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POPIS KRATICA:

AIEC — engl. adherent-invasive E. coli

AJ — engl. adherens junction — adherentna veza

AMP — antimikrobni peptidi

ATG16L1 —engl. autophagy related 16 like 1

CD —engl. Chrone disease

DAI — engl. disease activity index

DSS — engl. dextran sulfate sodium

ELISA —engl. enzyme-linked immunosorbent assay

GLUT2 —engl. glucose uniporter 2

GLUTS5 —engl. glucose uniporter 5

HERC2 — engl. HECT and RLD domain containing E3 ubiquitin protein ligase 2
HRP — engl. horseradish peroxidase

IBD — engl. inflammatory bowel disease — upalna bolest crijeva
IL10 — interleukin 10

IL26 — interleukin 26

IP — intraperitonealno

IRGM — engl. immunity-related GTPase family M

MC — metil celuloza

NF-kB — engl. nuclear factor kappa B

NOD2 — engl. nucleotide-binding oligomerization domain 2
PAS — engl. periodic acid-Schiff

PO/QD - lat. per os/quaque die

PTPN2 —engl. protein tyrosine phosphatase non-receptor type 2
SGLT1 - engl. sodium-glucose linked transporter 1

sIgA — sekretorni imunoglobulini

SIRT1 —sirtuin 1

SLC2 — engl. solute carrier 2 family

SLC5A — engl. solute carrier family 5A

SMAD3 - engl. mothers against decapentaplegic homolog 3
TAGAP — engl. T-cell activation RhoGTPase activating protein
TGF-p — engl. transforming growth factor beta



TJ —engl. tight junction — ¢vrsta veza

TNBS — 2,4,6-trinitrobenzen sulfonska kiselina
TNFAIP3 — engl. TNF alpha induced protein 3
TNF-a — engl. tumor necrosis factor alpha



1. UVOD

Ljudsko tijelo posjeduje mnogobrojne epitelne barijere koje predstavljaju granicu izmedu
okolisa i tijela. Gastrointestinalni sustav je jedna od povrSinom najve¢ih barijera, a
funkcionalno i najvaznijih zbog uloge u regulaciji imunosnog sustava, a tako i zdravlja
(Vancamelbeke i Vermeire, 2018; Helander i Fiandriks, 2014). Mukoza probavnog sustava ima
dodatnu i jedinstvenu ulogu u apsorpciji hranjivih tvari, prilikom ¢ega mora ostati nepropusna
za razli¢ite mikroorganizme koji iz okolisa dolaze u kontakt s organizmom putem hrane
(Romero isur., 2015). Regulacija sprje€avanja prolaska odredenih tvari, a propuStanjem drugih,
ostvaruje se primarno anatomskim i fizioloskim osobitostima crijeva.

Mukozni sloj predstavlja prvu liniju obrane i sprjecava izravan kontakt bakterija i
crijevnog epitela (Turner, 2009), pri ¢emu je ovaj sloj u tankom crijevu jedinstven, a u debelom
crijevu je dvostruk. Gornji mukozni sloj debelog crijeva je "rahli”, nastanjen komenzalnim
bakterijama, dok je donji sloj ¢vr§¢i i nema bakterija. U mukusu se nalaze antimikrobni peptidi
(AMP) 1 sekretorni imunoglobulini (sIgA) koji predstavljaju dodatnu liniju povrSinske obrane
od bakterija (Johansson i Hansson, 2016; Pelaseyed i sur., 2014).

Ispod mukoznog sloja nalazi se sloj epitelnih stanica koji predstavlja najjacu fizikalnu
barijeru prolaska tvari kroz crijeva. Epitelne stanice uz pomo¢ proteinskih kompleksa: ¢vrstih
veza (engl., tight junction, TJ), adherentnih veza (engl., adherens junction, AJ) i dezmosoma,
koji sudjeluju u povezivanju susjednih stanica, tvore neprekinutu barijeru koja je izmedu
ostalog nepropusna i za hidrofilne molekule. Za njihov prijenos stanice su opremljene
specificnim prijenosnim proteinima (Salim i S6derholm, 2011; Groschwitz i Hogan, 2009;
Turner, 2009).

Sam epitelni sloj crijeva nalijeZe na laminu propriju — sloj rahlog vezivnog tkiva u kojem
se nalaze stanice imunosnog sustava; T i1 B stanice te dendriticke stanice koje kao dio
prirodenog i steCenog imunosnog sustava sudjeluju u obrambenim mehanizmima crijevne
barijere (Slika 1).

Ako dode do poremecaja izlu€ivanja sluzi, oStecenja strukture epitelnog sloja ili dubljeg
sloja lamine proprije dolazi i do narusavanja funkcije crijeva kao barijere.

Ostecenja crijevne barijere su dovedene u vezu sa Sirokom lepezom bolesti, ukljucujuéi i
celijakiju, upalnu bolest crijeva (engl. Inflammatory bowel disease, IBD), karcinom debelog
crijeva, ali i1 bolesti drugih organskih sustava ili metaboli¢kih poremecaja kao Secerna bolest,

gojaznost i kroni¢na bolest jetre (ciroza). Sva navedena stanja su dovedena u vezu s
1



poremecajima u funkciji probavnog sustava, u sastavu crijevne mikroflore i prolaska antigena
kroz stijenku crijeva. Antigeni koji prolaze barijeru na ovaj na¢in kod podloznih ljudi izazivaju
lokalnu ili sistemsku nekontroliranu reakciju imunosnog odgovora (Vancamelbeke i Vermeire,
2018; Turner 2009).
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Slika 1 Prikaz crijevne stijenke s pripadajucim elementima koji cine crijevnu barijeru (TJ - évrsta veza, AJ —
adherentna veza) (preuzeto od Vancamelbeke i Vermeire, 2018)



1.1 Upalne bolesti crijeva (eng. inflammatory bowel diseases, 1BD)

IBD je zajedni¢ki naziv za dvije upalne bolesti crijeva; Chronovu bolest i ulcerozni kolitis
koje se razlikuju svojom etiologijom, razvojem i klinickim simptomima i znakovima. Obje
bolesti su kroni¢nog tijeka i karakterizirane su izmjenom faza klinickog relapsa i remisije.
Chronova bolest moze zahvatiti bilo koji dio gastrointestinalnog trakta i prezentira se
simptomima kao §to su umor, dugotrajne dijareje s ili bez krvarenja, abdominalna bol, gubitak
na tezini i groznica, dok je ulcerozni kolitis uglavnom ogranic¢en na sluznicu kolona, a simptomi
su rektalno krvarenje, ucestale stolice uz prisustvo sluzi i krvi, rektalne tenezme 1 bol u donjem
dijelu abdomena. Kako se bolest u preko 25% slucajeva javi kod djece i adolescenata, drugi
ucestali simptomi koji prate samu IBD su odgoden pubertet, izostanak rasta, nuspojave lijekova

i socijalna distanciranost (Wallace i sur., 2014; Szigethy, McLafferty i Goyal, 2010).

