | 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) aktivnosti
- p<0.05
EPm  Ukupni skor 7 5 9 0,233
- medijan (raspon) | 1(1-1) 1(0-1) 1(1-2)
- p<0.05
EPp Ukupni skor 0 0 0 Nije bilo
znacajne
- medijan (raspon) | 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) aktivnosti
- p<0.05
LPm  Ukupni skor 7 6 8 1
- medijan (raspon) | 1(1-1) 1(1-1) 1(1-1)
- p<0.05
LPp Ukupni skor 0 0 0 Nije bilo
znacajne
- medijan (raspon) | 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) aktivnosti
- p<0.05
SMm  Ukupni skor 1 3 9 0,040
- medijan (raspon) | 0(0-1) 0,5(0-1) 1(0-2)
- p<0.05 MN MP
SMp  Ukupni skor 0 0 0 Nije bilo
znacajne
- medijan (raspon) | 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) aktivnosti
- p<0.05




Grafikon 13.

TNF alfa: razlika u€inka terapije (SMm) (Kruskal-Wallis,p=0,040)
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4.2.3.2. Razlika u izraZzenost TGF[3 u skupinama s eksperimentalnim kolitisom

tretiranih s azitromicinom ili metronidazolom ili metilprednizolonom

Razlika u€inka terapije na izrazenost TGF[3, na promatranim vrstama stanica u
epitelnom odjeljku, lamini propriji i submukozi sluznice uz izazvanu crijevnu leziju
Zivotinja, u skupini s eksperimentalnim kolitisom koje su nakon izazivanja
eksperimentalnog kolitisa tretirane metilprednizolonom (MP), azitromicinom (AZ) i

metronidazolom (MN) prikazan je u tablici 12.

Uporabom Kruskal-Wallis testa i post-hoc analize nije zabiljezena razlika ucinka

terapije u promatranim odjeljcima sluznice izmedu skupina MP, AZ i MN.



Tablica 12. Razlika izrazenosti TGF u skupini s eksperimentalnim kolitisom koje su

tretirane metilprednizolonom (MP), azitromicinom (AZ) i metronidazolom (MN)

Skupina / Odjeljak MP AZ MN P(Kruskal-
Wallis)
EPe - Ukupni skor 16 14 19 0,938
- medijan (raspon) | 2(2-3) 2(2-3) 2(2-3)
EPm  Ukupni skor 7 9 9 0,70
- medijan (raspon) | 1(1-1) 1,5(1-2) 1(1-2)
EPp Ukupni skor 0 0 0 Nije bilo
znacajne
- medijan (raspon) | 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) aktivnosti
LPm  Ukupni skor 7 6 7 0,444
- medijan (raspon) | 1(1-1) 1(1-1) 1(1-1)
LPp Ukupni skor 0 1 0 0,287
- medijan (raspon) | 0(0-0) 0(0-1) 0(0-1)
SMm  Ukupni skor 0 1 2 0,369
- medijan (raspon) | 0(0-0) 0(0-1) 0(0-1)
SMp  Ukupni skor 0 0 0 Nije bilo
znacajne
- medijan (raspon) | 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) aktivnosti




4.2.3.3. Razlika u izraZzenost TLR4u skupinama s eksperimentalnim kolitisom

tretiranih s azitromicinom ili metronidazolom ili metilprednizolonom

Razlika ucinka terapije na izrazenost TLR4, na promatranim vrstama stanica u
epitelnom odjeljku, lamini propriji i submukozi sluznice uz izazvanu crijevnu leziju
Zivotinja, u skupini s eksperimentalnim kolitisom koje su nakon izazivanja
eksperimentalnog kolitisa tretirane metilprednizolonom (MP), azitromicinom (AZ) i

metronidazolom (MN) prikazan je u tablici 13 i grafikonu 14.

Razlika u€inka terapije u navedenim skupinama zabiljeZena je samo u razlikama
izrazenosti TLR4 (Kruskal-Wallis) na mononuklearnim stanicama submukoze (SMm,
p=0.010). Post-hoc analiza na razini p < 0.05 dokumentirala je znacajno manju
izrazenost TLR4 na mononuklearnim stanicama submukoze (SMm) u skupini MP i
AZ, u odnosu na izrazenost TLR4 na istim stanicama u submukozi skupine MN
(Grafikon 14). U u€inku terapije na izrazenost TLR4 na mononuklearnim stanicama

submukoze (SMm) nije zabiljezena razlika izmedu skupine MP i AZ.



Tablica 13. Razlika izraZzenosti TLR4 u skupini s eksperimentalnim kolitisom koje su

tretirane metilprednizolonom (MP), azitromicinom (AZ) i metronidazolom (MN)

TLR4
Skupina / Odjeljak MP AZ MN P(Kruskal-
Wallis)
EPe - Ukupni skor 2 1 3 0,699
- medijan (raspon) 0(0-1) 0(0-1) 0(0-1)
EPm  Ukupni skor 6 6 8 1
- medijan (raspon) 1(1-1) 1(1-1) 1(1-1)
EPp Ukupni skor 0 0 0 Nije bilo
znacajne
- medijan (raspon) 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) aktivnosti
LPm  Ukupni skor 6 7 9 0,616
- medijan (raspon) 1(1-1) 1(1-2) 1(1-2)
LPp Ukupni skor 0 0 0 Nije bilo
znacajne
- medijan (raspon) 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) aktivnosti
SMm  Ukupni skor 1 0 6 0,010
- medijan (raspon) 0(0-1) 0(0-0) 1(0-1)
- p<0.05 VS. VS. VS.
MN MN AZ i MP
SMp  Ukupni skor 0 0 1 0,472
- medijan (raspon) 0(0-0) 0(0-0) 0(0-1)




Grafikon 14.

