IZRAZA) BIOMARKERA APOPTOZE U AKUTNOM
KOLITISU

Varda, Sara

Undergraduate thesis / Zavrsni rad
2019

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

Permanent link / Trajna poveznica: https://um.nsk.hr/urn:nbn:hr:184:090986

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-04-25

MED|

Repository / Repozitorij:

Repository of the University of Rijeka, Faculty of
Medicine - FMRI Repository

UN (] 2siaxa aopar

Z i r. n 5 k. h r DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORILII



https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:184:090986
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repository.medri.uniri.hr
https://repository.medri.uniri.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/medri:3422
https://www.unirepository.svkri.uniri.hr/islandora/object/medri:3422
https://dabar.srce.hr/islandora/object/medri:3422

SVEUCILISTE U RIJECI

MEDICINSKI FAKULTET

PREDDIPLOMSKI SVEUCILISNI STUDIJ SANITARNOG INZENJERSTVA

Sara Varda

IZRAZAJ BIOMARKERA APOPTOZE U AKUTNOM KOLITISU

Zavrsni rad

Rijeka 2019.



SVEUCILISTE U RIJECI

MEDICINSKI FAKULTET

PREDDIPLOMSKI SVEUCILISNI STUDIJ SANITARNOG INZENJERSTVA

Sara Varda

IZRAZAJ BIOMARKERA APOPTOZE U AKUTNOM KOLITISU

Zavrsni rad

Rijeka 2019.



Mentor rada: izv.prof.dr.sc. Dijana Detel, dr.med

Zavrsni rad obranjen je dana 25. rujna 2019. na Medicinskom fakultetu Sveucilista u Rijeci,

pred povjerenstvom u sastavu:

1. Doc.dr.sc. Lara Batic¢i¢
2. Doc.dr.sc. Sladana Bursaé

3. lzv.prof.dr.sc. Dijana Detel

Rad ima stranica, slika, tablica, literaturnih navoda.



SAZETAK

UVOD: Ulcerozni kolitis (UK) je idiopatska kroni¢na upalna bolest gastrointestinalnog
sustava pra¢ena mnogim komplikacijama. Upala zahvaca sluznicu debelog crijeva i to
najéeS¢e zavr$ni dio debelog crijeva, a etiopatogeneza nije u potpunosti razjaSnjena.
Istrazivanja ukazuju kako upala nastaje u interakciji niza ¢imbenika ukljucujuéi genetsku
predispoziciju, imunoloSki sustav, mikroorganizme i okoli§. U organizmu, morfoloski
razlikujemo tri vrste stani¢ne smrti, jedna od njih je apoptoza ili programirana stani¢na smrt.
Apoptoza je proces koji sudjeluje u regulaciji odrzavanja tkivhe homeostaze, a njezini
poremecaj moze dovesti razvoja mnogih oboljenja ukjucujuci imunoloske i degenerativne te
tumora. Pokazano je da stupanj apoptoze, kako upalnih tako i epitelnih stanica, utjece na
brzinu razvoja i intenzitet upalnog procesa. Brojna istrazivanja ukazuju da hrana bogata
klorogenim kiselinama pogoduje ljudskom zdravlju te da imaju antioksidativni i protuupalni

ucéinak.

CILJ: Cilj predlozenog istrazivanja je ispitati izrazaj pro- i protuapoptotskih molekula u

kolitisu te utjecaj klorogeni¢ne kiseline (KGK) na razvoj upale i aktivaciju procesa apoptoze.

MATERIJALI | METODE: U sklopu provedbe istrazivanja koristeni su C57BL/6 miSevi U
kojih je primjenom 2,5% otopine natrijevog dekstran sulfata (DSS) kroz sedam dana izazvan
pokusni model kolitisa. Procjena uspostave i intenziteta kolitisa prac¢ena je na dnevnoj bazi
putem pojavnosti i intenziteta markera upalnog procesa te izraunom indeksom aktivnosti
bolesti. Na proteinskoj razini, u tkivu debeloga crijeva, pratila se promjena izrazaja pro- i

protuapoptotskin molekula.

REZULTATI: Tijekom primjene DSS otopine zabiljezen je pad tjelesne mase, porast indeksa
aktivnosti bolesti te oStecenje sluznice kod svih ispitivanih skupina zivotinja. Medutim, u

skupini miSeva kod kojih se je uz DSS primijenila KGK gubitak tjelesne mase znacajno je



manji, a takoder i indeks aktivnosti bolesti. U upalno promijenjenom tkivu zivotinja kod kojih
je primjenjena samo DSS otopina, u odnosu na kontrolnu skupinu, pojacan je izrazaj Bax,
kaspase 9, cijepane kaspaze 8, a smanjen izrazaj Bcl-2 i kaspaze 8. Primjena KGK dovodi do

obrata izrazaj istih, a stupanj promjene ovisan je o primjenjenoj dozi.

ZAKLJUCAK: Primjena KGK znadajno utjeée na intenzitet kolitisa te na izrazaj pro- i
protuapoptotskih molekula. Stoga, rezultati studije ukazuju da bi se KGK mogla Koristiti u

terapiji upalom posredovanih bolesti.

Kljuéne rije€i: Ulcerozni kolitis, apoptoza, klorogeni¢na kiselina, animalni modeli.



SUMMARY

ROLE OF APOPTOSIS BIOMARKERS IN ACUTE COLITIS

INTRODUCTION: Ulcerative colitis (UC) is an idiopathic chronic inflammation of
gastrointestinal system, accompanied with wide variety of extraintestinal manifestations.
Inflammation affects colon's mucous, most often final portion of the large intestine and
etiopathogenesis of inflammation is still not fully understood. There are 3 types of cell death
in multicellular organism, one of them is being apoptosis well known as programmed cell
death. Apoptosis plays a fundamental role in human development and tissue homeostasis.
Aberrant regulation of apoptosis is linked with a various disease, including immunological
and developmental disorders, and cancer. According to vast number of studies, food rich with

chlorogenic acids favours human health and has antioxidative and anti-inflammatory impact.

AIM: The aim of the proposed study was to investigate the expression of pro- and anti-
apoptotic molecules in DSS colitis and the influence of chlorogenic acid (CHA) on the

development of inflammation and the activation of the apoptosis.

MATERIALS AND METHODS: In the current study male C57BL/6 mice were used.
Colitis was induced by by administration of 2,5%. DSS in driking water for seven days.
Evaluation of colitis development and severity was monitored daily through occurence and
intensity of clinical markers and by calculation of disease activity index. Analysis of results
established disease activity indeks. At the protein level, changes in the expression of pro- and

anti-apoptotic proteins were observed in the colon tissue.

RESULTS: During the administration of the DSS solution, a decrease in body weight, and
increase in the disease activity index, and mucosal damage in all groups of animals were
observed. However, CHA supplementation attenuated weight loss significantly and

conequently disese activity index was lower. A increased expression of Bax, caspase 9,

Vi



cleaved caspase 8 and decreased expression of Bcl-2 and caspase 8 was determined in mice
treated only with DSS in comparison to the control group. Treatment with CHA dose-

dependently influenced on the expression of proapoptotic and antiapoptotic molecules.

CONCLUSION: The appliance of KGK significanlty affects colitis development as well as
the expression of pro and antiapoptosis molecules. The results of the study suggest that CHA

could be usful for the tretment of inflammation.

KEY WORDS: ulcerative colitis, apoptosis, chlorogenic acid, animal models
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1. UVOD | PREGLED PODRUCJA RADA

1.1. ULCEROZNI KOLITIS

Ulcerozni  kolitis (UK) mozemo okarakterizirati kao idiopatsku kroni¢nu upalu
gastrointestinalnog sustava, a svrstavamo ga u upalne bolesti crijeva, zajedno s Chronovom
bolesti. lako izmedu navedena dva patomorfoloska oblika postoji mnostvo razlicitosti,
sli¢nost nalazimo u klinickoj slici i epidemiologiji. U novije doba podjela upalnih bolesti
crijeva prosirila se na nedeterminirani/nediferencirani kolitis i pouchitis, odnosno upalu
zdjelicnog ilealnog rezervoara napravljenog nakon proktokolektomije. Tre¢i oblik bolesti —
nedeterminirani kolitis, karakteristian je po tome $to se na temelju klinicke slike, fizikalnog
pregleda odnosno cjelokupne dijagnosticke obrade, ne moze sa sigurnos$¢u razlikovati ima li

oboljeli Crohnovu bolest ili UK.

Normal colon Colon with
ulcerative colititis

Slika 1. Ulcerozni kolitis
Preuzeto sa: https://www.mydr.com.au/wp-
content/uploads/2019/04/ulcerative_colitis_750.jpg?w=750&h=500&crop=1

Prema Levine i sur. (1) UK zahvaca sluznicu debelog crijeva i to najéesce rektum, zavr$ni dio
debelog crijeva. Prema Montrealskoj klasifikaciji iz 2005., odnosno stupnju zahvaéenosti

debelog crijeva, razlikuju se (2):



e ulcerozni proktitis (zahvaéen samo rektum) i proktosigmoiditis
e lijevostrani ulcerozni kolitis (prosiranje na kolon distalnije od lijenalne

fleksure) ili distalni kolitis

e ckstenzivni (proSireni) kolitis (prosirenje proksimalnije od lijenalne

fleksure, ukljucujuci i pankolitis)

Proctitis Proctosigmoiditis Distal colitis
[ Y\ NS - .
Nt i: N ™
t:j bl NPJ ;:’J
=
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d 0 ! -
bj/
Extensive colitis Pancolitis

Slika 2. Stupnjevi zahvacenosti debelog crijeva tijekom razvoja ulceroznog kolitisa
Preuzeto sa: https://prirodanadar.rs/wp-content/uploads/2018/04/Kolitis-i-alternativne-
terapije-za-ulcerozni-kolitis-i-tipovi-ulceroznog-kolitisa.jpg

U klini¢koj slici, a obzirom na aktivnost bolesti koja se odreduje prema klini¢kim kriterijima i
procjeni endoskopske aktivnosti, bolest se moze klasificirati kao remisija, blaga, umjerena i
teSka (3). Kao klinicki kriterij za procjenu intenziteta bolesti koristi se Truelove Witts indeks
(4), dok se Mayo klini¢ko-endoskopski indeks koristi za ukupnu procjenu, §to ukljucuje

aktivnost i prosirenost bolesti (5).