1.1.1 Epidemiologija

IBD je bolest koja oboljele osobe prati cijeli Zivotni vijek, a incidencija i prevalencija
IBD-a je razli¢ita u pojedinim regijama svijeta. Brojne studije su pokazale da je najveca
zabiljeZzena prevalencija IBD-a u Europi (ulcerozni kolitis 505 na 100 000 stanovnika u
Norveskoj; Chronova bolest 322 na 100 000 stanovnika u Njemackoj) 1 Sjevernoj Americi
(ulcerozni kolitis 286 na 100 000 stanovnika u SAD-u; Chronova bolest 319 na 100 000
stanovnika u Kanadi). Prevalencija IBD-a prelazi 0,3% u Sjevernoj Americi, Oceaniji i mnogim
europskim zemljama. Medutim, studije su pokazale kako je pocetkom 21. stolje¢a incidencija
u ovim podruc¢jima stabilna ili u padu, dok je od 1990-ih godina primijecen rast incidencije u
novoindustrijaliziranim zemljama u Africi, Aziji i Juznoj Americi, poglavito u Brazilu
(zabiljeZen godisnji rast od oko 13%) 1 Tajvanu (zabiljeZen godisnji rast od oko 4,5%) (Slika
2.) (Ngisur., 2018; Ng isur., 2013). Iako se autoimune bolesti u 8 od 10 slucajeva javljaju kod
zena, IBD ne prati ovaj trend. Spolne razlike u incidenciji su poznate za Chronovu bolest, pri
c¢emu se prevalencija medu spolovima mijenja ovisno o zivotnoj dobi i zemljopisnoj lokaciji.

Spolne razlike u incidenciji ulceroznog kolitisa nisu zabiljezene (Greuter i sur., 2020).
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Slika 2 Prevalencija Chronove bolesti i ulceroznog kolitisa u svijetu u razdoblju od 1990. do 2016. godine

(preuzeto od Ng i sur., 2018)



1.1.2 Etiologija

Toc¢an uzrok IBD-a je jos uvijek nepoznat. Epidemioloski podatci ukazuju na povezanost
genetskih ¢imbenika, s utjecajem okolisnih ¢imbenika (antibiotici, hrana, razli¢iti patogeni,...)
na crijevni mikrobiom te u konacnici pretjeranog i abnormalnog imunoloskog odgovora na

komenzalnu crijevnu floru (Catana i sur., 2015).

1.1.2.1 Genetski ¢imbenici

Epidemioloske i obiteljske studije pokazale su ovisnost podloznosti IBD-u 0 genetskim
¢imbenicima. Bolest je, medutim, kompleksna 1 ne moZe se objasniti utjecajem samo jednog
gena. Smatra se da su Chronova bolest i ulcerozni kolitis heterogene poligenske bolesti koje
dijele neke, ali ne sve lokuse odgovorne za podloznost razvoju bolesti (Satsangi 1 sur., 2003).
Prvi gen koji je dokazano povezan s razvojem IBD-a je NOD2 (engl. nucleotide-binding
oligomerization domain 2) koji kodira za protein uklju¢en u procese prirodenog imunosnog
sustava. Procijenjeno je da su defekti u NOD2 genu odgovorni za oko 17 % do 27 % slucajeva
Chronove bolesti pri ¢emu dendriticke stanice pacijenata s Chronovom bolesti imaju deficitarnu
indukciju autofagije i smanjenu lokalizaciju bakterija u fagolizosomima (Hanauer, 2006).

Osim NOD2, pokazano je da varijante gena odgovorne za podloZnost razvoju bolesti
ukljucuju i gene povezane s autofagijom - ATG16L1 i IRGM. Drugi geni, kao npr. za interleukin
23, PTPN2/Th17 put, TGF-B put (SMAD3) i gen za aktivaciju T-stanica (TAGAP) su dovedeni
u vezu i s autoimunim bolestima ukazujuéi na jo$ jedan aspekt patogeneze IBD-a (Wallace i
sur., 2014). Iako je sa sigurnosc¢u potvrdeno kako prisutnost ovih mutiranih gena povecava
prirodnu sklonost IBD-u, to nije garancija da ¢e pojedinac razviti IBD, §to govori u prilog
vaznosti ostalih ¢imbenika (Abreu, 2002).

1.1.2.2 Okoli$ni ¢imbenici

Ucestalost bolesti u razvijenijim zemljama te u gradovima veca je u odnosu na zemlje u
razvoju 1 seoska podrucja. Trendovi porasta incidencije u zemljama koje biljeze brz razvoj u
zadnja dva desetlje¢a ukazuju na utjecaj Sirenja tzv. zapadnjackog stila Zivota, odnosno
povezani su s promjenama u prehrani, pusenjem, izloZenosti raznim zagadivaima i
industrijskim kemikalijama (Ng i sur., 2013; Sandler i Loftus, 2004).



Kako je izlozenost infekcijama takoder jedan od ¢imbenika razvoja IBD-a, pokazalo se
da je i stupanj higijenskih navika obrnuto proporcionalan s pojavnosti IBD-a. Smatra se da bolje
higijenske navike mijenjaju crijevnu floru tako da smanjuju izlozenost odredenim bakterijama
koje su bitne za zdravlje intestinalnog sustava (Hanauer, 2006).

Jedan od glavnih rizicnih ¢imbenika za razvoj IBD-a je konzumacija duhanskih
proizvoda, posebice cigareta. Ova poveznica vrlo je kompleksna te se javljaju patofizioloski
mehanizmi svojstveni svakoj od ove dvije bolesti zasebno. Mnoge studije pokazale su
protektivni u¢inak puSenja na razvoj ulceroznog kolitisa (Hanauer, 2006). Rizik za pusace
manji je od onoga za nepuSace, no zanimljivo je kako bivsi pusaci imaju 1,7 puta veci rizik za
razvoj ulceroznog kolitisa od pojedinaca koji nikad nisu puSili (Sandler 1 Loftus, 2004).
Nasuprot tome, pusenje je znacajan rizicni ¢imbenik za razvoj Chronove bolesti. PuSaci s
Chronovom bolesti opcenito imaju loS$iji tijek bolesti, s ve¢im rizikom za relaps 1 ¢eS¢om
potrebom za kirurSkim intervencijama te veCcom dozom imunosupresivnih lijekova (Krishnan 1
Korzenik, 2002). Iznimka je Zidovska populacija Izraela, kod koje nije primijecen utjecaj

pusenja na vec¢u incidenciju Chronove bolesti (Reif i sur., 1995).

1.1.3 Patogeneza IBD-a

1.1.3.1 Imunoregulacijski defekti i izloZenost patogenima

IBD je karakteriziran poremec¢ajima u imunoregulacijskim mehanizmima u mukozi, §to
se ¢ini da je povezano s izlozenosti patogenima. Literatura ukazuje na mnoge hipoteze o
patogenezi poremecenog imunoregulacijskog mehanizma medu kojima prednjace:
disfunkcionalni imunoloski odgovor na normalne komponente lumena crijeva, infekcije
specificnim patogenima 1/ili defekti mukozne barijere prema luminalnim antigenima (Slika 3).

Normalan odnos komenzalnih bakterija i domacina je simbiotski (Hanauer, 2006).
Pretpostavlja se da izloZzenost komenzalnim bakterijama djeluje povoljno, regulacijom i
blokadom aktivacije NF-kB signalnog puta, ¢ime se sprjecava upalni odgovor crijeva na
mikrobe 1 antigene hrane kojima smo konstantno izloZeni (Podolsky, 2002). U IBD-u te

inhibicije nema. IzloZenost luminalnoj mikroflori dovodi do upalnog odgovora stanica koje



oblazu mukozu i dolazi do kroni¢nog, destruktivnog imunoloSkog odgovora (Neish i sur.,
2000).

1.1.3.2 Defekti u funkciji barijere

Zdravi crijevni epitel, s visoko razvijenim ¢vrstim spojistem kod zdravih pojedinaca
predstavlja ucinkovitu barijeru protiv luminalnih mikroorganizama. IBD je povezan s
povecanom permeabilnosti epitela crijeva Sto dovodi do prolaska mikroorganizma i njihovih
toksina preko epitelne barijere i stalne stimulacije ste¢enog imunoloskog odgovora mukoze. To
uzrokuje izlu¢ivanje razli¢itih upalnih citokina koji smanjuju ¢vrsto spojiste medu endotelnim
stanicama, $to ima za posljedicu privlacenje neutrofila iz periferne krvi u mukozu. Pretpostavlja
se da je to primarni defekt u oboljelih od IBD-a, a i studije na animalnim modelima pokazale
su tendenciju razvoja teske upale u podrucjima crijeva Cija je permeabilnost znac¢ajno povecana

(Bouma i Strober, 2003).