TLRA4: razlika ucinka terapije (SMm) (Kruskal-Wallis,p=0,010)
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5.- RASPRAVA



Imunoloski sustav crijevne sluznice predstavlja najveci imunolo$ki odjeljak u ljudskom
tijelu koji ima ulogu odrZzavanja imunoloske i protuupalne homeostaze crijevne
sluznice. Sustav ima zadacu obrane od patogenih mikroorganizama i toksicnih
antigena koji mogu proci epitelnu barijeru i izazvati oStecenje, uz istovremenu ulogu
odrzavanja tolerancije prema mnostvu komenzalnih mikroorganizama i prehrambenih
antigena prisutnih u crijevu domacina. Tako imunoloski sustav pridruZzen crijevu ima
vaznu ulogu u odrzavanju homeostaze izmedu stranih i vlastitih antigena, ukljuCivsi i
vlastitu crijevnu floru, uvajuéi ravnotezu unutarnjeg okoliSa organizma na vrlo

specifiCan nacin (1).

U etiopatogenezi upalne bolesti crijeva su prepoznati genetski Cinitelji i Cinitelji
okoliSa. Pravi uzrok upalnih bolesti crijeva nije do kraja poznat no pretpostavka je da
je bolest posljedica agresivnog ste¢enog imunoloskog odgovora na mnostvo
bakterijskih antigena normalne flore, u genetski osjetljivog domacina (80). Nedovoljno
razjasnjena etiologija i patogeneza upalnih bolesti crijeva nametnula je potrebu za
eksperimentalnim traZzenjem odgovora na znanstvena i prakti¢na pitanja (109).
Navedena €injenica ima za posljedicu pokuse iz kojih su nastali brojni
eksperimentalni modeli za istrazivanje crijevne upale. Na taj su na€in dobivene vazne
spoznaje o funkciji imunoloskog sustava pridruzenog crijevu koji je jedinstven i
osobit (103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111). Eksperimentalni modeli
nadopunjuju i proSiruju klini¢ka istrazivanja upalnih bolesti crijeva jer omogucuju
ispitivanje i procjenu pojedinih sastavnica crijevne upale i razvoj novih terapijskih
mogucnosti na nacin koji nije mogué u ljudi. Razli¢itim se modelima mogu proucavati
rane faze crijevne upale te uloga genetske predispozicije, bakterijskog mikrookolisa i

ste€ene imunoloske reakcije, a kasnije faze upale koje karakteriziraju nespecifi¢ni



upalni infiltrati, razliciti citokini te procesi cijeljenja mogu biti bolje istrazivani u drugim
pokusnim modelima (113, 114)

U objavljenim je istraZivanjima opisan Citav niz na€ina na koji je pokuSana indukcija
crijevne upale u pokusnim Zivotinjama. S druge strane, u literaturi se mogu naci i
razli€iti nacini podjele eksperimentalnih modela u razliCite skupine, zavisno o nacinu
indukcije upale, obrascu imunoloskog odgovora i na€inu sloma tolerancije na

antigene mikroflore (115).

Opazanja u pokusima na modelima crijevne upale biljeze da je prisutnost normalne
mikroflore neophodna za nastanak crijevne upale u miSeva u kojih postoji sklonost
razvoju bolesti (115,116). Rezultati tih istraZivanja govore da crijevna upala bez
obzira na genetiCku pozadinu nastaje kao rezultat neodgovaraju¢eg odgovora na
vec prisutne antigene mikroflore, a ne na neki patogen. Tako hipoteza o potrazi za
specificnim patogenom gubi na snazi, tim viSe Sto rezultati objavljenih istrazivanja
ukazuju na bakterijski flagelin kao na jedan od potencijalnih patogenetskih Cinitelja u
upalnim bolestima crijeva. Nije posve jasno da li flagelin ima ulogu liganda za TLRili

djeluje kao antigen (105).

Domaca grupa autora razvila je model koji je koriSten u ovom istrazivanju, a koji
predstavlja model upalne bolesti crijeva iz skupine modela u kojima je crijevna upala
izazvana kemijskim tvarima. Kemijska tvar - 2,4 — dinitrofluorobenzen (DNFB) ima
djelovanje poput haptena koja se kovalentno veze na aminoskupine bjelan€evina i na
taj nacin mijenja njihovu konformaciju odnosno imunogeni¢nost, a to pobuduje
imunolosku reakciju posredovanu T-limfocitima, specifi€nim za promijenjeni vlastiti
antigen. Opisani model je takoder obiljeZzen akutnim upalnim promjenama debelog
crijeva miSeva kao $to su ulkusi i nekroze, edem, infiltracija polimorfonuklearnim

leukocitima i krvarenje. Jedna od vrlo vaznih karakteristika koriStenog modela je