1.1.1. POVUEST

U 19. stoljecu otkriven je elektri¢ni sigmoidoskop pomocu kojeg se omogucilo promatranje
unutraSnjosti crijeva te je time ostvaren prvi napredak u prepoznavanju upalne bolesti crijeva.
Zatim se u 20. stolje¢u prepoznaju dvije najvece upalne bolesti crijeva — UK i Chronova
bolest. Tako je 1895. godine Samuel Wilks prvi put opisao UK kao novi dijagnosticki entitet,
a 1939. godine tvrdnja da je bacilarna dizenterija uzrok UK u potpunosti je odbac¢ena. Godine

1909. Hawkins opisuje detaljan tijek bolesti i pojavu mogucih simptoma (6).

1.1.2. EPIDEMIOLOGIA

Incidencija UK veca je u industrijaliziranim zemljama i kre¢e se od 0,6 — 24,5 na 100 000
stanovnika godisnje. Najveéa pojavnost UK je u dobnoj skupini od 20 — 40 godina, a
zabiljezena je i1 veca pojavnosti u dobi od 60 do 80 godina. NajceS¢a je u muskaraca, a
uestalo se javlja u Europljana, Zidova i bijelaca. U povijesti bolesti moZe se naéi pozitivna
obiteljska anamneza. UK nastaje medudjelovanjem okolisnih 1 genetskih ¢imbenika S§to
izaziva poremecaj imunoloskog odgovora. Smatra se da je doprinos genetskih faktora u
nastanku bolesti u odnosu prema faktorima okoliSa oko 40%. PuSenje ima povoljno djelovanje
kod razvoja UK, Sto se objaSnjava povecanim izluCivanjem sluzi koja ima zastitnu ulogu.

Ulcerozni kolitis je poligenska bolest (7).

1.1.3. PATOHISTOLOSKE PROMIJENE TIJEKOM RAZVOIJA UK

Upalni proces pocinje u rektumu te se zatim S$iri u proksimalnom smjeru. Upala zahvaca
sluznicu 1 podsluznicu debelog crijeva. U blagom stupnju upale sluznica je granulirana,
eritematozna i sklona spontanom krvarenju. Kod tezih oblika ona je hemoragi¢na, edematozna

te Cesto proZeta ulceracijama. Granica izmedu upalom promijenjene i zdrave sluznice u

3



podrucju dodira jasno se nazire. Kod aktivnog oblika mogu se javiti polipi, dok u fazama
remisije sluznica moze izgledati normalno, no ipak je blijeda i atrofi¢na posebno tijekom

dugotrajne bolesti.

Normal colon lining as
soen throughan
endoscope

Slika 3. Promjene na sluznici kod ulceroznog kolitisa
Preuzeto sa: http://4.bp.blogspot.com/-
zsy3EGCWYLA/UTVmS_ui6l/AAAAAAAAFRQ/I9DEEJIK42bg/s1600/ulc-2.JPG

1.1.4. KLINICKA SLIKA

Klinicka slika varira od bolesnika do bolesnika, ¢ak i u istog bolesnika ovisno o stadiju
bolesti. Glavni simptomi su: rektalno krvarenje', krvavo-sluzave-proljevaste stolice, tenezmi i
urgencija’ te abdominalna bol. Proljev biva popraéen velikom koli¢inom sluzi te desto krvlju i
gnojem. Sistemni simptomi pak ukljucuju mucnine i anoreksiju te povremeno povracanje,
gubitak tjelesne mase, vrucicu kao i simptome anemije (umor i dispneja). Kod UK javljaju se

intestinalne i ekstraintestinalne komplikacije. Neke od intestinalnih komplikacija su (7,8):

e Perianalna bolest (hemeroidi, perianalni apscesi, ..)
e Masivno krvarenje (u manje od 5% bolesnika)

e Pseudopolipi (rezultat hiperplasti¢ne regeneracije sluznice)

! Rektalno krvarenje — pojava krvi u stolici
2 Urgenacija — tj ,,laZni poziv”



e Toksi¢ni megakolon (akutna dilatacija kolona na vise od 6-7cm u
promjeru; najteza je komplikacija bolesti i javlja se u 2-10%
bolesnika; smrtnost oko 30%)

e Karcinom kolona (najveéi rizik kod bolesnika s pankolitisom i

dugotrajnim trajanjem bolesti)
Ekstraintestinalne komplikacije (7, 8):

e Nutritivne 1 metabolicke  (hiokalijemija,  hipokalcemija,
hipalbumijemija, anemija, deficit vitamina, Zeljeza)

e Hepatobilijarne (Ceste; masna metamorfoza jetre)

e Hematoloske (sideropeni¢na anemija najcesca)

e Zglobne promjene (atralgije, periferni artritis, ankilozantni
spondilitis)

e Oc¢na bolest (uveitis)

e Kozne promjene (Erythema nodosum, Pyoderma gangernosum3)

1.1.5. DIUAGNOZA

Dijagnoza UK postavlja se temeljem klini¢kih simptoma te nalazom upaljene sluznice
kao 1 pozitivnim laboratorijskim vrijednostima upalnih parametara. Vazne dijagnosticke
pretrage, pri postavljanju dijagnoze, su kolonoskopija ili irigografija crijeva te mikrobioloski
pregled stolice. Rendgenskom snimkom abdomena moguce je uociti stupanj zahvacenosti
debelog crijeva te otkriti promjene na hepatobilijarnom i uropoetskom traktu. Krvnom slikom

dokazuje se prisutnost anemija ili poremecaj elektrolita (6).

3 . e ey v ..
Pyoderma gangrenosum — gnojna ulcerirajuéa kozna lezija
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1.1.6. TERAPNSKIPOSTUPCI

Osnovni cilj terapije je Sto brza kontrola simptoma, postizanje i odrzavanje stabilne remisije.
Time se zeli sprijeciti progresivna destrukcija tkiva i razvoj komplikacija. Takoder, taj pristup

poboljsava kvalitetu Zivota bolesnika i prevenira invaliditet.

Farmakoloska terapija

Kod blagih oblika koriste se toplicki aminosalitici u obliku klizme. Takoder, postoje i topicki
kortikosteroidi i1 oralni aminosalicilati (manje ucinkoviti od topickih). UobiCajena terapija
traje 4-12 tjedana. Klizme i ¢epi¢i mesalazina daju se svaku vecer, a doza se smanjuje svaku
drugu ili tre¢u vecer. Kroni¢na bolest lijeci se oralnim aminosalicilatima kao i odgovaraju¢om

dijetom s dovoljnom Koli¢inim proteina i kalorija (9).

Kirurska terapija

Kirurska terapija dijeli se na hitnu, urgentnu i elektivnu. Pri masivhom nekontroliranom
krvarenju kao i toksiénom megakolonu nuzna je hitna operacija, a za vrijeme teskog kolitisa
potrebna je urgentna operacija. U slucaju kada bolest ne reagira na terapiju potrebna je

elektivna operacija (9).



1.2. ANIMALNI MODELI

Istrazivanja na pokusnim modelima unaprijedila su shvacanje patofizioloSkih
mehanizama u razvoju bolesti, kako u ranom stadiju razvoja bolesti tako i tijekom same
bolesti, te je stoga zabiljezen porast broja pokusnih modela. Opcéenito pokusni modeli kolitisa
se mogu podijeliti u nekoliko skupina, ovisno o nacinu izazivanja oboljenja: i) spontani ii)
potaknuti iii) geneska manipulacija iv) prijenos imunosnih stanica. Razlikujemo nekoliko
vrsta kemijski potaknutih modela kolitisa. Jedna od mogucnosti je da se nekroza sluznice
crijeva te upala crijeva postize primjenom odgovaraju¢e doze octene kiseline. Najcesce se
koristi 4-5% octena kiselina jer pri ve¢im koncentracijama moze do¢i do perforacije crijeva.
Osim octene kiseline kao iritant za induciranje upale gastrointestinalnog trakta koriste se jos:
jodoacetamid, indometacin, trinitrobenzensufonska kiselina (TNBS), oksazolon, natrij
dekstran sulfat i peptoglikan polisaharid (PG-PS). Endogeni sulfhidridi spojevi poput
glutationa sluze kao zaStita crijevne sluznice na modelu jodoacetamida. Vrlo je zanimljiv i
Cesto se primjenjuje i prethodno spomenuti TNBS kolitis. Istrazivanja su pokazala da niti
jedan model ne moZze zadovoljiti sve aspekte istraZivanja upalnih bolesti crijeva. Stoga, izbor
pokusnog modela ovisi o segmentu bolesti koja se Zeli proucavati. Jedan, relativno dugo
poznat i1 jedna od najCeSce primjenjivanijih pokusnih modela je model kolitisa izazvan
primjenom natrijevog dekstran sulfata (engl. dextran sodium sulfate) poznatiji kao DSS
model. Ovaj model je dobro prihvaden zbog jednostavnosti induciranja kolitisa, velike
slicnosti s humanim oblikom kolitisa te dobre reproducibilnosti. Kombiniranjem razli¢itih
koncentracija i duzine primjene DSS-a, na pokusnom modelu, moze se izazvati razvoj
akutnog i/ili kroni¢nog oblika bolesti. Osim $to nam ovaj model sluzi za proucavanje kolitisa,
vrlo je dobar i za prouCavanje razvoja tumora debelog crijeva. DSS je u vodi topljivi,
negativno nabijeni sulfatirani polisaharid ¢ija molekularna masa varira od 5 do 1400 kDa.

Samo DSS molekularne mase 40-50 kDa se koristi za izazivanje kolitisa. Primjenjuje se per



0S, otopljen u vodi za piée, u razli¢itom postotku (1-5%) i duzini primjene (5-7 dana u slucaju
akutnog kolitisa). DSS osteCuje sluznicu crijeva, aktivacija imunolo$kog odgovora je
sekundarni dogadaj u cjelokupnom razvoju kolitisa (10). Model je okarakteriziran gubitkom
tjelesne tezine, proljevom, rektalnim krvarenjem, skradivanjem crijeva, pojavom cireva na

crijevima i infiltracijom neutrofila (11).

1.3. APOPTOZA

U viSestaninim organizmima, stanicna smrt je jedan od kljuénih procesa. Morfoloski
razlikujemo tri vrste stani¢ne smrti: apoptoza ili programirana stanicna smrt, autofagija i
nekroza. Navedeni oblici stani¢ne smrti strogo su regulirani signalnim putevima i molekulama

koje se aktiviraju kao odgovor na specifi¢ni signal.