1.1.3.3 Razlike u sastavu mikrobioma crijeva

Mnoge studije proucavale su mikrobiom crijeva pacijenata s Chronovom bolesti 1
ulceroznim kolitisom. U upaljenim, kao i u neupaljenim segmentima, nadena je znacajno
smanjena raznolikost mikroorganizama u usporedbi sa zdravim pojedincima. U zdravim
crijevima prevladavaju bakterije roda Firmicutes i Bacteroidetes phyla, dok je u pacijenata s
Chronovom bolesti primije¢en relativni manjak ovih rodova, a povecana prisutnost
enterobakterija. Nasuprot tome, u ulceroznom kolitisu nalazi se manjak Clostridium spp., a
povecana prisutnost Escherichie coli.

U zdravom kolonu nalazi se mukozni zastitni pokrov koji se sastoji od dva sloja: vanjski,
slabo prianjajuci sloj koji je pogodan za rast bakterija, te unutarnji, ¢vrsto prianjajuci sloj koji
je u normalnim uvjetima sterilan. U IBD-u, posebice Chronovoj bolesti, prisutno je stalno
povecanje udjela E.coli u mukoznom sloju ileuma i kolona te njezina prisutnost u upalnim
granulomima podrazumijeva primarnu ulogu u patogenezi Chronove bolesti. Prianjajuci
invazivni fenotip E. coli (AIEC) koji je naden u Chronovoj bolesti karakteristian je za
bakterijsku invaziju u epitelne stanice i replikaciju u makrofagima (Pelaseyed i sur., 2014;
Zhang i Li, 2014). Takoder, pokazano je da AIEC poti¢u nastajanje granuloma in vitro, kao i in

vivo u studiji na psima boxerima (Simpson i sur., 2006).
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Slika 3 Interakcija cimbenika potrebnih za razvoj IBD-a. (preuzeto od Eichele i Kharbanda, 2017)

1.1.4 Ulcerozni kolitis, ugljikohidrati i dijabetes

U velikom broju slu¢ajeva ulcerozni kolitis prac¢en je komorbiditetima, bolestima koje su
uglavnom posljedica poremecenih imunoloskih mehanizama, kao $to su reumatoidni artritis,
multipla skleroza, lupus, psorijaza, hipotireoidizam i diabetes mellitus (Bernstein, Wajda i
Blanchard, 2005). Najces¢a od ovih bolesti povezanih s ulceroznim kolitisom ipak je diabetes
mellitus, Sto ima epidemioloske, klinicke i terapeutske implikacije (Maconi i sur., 2014).

Studija koja je uklju¢ivala vise od 1200 djece s IBD-om, pri ¢emu je 488 djece imalo
ulcerozni kolitis, a 737 je imalo CD, pokazala je viSu prevalenciju dijabetesa u djece s
ulceroznim kolitisom u usporedbi s kontrolnom skupinom (OR = 2,7, 95 % CI: 1,1-6,6),
odnosno sveukupnu prevalenciju od 2049 sluc¢ajeva na 100 000 djece. To je bilo specificno
samo za ulcerozni kolitis, dok s druge strane, povezanost s Chronovom bolesti nije bila znacajna
(OR =1,4, 95% CI: 0,5-4) (Kappelman i sur., 2011).

Zanimljiva je Cinjenica da pacijenti koji imaju IBD i psorijazu imaju znaéajno veci rizik
razvoja dijabetesa (26,7 % prema 11,0 %), za razliku od pojedinaca koji imaju samo psorijazu
(Binus i sur., 2012). U studiji koja je istraZivala poznate lokuse odgovorne za podloZnost IBD-

u i dijabetesu tipa 1 (1689 pacijenata s Chronovom bolesti, 777 pacijenata s ulceroznim



kolitisom, 989 pacijenata s dijabetesom tipa 1 i 6197 zdravih pojedinaca u kontrolnoj skupini)
identificirana su dva lokusa za ulcerozni kolitis (HERC2 and IL26) i jedan za dijabetes
(TNFAIP3) koji povezuju rizik za ove dvije bolesti (Wang i sur., 2010). Genetska povezanost
ove dvije bolesti vidi se i u monogenom obliku dijabetesa s tipi¢nim karakteristikama dijabetesa
tipa 1 (autoantitijela na p-stanice, nagli prestanak produkcije C-peptida i potreba za
nadomjestanjem inzulina), uz inzulinsku rezistenciju koja se javlja kao posljedica autosomno
dominantne mutacije u SIRT1 genu. Objavljen je slucaj obitelji koja je bila nositelj mutacije u
SIRT1 genu i svih 5 ¢lanova je razvilo autoimuni poremecaj — dijabetes tip 1 kod cetiri ¢lana
obitelji i ulcerozni kolitis kod jednog (Biason-Lauber i sur., 2013). SIRT1 suprimira ekspresiju
T'NFo., a vazno je da su obje bolesti snazno povezane s tim citokinom, a pokazalo se da terapija
TNF antagonistima poboljSava stanje pacijenata oboljelih od obje bolesti (Yoshizaki i sur.,
2010).

Osim genetske povezanosti, na ucestalost javljanja dijabetesa kod pacijenata koji ve¢
boluju od IBD-a moze utjecati i sama terapija IBD-a. Kako je IBD u osnovi poremecaj
imunoloskog odgovora (Eichele i Kharbanda, 2017; Neish i sur., 2000), kortikosteroidi
predstavljaju lijek izbora za kontroliranje akutne bolesti. Malo je podataka o izravnoj
povezanosti glukokortikoida i dijabetesa kod IBD pacijenata (Maconi i sur., 2014). Medutim,
veliki broj studija pokazuje izravnu povezanost lijecenja kortikosteroidima s hiperglikemijom
(Clore i Thurby-Hay, 2009), ili ¢ak s poviSenim rizikom za razvoj dijabetesa (Maconi i sur.,
2014; Blackburn, Hux 1 Madami, 2002,). Takoder, za glukokortikoide je poznato da izazivaju
rezistenciju na inzulin (Capristo i sur., 1999), metabolicko stanje kod kojeg se inzulin iz
razli¢itih razloga slabije veze na receptor ili je sama ekspresija receptora niza, §to rezultira
kompenzatornom hiperinzulinemijom i hiperglikemijom (Wilcox, 2005).

Zanimljivo je da je sve veci broj studija koje ukazuju i na mogucénost da bi velike
koli¢ine Secera u hrani mogle utjecati na razvoj IBD-a. Takozvana "zapadnjacka prehrana"
(engl. Western diet) je bogata rafiniranim $ecerima, umjetnim zasladiva¢ima i mastima, a
dovedena je u izravnu vezu sa pove¢anom incidencijom IBD-a (Forbes i sur., 2017; Racine i
sur., 2016) 1 s pogorSanjem simptoma (Eppinga i Peppelenbosch, 2016; Limdi, Aggarwal i
Mclaughlin, 2016). Medutim, nisu svi ugljikohidrati odgovorni za poticaj razvoja IBD-a jer se
prehranom bogatom vlaknima mogu ponistiti u¢inci jednostavnih i rafiniranih Secera na razvoj
IBD-a (Racine 1 sur., 2016). Smatra se da je pozadina suprotnog ucinka ova dva tipa
ugljikohidrata na IBD u metaboliziranju dugolancanih ugljikohidrata u masne kiseline kratkog

lanca od bakterijske mikroflore, jer je u stolici IBD pacijenata pronadena smanjena koli¢ina



masnih kiselina kratkog lanca (Takahashi i sur., 2016; Huda-Faujan i sur., 2010). Takoder je
pokazano da kratkotrajna konzumacija vece koli¢ine Secera povecava broj bakterija koje mogu
narusiti integritet mukoznog omotaca (Khan i sur., 2020) i propusnost crijevne stijenke, dok je
dodatak acetata u pitkoj vodi prije izlaganja hrani s visokim udjelom Seéera pozitivno utjecao
na propusnost crijevne stijenke umanjivsi utjecaj jednostavnih ugljikohidrata (Laffin i sur.,
2019).