prethodni kontakt sa stanicama koje predocuju antigen, $to je posljedica kozne
senzibilizacije, a to pojaCava specificnu reakciju limfatiCkog tkiva pridruzenog crijevu,
koja se histoloski manifestira u izrazitoj infiltraciji mononuklearnim stanicama lamine
proprije i submukoze crijeva (104). Opisani eksperimentalni model kolitisa za
posljedicu ima i razli€it stupanj nekroze, ukljucivsi i transmuralni oblik nekroze,
prvenstveno uslijed neposrednog oksidativnog ostecenja prouzro¢enog primjenom
DNFB-a. Akutna upala i nekroza, u kojima se ispreplicu mehanizmi oksidativnog
stresa i odgodene preosijetljivosti (engl. "Dealyed Type Hypersensitivity" — DTH),
bilieze se tijekom prvih pet dana nakon DNFB klizme i nastavljaju se u kroni¢nu
upalu, karakteriziranu opseznom mononuklearnom infiltracijom sluznice i submukoze
(127, 129 ). Prema rezultatima objavljenih istrazivanja, opisani model
eksperimentalnog kolitisa izazvan primjenom DNFB-a je definiran karakteristiCnim
obrascem izazvanih upalnih promjena koje je moguce izraziti histopatoloSkim skorom
(130). Tako opisani model predstavlja jednostavan, dostupan, reproducibilan i dobro
definiran postupak koji omogucuje istrazivanje protuupalnog djelovanja razli€itih
supstanci, kao Sto je dokumentirani u€inak metilprednizolona i ciklosporina u ovom

modelu (107, 131).

Rezultati ovog istrazivanja dokumentiraju ucinak azitromicina na smanjenje opsega
eksperimentalnog kolitisa koji se o€itovao u smanjenju klinickog skora crijevne upale i
slijede prethodno objavljene rezultate koji govore o zna€ajnom ucinku azitromicina na
smanjenje sveukupnog histoloskog skora upale (101). Prema rezultatima objavljenih
klini€kih istrazivanja antibiotici u monoterapiji nisu ucinkoviti u postizanju i odrzavanju
remisije upalnih bolesti crijeva no u konvencionalnoj antibiotskoj terapiji upalnih
bolesti crijeva se prvenstveno koriste ciprofloksacin i metronidazol za lijecenje

septicnih komplikacija, bakterijskog prerastanja u crijevu i u lijeCenju perianalne



bolesti (86). U primjeni metronidazola zabiljeZen je umjereni u€inak u ileokoloni¢noj
bolesti, ali ne i Crohnovoj bolesti tankog crijeva, a primjena lijeka je opravdana u
bolesnika s "pouchitisom", nakon kolektomije zbog ulceroznog kolitisa (86).
Protuupalni u€inak ciprofloksacina i kombinacije neomicina i metronidazola zabiljeZzen
je u spontano nastalom kolitisu u "knock-out" miSeva za IL-10 i bio je prvenstveno
vezan za antibiotski u€inak na luminalne bakterije (132). Klinicka istrazivanja i
eksperimentalna istrazivanja na glodavcima biljeze uc€inak metronidazola u
smanjenju anaerobne flore tankog crijeva, ali ne cekuma i kolona (133) Nasuprot
tome, dokumentirani protuupalni u€inak azitromicina je u modelima eksperimentalnog
kolitisa bio postignut bez zna¢ajnog utjecaja na luminalne crijevne bakterije, a
kliniCka istraZivanja potvrduju da primjena azitromicina nema utjecaja floru crijeva u
zdravih dobrovoljaca (101, 134, 135). Moguce objasnjenje leZi u €injenici da derivati
eritromicina A, ukljucivsi i azalid azitromicin posjeduju znac¢ajna imunomodulacijska i
protuupalna svojstva kao Sto je smanjenje oksidativhog ostecenja i potiskivanje
proupalnih citokina putem djelovanja na glasnicku RNK (mRNA) (136) Moguci
mehanizmi djelovanja azitromicina takoder ukljucuju inhibiciju otpustanja citokina,
zaprjeCavanje funkcije neutrofila i otpuStanja medijatora, stimulaciju apoptoze i

inhibiciju sekrecije sluzi (137).

Interesantno je spomenuti da proSirena definicija supstanci makrolidne obitelji, kojoj
pripada i azalid azitromicin — antibiotik s imunomodulacijskim svojstvima — ukljuCuje i
kompleksne spojeve sa snaznim imunosupresijskim djelovanjem koji ne posjeduju
antibiotska svojstva: takrolim, rapamicin, bafilomicin i konkanamicin (138.)

Sukladno op¢em cilju istrazivanja, dokumentirane su promjene proupalnih i
protuupalnih patogenetskih markera — TNFa, TGF[ i TLR4 — u manipulaciji modela

eksperimentalnog kolitisa u miSeva. Kao osobinu samog modela rezultati pokazuju



znacajno vecu izrazenost TNFa u epitelnom odjeljku (EPe i EPm) sluznice miSeva s
eksperimentalnim kolitisom koji nisu tretirani, u odnosu na sluznicu zdravih zivotinja.
Takoder je zabiljezena veca ekspresija TNFa na epitelnim stanicama (EPe) uz
promatranu upalnu leziju, u odnosu na epitelne stanice udaljeno od upalne lezije.
Navedeni rezultati su oekivani buduci rezultati brojnih istrazivanja pokazuju da
TNFa predstavlja glavni proupalni citokin u Crohnovoj bolesti €ija se terapija u novije
vrijeme temelji na primjene bioloSke terapije protiv ovog citokina (139). Poznato je da
su mnogi ucinci bakterijskih produkata i LPS-a posredovani lu¢enjem TNFa i StoviSe,
bakterijski LPS predstavlja potentan stimulus za lu¢enje TNFalfa (82). Navedena
opazanja su sukladna rezultatima koji ukazuju na povecanu ekspresiju TNFa u

sluznicu uz izazvanu upalnu leziju.