Apoptoza, odnosno smrt stanice koju jo$ nazivamo programiranom smrti stanice
vazna je za razvoj organizma i odrzavanje stani¢ne ravnoteze, gubitka i stvaranja stanica
tkiva. Nadalje, ona je temeljni proces u odrzavanju mase i funkcionalne sposobnosti pojedinih
organa, aktivni proces koji zahtjeva trosenje energije i aktiviranje gena neophodnih za sintezu
proteina (12). Godine 1972. Kerr i sur. (13) odvojili su apoptozu, na osnovi morfoloskih
karakteristika, od nekroze i potvrdili njezino postojanje u odraslom organizmu te njeno
nastavljanje do smrti. Stani¢na smrt se aktivira uslijed razli¢itih fizioloskih promjena ili
patoloskih ostecenja, uzrokovanih vanjskim ili unutra$njim c¢imbenicima (12). Ako u
organizmu postoji poremecaj u pokretanju odnosno aktivaciji procesa apoptoza, to moze
rezultirati razvojem malignih oboljenja, smanjenoj otpornosti prema kemoterapiji, ¢eS¢om
pojavom virusnih infekcija ili izrazenije pojavnosti autoimunih bolesti. S druge strane,
prevelik broj apoptoza moze izazvati deficijencije imuniteta, kao i razvoj degenerativnih

stanja (14, 15).



Nekroza ili akutna patoloska smrt je proces koji nastaje nakon opseznih kemijskih,
biokemijskih mehanickih i slicnih oSteCenja stanice. Dugi niz godina se smatralo da je
nekroza neorganizirani proces, no danas su otkriveni signalni putevi koji sudjeluju u njezinom
pokretanju i regulaciji. Karakteristi¢no je bubrenje i puknuée stani¢ne membrane i organela
nakon Cega dolazi do izlijevanja Stanicnog sadrzaja te na taj nacin oneciS¢enja i upalnih
promjena okolnog tkiva. (16). lako razni morfoloski, biokemijski i molekularni ¢imbenici
razlikuju apoptozu od nekroze (13), katkad isti uzrok moze dovesti do istodobne pojave i
nekroze i apoptoze (16). Odredena smrt ovisi o koncentraciji nekog $tetnog ¢imbenika ili
duzini trajanja njegovog djelovanja, tipu oStecenja uzrokovan navedenim ¢imbenicima, kao i
0 vrsti stanica (16). Prema Petriku i suradnicima (17) stanice sklone apoptozi podlijezu nizu
vidljivih promjena na putu do svoje smrti. Pojave koje karakteriziraju apoptozu jesu:

1. kondenzacija kromatina i stvaranje mjehuri¢a na membranama
2. kidanje molekule DNA na ulomke veli¢ine nukleosoma

3. razlaganje citoskeleta i formiranje apoptotickih tjeleSaca

Makrofazi i susjedne stanice odmah prepoznaju i fagocitiraju te apoptoticne stanice i stani¢ne
fragmente te se na taj nacin stanice koje umiru apoptozom ucinkovito uklanjaju iz organizma,
bez izazivanja upalnog procesa. Prilikom apoptoze, fosfatidilserin se premjesta na povrsinu
stanice i tamo ga prepoznaju odredeni receptori izraZeni na fagocitima (12, 18, 19).
Prema Jankovi¢ i Markovi¢ (20) u sisavaca su opisana dva glavna puta stani¢ne smrti, a to su
unutarnji i vanjski put, a oba rezultiraju aktivacijom izvrSnih kaspaza. Apoptoza koja je
pokrenuta putem tzv. ,,receptora smrti“ obicno se naziva vanjskim putem dok je unutrasnji put
ovisan o opéem stanju stanice i signalima koji se prenose kroz mitohondrije.

lako postoji poveznica, aktivacija ova dva puta je razliita, a oba puta izazivaju

karakteristi¢ne biokemijske i strukturne promjene stanice svojstvene za apoptozu (15).



1.3.1. 1ZVRSITELJI APOPTOZE

Prema Cooperu i suradnicima (18) kaspaze su obitelj proteaze koje imaju cisteinske ostatke u
svojim aktivnim mjestima i cijepaju proteinski supstrat na C-terminalnom kraju aminokiseline
aspartata. Do sada je poznato 14 enzima, a dijele se na one koje su potrebne za dozrijevanje
citokina (kaspaze 1, 4 i 5) koje sudjeluju u upalnim i ostalim procesima u organizmu te one
koje su izravno ukljucene u apoptozu. Kaspaze koje su ukljuene u proces apoptoze dijele se

u dvije skupine:

1. inicijacijske kaspaze (kaspaze 8, 9 i 10)

2. izvrsne kaspaze (3, 617)
Kaspaze, uzrokuju apoptozu cijepanjem vise od stotinu razli¢itih ciljanih proteina u stanici te
ih stoga svrstavamo u konacne izvrSitelje programirane stani¢ne smrti. Jedna od najvaznijih
meta kaspaza je inhibitor Dnane koji je u svom aktivnom obliku odgovoran za fragmentaciju
jezgrine DNA. Sve kaspaze su inaktivne, a postaju aktivne pretvaranjem u aktivni oblik
proteolitickim kidanjem koje kataliziraju druge kaspaze. Inicijatorske kaspaze aktiviraju se
kao izravni odgovor na signale koji uzrokuju apoptozu te tada kidaju i aktiviraju efektorske
kaspaze koje su odgovorne za razgradnju ciljnih stani¢nih proteina koji posreduju u

dogadajima apoptoze (18).

1.3.2. MEHANIZMI POKRETANJA APOPTOZE

Kao $to je prethodno navedeno razlikuju su dva mehanizma pokretanja apoptoze: vanjski i

unutarnji.
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Vanjski mehanizam pokretanja apoptoze provodi se vanjskim putem, a aktiviraju ga
ligandi* vezanjem za receptore smrti koji pripadaju receptorskoj obitelji tumorskih
nekortizirajucih faktora (TNF). Navedenu skupinu ¢ine membranski proteini koji se protezu
od unutarnje do vanjske povrSine membrana stanica. Vezivanje liganada na pripadajuci
receptor smrti dovodi do trimerizacije receptora i regrutacije adaptorskih proteina te stvaranja
signalnog kompleksa koji inducira smrt (DISC®). Citoplazmatski dijelovi receptora zovu se
domene smrti. Pozicioniranjem prokaspaze 8 i 10, ili samo jedne od njih, proksimalno u
DISC-u putem efektorske domene smrti do¢i ¢e do aktivacije kaspaza. Ukoliko je razina
aktivacije kaspaze 8 (upravlja daljnjim slijedom dogadaja) dovoljna aktivirat ¢e se kaspaze 3
te smrt stanice. Ukoliko je razina aktivacije nedovoljna apoptoza ¢e se nastaviti
amplifikacijom kroz mitohondrije (12, 20). Gledaju¢i Siru sliku, nakon vezanja liganada na
receptore do¢i ¢e do vezivanja molekula prilagodbe i inicijacijske kaspaze na taj kompleks.
To ¢e u konacnici dovesti do aktivacije prokaspaza, kidanja izvr$nih kaspaza 3 i 7, kidanja

jezgrine DNA u fragmente (tzv. ,,ljestve®) te na kraju do strukturnih promjena (16).

Receptor smrti

Adapter

Kaspaza-8 CNeS
Vanjski put l
Kaspaza-8 -

l

Kaspaze izvrsitelji ’

(kaspaze-3, -6, -7)

Slika 4. Vanjski put pokretanja apoptoze
Preuzeto sa: repozitorij.kemija.unios.hr

4 Ligand - molekula ili ion karakteristican po vezivanju u kompleks sredi$njim metalnim ionom. Mogu imati
slobodne elektronske parove.
> DISC — engl. death inducing signaling complex
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Unutarnji mehanizam pokretanja apoptoze ili mitohondrijski put apoptoze najcesci
je mehanizam aktivacije, a moze biti aktiviran razli¢itim ¢imbenicima ukljucujuéi toksi¢ne
tvari, virusne infekcije, izlaganju zradenju. Prema Zlender i sur. (12) u unutarnjem putu
klju¢an je protein p53 koji je prisutan u inaktivnom obliku u normalnim stanicama. Njegova
funkcija tumorskog supresora daje mu moguénost da zaustavi proliferaciju stanica. Mnoge
tumorske stanice imaju mutiran gen za sintezu tog proteina. Ostecenja DNA poti¢u
nakupljanje proteina p53 u stanici §to dovodi do zaustavljanja stani¢nog ciklusa u G1 fazi te
popravljanja DNA ili pak do pokretanja apoptoze stanice, ukoliko su oste¢enja nepopravljiva
(12). Prema Jankovi¢ i Markoti¢ (20) unutarnji put moze aktivirati ,,08teenje DNA,
nedostatak hormona rasta, prisutnost dvolan¢ane RNA, kemoterapijski agensi ili virusna
infekcija®“. Unutarnji put pocinje otvaranjem pora na mitohondrijskoj membrani, zatim
otpuStanjem citokroma ¢ iz mitohondrija, stvaranjem Apaf-1° kao i stvaranjem apoptosoma’
(16). Apoptosom aktivira prokaspazu 9 i pokrece izvrSne kaspaze. Unutarnji apoptotski put
ovisan je o ATP-u (adenozin trifosfat) (20). U regulaciji apoptoze klju¢ni su proteini B
limfoma tipa 2 (Bcl-2). Oni obuhvacaju velik broj proapoptotskih i protuapoptotskih proteina
(16). Bcl-2 obitelj se moze podijeliti u tri podobitelji ovisno o stupnju homologije i funkciji u
organizmu: i) podobitelj A ukljucuje Bcl-2, Bel-x i Bel-w koji imaju protuapoptotsku ulogu
ii) podobitelj kojoj pripadaju Bax i Bak, a koji imaju proapoptotsku aktivnost; iii) podobitel]
kojoj pripadaju Bik i Bid. Prema Zlender i sur. (12) omjer proapoptotskih i antiapoptotskih
¢imbenika ¢e odrediti osjetljivost svake stanice na apoptozu. Konkretnije, proteini Bcl-2
kontroliraju propustnost mitohondrija oblikovanjem pora na vanjskoj membrani ili
reguliranjem mehanizama otvaranja i zatvaranja pora za propusnost (16). U fizioloSkim
uvjetima proteini Bcl-2, Bel-xL i Mcl-1, koji pripadaju protuapoppotskoj grupi proteina, tvore

heterodimere s proteinima Bax i Bak iz proapoptotske skupine te na taj nacin blokiraju

e Apaf-1—engl.apoptotic protease activating factor
’ Apoptosom —sastavljen od citokroma c, kaspaze-9 i Apaf-1 ¢imbenika
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njihovo djelovanje. Potonje opisano predstavlja mehanizam kojim se odrzava integritet

membrane mitohondrija 1 sprjeCava apoptoza.