1.2 Animalni modeli IBD-a

Animalni modeli IBD-a (Tablica 1) predstavljaju koristan alat za karakterizaciju osnovnih
mehanizama ovih bolesti, identificiranja novih potencijalnih terapijskih meta i testiranje novih
lijekova. Razvijeni su raznoliki modeli za proucavanje IBD-a s razli¢itim nac¢inima indukcije
bolesti: spontano ili prirodeno, kemijski, uz pomo¢ mikroorganizma, prijenosom imunosnih
stanica, te s isklju¢enim genima koji su dovedeni u vezu s razvojem bolesti (tablica 1). Ni jedan
od ovih modela u cijelosti ne moze reproducirati slozenu klinicku sliku i histopatoloske
promjene prisutne kod IBD-a u ljudi, ali koriste¢i navedene modele moze se pribliZiti
odredenim karakteristikama ljudske bolesti u vecoj ili manjoj mjeri pri ¢emu se dobije uvid u
osnovne principe patogeneze IBD-a. Prema tome, ovisno o cilju i aspektu istrazivanja treba se
odabrati optimalan model (Eichele i Kharbanda, 2017).

Modeli koji ukljuc¢uju kemijsku indukciju kolitisa koriStenjem dekstran natrij sulfata
(DSS) ili 2,4,6-tri-nitro-benzen-sulfonske kiseline (TNBS) najéesc¢e su koristeni modeli, zbog
njihove brzine i jednostavnosti induciranja upalnog odgovora. Helicobacter bilis inducirani
kolitis u MDR1a—/— i IL-10—/— knockout miSeva korisni su modeli za ispitivanje defekata u
funkciji intestinalnih epitelnih stanica. Modeli adoptivnog transfera bolje prikazuju ulogu T
stanica u razvoju IBD-a. Ovi modeli koriSteni su rjede, no unato¢ tome Sto su dugotrajniji i
zahtijevaju veci broj zivotinja, bolje prikazuju kroni¢nu upalu kakvu nalazimo u ljudi s IBD-

om (Bang i Lichtenberger, 2016).
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Tablica 1 Pregled animalnih modela za IBD (preuzeto od Bang i Lichtenberger 2016)

C3H/HejBir DSS Salmonella CD45RB"~SCID HLA-B27 IL-10—/—

Cotton top TNBS (DNBS) Adherentno BMC—CD3¢ Tge26 STAT-4 TGF-B—/—
tamarin invazivni
SAMP1/Yit Oksazolon E.coli Hsp60 specific N-cadherin IL-2—/—
CD8+
cells—>TCR pB—/—

Octena kiselina IL-7 Tg NOD2-/—

Karagenan HSV tirozin kinaza A20—/—
Indometacin MDRIla—/—

Jodoacetamid IL-23—/—

XBP1-/—
NEMO—/—

TNBS - 2,4,6-trinitrobenzene sulfonic acid; DNBS - 2,4-dinitrobenzene sulfonic acid; SCID - severe combined immune
deficiency disease; STAT - signal transducers and activating transcription; BMC - bone marrow cells; HSP - heat shock
protein; HSV - herpes simplex virus.

1.2.1 DSS model kolitisa

Primjena dekstran natrij sulfata (DSS), supstance koja izaziva kolitis s antikoagulacijskim
svojstvima, u vodu za pi¢e C57BL/6 miSeva jedan je od najkoristenijih pristupa za induciranje
IBD-a. Ovaj model prvi puta su opisali Okayasu i suradnici (1990). Prednosti ovog modela su
jednostavnost, niza stopa smrtnosti u usporedbi s modelom kolitisa izazvanog TNBS-om i jasno
definiran tijek bolesti koji se da jednostavno kontrolirati, za razliku od nekih spontanih modela
u genetski modificiranih miSeva (Eichele i Kharbanda, 2017; Melgar i sur., 2008). DSS sam po
sebi ne izaziva upalu, ve¢ predstavlja izravni toksin za crijevni epitel. Tijekom trajanja pokusa,
epitel kolona erodira, omogucavaju¢i bakterijama, bakterijskim produktima i ostalim
antigenima iz hrane prodiranje u mukozu, ¢ime se poti¢e upala. Za izazivanje kolitisa se koristi
isklju¢ivo DSS molekularne tezine od 40-50 kDa jer ostale molekularne tezine nisu u stanju
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pro¢i kroz mukoznu barijeru do crijevnog epitela i ne izazivaju ostecenja, a samim tim i ne
dolazi do upale. DSS model je posebno prakti¢an jer se manipulacijom koncentracije DSS i
rezima primjene moze posti¢i akutni, kroni¢ni ili recidiviraju¢i tijek upale (Bang i
Lichtenberger, 2016; Chassaing i sur., 2014). Od laboratorijskih glodavaca najcesée se koriste
misevi, ¢eS¢e muzjaci, i to sojeva osjetljivih na DSS; C57BL/6, BALB/C i C3H/Hel koji se
izlazu 1,5% - 3% DSS-u kroz razdoblje od 6 do 10 dana. Kronicitet se postize izmjenjujuc¢im
ciklusima izloZenosti i bez izlozenosti DSS-a kroz razdoblje od nekoliko tjedana. U tom periodu
razvijaju se simptomi ¢iji intenzitet raste sukladno duljini vremena izloZenosti DSS-u; dijareja
1 krv u stolici te gubitak na tezini (Eichele 1 Kharbanda, 2017; Kiesler, Fuss i1 Strober, 2015;
Randhawa i sur., 2014; Wirtz i sur., 2007). Uz miSeve, i Stakori, posebice soj Sprague-Dawley,
predstavljaju prikladnu vrstu za ovaj model (Martin, Beriou i Josien, 2016; Randhawa i sur.,
2014; Gaudio isur., 1999).

Patohistoloske promjene postaju vidljive ve¢ 1 nakon jednog dana izloZenosti DSS-u.
Dolazi do promjene u ekspresiji TJ proteina okludina, klaudina u zonuli occludens. Ova
promjena je sukladna nastupu bolesti kod ljudi za koju se smatra da je osnova sindroma
propusnog crijeva i prolaska antigena u dublje strukture crijevne stijenke. Pocetna blaga dijareja
s pojacanjem propusnosti stijenke postaje sve intenzivniji, javlja se krvarenje, a moze do¢i i do
uginuca. Intenzivnije histoloske promjene se ocituju u gubitku vrcastih stanica i mucina, erozije
epitela, ulceracije i infiltracije granulocita u laminu propriu i submukozu. Kod kroni¢ne
izloZzenosti DSS-u dolazi do poremecaja u strukturi kripti, prosirenje prostora izmedu miSi¢nog
sloja 1 baze kripti, limfocitoze i apscesa, §to odgovara patoloskim promjenama kod ljudi
(Chassaing i sur., 2014; PerSe i Cerar, 2012). Produzena izloZzenost DSS-u moze dovesti i do
razvoja adenokarcinoma.