U osobini samog modela izrazenost TGFp je bila znacajno veca u epitelnom odjeljku
(EPe i EPm) i lamini propriji (LPm) sluznice zdravih Zivotinja, u odnosu na sluznicu
zZivotinja s eksperimentalnim kolitisom. Navedeni rezultat je oCekivan buduci TGFf3
predstavlja protuupalni citokin koji je prepoznat kao kljucni regulator imunoloske
homeostaze sluznice i smanjena aktivhost spomenutog citokina se povezuje s
razvojem proupalnih stanja u kroni¢nim bolestima, ukljucivsi i upalnu bolest crijeva
(74). TGFB je citokin prisutan u svim tkivima i posjeduje pleiotropne funkcije koje su
osobito vazne u cijeljenju upale; djeluje prakticno na sve stanice i miSevi deficijentni
za TGF beta razvijaju teSku upalnu bolest multiplih organa koja je karakterizirana
povec¢anom sintezom TNF alfa i interferona gama, a manjak TGF-beta u crijevnoj

sluznici miSeve Cini povecano osjetljivima na DSS-om izazvani kolitis (140).

U osobini samog modela zabiljeZzena izrazenost TLR4 u epitelnom odjeljku (EPe i
EPm) te u lamini propriji (LPm) nije se razlikovala izmedu sluznice miSeva s

eksperimentalnim kolitisom koje nisu tretirane i sluznice zdravih Zivotinja. Nasuprot



tome, znacajno veca izrazenost TLR4 zabiljezena je na mononuklearnim stanicama
submukoze (SMm) sluznice uz izazvanu upalnu leziju u miSeva s eksperimentalnim
kolitisom, u odnosu na sluznicu udaljeno od lezije i na sluznicu zdravih Zivotinja. Ovaj
rezultat je neophodno sagledati u svjetlu Cinjenice da obiljezja crijevne upale ne
predstavljaju samo promjene ravnoteze proupalnihi protuupalnih citokina vec i
promjene ekspresije membranskih biljega (141). Toll-like receptori (TLR) su homolozi
"Toll" proteina musice Drosophila i u ljudi predstavljaju obitelj transmembranskih
glikoproteina koja se sastoji od 10 ¢lanova (13 ¢lanova u miSeva) (44). Nalaze se na
povrsSini stanica ili na endosomima i prepoznaju prisutnost mikroorganizama preko
molekularnih obrazaca povezanih s patogenima (PAMP) i preko molekularnih
obrazaca povezanih s osteCenjem (45). Humane intestinalne epitelne stanice (IES)
izrazavaju konstitutivne TLR3 i TLR5 i tek male koli¢ine TLR2 i TLR4 (142). Ovi
transmembranski receptori tipa | se konstitutivno ili inducibilno mogu naci na
razliitim tipovima stanica u probavnom sustavu, ukljucivsi epitelne stanice Zeluca,
tankog crijeva i kolona, ali i se mogu naci i na stanicama monocitno-makrofagnog
reda i dendriticnim stanicama te na miofibroblastima, endotelnim stanicama i
adipocitima lamine proprije i submukoze sluznice (143, 144). Vazno je istaknuti da
pojedini ¢lan TLR obitelji prepoznaje razli€it "molekularni potpis" koji se nalazi na
mnostvu komenzalinih i patogenih bakterija i spektar patogena koji prepoznaju TLR
ukljuCuju gram pozitivne i gram negativne bakterije, kvasce i viruse, a TLR-4 reagira
s lipoplisaharidom (LPS) Sto rezultira regrutacijom adapterske molekule MyD88 (44).
Prijenos signala preko TLR4 receptora koji bivaju pobudeni bakterijskim LPS i
prenose signal pomocu adapterske molekule MyD88, za posljedicu ima aktivaciju
transkripcijskog faktora NFkB putem djelovanja signalnih modula, primjerice TRAF6

Sto pobuduje stvaranje i lu€enje citokina (145).



TLR4 posreduje fizioloSka zbivanja u probavnom sustavu zdrave jedinke kao $to je
specificna imunoloSka tolerancija za antigene luminalne mikroflore, inhibicija
alergijskih reakcija na antigene iz hrane, zastita funkcije epitelne barijere,
olakSavanje klirensa potencijalnih patogena (primjerice S. typhimurium) putem
pobudivanja lu€enja antimikrobnih peptida u crijevu (primjerice defenzina iz
Panethovih stanica) (146, 147, 148). Podaci iz literature govore o vaznosti
posredovanja TLR4 u pobudivanju i prijenosu signala, izazvanog antigenima crijevne
mikroflore u zastiti domacina od alergijskih reakcija na antigene iz hrane, Sto
pokazuje i Cinjenica da su "knock-out" miSevi za TLR4 izrazito skloni nutritivnoj
alergiji koja korelira s Th2 obrascem lu€enja citokina, primjerice lu¢enjem IL-4 i IL-13
(149). Stoga je moguce da stimuacija TLR4 putem LPS liganda sprje€ava Th2
obrazac reakcije pobuden alergenom, pojacavajuéi Th1 obrazac reakcije T-limfocita
putem TLR4 (150). Medutim, prijenos signala preko TLR4 moZe rezultirati
pobudivanjem protuupalnih citokina i zapocCinjanjem kaskade apoptoze, ali i lu¢enjem
proupalnih citokina s posljedichom upalom i ostecenjem tkiva, Sto prema objavljenim
istrazivanjima ovisi o: luminalnim €initeljima i okoliSu (komenzali, patogeni, antigeni iz
hrane), genetskoj osjetljivosti domacina (mutacije gena za interleukine — IL -10,
transkripcijske faktore — STAT3, ukljucivsi i mutacije gena za TLR4 na kromosomu 9
u ljudi), prevladavajucem obrascu aktualne imunolo$ke reakcije — urodenom ili
steCenom, te o vrsti stanica koje izrazavaju TLR4 (151). U usporedbi sa tkivom
zdravih ispitanika, u sluznici bolesnika s ulceroznim kolitisom i Crohnovom bolesti
zabiljeZena je povecCana ekspresija TLR4 na IES i selektivho povecana ekspresija
TLR2 i TLR4 na stanicama monocitno-makrofagnog reda lamine proprije (45,46).
Opcenito, klini¢ka istrazivanja biljeZe hiperaktivaciju TLR4 u sluznici bolesnika s