Mitohondrij

l Unutarnji put
Citokromc¢ @

@ -t

. Kaspaza-9

ATP

Apoptosom

Kaspaza-9 . /\
Kaspaza-3, ° \‘/

Slika 5. Unutarnji put pokretanja apoptoze
Preuzeto sa: repozitorij.kemija.unios.hr

1.3.3. ODREDIVANIJE I KARAKTERIZACIJA APOPTOZE

Prema Zivkovi¢ i sur. (16) metode koje se koriste za otkrivanje prisutnosti apoptoze mogu se

podijeliti na:

1. Morfoloske tehnike
2. Imunohistokemijske tehnike
3. Biokemijske tehnike
4. Imunoloske tehnike

5. Tehnike molekularne biologije
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Morfoloske tehnike podrazumijevaju koristenje svjetlosnog mikroskopa pomocu kojeg se
moze otkriti vecina strukturnih promjena. Prilikom otkrivanja apoptoze na kulturama stanica
u in vitro uvjetima Cesto se uvode i dodatni testovi boje s ciljem olaksavanja diferencijacije
zivih stanica u odnosu na one u kojima je zapocela apoptoza (21,22). Prvi homogeni test
vijabilnosti stanica je MMT. Zive stanice s aktivnim metabolizmom ¢ée konvertirati MMT u
ljubicasti formazan. Kada stanice umiru, one gube moguénost konverzije MMT-a u formazan.
Na taj nadin se promjenom boje raspoznaju zive stanice. Postupkom bojenja stanica
tripanskim plavilom razlikuju se nekroti¢ne od apopti¢nih stanica® (22). Prema Ulukaya i sur.
(22) i Zlender i sur. (21) razlika izmedu Zivih i mrtvih stanica bolje se uodava pomoéu
fluorescentne mikroskopije. Pri navedenoj mikroskopiji koriste se Hoechst, propidijev jodid i
akridin oranz kao boje. Medutim, kod detekcije apoptoze zlatnim standardom se Smatra
elektronski mikroskop (22). Morfolos§ke promjene tada su najuocljivije te je to specifi¢na i
osjetljiva tehnika, ali takoder samo kvalitativna metoda zbog zahtjevne pripreme materijala i

ograni¢enog broja stanica koje se mogu istrazivati (17).

Imunohistokemijske tehnike odnose se na aneksin V° sa flourescentnom bojom poput
flourescin izocijanat otkriva fosfatidilserina koji se translocira na vanjsku stranu membrane
(17,21,22). Jedna od istaknutijih metoda je TUNEL™ koja se koristi za oznaGavanje
jednostrukih i dvostrukih prekida lanaca uz terminalnu deoksiribonukleotidil-transferazu (12).
Ta metoda omogucava otkrivanje apoptoze na razini jedne stanice (16). TUNEL se odnosi na
obiljezavanje 3'-OH krajeva uz pomo¢ nukleotida oznacenog flourescein-izotiocijanatom te
stvaranjem kompleska flourescein-deoksiuridin-trifosfat (dUTP) (21). Osjetljivost TUNEL

metode ograni¢ena je otkrivanjem kasne apoptoze kada se dogada intranukleosomna

8 7ive stanice ostaju neobojane ,mrtve se oboje plavo (22)
° Aneksin V — protein iz skupine aneksina koji oznacen flourescentnim bojama veze fosfatidilserin (16)
1 TUNEL - engl. terminal deoxynucleotidyl transferaseMediated dUTP nick and labeling
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degradacija DNA. Tada se obojaju i neke nekroti¢ne stanice, ne samo apoptoticne te je moze

do¢i do pogresnog zakljucka (16).

Biokemijske tehnike odnose se na proucavanje raznim tehnikama gel-elektroforeze poput
konvencionalne gel-elektroforeze i elektroforeze u pulsiraju¢em polju. Tehnike se zasnivaju
na proucavanju fragmentiranih DNA u stanicama. Tijekom apoptoze aktivirane endonukleaze
kidaju DNA u ulomke. Nakon provedene konvencionalne elektroforeze na agaroznom gelu
fragmenti DNA izgledat ¢e poput ljestvi. Ograniavajuéi faktor te metode je potreba relativno
velikog broja stanica u apoptozi kako bi se degradacijski produkti mogli zapaziti (17). Metoda
izbora za proucavanje apoptoticne kaskade u vezi sa stani¢nim tipom, poticajem i trajanjem
apoptoze je protocna citometrija (15). Ona omoguéava analizu veéeg broja stanica u kratkom

vremenu (17).

Imunokemijske tehnike isticu M30 antigen, to jest degradiran citokeratin 18, kao novi
biopokazatelj apoptoze. Kvantitativno se moze odrediti imunoenzimskim ELISA™ testom
(22). Pomoc¢u ELISA metode mogu se takoder detektirati i citoplazmatski fragmenti DNA, a
koriste se monoklonska protutijela za DNA i histone. Za detekciju apoptoze Kkoristi se
aktivnost efektorskih kaspaza koje kidaju vitalne dijelove stanice, a najveéu primjenu i
pouzdanost ima lamin B*2. Pomo¢u antitijela za lamin B moZe se imunohistokemijski odrediti
pozitivan signal, odnosno prstenasto obojenje stanica koje nisu u apoptozi i negativan signal
stanica koje su u kasnijoj fazi apoptoze (21). Prema Ulukayai sur. (22) fluorometrijskom
metodom odreduje se aktivnost kaspaza u kulturi stanica. Intenzitet fluorescencije ovisit ¢e o

aktivnosti kaspaze u uzorku.

Tehnike molekularne biologije odnose se nha DNA miccroarray kao novu metodologiju

kojom se u samo jednoj reakciji moze otkriti mnogo gena vezanih za apoptozu. Primjerice,

" ELISA — engl. enzyme-linkedimmunosorbent assay (22)
2 Lamin A, B, C glavni su strukturni proteini jezgrine ovojnice, a nalaze se na njenoj unutrasnjoj strani (21)
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moze se analizirati 84 gena ili dijelova gena u jednoj reakciji koriste¢i mikrotitarsku plocicu

od 96 jazica uz pomo¢ RT-PCR-a (22).

1.4. KLOROGENICNA KISELINA

Klorogene kiseline svrstavaju se u grupu polifenolnih spojeva. One su esteri kini¢nih i
hidroksicimetnih kiselina, i to najceS¢e kafeinske, ferulinske i1 p-kumarinske Kiseline.

Klorogene kiseline se mogu podijeliti prema:

1) vrsti esterskog supstituenta,
2) broju esterskog supstituenta

3) polozaju acilnog ostatka

Mogu se pronaci u hrani i pi¢u biljnog podrijetla poput: zelene kave, ¢ajeva, jabuka, arti¢oka,

mrkve, rajcice.

Klorogeni¢na kiselina (KGK) ester je kafeinske i1 kini¢ne kiseline, koji djeluje kao
intermedijar u biosintezu lignina (23). Polifenolna skupina estera odnosi se na ,.klorogenu
kiselinu“ kao i na hidroksicinaminsku kiselinu (kafeinsku, ferulinsku i p-kumarinsku kiselinu)

s kininskom kiselinom (24).

OH
CH

Slika 6. Strukturna formula klorogenicne kiseline
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Velikim brojem istrazivanja dokazano je da hrana bogata klorogenim kiselinama pogoduje
ljudskom zdravlju. Ustanovljeno je da klorogene kiseline imaju izrazen antioksidativni u¢inak
te pozitivan ucinak na bolesti poput: dijabetesa tipa 2, karcinoma, neurodegenerativnih bolesti
(Parkinsonova i Alzheimerova bolest) i kardiovaskularnih bolesti.
Prema Tomac i sur. (23) kava je glavni izvor hranjivih klorogenih kiselina, pa tako i
klorogenicne kiseline kod ljudi. Umjereno konzumiranje ima blagotvoran ucinak na zdravlje,
a dokazano je i da kava ima najvecu koncentraciju polifenola medu analiziranim napitcima.
Medutim, dokazalo se da je konzumacija ¢aja, vina te raznih biljnih infuzija kao i vo¢nih
sokova povezana s smanjenjem razvoja kroni¢nih bolesti, a osim toga sadrze i klorogene
kiseline u razli¢itim koncentracijama. KGK ublazava oksidativni stres te nezeljene ucinke
povezane s neravnotezom unutarstani¢nog redoksa. Takoder, prema Liang i sur. (24) KGK
aktivacijom razli¢itih metabolickih i signalnih putova pokazuje i protuupalno djelovanje.
Takoder KGK je vazan sekundarni metabolit s raznim ulogama u biljkama. Primjerice,
poboljsava zastitu od UV zracenja 1 povecava otpornost na mikroorganizme. Prema Loungo
de Matos (25) KGK svoj antioksidativni ucinak, kao i svi polifenoli, ostvaruje putem
slijede¢ih mehanizama:

e prijenos vodikovog atoma

e sekvencijski proton gubitak elektrona

e jedan elektronski prijenos-proton prijenos

e protonski povezni prijenos elektrona

e stvaranje radikalnih produkata

e pojedinacni prijenos elektrona

sekvencijalni proton gubitak vodikovog atoma

Navodi se nekoliko izomernih oblika KGK te svaki izomer ima svoje podgrupe. Drugi izomer

KGK je kriptoklorgeninska kiselina (3 - CQA) te neoklormenska kiselina (5 - CQA). IUPAC
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1976. godine mijenja redoslijed numeriranja na kiselom kininskom prstenu te je stoga
predlozena da klorogen mijenja 3 — CQA u 5 — CQA. Ipak, u danaSnje vrijeme velina
kemijski dobavljaca koristi prijasnji naziv IUPAC nomenklature KGK kao 3 — CQA. Osim
§to, kao $to je prethodno navedeno, KGK djeluje antiinflamatorni i antioksidacijski, KGK ima
i vaznu ulogu pri utjecaju na lipide i metabolizam glukoze. Dokazano je da primjena KGK
dovodi do smanjenja koncentracija lipoproteina visoke gustoe u plazmi te povecanja
ukupnog kolesterola i koncentracije lipoproteina male gustoce u plazmi. Takoder, KGK
izolirana iz ekstrakta zelene kave najucinkovitiji je agens u snizavanju krvnog tlaka u
pacijanta s blagom hipertenzijom. Nadalje, KGK ima bakteriocidni u¢inak posebno prema:

Heliobacteru, Stenotrophomonas maltophilije, Escherichia coli i Staphylococcus aureus (26).