Prilikom postavljanja protokola studije dobro je imati na umu da, za razliku od IBD-a kod
ljudi, za razvoj bolesti u ovom modelu nisu potrebne T i B stanice — nositelji steCene imunosti,
pa je model izrazito pogodan za istraZivanje uklju€enosti prirodnog imuniteta. Ovdje posebnu

ulogu imaju SCID i RAG-KO sojevi miSeva koje karakterizira iskljucenje ste¢enog imuniteta
(Chassaing i sur., 2014).
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1.3 Ekspresija prijenosnika monosaharida na membrani enterocita i prijenos

glukoze preko crijevne barijere

Prijenos monosaharida preko stanicne membrane posredovan je dvjema porodicama

stani¢nih prijenosnika. Prva porodica, SLC2 (engl., solute carrier 2 family) kod ljudi ukljucuje
14 izoformi od kojih sve mogu prenositi heksoze i poliole, a prvih pet je najdetaljnije istrazeno
i one su ukljucene u prijenos glukoze i fruktoze neovisno o natriju. Od spomenutih 14 izoformi
glukozni uniporter 2 (engl., glucose uniporter 2, GLUT2) i glukozni uniporter 5 (GLUTS5) su
aktivno ukljuceni u prijenos monosaharida kroz stijenku crijeva kod ljudi 1 laboratorijskih
glodavaca (Mueckler i Thorens, 2013; Drozdowski i Thomson, 2006).
GLUT2 je prijenosnik niskog afiniteta, ali visokog kapaciteta za glukozu (Km~ 17mM) koji je
eksprimiran na bazolateralnoj membrani crijeva i to prvenstveno u tankom crijevu gdje se i
odvija najvec¢i udio apsorpcije glukoze upravo posredstvom ovog prijenosnika (Drozdowski i
Thomson, 2006). Osim u probavnom sustavu, eksprimiran je u jetri, bubrezima, [3-stanicama
gusterace, neuronima, astrocitima i tanicitima (Thorens, 2014). U crijevima, prilikom prijenosa
glukoze iz stanice u medustani¢ni prostor potpomognutom difuzijom, GLUT2 igra ulogu
proteina nosaca. Osim glukoze, GLUT2 je u moguénosti sudjelovati u prijenosu s niskim
afinitetom D-galaktoze (Km~ 92 mM) i fruktoze (Km~ 92 mM) te D-glukozamina s visokim
afinitetom (Km~ 0.08 mM). Zanimljiva je ¢injenica da se ekspresija GLUT2 prijenosnika moze
ocitovati na suprotnom, apikalnom kraju stanice kada se u lumenu crijeva nalazi izrazito velika
koncentracija glukoze, pri ¢emu je navedena translokacija prijenosnika mehanizam
maksimizacije apsorpcije glukoze (Koepsell 2020; Mueckler i Thorens, 2013).

Druga porodica kod ljudi ukljucuje 11 izoformi kodiranih SLC5A (engl., solute carrier
family 5A) genima. Prijenosnici ove porodice su koprijenosnici, §to zna¢i da za svoje
funkcioniranje moraju imati dva supstrata; u ovom slucaju natrij i glukozu (Drozdowski i
Thomson, 2006, Wright i Turk, 2004). Prijenosnik glukoze ovisan o natriju (engl., sodium-
glucose linked transporter 1, SGLT1) je najvazniji ¢lan ove porodice koji je eksprimiran u
probavnom sustavu, pri ¢emu je ekspresija najvi$a u jejunumu. Osim u probavnom sustavu,
nalazi se jo$ i u bubrezima, zausnoj, podvili¢noj i podjezi¢noj Zlijezdi, prostati, jeziku, o€ima,
gusteraci, plu¢ima i u maternici (Maduni¢ i sur., 2017). Suprotno od prijenosnika GLUT?2,
SGLT1 ima visoki afinitet te niski kapacitet za glukozu, a prvenstveno je eksprimiran na
apikalnom kraju stanice i odgovoran je za apsorpciju glukoze iz lumena crijeva u stanicu (Baud
i sur., 2016; Wright i Turk, 2004).

13



Osim GLUT2 i SGLT1, koji izravno sudjeluju u prijenosu glukoze kroz enterocite, u tom
prijenosu neizravno sudjeluje i tre¢i prijenosnik ¢ija je funkcija pribavljanja dovoljno iona
natrija kako bi se neometano odvijao prijenos glukoze. Natrij-kalij pumpa (Na*/K* ATP-aza)
je transmembranski protein koji uz prijenos natrija i kalija regulira neuralnu signalizaciju,
homeostazu iona i miSi¢nu kontrakciju (Thorseni sur., 2014; Wang i O'Doherty, 2012).

Prijenos glukoze je omogucen gradijentom natrija kojeg odrzava natrij-kalij pumpa na
bazolateranoj membrani enterocita izbacujuci tri atoma natrija u medustani¢ni prostor pri cemu
u enterocit unosi dva atoma kalija (Slika 4). Na suprotnom, apikalnom kraju enterocita, SGLT1
nadoknaduje 2 atoma natrija pri ¢emu simultano unosi i jednu molekulu glukoze iz lumena
crijeva u enterocit. Dodatni atom natrija, potreban da se nadoknade izgubljena tri na
bazolateralnoj membrani, unosi se uz pomo¢ natrij kloridnog kotransportera. U konacnici
molekula glukoze olakSanom difuzijom izlazi iz enterocita u medustanicni prostor. loni takoder

difundiraju kroz ionske kanale u stani¢noj membrani, a mogu¢ je i prolaz kroz medustani¢ne
prostore (Thorseni sur., 2014).
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Slika 4 Prijenos glukoze kroz enterocit (preuzeto od Thorseni sur., 2014)
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U literaturi su dostupni podaci o aktivnosti prijenosnika monosaharida u poremecajima
koji mogu voditi IBD-u ili se javljaju simultano s upalnom bolesti crijeva pa je tako
translokacija GLUT2 kod velikih koncentracija glukoze u lumenu crijeva (Mueckler i Thorens,
2013) inhibirana inzulinom. Kod rezistencije na inzulin, inhibitorni ucinak izostaje, $to bi
moglo doprinositi poveéanoj apsorpciji glukoze (Tobin 1 sur., 2008). Apikalna ekspresija
GLUT?2 je takoder opisana i u debelom crijevu pacijenata koji imaju IBD, no ne navodi se jesu
li pacijenti rezistentni na inzulin ili kakav im je dijabeticki status (Merigio i sur., 2018).
Medutim, Dyer 1 sur. (2002) navode da su kod dijabetickih pacijenata povecane ekspresije
SGLT1, GLUT2 i GLUTS prijenosnika na stijenci crijeva. Dokazano je i da isklju¢enje GLUT2
kod miSeva vodi k stanju slicnom restrikciji kalorija, pri ¢emu dolazi do promjene sastava
bakterijske mikroflore 1 poboljSanja upalnog statusa kod miSeva kojima je isklju¢en gen
(Schmitt i sur., 2017).

Takoder, dokazana je povecana ekspresija koprijenosnika SGLT1 u duodenumu i ileumu
kod akutnog i kroni¢nog kolitisa izazvanog DSS-om, a postoje i naznake promjene ekspresije
GLUT?2 prijenosnika (Park i sur., 2019), medutim nema dokaza o ekspresiji navedenih proteina

u najveem segmentu crijeva — jejunumu i onom najvaznijem za IBD — kolonu.
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Iz pregleda literature jasno je vidljiva povezanost metabolizma ugljikohidrata, IBD-a i
Secerne bolesti. Takoder, ocita je i uloga prijenosnika monosaharida kod navedenih stanja. lako
postoje radovi koji potvrduju promjenu ekspresije prijenosnika monosaharida u odredenim
segmentima crijeva prilikom kolitisa izazvanog DSS-om, ne postoji potpuna slika ekspresije
prijenosnika uklju¢enih u prijenos monosaharida — SGLT1, Na*/K* ATP-aze i GLUT2 kroz
stijenku crijeva u svim njihovim segmentima.