UBC, sto potkrepljuju i opazanja da proupalni citokini IFNy i TNFa koji su involvirani u



patogenezi UBC pokazuju svojstvo hiperaktivecije TLR4, in vitro, $to za posljedicu
ima pojacCani odgovor na LPS (152). Rezultati bazi¢nih istrazivanja pokazuju da
eksperimentalni kolitis (DSS) i ileitis (Toxoplasma gondii ) rezultiraju povecanim
oslobadanjem LPS-a, preteZito iz enterobakterijacea komenzalne mikroflore, $to za
rezultat ima hiperaktivaciju TLR4 (153). Eksperimentalna istrazivanja govore da
obrazac prijenosa signala putem TLR4/MyD88 koji je potaknut konmenzalnim
ligandom (LPS) uzrokuje kroni¢nu crijevnu upalu putem aberantne aktivacije
mijeloidnih stanica, u odsutnosti IL-10 (154). Sukladno navedenom, istraZivanja na
"knock-out" miSevima deficijentnim za IL-10 (IL-10 -/-), ukoliko su i deficijentni za
prijenos signala putem TLR4 (TLR4 -/-) ili MyD88 (MyD88 -/-) zabiljezila su
protektivni u€inak za Th1 obrazac kroni€nog kolitisa u miSeva, izazvanog primjenom
TNBS-a (155, 156). Navedena opazanja takoder treba sagledati i u svjetlu
profilaktickog u€inka prethodno peroralno primijenjenog LPS-a — liganda za TLR4 — u
miSa deficijentnog za komenzalnu floru koji se oCitovao u protektivnom ucinku za
kolitis izazvan primjenom DSS-a, $to kod o€uvane epitelne berijere upucuje na vaznu
ulogu TLR4 u odrzavanju homoeostaze crijevne sluznice (157). Rezultati istraZivanja
su sukladni podacima iz literature buduci je zabiljeZena selektivno veca ekspresija
TLR4 uz izazvanu upalnu leziju, u dubljim slojevima sluznice na mononuklearnim
stanicama submukoze, u odnosu na sluznicu kolona zdravih zivotinja. Navedeno
opaZzanje je vjerojatna posljedica narusenja epitelne barijere i prodora bakterijskih
produkata u dublje slojeve sluznice miSeva s eksperimentalnim kolitisom izazvanim

primjenom DNFB-a.

U ovom se istrazivanju uc€inak terapije metilprednizolonom, azitromicinom i
metronidazolom ocitovao u zna¢ajno manjoj ekspresiji TNFa na mononuklearnim

stanicama epitelnog odjeljka u sluznici skupina MP i AZ, §to je sukladno prethodno



zabiljeZzenom ucinku metilprednizolona i azitromicina na ukupni opseg upale (101).
Buduci glukokortikoidi imaju snazna imunosupresijska i protuupalna djelovanja,
sukladno rezultatima iz literature koji govore o u€inku deksametazona na znacajno
smanjenje ekspresije TNFa u modelu crijevne upalu izazvane primjenom
dinitrobenzen-sulfonske kiseline (DNS), znacajan je podatak da nije utvrdena razlika
uCinka izmedu metilprednizolona i azitromicina u redukciji izrazenosti TNFa u sluznici
tretiranih miSeva s eksperimentalnim kolitisom (158). I1zrazenost TNFa u sluznici
miSeva koji su tretiranim metronidazolom nakon izazivanja eksperimentalnog kolitisa
nije se razlikovala od zabiljeZzene u sluznici miSeva s eksperimentalnim kolitisom koji
nisu tretirani. Navedeno opaZanje je moguca posljedica kratkotrajne primjene
metronidazola (5 dana) uz izostanak u€inka na redukciju komenzalne flore kao
glavnog nacin djelovanja metronidazola na opseg crijevne upale, u uobic¢ajenom
nadinu primjene u trajanju od nekoliko tiedana (101, 169). Stovi$e, suma skorova
izrazenosti TNFa na mononuklearnim stanicama submukoze je zabiljeZzena kao
znacajno najveca u skupini tretiranoj metronidazolom S$to ukazuje na izostanak

protuupalnog u€inka metronidazola u dubljim slojevima sluznice.

Rezultati u€inka terapije i razlika u€inka terapije pokazuju izrazenost TGFf na epitelu
i mnonuklearnim stanicama epitelnog odjeljka te mononuklearnim stanicama lamine
proprije i zabiljeZzena je kao znacajno veéa u svim skupinama tretiranih zivotinja s
eksperimentalnim kolitisom (MP / AZ / MN), u odnosu na skupinu chall. Nije
zabiljeZena razlika u€inka izmedu skupina MP, AZ i MN. Navedeno opazanje navodi
na zaklju€¢ak da protuupalna terapija za posljedicu ima povec¢anu izrazenost TGF[3
koji predstavlja inhibitorni citokin s ulogom klju¢nog regulatora imunoloske
homeostaze sluznice i protuupalnog odgovora na noksu. U prilog tome govore i

podaci iz literature o povezanosti crijevne upale i odgodenog cijeljenja s



nedostatnim prijenosom signala putem TGF[3 te o povezanosti procesa cijeljenja i

pojacane bioaktivnosti TGF u eksperimentalnim modelima kolitisa (160, 161).