1.4.1. FARMAKOKINETIKA KLOROGENICNE KISELINE

Prisutstvo KGK pokazano je u krvi zajedno sa svim metabolitima (ferulna, kafeinska i
izoferulska kiselina) prilikom istrazivanjima na ljudima i Zivotinjama. Primjerice, nakon
svakodnevne konzumacije kave kafeinsku kiselinu moguce je pronaci u cirkulaciji. Prilikom
konzumacije odredenih pica i hrane unosi se i KGK, medutim ona se ne hidrolizira u Zeludcu
nego se u intaktnoj formi apsorbira — jednom tre¢inom u tankom crijevu. Podrobnije, 30%
klorogenih kiselina apsorbirat ¢e se u tankom crijevu dok ¢e 70% unesene klorogeni¢ne
kiseline prolazi kroz tanko crijevo do debelog crijeva. U debelom crijevu podlijezu djelovanju
mikrobiote debelog crijeva, tocnije fenolna Kkiselina metabolizira se uz pomoé
gastrointestianalne mikroflore te se nakon toga apsorbira. Koli¢ina koja se apsorbirala u
tankom crijevu vrlo brzo, ve¢ nakon 30 minuta, ulazi u krvotok te se dalje metabolizira u jetri.
Brzim ulaskom u krvotok te razgradnjom u jetri smanjuje se bioraspolozivost klorogeni¢ne
kiseline. Pri fizioloSkim koncentracijama bioraspoloZivost klorogeni¢ne kiseline je oko 1%

Sto stvara ogranic¢avajuci faktor u klinickoj primjeni.
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Cijepanje kinicne kiseline iz FQA™ i CQA vr3i se u tankom crijevu, a biokemijskim se putem
oslobada ferulna kiselina. Pretvorbu KK 1 ferulinske kiselina u dihidroferulinske kiselina te

mehanizam apsorpcije odvija se u debelom crijevu (26).

1.4.2. MEHANIZAM DJELOVANJA

Tocan mehanizam djelovanja jo$ uvijek nije poznat. Pretpostavka je da KGK svoje
pozitivne ucinke na organizam ostvaruje putem nekoliko mehanizama. Prema dosadasnjim
istrazivanjima dobro su prouceni antioksidativni i antiinflamatorni u¢inak. Prema istrazivanju
Ma i sur. (27) dokazano je da primjena KGK smanjuje izrazaj biljeg makrofaga (F4/80,
CD68, Cdllb, i Cdllc) u masnom tkivu i protuupalnih medijatora, ukljuc¢uju¢i TNF-a i
monocitni kemotakticki protetin 1 (MCP-1)*. Osim toga, dokazno je da KGK inhibira
aktivaciju PPARY koji poti¢e ulazak masnih kiselina u jetru. Stoga se izvodi zakljucak da
KGK svoj antioksidativni ucinak ostvaruje supresijom upalnog procesa i sprjeCavanjem

akumulacije masti u masnom tkivu (27).

1.4.3. ULOGA KLOROGENICNE KISELINE U MODULACII UPALNOG

ODGOVORA

Upala je fizioloski te strogo kontrolirani odgovor na ozljedu tkiva. MoZe biti rezultat
egzogenih te naj¢eSce endogenih Cimbenika. U egzogene Cimbenike pripadaju bakterije,
virusi, alergeni, strano tijelo ili toksi¢na tvar. Endogeni ¢imbenici s druge strane se razvijaju

te uzrokuju upalu kao posljedicu poremecaja u funkciji odredenog tkiva ili organskog sustava.

Upalni proces omogucuje brzo uspostavljanje homeostaze tkiva. Medutim, u

odredenim uvjetima upala moze biti nekontrolirani proces koji posljedi¢no dovodi do razvoja

 FQA - feruloilna kininska kiselina
“'MCP-1 - engl. Monocyte chemotactic protein — 1
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akutnih i kroni¢nih bolesti. Protuupalni lijekovi moduliraju ili inaktiviraju signalne molekule
ili upalne medijatore koji posreduju u aktivaciji nekontroliranog upalnog procesa te time
imaju svrhu sprijeciti ili kontrolirati upalni proces. (28). Prema Lawrence i sur. (29) nuklearni
transkripcijski ¢imbenik-kappa B (NF-kB) klju¢na je molekula u aktivaciji protuupalnih
citokina, kemokina i adhezijskih molekula. Vaznu ulogu ima i ciklooksigenazni put kojim se

proizvode velika skupina protuupalnih molekula.

Kako je ranije navedeno, KGK pokazuje protuupalno djelovanje. Prema Shan i sur..
(30) na Caco-2 stanicama pokazano je da svoje protuupalno djelovanje KGK postize kroz
regulaciju lucenja citokina, ukljucujuéi interleukin (IL)-8, IL-6 nakon stimulacije s TNF-a i
IL-1B. Takoder, KGK smanjuje luc¢enje IL-1p, TNF-a i IL-6 u lipoproteinom stimuliranim
RAW264.7 makrofazima i BV2 mikroglia stanicama, te to ¢ini kroz regulaciju aktivacije NF-

kB 1 JNK/AP1 signalnog puta.
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj predlozenog istrazivanja je ispitati utjecaj KGK na razvoj kolitisa i izrazaj pro- i

protuapoptotskih molekula.

Kako bismo testirali postavljenu hipotezu specifi¢ni ciljevi jesu:

1. pratiti i usporediti razvoj i intenzitet kolitisa u miSeva kod kojih je primjenom otopine DSS

izazvan kolitis te u skupini miSeva kod kojih je uz DSS primijenjena 1 KGK.

2. odrediti i usporediti proteinski izrazaj pro- i protuapoptotskinh molekula u debelome crijevu
miSeva kod kojih je primjenom otopine DSS izazvan kolitis te u skupini miSeva kod kojih je

uz DSS primijenjena i KGK.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. PROTOKOL IZAZIVANJA KOLITISA | PRIMJENE KGK

U sklopu provedbe istrazivanja koriSteni su C57BL/6 miSevi uzgojeni u uzgojnom centru
Medicinskog fakulteta Sveucilista u Rijeci. Primjenom 2,5% otopine DDS kroz sedam dana
izazvan je pokusni model kolitisa. Klorogeni¢na kiselina primjenjivala se per os u dozi od
100 mg/kg ili 200 mg/kg, i to jednom dnevno od tre¢eg dana pokusnog perioda do Zrtvovanja.
Tijekom pokusnog perioda kontrolne skupine Zivotinja konzumirale su teku¢u vodu ad

libitum.

3.2. USPOSTAVA ANIMALNOG MODELA KOLITISA

Procjena uspostave kolitisa odredivala se na dnevnoj bazi praéenjem pojavnosti i intenziteta
markera upalnog procesa: konzistencije stolice, tjelesne tezine, opceg stanja Zivotinja i pojave
krvi u stolici, to jest vidljivog krvarenja u podru¢ju rektuma. Prisutstvo krvi u stolici
dokazano je uz pomo¢ Hemoccult II SENSA testa (Beckman Coulter, USA). Svi parametri
pojedina¢no su bodovani prema kriterijima navedenim u tablici 1. te je zbrajanjem pojedinih
bodova odreden ukupni zbroj bodova odnosno indeks aktivnosti bolesti. Nakon Zrtvovanja
izolirano je tkivo debelog crijeva od cekuma do zavr$nog dijela rektuma. Tkivo je odredena
masa 1 duzina te je, nakon §to je isprano u fizioloSkoj otopini, podijeljeno u nekoliko dijelova.
U svrhu pripreme histoloskih preparata jedan do dva uzorka su narezani na manje dijelove te
uronjeni u 4 % paraformaldehid, a preostali uzorci debelog crijeva su, do daljnjih analiza,

smrznuti u teku¢em dusiku i pohranjeni na -80 °C.
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Tablica 1. Kriteriji za izra¢un indeksa aktivnosti bolesti

Bodovi | Gubitak telesne Konzistencija stolice Rektalno krvarenje

mase (%)

0 <5%* Normalna stolica Nije prisutno

1 5-10%

2 10-15% . .Mek.ana stollca' Blago krvarenje

(liepljiva i poluformirana)
3 15-20%
4 >20 Dijareja (tekuca stolica) Jako krvarenje

3.3.HEMATOKSILIN-EOZIN BOJANJE TKIVNIH PREPARATA

Hematoksilin kao boja sluzi za bojanje kiselih struktura u stanici odnosno kromatina i
jezgre pri ¢emu ih boja u ljubicasto-plavo. Eozin kao druga komponenta ovog bojanja boji
bazi¢ne strukture, citoplazmu u crveno. Prije hematoksilin-eozin (HE) bojanja tkivni preparati
se moraju deparafinirati te se rezovi tkiva, adherirani na predmetnim stakalcima, uranjaju u
otopinu ksilola 3 puta po 5 minuta. Nakon deparafinizacije slijedi rehidracija, a u tu svrhu
preparati se uranjaju u otopinu etanola opadajuc¢e koncentracije (dva puta po 100 %, 90 %, 70
% te 50 %) kroz 4 minute. Nakon rehidracije preparati se ispiru u destiliranoj vodi kroz 4
minute, a zatim slijedi postupak bojanja. Nakon prvog bojanja preparati se ispiru pod mlazom
tekuc¢e vode kroz 15 minuta te se diferenciraju u otopini HCl-etanola (100 ml 70 %-nog
etanola 1 0,5 ml HCI) kroz 2 sekunde i zatim opet slijedi ispiranje pod mlazom tekuce vode
kroz 10 minuta te uranjanje u destiliranu vodu kroz 3 minute. Potom slijedi drugo bojanje s
otopinom eozina u trajanju od 3 minute, a nakon toga uranjanje u destiliranu vodu 3 puta po 5
minuta. Nakon bojanja provodi se proces suprotan rehidraciji odnosno tkivni preparati se
uranjaju u otopine etanola s rastu¢im koncentracijama (70 %, dva puta 96 % te dva puta 100

%) kroz 30 sekundi. Poslije dehidracije slijedi uranjanje u ksilol u trajanju od pet minuta, a
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postupak se ponavlja tri puta. Potom se predmetna stakalca s obojenim preparatima suSe na

sobnoj temperaturi, a na kraju postupka se obojani preparat prekrije pokrovnim stakalcem.

3.4. HOMOGENIZACIJA TKIVA I ODREDIVANJE KONCENTRACIJE PROTEINA

Tkivo debelog crijeva homogenizirano je u RIPA puferu nakon cega je uslijedilo
centrifugiranje. Nastali supernatant izdvojen je i alikvotiran te potom pohranjen na -80°C do
daljnjih analiza. Ukupna koncentracija proteina u homogenatu tkiva, to jest izdvojenom
supernatantu, odredila se bicinkoninskom kiselinom ili BCA (engl. bicinchoninic acid assay)
metodom. Podrobnije, odredivanje koncentracije proteina tom metodom temelji se na
stvaranju kompleksa izmedu Cu®* iona i proteina u alkalnim uvjetima, a zatim slijedi
redukcija Cu®* u Cu® pri Gemu nastaje ljubiCasto obojenje. Koncentracija proteina
proporcionalna je intenzitetu nastale boje, a koja se mjeri pomocu spektrofotometra

odredivanjem apsorbancije na 562 nm.