Cilj ovog rada je utvrditi ekspresiju prijenosnika uklju¢enih u prijenos glukoze u
gastrointestinalnom sustavu; natrij-glukoza kotransportera 1 (SGLT1), glukoznog transportera
2 (GLUT2) i natrij-kalij ATP-aze (Na*/K*ATP-aze) u mi§jem DSS modelu mjerenjem proteina
u stijenci crijeva koriste¢i Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) test. Osim toga,

promatrat ¢e se i utjecaj farmakoloSkog standarda na ekspresiju navedenih transportera.
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3. MATERIJALI | METODE
3.1 Zivotinje

3.1.1 Identifikacija Zivotinja

*  Vrsta: mi§

» Soj: C57BL/6

*  Spol: muski

* Porijeklo Zivotinja: Charles River, Njemacka
» Dob: 8 tjedana pri dolasku

* Tjelesna tezina: ~ 20-25 g pri dolasku

* ldentifikacija: 1 — 54

» Brojgrupa: 3

« Datum dolaska: 30.10.2019.

3.1.2 Briga o Zivotinjama

Aklimacijski period: Minimalno 5 dana

Smjestaj: Kavezi s ¢vrstim podom (TECNIPLAST kavezi, tip III, materijal polisulfonat,
povrsine 425 mm x 266 mm x 185 mm). U pojedinaénom kavezu bilo je smjeSteno 10 Zivotinja.
Unutra$njost kaveza u kojima borave miSevi obogacaje se dodatkom materijala za izradu
lezista; na debelom sloju stelje od mljevenog klipa kukuruza debljine do 4 cm, uz dodatak
papirnatog GLP certificiranog skloniSta i drvenog prutic¢a za glodanje.

Sobna temperatura: 22°C + 2

Relativna vlaznost zraka: 55 £10 %

Izmjena zraka: 15 - 20 puta po satu

Ciklus svjetla i tame: 12 sati svjetla (7:00 do 19:00 h), 12 sati tame

3.1.3 Prehrana

Hrana: peleti za glodavce ad libitum (SDS VRF 1 (P), Charles River, UK)
Voda: voda za pice iz slavine (boce TECNIPLAST S.p.A. Italy) ad libitum.
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3.1.4 Raspored zivotinja po grupama

Dan prije pocetka pokusa sve zivotinje su nasumice rasporedene u grupe prema tjelesnoj
tezini, kao $to je navedeno u tablici 2. Svaki kavez imao je oznaku na kojoj je bilo ¢itljivo
ispisano: broja pokusa, broja kaveza i Zivotinja te vrstu aplikacije 1 vrijeme uzorkovanja.
Zivotinje su rasporedene u tri grupe:

1. kontrolna grupa nosaca (0,5 % metil celuloza) u kojoj su se nalazile zivotinje koje su
za vrijeme pokusa dobivale vodu;

2. grupanosaca (0,5 % metil celuloza) u kojoj su se nalazile Zivotinje kojima je za vrijeme
pokusa izazivan kolitis s 3% DSS-om;

3. grupa tretirana referentnim spojem - ciklosporinom A (80 mg/kg/PO/QD) otopljenim

u nosacu (0,5 % metil celuloza), a kojima je za vrijeme pokusa izazivan kolitis s 3 % DSS-om.

3.2 Materijali

U pokusu su koristene sljedece kemikalije 1 drugi materijali:

« Xylazine 2% (2 mg/mL), Alfasan International B.V., Woerden, Nizozemska

« Narkamon (100 mg/mL ketamine chloride), Bioveta, a.s., Republika Ceska

« Kolliphor HS 15; Sigma-Aldrich, 42966-1KG, Njemacka

» Methyl cellulose (MC), Sigma Aldrich, M0262-500g, Njemacka

« Dextran sulfate sodium salt reagent grade: MP Biomedicals, cat.no. 160110 (36-50
kDa), Kanada

« Aqua pro injection, Hrvatski zavod za transfuzijsku medicinu

» Shandon Formal-Fixx-10 % Neutral Buffered Formalin, Thermo Fisher Scientific,
(Cat. N0.9990244), SAD

« Neoral-Sandimmun — Cyclosporine, LOT: ADP445249, Novartis, Belgija

» Sigmafast, protease inhibitor tablets, EDTA-Free, Sigma-Aldrich, S8830, Njemacka

« Mouse Insulin ELISA kit, cat no. MBS038565, MyBioSource, SAD

« Mouse Serum Amyloid A (SAA) ELISA Kkit, cat no. MBS776916, MyBioSource,
SAD

« Mouse Sodium/Glucose Cotransporter 1 (SGLT1) ELISA Kit, cat no. MBS750205,
MyBioSource, SAD
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* Mouse Glucose Transporter 2 (GLUT2) ELISA kit, cat no. MBS728429,
MyBioSource, SAD

* Mouse Na-K-ATPase ELISA kit, cat no. MBS3806693, MyBioSource, SAD

* Perjodna kiselina, Cat. No. 100524, MERCK, Njemacka

« Schiffov reagens, Cat. No. 109033, MERCK, Njemacka

» Kalijev Metabisulfit, Cat. No. 105057, MERCK, Njemacka

* 100% Etanol, Cat. No. 100983, MERCK, Njemacka

*  96% Etanol, Cat. No. 100971, MERCK, Njemacka

* Xylol, Cat. No. 108681, MERCK, Njemacka

+ Cytoseal XYL, Cat. No. 8312, Thermo Fisher Scientific, SAD

3.3. Plan izvodenja pokusa

Tablica 2 Plan izvodenja pokusa

Upalni

. - Referentni Terminalni postupci
Broj poticaj _ Doza i nacin Bolus
Grupa Spoj Dan 8

Zivotinje  Dan 1- administracije glukoze .
o Dan 1-dan 7 (uzorkovanije)
an

0,5% metil . Ocjena konzistencije stolice
Voda celuloza ) 2 glkg . Ocjena fekalnog krvarenja
(MC) . Tjelesna masa
. Indeks aktivnosti  bolesti

(ukupna ocjena)

0.5% metil . Duljina kolona
0 TeZina kolona
DSS Ce(:\L:II(C:))Za . 29/kg . Omjer duljine i tezine kolona
3%u - Hematologija
vodiza | __ _ g SGLT1, GLUT2, Na'/K*
pice Ciklosporin ATP-aza, inzulin i amiloid A protein
0 S%Ametil 80mg/kg - LA : . e
' QD/PO 0 Histopatologija (Nishitani
celuloza ocjena)
(MC)
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3.3.1 Eksperimentalni postupci

DSS prah je otopljen u vodi za pice (3 g DSS 36-50 kDa u 100 mL vode za pice za 3 %
otopinu) te mijeSan magnetskom mijesalicom na sobnoj temperaturi dok nije postignuta
bezbojna otopina. Otopina je priredivana svakodnevno kroz 7 dana. Zivotinje u grupi 1 dobivale

su samo vodu. Sve grupe imale su slobodan pristup vodi (ili DSS otopini).