Rezultati u€inka terapije i rezultati razlike uCinka terapije pokazuju izrazenost TLR4
na epitelnim stanicama i mononuklearnim stanicama epitenog odjeljka, lamine
proprije i submukoze i u€inak terapije se ocCitovao u zna€ajno manjoj ekspresiji TLR4
na mononuklearnim stanicama submukoze u skupini tretiranoj metilprednizolonom i
azitromicinom, za razliku od skupine tretirane metronidazolom u kojoj se ekspresija
TLR4 na mononuklearnim stanicama submukoze nije razlikovala skupine chall.
Opisani rezultati govore u prilog razmisljanju da metilprednizolon i azitromicin,
smanjujuci opseg upale u dubljim slojevima sluznice takoder mijenjaju i ekspresiju
TLR4 koja prati Sirenje izazvane upale kroz slojeve sluznice. U prilog navedenom
govori u€inak metilprednizolona i azitromicina na smanjenje izrazenosti TNFa na
mononuklearnim stanicama submukoze, u odnosu na izostanak ucinka u skupini

tretiranoj metronidazolom.

Sve navedeno govori 0 zna€ajnom ucinku azitromicina na izrazenost TNFa, TGFf i
TLR4 koji se nije razlikovao od ucinka metilprednizolona Sto ukazuje na €injenicu da
azalidni antibiotik sa imunomodulacijskim svojstvima posjeduje protupalno djelovanje
na razini glukokortikoida, u ovom modelu eksperimentalnog kolitisa. Stovise
dokumentirana protuupalna svojstva aztromicina mogucée imaju i odredene prednosti,
u usporedbi s djelovanjem glukokortikoida i metronidazola. Rezultati istrazivanja
govore o znacajnim protuupalnim svojstvima azitromicina poput smanjenja oStecenja
slobodnim radikalima i smanjenje oksidativhog ostecenja, inhibicije otpustanja
proupalnih citokina putem djelovanja na glasnicku RNK (mRNA), zaprjeCavanje
funkcije neutrofila i otpuStanja medijatora te stimulacije apoptoze, bez opisanih

nuspojava koje su dobro poznate za primjena glukokortikoida i metronidazola. (136,



162).0sobito je vazan ucinak azitromicina na TLR4 Ciji ligand LPS u zdrave jedinke
osigurava imunolosku i upalnu homeostazu crijevne sluznice. U fizioloSkom stanju
ekspresija receptorskog kompleksa TLR4 — MD2 — CD14 je niska i sluznica ne
reagira znacajno na produkt komenzalnih bakterija - ligand LPS (163). Stanice
smjestene dublje u intestinalnoj kripti pokazuju vecu osjetljivost TLR4 receptora na
LPS, a takoder je zabiljeZena povecana osjetljivost antigen predoc€ujucih stanica
crijevne sluznice, primjerice DC na poticaje drugih TLR (2/3/5/8/9), $to
indirektno ukazuje na mogucnost njihove TLR posredovane aktivacije koja direktno
ne ukljuCuje TLR4 (164, 165). U patofizioloSkim uvjetima, pojaCana aktivacija IES
putem pobudenih TLR4 dovodi do aktivacije transkripcijskog faktora NFkB i stvaranja
/ otpustanja proupalnih citokina poput IFNy i TNFa koji povratno djeluju pojacavajuci
ekspresiju TLR4 na IES (166, 167). Novija istrazivanja na eksperimentalnim
modelima crijevne upale dokumentiraju u€inak TLR4 antagonista u sprje€avanju
nastanka akutnog DSS kolitisa i sprjeCavanju nastanka spontanog kolitisa u "knock-
out" miSeva deficijentnih za MDR1a (-/-) (168). Hipoksija crijevne sluznice u
nekrotizirajuéem enterokolitisu poveceva ekspresiju TLR4 u crijevnoj sluznici i €ini je
osjetljivijom na izlaganje LPS-u, a u C3H/Hed miSeva, koji su mutanti za TLR4 i
pokazuju relativnu neosjetljivost prema stumulaciji LPS-om, pokazana je otpornost na
razvoj nekrotizirajuceg enterokolitisa (169, 170). Prema navedenim podacima iz
literature TLR4 se doima kao privlacan terapijski cilj kojemu se priblizio i u€inak
azitromicina, dokumentiran u ovom modelu eksperimentalnog kolitisa izazvanog
primjenom DNFB. StoviSe, opazeni uéinak azitromicina, prema prethodno izvedenim
rezultatima nije imao ucinka na crijevne bakterije (101). Navedeni podatak je
neophodno sagledati u svjetlu novijih istrazivanja koji dokazuju da kombinacija

antibiotika (ampicilina, gentamicina, metronidazola, neomicina i vankomicina) u



primjeni tijekom 10 dana za ucinak ima znac€ajnu promjenu komenzalnog mikrobioma
u miSeva koja pokazuje vremensku ovisnost o trajanju primjene antibiotika u odnosu
na mikrobiom u promatranom odsjecku debelog crijeva, a sumarno dokazuje
znacajnu redukciju laktobacila i firmikutnih bakterija te zna&ajni porast Bacteroides
populacije $to moze utjecati na sklonost razvoju i podrzavanju kolitisa u razli€itim

obrascima eksperimentalnih modela (171).