3.5. RAZDVAJANJE PROTEINA | IMUNODETEKCIJA

Nakon odredivanja koncentracije proteina pripremljeno je 50 pg proteina za nanoSenje na
poliakrilamidni gel te razdvajanja proteina u 12 % poliakrilamidnom gelu debljine 0,75 mm.
Elektroforeza proteina odvijala se pod utjecajem elektricnog polja jakosti 100 V u
denaturirajuéim uvjetima te u prisutnosti detergenta. Nakon zavrSene elektroforeze, proteini
su preneseni s gela na pozitivno nabijenu membranu pod utjecajem elektricnog polja. Prijenos
proteina se provodio pri 17 V u vremenskom razdoblju od 45 minuta. U¢inkovitost prijenosa
provjerena je bojanjem membrane bojom Ponceau S. Nakon prijenosa proteina s gela na
membranu, membrana se inkubirala blokirajuéom otopinom, 5 % nemasnim mlijekom

otopljenom u Tris-puferu uz dodatak Tween-20 deterdzenta, u periodu od 30 minuta. Nakon
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inkubacije membrane s blokiraju¢om otopinom, pripremljena su primarna protutijela u
odgovaraju¢im razrjedenjima i inkubirana membrana s primarnim protutijelom (Bcl2,
razrijedenje 1:100, Abcam 7973; Bax, razrijedenje, 1:200, Santa Cruz 526; kaspaza-9,
razrijedenje 1:1000, Abcam 185719), kaspaza-8 pl18, razrijedenje, 1:500, santa Cruz 5263) 2
sata na sobnoj temperaturi. Nakon inkubacije s primarnim protutijelima membrana se ispirala
3 puta po 5 min otopinom za ispiranje nakon ¢ega je uslijedila inkubacija s otopinom
sekundarnog protutijela koje je pripremljeno u razrjedenju 1:2000. Membrana se inkubirala sa
sekundarnim protutijelom u trajanju od 1 sat na tresilici na sobnoj temperaturi. Nakon
inkubacije membrane sa sekundarnim protutijelom membrana se, jo§ jednom, ispirala tri puta
otopinom za ispiranje - svako pranje u trajanju od 5 minuta. Detekcija signala provela se uz
pomo¢ SignalFire Elite ECL Reagent i skenera (Allianze 4.0, Cambridge, UK). U postupku je

koristeno i kontrolno protutijelo B-actin (1:10000, ab8226).

3.6. ETICKI ASPEKT ISTRAZIVANJA NA EKSPERIMENTALNIM ZIVOTINJAMA

Istrazivanja koja su provedena na pokusnim Zivotinjama provedena su uz postivanje vazecih
Zakonskih propisa (NN19/99), te Pravilnika (NN176/04), uz postivanje temeljnih etickih 1
znanstvenih principa o provodenju pokusa na zivotinjama, a sve u skladu s nacelima 3R (1.
nadomjestanje zivotinja — engl. Replacement, 2. smanjenje broja zivotinja — engl. Reduction i
3. oplemenjivanje postupaka prema zivotinjama — engl. Refinement). Predlozeno istrazivanje
dio je istrazivanja koje se provodi u sklopu znanstvenoistraZzivackog projekta ,,Uloga
dipeptidil-peptidaze IV (DPP IV/CD26) u kroni¢nim bolestima® te je odobreno od strane

Etickog povjerenstva Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Rijeci.
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3.7. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Brojcani podatci pohranjeni su u bazu podataka koriste¢i program Microsoft Excell.
Statisticka obrada podataka ucinjena je koriStenjem programskog paketa STATISTICA 10
(Stat Soft Inc.; Tulsa, OK 74104, SAD). Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost +
standardna devijacija (SD) za pojedinu grupu. Postojanje statisticki znacajne razlike izmedu
ispitivanih grupa testirane su Student t testom ili neparametrijskim Mann-Whitney U testom.

Razina od P<0,05 smatrala se statisticki znacajnom.
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4. REZULTATI

4.1. RAZVOJ KOLITISA — KLINICKA MANIFESTACIJA

Tijekom razvoja kolitisa doslo je, na sistemskoj razini, do razvoja klinickih simptoma koji su
vrlo sli¢ni klinickim simptomima koji se pojavljuju u humanom obliku bolesti. Takoder,
zabiljezene su makroskopske 1 mikroskopske promijene koje upuéuju na razvoj oboljenja.
Kao S§to je prikazano, tijekom primjene DSS otopine, odnosno napredovanjem upalnog
procesa zabiljezen je pad tjelesne mase kod svih ispitivanih skupina Zzivotinja, osim kod
kontrolne skupine. U skupini miSeva kod kojih je primijenjena samo otopina DSS uocen je
znacajano veci pad tjelesne mase u odnosu na sve ispitivane skupine miseva (slika 7A). U
skupini miSeva kod kojih se uz DSS primijenila KGK gubitak tjelesne mase bio je znacajno
manji nego u skupini kod kojih je primijenjen samo DSS, a posebno je to bilo izrazeno u
skupini Zivotinja koja tijekom pokusnog perioda primala KGK u vecoj dozi odnosno u dozi
od 200 mg/kg. U miseva kod kojih je primjenjena samo otopina DSS te u skupini miseva kod
kojih je DSS otopina primjenjena u kombinaciji s KGK u akutnoj fazi kolitisa, zabiljezena je
pojava krvi u stolici (slika 7C) te promjena konzistencije stolice. Promjena konzistencije stolice
odvijala se postepeno od mekane stolice koja se pojavljuje Cetvrtog i/ili petog dana pokusnog
perioda,do proljeva. Sedmog dana pokusnog perioda stolica proljev je bio prisutan u gotovo svih
miSeva. U skladu s navedenim i indeks aktivnosti bolesti se povecavao pogorSanjem klinicke slike

odnosno jacanjem upale. Takoder, kao i u slucaju tjelesne mase indeks aktivnosti se smanjio

primjenom KGK kako u dozi od 100 mg/kg tako i u dozi od 200 mg/kg (slika 10B).
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Slika 7. Utjecaj kolitisa i klorogenicne kiseline (KGK) na duzinu crijeva i aktivnost bolesti

A) Promjena tjelesne mase izraZzena kao prosjecni postotak pocetne tjelesne mase +£ SD. B)
Indeks aktivnosti bolesti izraCunat prema opisu navedenim u materijalima i metodama. C)
Pozitivan nalaz krvi u stolici u akutnoj fazi kolitisa. a-statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na
kontrolnu skupinu b- statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na skupinu miSeva kod kojih je
primjenjena samo DSS otopina. Podaci su prikazani kao srednja vrijednost + SD izuzev

promjene tjelesne mase. n = 6-7 miseva/skupina.
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Od sistemskih promjena prisutna je i promjene mase slezene (slika 8). Uoceno je da se razvojem
kolitisa povecava masa slezene. Porast mase slezene je najjace izrazen u skupini miSeva u kojoj je
primjenjena samo otopina DSS. lako je u skupini miseva koji su uz DSS primali i KGK zabiljeZzen
porast mase slezene, taj porast je bio znacajno manji nego u skupini miseva koji su uz DSS
otopini primili KGK u dozi od 100 mg/kg odnosno 200 mg/kg. Obzirom da su misevi izgubili na
tjelesnoj masi i da je gubitak najveci u skupini miseva koji su primili samo DSS otopinu omjer
mase islezene i tjelesne mase najmanji je upravo u navedenoj skupini miSeva, a dobivene

vrijednosti su zna¢ajne u usporedbi s kontrolnom skupinom.
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Slika 8. Utjecaj klorogenicne Kiseline (KGK) na masu slezene tijekom kolitisa izazvanog
primjenom natrijevog dekstran sulfata (DSS).

a-statisticki znacajna razlika u odnosu na kontrolnu skupinu b-statisticki znacajna razlika u
odnosu na DSS skupinu miSeva. Podaci su prikazani kao srednja vrijednost £+ SD. n = 6

miseva/skupina.
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Prilikom zrtvovanja izdvojilo se debelo crijevo od cekuma do anusa te je tom segmentu izmjerena
duzina i tezina. DuZina debelog crijeva predstavlja lokalni klini¢ki parametar koji nam indirektno
govori o intenzitetu upalnog procesa te se u odnosu na upalni proces odnosi obrnuto
proporcionalno. Promjene na razini debeloga crijeva prikazane su grafic¢ki i slikovno (slika 9).
Kako je vidljivo na slici u skupini miseva kod kojih je primijenjena samo DSS otopina doslo je do
znacajnog skracenja debelog crijeva dok je u skupinama kod kojih je primijenjena KGK u
kombinaciji s otopinom DSS skraéenje prisutno ali je manje nego u DSS otopini i 0visno je o
primijenjenoj dozi. U skladu s navedenim, najmanje skracenje zabiljezeno je u skupini miSeva

koji su primili KGK u dozi od 200 mg/kg.

DSS+KGK

a =
a DSS+KGK
100 mg/kg

@
o
o

(=]
L

S
1

Duzina kolona (cm)

Kontrolna ’
grupa

N
L

Control DSs 100 mg/kg 200 mg/kg
DSS+KGK

Slika 9. Utjecaj kolitisa i klorogenicne kiseline (KGK) na lokalne i sistemske promjene
tijekom razvoja kolitisa.

A) Prikaz promjene duzine debelog crijeva tijekom razvoja kolitisa i primjena KGK B)
Reprezentativne makroskopske slike kolona kontrolne skupine i tretiranih zivotinja u akutnoj
fazi upale. a-statisticki znac¢ajno u odnosu na kontrolnu skupinu miseva, b-statisticki zna¢ajno
u odnosu na DSS skupinu miSeva. Podaci su prikazani kao srednja vrijednost + SD. n = 6

miseva/skupina.