3.3.2 Priprema formulacije i tretman

S tretmanom se pocelo prvog dana i trajao je do sedmog dana studije.
Priprema referentnog spoja ciklosporina A:
e (Ciklosporin A pripremljen je mijeSanjem 320 pl komercijalne otopine ciklosporina
A (100 mg/kg) s 3680 pl 0,5% metil celuloze (MC) kako bi se postigla konacna
koncentracija od 8 mg/mL. Volumen administracije bio je 10 mL/kg. Ciklosporin je
pomocu intragastri¢ne sonde administriran neanesteziranim zivotinjama u grupi 5 i
6 u koncentraciji od 80 mg/kg per os (PO) jednom dnevno. Prije svakog doziranja

pripremljena je svjeza otopina ciklosporina.

3.3.3 Dnevni postupci

Prije pocetka eksperimenta, zivotinje su nasumicno rasporedene u grupe kako bi se
ujednacile srednje vrijednosti tjelesnih masa medu grupama i eliminirale zivotinje koje su
preteske ili prelagane. Kroz vrijeme trajanja eksperimenta, zivotinje su vagane svakodnevno,
pocevsi s prvim danom, prije prvog DSS upalnog poticaja. Postotak promjene tjelesne mase
racunat je svakog dana, kako bi se osiguralo da zivotinje ne gube previse na tjelesnoj masi.

Utvrdivanje indeksa aktivnosti bolesti (engl. Disease Activity Index, DAI):

Kako bi se procijenio stupanj kolitisa, svakog dana se ra¢unao DAI, kao skupna ocjena
tri parametra: a) gubitka na masi b) konzistencije stolice i c) kolorektalnog krvarenja.
Maksimalna skupna ocjena je 12. Pocetna klinicka ocjena procijenjena je prvog dana i

ocjenjivanje se provodilo svakodnevno do kraja studije.
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a) Zivotinje su vagane svakodnevno, po¢evii s prvim danom, prije prvog DSS upalnog
poticaja. Postotak promjene tjelesne mase racunao se prema formuli: [(teZina na dan X
— pocetna tezina)/pocetna tezina] x 100

b) Uzorci stolice prikupljani su svakodnevno. Uzorci su stavljani u Eppendorf tubice
zapremine 2 mL u kojima je bio 1 mL vode i vorteksirani na maksimalnoj brzini 3-5
sekundi. Ocjenjivanje konzistencije stolice provodilo se na sljede¢i nacin: ocjena 0 za
¢vrsto formiranu stolicu, ocjena 1 za formiranu, ali meku stolicu, ocjena 2 za meku i
slabo formiranu stolicu, ocjena 3 za polutekucu stolicu i ocjena 4 za potpuno tekucu
stolicu. Slikovni prikaz ocjenjivanja konzistencije stolice prikazan je na slici 5.

c) Kolorektalno krvarenje ocjenjeno je ocjenom 0 ako nije bilo vidljivih tragova krvi oko
analnog podrucja, ocjenom 2 ako je bilo male koli¢ine vidljivih tragova krvi ili ugrusaka
oko analnog podrucja i ocjenom 4 ako je prisutno jako krvarenje i vidljivi tragovi krvi
oko analnog podrucja.

Ocjene promjene tjelesne mase izrazene pomocu brojeva od 1 do 4 te ocjene konzistencije

stolice i kolorektalnog krvarenja prikazane su u tablici 4.

. N
v Y ¥

0 point 1 point 2 points 3 points 4 points

Slika 5 Slikovni prikaz ocjenjivanja konzistencije stolice
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Tablica 3 Indeks aktivnosti bolesti (DAI)

Gubitak Ocjena Konzistencija Kolorektalno Ocjena

tjelesne mase stolice krvarenje

(%)

Formirana i évrsta Odsutno

1 Formirana i meka 1

6-10% 2 Meka i slabo 2 Prisutno 2
formirana
11-15% 3 Polutekuca 3

4 Tekucéa 4 Jako 4

3.4 Mjereni pokazatelji

e Ocjena konzistencije stolice

e Ocjena fekalnog krvarenja

e Tjelesna masa

e Indeks aktivnosti bolesti (skupna ocjena)

e Duljina kolona

e Hematologija

e Glukoza

e SGLT1, GLUTZ2, Na+/K+ ATP-aza, inzulin i serumski amiloid A protein (ELISA)

e Histopatologija (Nishitani ocjena)
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3.5 Terminalni postupak

3.5.1 Priprema anestezije

Zivotinje su anestezirane prikladnom dozom anestetika ketamina/ksilazina (80 mg/kg/ 16
mg/kg/intraperitonealno (IP)) koja dovodi do dubokog sna i miorelaksacije.

e Radna otopina
o 1mL ketamina (Narkamon)
o 0,2 mL ksalazina

o 9 mlL fizioloske otopine

3.5.2 Uzorkovanje

Na dan testiranja, svim Zivotinjama je oduzeta hrana 6 sati prije testa, a imale su slobodan
pristup vodi za pi¢e. U prethodno definiranim vremenskim toCkama, koncentracija glukoze
mjerena je ACCU-CHEK performa glukometrom (Roche Diagnostic GmbH) i izrazena u
mmol/L s granicom detekcije 35 mmol/L.

Glukoza je mjerena u sljede¢im vremenskim to¢kama: 0’ (neposredno prije davanja D-glukoze)
130°, 60’ te 180’ nakon davanja D-glukoze (2 g/kg) intragastricnom sondom.

Prije zrtvovanja, miSevima je intraperitonealno (IP) administrirana anestezija,
kombinacija ketamina i ksalazina.

Krv se skupljala krvarenjem jugularne vene. Za skupljanje krvi koriStene su epruvete za
serum koje sadrze inhibitore proteaza (Sigmafast — 62 uL na 0.5 mL krvi), nakon Cega su
ostavljene 30 minuta kako bi se krv spontano zgrusala. Sljedeci korak je centrifugranje uzoraka
krvi 15 minuta na 3500 rpm i temperaturi 21 — 22°C. Nastali serumi odvojeni su i alikvotirani
u polipropilenske epruvete. Alikvoti seruma zamrznuti su na -20°C za daljnje biokemijske
analize (inzulin i serumski amiloid A protein). Mali volumen pune krvi (250 uL) skupljen je u
epruvete s Ko-EDTA za hematoloske analize koje su provedene odmah po uzorkovanju na

automatiziranom hematoloskom analizatoru Sysmex XT-2000iV.
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Nakon uzorkovanja krvi, otvorena je peritonealna Supljina i izvadena su crijeva. Tanko i
debelo crijevo mjerilo se ravnalom, od Zeluca do cekuma (tanko crijevo) i od cekuma do anusa
(debelo crijevo), pri ¢emu se duljina cekuma izostavljala, i izmjerene vrijednosti su se unosili
u tablicu. Crijeva su isprana ledenom fizioloskom otopinom i potom vagana.

Za histolosku obradu, uzeta su 3 transverzalno odrezana uzorka duljine 4-5 mm svakog
od pet dijelova crijeva (duodenum, jejunum, ileum, proksimalni i distalni kolon).

Mali dio preostalih segmenata crijeva (30 - 60 mg) pohranjen je na -80°C za daljnju analizu
ELISA metodom koja ¢e se provoditi za SGLT1, GLUT2 i Na*/K" ATP-azu.