U bolesnika s UBC biljeze se povec¢ane koncentracije TNFa crijevnoj sluznici uz
upalnu leziju, krvi i stolici i pokazano je njegovo poveéano stvaranje i otpustanje u
eksperimentalnim modelima kolitisa (172, 173). Rezultati ovog istrazivanja u izvorno
opisanom modelu eksperimentalnog kolitisa izazvanog primjenom DNFB takoder
pokazuju znacajne vecu ekspresiju TNFa i TLR4 u sluznici miSeva s
eksperimentalnim kolitisom, u odnosu na sluznicu zdravih Zivotinja. Nasuprot tome, u
sluznici miSeva s eksperimentalnim kolitisom zabiljezena je zna¢ajno manja
ekspresija TGFB, u odnosu na sluznicu zdravih miSeva. Navedena opazanja su
dokaz promjena proupalnih i protuupalnih patogenetskih markera u manipulaciji
modela eksperimentalnog kolitisa u miSeva, izazvanog primjenom DNFB. Rezultati
ucinka razli€itih tretmana eksperimentalnog kolitisa ukazuju na maniji protuupalni
potencijal metronidazola, a znac€ajni protuupalni u¢inak metilprednizolona i
azitromicina nije se medusobno razlikovao. Azitromicin pokazuje odgovarajuci
protuupalni u€inak koji se o€itovao u zna¢ajnom smanjenju izrazenosti TNFa i TLR4
s potencijalnim klini¢kim implikacijama, uvazavajuci aktivnost obrazaca podrzavanja
upale i razdoblju bioloSkog tijeka upalne bolesti crijeva u ljudi. Navedeno opazanje je
potrebito sagledati u odnosu na prihvatljive nuspojave azitromicina u dosadasnjoj
klini¢koj primjeni i u svjetlu interesa za TLR4 kao privlaénog terapijskog cilja u

lije€enju crijevne upale.



6. ZAKLJUCAK



1. Rezultati ovog istraZivanja pokazuju promjene proupalnih i protuupalnih
patogenetskih markera (TNFa, TGF i TLR4) u manipulaciji izvorno opisanog

modela eksperimentalnog kollitisa izazvanog primjenom DNFB.

2. Dokumentirane su oCekivane razlike izraZenosti biljega u sluznici miSeva s

eksperimentalnim kolitisom i sluznice zdravih miseva:

» Znacajno veca ekspresija TNFa i TLR4

» Znacajno manja ekspresija TGFBu sluznici miSeva s eksperimentalnim

kolitisom, u odnosu na sluznicu zdravih Zivotinja

3. Reazultati istrazivanja razlike izrazenosti promatranih biljega izmedu tretiranih i

netretiraniih miSeva s eksperimentalnim kolitisom pokazuju:

» Manju ekspresiju TNFa i TLR4 u sluznici miSeva tretiranih

metilprednizolonom i azitromicinom i

» Vecu ekspresiju TGFf u sluznici miSeva s eksperimentalnim kolitisom

koji su tretirani metilprednizolonom, azitromicinom i metronidazolom.

» U sluznici zivotinja tretiranih metronidazolom nije zabiljeZena razlika
ekspresije TNFa i TLR4, u odnosu na sluznicu miSeva s

eksperimentalnim kolitisom.

U svjetlu izrazenosti biljega, metronidazol pokazuje slabiji protuupalni u€inak

od ucinka metilprednizolona i azitromicina.

4. Razlike u€inka pojedinog tretmana na izraZenost biljega pokazuju



» Da je u€inak metronidazola na smanjenje izrazenost TNFa i TLR4 na
mononuklearnim stanicama submukoze bio zna¢ajno maniji od ucinka

metilprednizolona i azitromicina.

> Nije zabiljeZzena znacCajna razlika uc€inka metilprednizolona i
azitromicina na smanjenje izrazenosti TNFa i TLR4. U odnosu na
izrazenost TGF nije zabiljeZzena razlika u€inka metilprednizolna,

azitromicina i metronidazola.

Protuupalni u€inak azitromicina nije se znacajno razlikovao od protuupalnog

ucinka metilprednizolona.

. Prema rezultatima istrazivanja azitromicin pokazuje odgovarajuci protuupalni
ucinak koji se oCitovao u znacajnom smanjenju izrazenosti TNFa i TLR4 s
potencijalnim kliniCkim implikacijama, uvazavajuci aktivhost obrazaca

podrzavanja upale i razdoblju bioloskog tijeka upalne bolesti crijeva u ljudi.

. Navedeno opazanje je potrebito sagledati u odnosu na prihvatljive nuspojave
azitromicina u dosadasnjoj klini¢koj primjeni i u svjetlu interesa za TLR4 kao

priviacnog terapijskog cilja u lije€enju crijevne upale.