30



4.2. PATOHISTOLOSKE PROMJENE SLUZNICE CRIJEVA TIJEKOM RAZVOJA

KOLITISA

Patohistoloska analiza tkivnih rezova debelog crijeva potvrdila je postojanje upalnog procesa
(Slika 10). Ostecenje debelog crijeva, sedmog dana pokusnog perioda, okarakterizirano je
infiltracijom mononuklearnih upalnih stanica. Takoder, na pojedinim dijelovima sluznice
vidljiv je potpuni gubitak sluznice. U oSte¢enom tkivu moze se vidjeti krvarenje. Edem je
prisutan u lamini propri te u submukoznim djelovima sluznice. U zivotinja kod kojih je
primijenjen tretman s KGK prisutno je oSteCenje ali je ono manjeg intenziteta. kao Sto se
moze vidjeti iz slike 10F prisutan je edem u lamini propri, te nakupljanje upalnih stanica
(10H). Medutim, promjene su lokalizirane na manje dijelove sluznice te nisu prisutna
podrucja s potpunim gubitkom arhitekture sluznice debelog crijeva kao sto je to vidljivo kod
zivotinja kod kojih je primijenjena samo otopina DSS. U prilog patohistoloskom nalazu idu i
rezultati izracuna mikroskopskog indeksa oStecenja. Mikroskopski indeks oSte¢enja u
zivotinja koje su tretirane samo s DSS otopinom iznosi 11,2 +1,3. U skupini koja je tretirana s
DSS otopinom i klorogeni¢nom kiselinom u dozi od 100 mg/kg je 6,0 + 0,8, a u zivotinja koje
su tretirane s dozom od 200 mg/kg 4,8 + 1. U kontrolnoj skupini zivotinja promjene na

sluznici uzoraka debelog crijeva nije vidljiva (10A i 10B).
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Slika 10. Utjecaj kolitisa i klorogenicne kiseline (KGK) na patohistoloske promjene sluznice
debelog crijeva.

Prikazanu su reprezentativne slike A) i B) kontrolne skupine zivotinja kod kojih se vidi
potpuno ocuvana struktura sluznice debelog crijeva, C) i D) miseva kod kojih je primijenjen
samo DSS otopina s jakim oSteCenjem sluznice, E) i F) miseva tretiranih s 100 mg/kg KGK
G) 1 H) miSevi tretirani s 200 mg/kg KGK, I) mikroskopski indeks ostecenja. D1, F1, H1 su
uvecana slika oznacenog dijela. Na uvecanim slikama vidljiv je edem sluznice (*),
nakupljanje upalnih stanica, uniStenje epitelnih stanica (A), krvarenje (—). Vrijednosti
mikroskopskog ostecenja prikazane su kao srednja vrijednost + SD. n=6-7 miseva.
Reprezentativne slike su obojane hemalaun-eozinom. a-statisticki znacajno u odnosu na
kontrolnu skupinu, b-statisticki zna¢ajno u odnosu na skupinu miSeva tretiranih samo s DSS

otopinom. Povecanje x100 (slike A,C, E, G) i x200 (slike B, D, F, H).
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4.3. PROMJENE IZRAZAJA PRO- | PROTUAPOPTOTSKIH PROTEINA U

DEBELOM CRIJEVU U AKUTNOJ FAZI KOLITISA

S ciljem procjene procesa apoptoze, analiziran je izrazaj proteina proapoptotskih i
protuapoptotskih molekula. Analize izraZaja ukazala su na povecanje izrazaja Bax u svim
ispitivanim skupinama, a u odnosu na kontrolnu skupinu. Medutim, povecanje izrazaja
proteina Bax je najmanje izrazen u zivotinja kod kojih je primjenjena KGK u dozi od 200
mg/kg. Kaspaza 9 i cijepana kaspaza 9 pokazuju sli¢an obrazac proteinskog izrazaja. U
akutnoj fazi kolitisa izrazaj kaspaze 9 i cijepane kaspaze 9 je veci u odnosu na kontrolnu
skupini, a primjena KGK uzrokuje smanjenje izrazaja koji je najizrazeniji kod doze od 200
mg/kg. Shodno tome, u usporedbi s drugim grupama izrazaj Bcl-2 u Zivotinjama tretiranim
samo s DDS-om je najmanji. Izrazaj kaspaze 8, u odnosu na kontrolnu skupinu, smanjuje se u
DSS skupini miSeva te u skupinama miseva kod kojih je primijenjena KGK. Vidljivo je da
primjena KGK ima pozitivan u¢inak na izrazaj kaspaze 8 jer izrazaj raste prema vrijednostima
kontrolne skupine nakon primjene KGK. Porast izrazaja pokazuje ovisnosti o dozi te je
znacajno veci u zivotinjama tretiranim s 200 mg/kg KGK. Nadalje, 1zrazaj cijepane kaspaze 8

je obrnuto proporcionalno povezan s izrazajem kaspaze 8 1 doze KGK.
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Slika 11. Utjecaj kolitisa i klorogenicne kiseline (KGK) na izrazaj pro- i protuapoptotskih
molekula u debelom crijevu.
n=6-7 miseva/skupini, a, A- znacajno, p < 0,05 u odnosu na kontrolnu skupinu, B-znacajno u

odnosu na skupinu tretiranu samo s DSS otopinom.
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5. RASPRAVA

Ulcerozni kolitis je idiopatska kroni¢na upalna bolest gastrointestinalnog trakta. Zahvaca
sluznicu debelog crijeva, najcesce zavrsni dio debelog crijeva. Tijekom razvoja upale dolazi
do privlacenja upalnih stanica poput monocita koji u tkivu dozrijevaju do aktivnih makrofaga
I mastocita. Obje vrste stanica proizvode te odpustaju upalne posrednike poput histamina,
citokinina i sli¢nih koji privlaée druge upalne stanice. U upalnom se mikrookoliSu osim
makrofaga moze pronaéi i dendriticke stanice, NK stanice, leukocite, neutrofile, euzinofile i
limfocite. Najbitniji upalni ¢imbenici su MCP-1, ¢imbenik rasta krvozilja (VEGF, engl.
Vascular endotelic growth factor), ¢cimbenici stimulacije rasta kolonija (CSF-1, engl. Colony
stimulator factor 1). Oni dovode do nakupljanja upanih stanica i pokretanja mehanizama
klju¢nih u razvoju upale (6, 28).

Istrazivanja na pokusnim modelima unaprijedila su shvacanje patofizioloskih
mehanizama u razvoju bolesti te je stoga zabiljezen porast broja pokusnih modela.
Istrazivanja su pokazala da niti jedan model ne moze zadovoljiti sve aspekte istraZivanja
upalnih bolesti crijeva. Stoga, izbor pokusnog modela ovisi o segmentu bolesti koja se zeli
proucavati. Jedan od najceS¢e primjenjivanijih pokusnih modela je model kolitisa izazvan
primjenom natrijevog dekstran sulfata (engl. dextran sodium sulfate, DSS) - DSS model.
Potonji model je dobro prihvacen zbog jednostavnosti induciranja, velike slicnosti s humanim
oblikom bolesti te dobre reproducibilnosti. Samo DSS molekularne mase 40-50 kDa se Kkoristi
za izazivanje kolitisa. Primjenjuje se per 0s, otopljen u vodi za pice, u razlic¢itom postotku (1-
5%) 1 duzini primjene (5-7 dana u slucaju akutnog kolitisa). DSS ostecuje sluznicu crijeva, a
aktivacija imunoloskog odgovora je sekundarni dogadaj u cjelokupnom razvoju kolitisa (10).

Apoptoza ili programirana stani¢na smrt jedna je od tri vrste stani¢ne smrti koje se

razlikuju u viSestani¢nim organizmima. Vazna je za razvoj organizma i odrzavanje stani¢ne
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ravnoteze, odnosno gubitka i stvaranja stanica tkiva. Primjerice, ako u organizmu postoji
premali broj apoptoza moze do¢i do razvoja malignih bolesti, povecane otpornosti prema
kemoterapiji, ucestalih virusnih infekcija ili izrazenije pojavnosti autoimunih bolesti. S druge
strane, prevelik broj apoptoza moze izazvati deficijencije imuniteta, kao 1 razvoj
odnosno vijeka upalnih stanica koje se aktiviraju i nakupljaju u zahva¢enom tkivu odnosno na
mjestu upale. Nadalje, pokazano je da povecan intenzitet apoptoze moze dovesti do unistenja
velikog broja epitelnih stanica i naruSavanja integriteta mukozne barijere §to vodi ka brzem
razvoju kolitisa i pojatanom upalnom odgovoru. Pretpostavlja se da je pojacan stupanj
apoptoze epitelnih stanica rezultat povecCane proizvodnje citokina kao $to je TNF-a, IL i
drugih proupalnih medijatora. S ciljem procjene procesa apoptoze u nasem DSS modelu
kolitisa analiziran je izrazaj pro- i protuapoptotskih proteina. Analize izrazaja ukazala su na
povecéanje izrazaja Bax u svim ispitivanim skupinama, a u odnosu na kontrolnu skupinu.
Medutim, povecanje izrazaja proteina Bax je najmanje izrazeno u zivotinja kod kojih je
primijenjena KGK u dozi od 200 mg/kg. U akutnoj fazi kolitisa izrazaj kaspaze 9 i cijepane
kaspaze 9 je ve¢i u odnosu na kontrolnu skupinu, a primjena KGK uzrokuje smanjenje
izrazaja koji je znaCajan kod doze od 200 mg/kg. Shodno tome, u usporedbi s drugim
grupama izrazaj Bcl-2 u Zivotinjama tretiranim samo s DDS-om je najmanji. Izrazaj kaspaze
8, u odnosu na kontrolnu skupinu, smanjuje se u DSS skupini miSeva te u skupinama miseva
kod kojih je primijenjena KGK. Temeljem dobivenih rezultata vidljivo je da primjena KGK
ima utjecaj na izrazaj pro- i protuapoptotskih molekula, a moZe se sugerirati da KGK ima
protuapoptotski uc¢inak.