1. SAZETAK



Promjene ravnoteze proupalnih i protuupalnih citokina te membranskih biljega imaju vaznu
ulogu u etiopatogenezi UBC (upalne bolesti crijeva). Cilj ovog istrazivanja bio je pokazati
uCinak azitromicina na izrazenost TLR-4, TNFalfa i TGFbeta u sluznici debelog crijeva u
modelu eksperimentalnog kolitisa izazvanog intrarektalnom primjenom 2,4-
dinitrofluorobenzena. U¢injena je imunohistokemijska analiza ekspresije TLR4, TNFalfa i
TGFbeta iz parafinskih kocki u kojima je bilo pohranjeno tkivo crijeva miSeva.
Eksperimentalne skupine miSeva tretirane su primjenom azitromicina ili metronidazola ili
metilprednizolona tijekom pet dana uz kontrolne skupine koje su €inile grupa zdravih mideva
i grupa miSeva s eksperimentalnim kolitisom. Rezultati ovog istraZivanja pokazuju promjene
proupalnih i protuupalnih patogenetskih markera (TNFa, TGFB i TLR4) u manipulaciji
izvorno opisanog modela eksperimentalnog kollitisa izazvanog primjenom DNFB.
Dokumentirane su o€ekivane razlike izrazenosti biljiega u sluznici miSeva s
eksperimentalnim kolitisom i sluznice zdravih miSeva: znac¢ajno vec¢a ekspresija TNFa i
TLR4 te znac¢ajno manja ekspresija TGFBu sluznici miSeva s eksperimentalnim kolitisom, u
odnosu na sluznicu zdravih zivotinja. Rezultati istrazivanja razlike izrazenosti promatranih
biliega izmedu tretiranih i netretiraniih miSeva s eksperimentalnim kolitisom pokazuju: manju
ekspresiju TNFa i TLR4 u sluznici miSeva tretiranih metilprednizolonom i azitromicinom i
vecéu ekspresiju TGF u sluznici miSeva s eksperimentalnim kolitisom koji su tretirani
metilprednizolonom, azitromicinom i metronidazolom. U sluznici zivotinja tretiranih
metronidazolom nije zabiljeZzena razlika ekspresije TNFa i TLR4, u odnosu na sluznicu
miSeva s eksperimentalnim kolitisom. U svjetlu izraZzenosti biliega, metronidazol pokazuje
slabiji protuupalni u€inak od u€inka metilprednizolona i azitromicina. Razlike u€inka
pojedinog tretmana na izrazenost biljega pokazuju da je u€inak metronidazola na smanjenje
izraZzenost TNFa i TLR4 na mononuklearnim stanicama submukoze bio zna¢ajno maniji od
uCinka metilprednizolona i azitromicina. Nije zabiljezena znacCajna razlika ucinka
metilprednizolona i azitromicina na smanjenje izrazenosti TNFa i TLR4. U odnosu na
izrazenost TGFf nije zabiljeZzena razlika u€inka metilprednizolna, azitromicina i
metronidazola. Protuupalni uc€inak azitromicina nije se zna€ajno razlikovao od protuupalnog
ucinka metilprednizolona. Prema rezultatima istrazivanja azitromicin pokazuje odgovarajuci
protuupalni uc€inak koji se oCitovao u zna¢ajnom smanjenju izrazenosti TNFa i TLR4 s
potencijalnim klini¢kim implikacijama, uvazavajuci aktivhost obrazaca podrzavanja upale i

razdoblju bioloSkog tijeka upalne bolesti crijeva u ljudi.



2. SUMMARY



The effect of azithromycin on TLR-4, TNF alpha and TGF beta expression in
bowel mucosa in a murine model of experimental colitis

Changes in expression of pro- and anti-inflammatory cytokines and membrane receptors are
documented patients with IBD. The aim of this study was to investigate the effect of
azithromycin on expression of TLR-4, TNFalpha i TGFbeta in bowel mucosa in murine model
of experimental colitis induced by enema 2, 4 —dinitrofluorobenzen. Immunohistochemistry
was performed from paraffin embedded murine intestinal tissue for TLR-4, TNFalpha i
TGFbeta. Experimental groups of animals were treated with azithromycin, metronidazole or
methylprednisolone for five days, respectively and the control group was the group of healthy
mice and group of mice with experimental colitis. Results of this study showed the changes
in expression of pro- and anti-inflammatory cytokines (TLR-4, TNFalpha i TGFbeta) in
manipulation of experimental colitis induced by DNFB. The expected differences in
expression markers: significantly increased expression of TNFa i TLR4, and significantlly
decreased expression of TGF[ in bowel mucosa in a murine model of experimental colitis
compared to bowel mucosa of healthy mice. The results of this study documented the
differences in expression of observed markers; smaller expression of TNFa i TLR4 in bowel
mucosa treated with methilprednizolone and azithromycin and larger expression of TGFf3 in
bowel mucosa of mice with experimental colitis treted with methilprednizolone, azithromycin
and metronidazol. In murine bowel mucosa treated with metronidazol no differences were
noted compared with group with experimental colitis. Metronidazol showed weak
antiinflammatory effect compared to methilprednizolone and azithromycin. The effect of
treatment on expression of markers documented that the effect of metronidazole on the
reduction of TNF and TLR4 expression on mononuclear cells of submucosa was significantly
weaker than the effect of methylprednisolone and azithromycin. There was no significant
difference between methylprednisolone and the effect of azithromycin on the reduction of
TNF and TLR4 expression. There was no significant difference between the effect of
methylprednisolone, azithromycin and metronidazole on expression of TGF(3. The
antiinflammatory effect of azithromycin was not significantly different from the anti-
inflammatory effect of methylprednisolone. According to the results azithromycin shows the
corresponding anti-inflammatory effect which manifested itself in a significant reduction of
expression of TNFa and TLR4 with potential clinical implications, regarding the activity
patterns of inflammation perpetuation and the period of the biological course of inflammatory

bowel disease in humans.
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