Budu¢i da su istrazivanja pokazala da hrana bogata klorogenim kiselinama pogoduje
ljudskom zdravlju te imaju izraZen antioksidativni i antiinflamatorni u¢inak specifiéni ciljevi

ovog istrazivanja bili su usporediti razvoj i1 intenzitet kolitisa u dvije skupine miseva. Prve,

36



kod koje je kolitis izazvan primjenom DDS-a te druge, gdje je uz DDS primjenjena i KGK.
Tijekom razvoja kolitisa doslo je, na sistemskoj razini, do razvoja klinickih simptoma koji su
vrlo sliéni klinickim simptomima koji se pojavljuju u humanom obliku bolesti. Takoder,
tijekom primjene DSS otopine, odnosno napredovanjem upalnog procesa zabiljezen je pad
tjelesne mase. U skupini miSeva kod kojih se uz DSS primijenila KGK gubitak tjelesne mase
bio je zna¢ajno manji nego u skupini kod kojih je primijenjen samo DSS, a posebno je to bilo
izrazeno u skupini zivotinja koja tijekom pokusnog perioda primala KGK u vecoj dozi
odnosno u dozi od 200 mg/kg. Nadalje, indeks aktivnosti bolesti se povecavao pogorSanjem
klini¢ke slike odnosno jaanjem upale. Kao i u slucaju tjelesne mase indeks aktivnosti se
smanjio primjenom KGK kako u dozi od 100 mg/kg tako i u dozi od 200 mg/kg. Temeljem
dobivenih rezultata mozemo zakljuciti da KGK smanjuje intezitet kolitisa, a dobiveni rezultati
su u korelaciji s prethodnim istrazivanjima. Nasa prethodna istrazivanja su pokazala da
smanjenje izrazaja JNK uslijed tretmana s KGK, a s druge strane je pokazano da JNK
inhibicija vodi ka smanjenoj proizvodnji proupalnih citokina i infiltracije upalnih stanica.
Nadalje, prema Shan i sur. (30) na Caco-2 stanicama pokazano je da svoje protuupalno
djelovanje KGK postize kroz regulaciju lucenja citokina, ukljuc¢ujuéi interleukin (IL)-8, IL-6
nakon stimulacije s TNF-a i IL-1p. Takoder, KGK smanjuje lu¢enje IL-1p, TNF-a i IL-6 u
lipoproteinom stimuliranim RAW264.7 makrofazima 1 BV2 mikroglia stanicama, te to ¢ini
kroz regulaciju aktivacije NF-xB i INK/AP1 signalnog puta. Buduc¢i da smo pokazali smanjen
stupanj apoptoze, uslijed primjene KGK, potonje se mozZe povezati s pretpostavkom da
stupanj apoptoze ovisi o izrazaju proupalnih citokina.

Na karaju moZemo zakljuciti da KGK ima zaStitnu ulogu u razvoju kolitisa te da su

daljna istraZzivanja mehanizama djelovanja KGK neophodna.
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6. ZAKLJUCAK

1. Primjena KGK utjecala je na razvoj i na intenzitet kolitisa te se stoga moze zakljuciti da

KGK ima zastitnu ulogu

2. U tkivu zahvaéenim upalnim procesom dolazi do aktivacije apoptoze, postojanje izrazenih

proapoptotskih procesa u tkivu koje je aktivno.

3. KGK sudjeluje u modulaciji izrazaja molekula uklju¢enih u mehanizme aktivacije

programirane stani¢ne smrti

4. Rezultati ukazuju da bi se KGK mogla Kkoristiti u terapiji upalom posredovanih bolesti.

38



7. LITERATURA

10.

Levine A, Griffi A, Markowitz J i dr.; Pediatric modification of Montreal
classification for inflammatory

M. Katici¢: Indeksi aktivnosti upalnih bolesti crijeva, Acta Medica Croatia, br.2,
studeni 2013;2:93-109.

Dignass A, Eliakim R, Magro F i dr.; Second European evidence-based consensus
on the diagnosis and management of ulcerative colitis Part 1: Definitions and
diagnosis. J Crohn's Colitis 2012;6:965-90.

Truelove SC, Witts, LJ; Cortisone in ulcerative colitis; Final report on therapeutic
trial, Br Med J 1955; 2:1041-8.

D'Haens G, Sandborn WJ, Feagan BG. | dr; A review of activity indices and
efficacy and points for clinical trials of medical therapy in adults with ulcerative
colitis; Gastroenterology 2007;132:763-86.

Vragovi¢ J; Upalne bolesti crijeva; zavrsni rad 2015.

B.Vuceli¢ 1 sur.: Gastroenterologija i hepatologija, Medicinska naklada, Zagreb,
2002.

S.Ozimec: Zdravstvena njega internistickih bolesnika, Visoka zdravstvena §kola,
Zagreb, 2003.

Vukovi¢ D; Zdravstvena njega oboljelih od ulceroznog kolitisa; zavrsni rad 2015.
Derrick D, Eichele and KUsum K Kharbanda. Dextran sodium sulfate colitis
murine model: An indispensable tool for advancing our understanding of
inflammatory bowel diseases pathogenesis. World J Gastroenterol. 2017;23(33):

6016-29.

39



11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

Derezi¢ I; Inducirani animalni modeli u fiziologiji i imunologiji — seminarski rad
2015.

Zlender V., Apoptosis — programmed cell death; Arh Hig Rada Toksikol 2003;
54:267-74.

Kerr JFR, Wyllie AH, Currie AR. Apoptosis: A basic biological phenomenon with
wide-ranging implications in tissue kinetics. Br J Cancer 1972;26:239-57.

Elmore S. Apoptosis: a review of programmed cell death. Toxicol Pathol, 2007;
35(4):495-516.

Vermes |, Haanen C, Reutelingsperger C. Flow cytometry of apoptotic cell death.
J Immunal Methods, 2000;243:169-90.

Zivkovi¢ D. Uginak DMAG-a i utidavanja Hsp90 na varijabilnost THP-1 stanica,
Diplomski rad, Farmaceutsko-biokemijski fakultet Sveucilista u Zagrebu

Petrik J, Rumora L, Jureti¢ D, Cepelak 1. Apoptoza — detekcija i kvatifikacija,
Biochemia medica, 2003;13:109-17.

Cooper GM, Hausman RE. Stanica, Molekularni pristup. Zagreb, Medicinska
naklada, 2010. Str.143-146; 693-705;330-332.

Kujundzi¢ M. i sur. Klinicka patofiziologija. Zagreb, Farmaceutsko-biokemijski
fakultet, 2003.,str 5-7.

Jankovi¢ M., Markoti¢.A Virusi i apoptoza. Infektoloski glasnik. 2007;27(2):63-
70.

Zlender V., Detection of Apoptosis. Arh Hig Rada Toksikol. 2006;57(7):229-36.
Uluykaya E, Acialn C. Ari F., Iktimur E, Yilmaz Y. Glance at the methods for
detection of apoptosis qualitatively and quantitatively, Turkish J Biochem, 2011;

36(3):261-9.

40



23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

Tomac I, Seruga M; Electrochemical propetrties of Chlorogenic Acids and
determination of their content in coffee using differential pulse uvoltammetry; Int.
J. Electrochem. Sci., 2016;11:2854 — 76.

Liang N, Kitts D; Role of Chlorogenic Acids in controlling oxidative and
inflmmatory stress conditions. Nutrients. 2015;25;8.

Luongo de Matos L, Truffelli DC, Luongo de Matos MG i AParecida da Silva
Pinhal M; Immunohistrochemistry as an important tool in biomarkers detection
and clinical practice. Biomark Insights. 2010;5:9-20.

Naved M, Hejazi V, Abbas M i dr. Chlorogenic acid (CGA): a pharmacological
review and call for further research. Biomedicine & Pharmacotherapy, 2018;67-
74.

Ma Y, Gao M, Liu D; Chlorogenic acid improves high fat diet — induced hepatic

steatosis and insulin resistance in mice. Pharm. Res. 2015;32:1200-9.

Medzhitov R, Origin and physiological roles of inflammation; Nature 2008;454:
428-35.
Lawrence T; The nuclear factor NF-kappaB pathway in inflammation; Cold Spring

Harb. Perspect. Biol. 2009.

Shan J, Fu J, Zhao Z, Kong X, Huanf H, Luo L, Yin Z; Chlorogenic acid inhibits
lipopoly saccharide — induced cyclooxygenase-2 expression in RAW?264.7 cells
through suppresing NF-kB and JNK/AP-1 activation; Int. Immunopharmacol.

2003;9:1042-48.

41



8. PRILOZI

Slika 1. Ulcerozni kolitis

Slika 2. Stupnjevi zahvacenosti debelog crijeva tijekom razvoja ulceroznog kolitisa

Slika 3. Promjene na sluznici kod ulceroznog kolitisa

Slika 4. Vanjski put pokretanja apoptoze

Slika 5. Unutarnji put pokretanja apoptoze

Slika 6. Strukturna formula klorogeni¢ne kiseline

Slika 7. Utjecaj kolitisa i klorogeni¢ne kiseline (KGK) na duzinu crijeva i aktivnost
bolesti

Slika 8. Utjecaj kolitisa i klorogeni¢ne kiseline (KGK) na lokalne i sistemske promjene
Slika 9. Utjecaj klorogeni¢ne kiseline (KGK) na masu slezene tijekom kolitisa izazvanog
primjenom natrijevog dekstran sulfata (DDS)

Slika 10. Utjecaj kolitisa 1 klorogeni¢ne kiseline (KGK) na patohistoloske promjene
sluznice debelog crijeva

Slika 11. Utjecaj kolitisa i klorogeni¢ne kiseline (KGK) na izrazaj pro- i protuapoptotskih

molekula u debelom crijevu

42



9. ZIVOTOPIS

OSOBNE INFORMACIJE

Sara Varda

Supetarska Draga 237, 51280 Rab (Hrvatska)

0989914433

saravarda95@gmail.com

OBRAZOVANIJE | OSPOSOBLJIAVANIJE

06/10/2014-danas

06/09/2010-16/05/2014

10/09/2001-18/06/2010

OSOBNE VJESTINE

Materinski jezik

Strani jezici

engleski
talijanski

Komunikacijske vjestine

Poslovne vjestine

Preddiplomski sveucilisni studij Sanitarnog inZenjerstva

Medicinski fakultet Sveucilista u Rijeci, Rijeka (Hrvatska)

SSS- Jezicna gimnazija

Prva Susacka hrvatska gimnazija u Rijeci, Rijeka (Hrvatska)

Osnovna skola

Osnovna Skola SEI-Belvedere, Rijeka (Hrvatska)

Osnovna Skola Kozala, Rijeka (Hrvatska)

hrvatski
RAZUMIJEVAN]JE GOVOR PISAN]JE
SluSanje Citanje Govorna | Govorna
interakcija | produkcija
B2 B2 B2 B2 B2
B2 B2 B2 B2 B2

Stupnjevi:Al i A2-Pocetnik; B1 i B2-Samostalni korisnik; C1 i C2-Iskusni korisnik
Zajednicki europski referentni okvir za jezike

Sklonost timskom radu, komunikativna te ljubazna osoba



mailto:saravarda95@gmail.com

Digitalne vjestine

Vozacka dozvola

o odgovorna i ambiciozna

o postena

o Zzelja za uspjehom i napretku u ucenju

o motivirana za kvalitetno izvrSavanje zadataka

SAMOPROCJENA
Obrada Komunikacija Stvaranje Sigurnost | RjeSavanje
informacija sadrZaja problema

Iskusni Samostalni Iskusni Iskusni Iskusni
korisnik korisnik korisnik korisnik korisnik

Digitalne vjestine-Tablica za samoprocjenu

B

44