3.6 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) test

3.6.1 ELISA — inzulin

Za kvantitativno odredivanje koncentracije inzulina koriSten je mis$ji inzulin ELISA kit
proizvodaca MyBioSource koji koristi sandwich princip. Mikrotitarska plo¢ica oblozena je
monoklonalnim antitijelom specifi¢nim za inzulin. U jaZice se dodaju standardi (50 uL) 1-6,
odnosno uzorci seruma (50 pL). Koncentracije standarda su 3.12 mIU/L, 6,25 mIU/L, 12,5
mlU/L, 25 mIU/L, 50 mIU/L 1 100 mIU/L. Zatim se u jazice dodaje 100 uL konjugiranog HRP-
poliklonalnog antitijela (HRP — engl. horseradish peroxidase) specificnog za inzulin. Slijedi
inkubacija 60 minuta na 37°C. Nakon inkubacije, ploCica se ispire s otopinom za ispiranje
(10mL otopine + 190 mL destilirane vode). Ispiranje se ponavlja 5 puta, s razmakom od 1
minute izmedu svakog ispiranja. Nakon ispiranja, u jazice se dodaju kromogeni A i B, oba u
volmenu od 50 pL, kako bi doslo do razvoja boje. Inkubacije se odvija 15 minuta na 37°C
zaSti¢eno od svjetla. Zadnji korak je dodavanje 50 pL sulfatne kiseline koja zaustavlja reakciju
nakon Cega slijedi spektrofotometrijska detekcija inzulina na 450 nm na Tecan Infinite F500

Microplate Readeru. Obojenje je proporcionalno koncentraciji inzulina u uzorcima.
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3.6.2 ELISA — serumski amiloid A protein (SAA)

Za kvantitativno odredivanje koncentracije serumskog amiloid A proteina koriSten je
misji serum amiloid A ELISA kit proizvodaéa MyBioSource koji koristi sandwich princip.
Mikrotitarska plo¢ica obloZena je monoklonalnim antitijelom specificnim za SAA. U jazice se
dodaju standardi (50 puL) A-F, odnosno uzorci seruma i sample diluenta, u omjeru 1:4 (10 uL
seruma i 40 puL sample diluenta). Koncentracije standarda su 0 pg/mL, 0,5 pg/mL, 1 pg/mL, 2
ug/mL, 4 ug/mL i 8 pg/mL. Zatim se u jazice dodaje 100 puL konjugiranog HRP-poliklonalnog
antitijela (HRP — engl. horseradish peroxidase) specificnog za SAA. Slijedi inkubacija 60
minuta na 37°C. Nakon inkubacije, plocica se ispire s otopinom za ispiranje (10mL otopine +
190 mL destilirane vode). Ispiranje se ponavlja 5 puta, s razmakom od 1 minute izmedu svakog
ispiranja. Nakon ispiranja, u jazice se dodaju kromogeni A i B, oba u volmenu od 50 pL, kako
bi doslo do razvoja boje. Inkubacije se odvija 15 minuta na 37°C zasti¢eno od svjetla. Zadnji
korak je dodavanje 50 pL sulfatne kiseline koja zaustavlja reakciju nakon cega slijedi
spektrofotometrijska detekcija SAA na 450 nm na Tecan Infinite F500 Microplate Readeru.
Obojenje je proporcionalno koncentraciji SAA u uzorcima.

3.6.3 ELISA - GLUT2

Za kvantitativno odredivanje koncentracije GLUT2 koristen je misji GLUT2 ELISA kit
proizvodaca MyBioSource koji koristi sandwich princip.

Prije provodenja ELISE, trebalo je provesti homogenizaciju tkiva crijeva. Uzorci su
homogenizirani uredajem Precellys I Cryols Evolution, FA LO7002533, koriStenjem PBS-a i
koktela inhibitora proteaza. Priprema inhibitora preoteaza u PBS-u napravljena je neposredno
prije koriStenja prema uputama proizvodaca, 10 mL PBS-a i 1 tableta inhibitora proteaza (Mini
EASYpack ROCHE, protease inhibitor cocktail tabletes, REF: 05892970001, lot: 41410100).
Nakon dodavanja PBS-a, uzorci su centrifugirani 10 minuta 4°C i 8000 rpm u centrifugi
Eppendorf Centrifuge 5810R. Dobiveni supernatanti su odijeljeni u 2 alikvota (400 pL) i
smrznuti na -80°C do provodenja analize.

Postupak ELISE sli¢an je kao i za inzulin i SAA. Koncentracije standarda 1-6 bile su 0,
5, 10, 25, 50 1 100 ng/ml. U jaZice se dodaju standardi (50 pL), odnosno uzorci homogenata
tkiva u istom volumenu. Zbog toga Sto su uzorci homogenati tkiva, dodaje se 5 pL balance

solutiona. Zatim se u jazice dodaje 100 puL konjugiranog HRP-poliklonalnog antitijela (HRP —
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engl. horseradish peroxidase) specificnog za GLUT?2. Slijedi inkubacija 60 minuta na 37°C.
Nakon inkubacije, plocica se ispire s otopinom za ispiranje (10 mL otopine + 190 mL destilirane
vode). Ispiranje se ponavlja 5 puta, s razmakom od 1 minute izmedu svakog ispiranja. Nakon
ispiranja, u jazice se dodaju kromogeni A i B, oba u volmenu od 50 pL, kako bi doslo do
razvoja boje. Inkubacije se odvija 15 minuta na 37°C zasticeno od svjetla. Zadnji korak je
dodavanje 50 ulL sulfatne kiseline koja zaustavlja reakciju nakon cega slijedi
spektrofotometrijska detekcija GLUT2 na 450 nm na Tecan Infinite F500 Microplate Readeru.
Obojenje je proporcionalno koncentraciji GLUT2 u uzorcima.

3.6.4 ELISA - SGLT1

Za kvantitativno odredivanje koncentracije SGLT1 koristen je misji SGLT1 ELISA kit
proizvodaca MyBioSource koji koristi kompetitivni princip.

Prije provodenja ELISE, trebalo je provesti homogenizaciju tkiva crijeva.
Homogenizacija je provedena jednako kao i za uzorke Kkoristene u odredivanju koncentracije
GLUT2.

ELISA metoda za odredivanje koncentracije SGLT1 koristi poliklonalna antitijela
specifi¢na za SGLT1 i SGLT1-HRP konjugat (HRP — engl. horseradish peroxidase). U jazice
je dodano 100 pL standarda A-F, odnosno 100 pL uzorka i 10 uL balance solutiona.
Koncentracije standarda bile su 0, 250, 500, 1000, 2500 1 5000 pg/mL. Zatim se u jazice dodaje
50 uL konjugiranog HRP-poliklonalnog antitijela (HRP — engl. horseradish peroxidase)
specificnog za SGLT1. Slijjedi inkubacija 60 minuta na 37°C. Nakon inkubacije, ploc¢ica se
ispire s otopinom za ispiranje (10 mL otopine + 990 mL destilirane vode). Ispiranje se ponavlja
5 puta, s razmakom od 1 minute izmedu svakog ispiranja. Nakon ispiranja, u jazice se dodaju
kromogeni A i B, oba u volmenu od 50 pL, kako bi doslo do razvoja boje. Inkubacije se odvija
15 minuta na 37°C zasti¢eno od svjetla. Zadnji korak je dodavanje 50 pL sulfatne kiseline koja
zaustavlja reakciju nakon cega slijedi spektrofotometrijska detekcija SGLT1 na 450 nm na
Tecan Infinite F500 Microplate Readeru. Obojenje je proporcionalno koncentraciji SGLT1 u

uzorcima.
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3.6.5 ELISA — Na+/K+ ATP-aza

Za kvantitativno odredivanje koncentracije Na+/K+ ATP-aze koristen je misji Na+/K+-
ATP-aza kit proizvodaca MyBioSource koji koristi sandwich princip.

Prije provodenja ELISE, trebalo je provesti homogenizaciju tkiva crijeva.
Homogenizacija je provedena jednako kao i za uzorke koriStene u odredivanju koncentracije
GLUT2iSGLTL.

Mikrotitarska ploCica obloZena je monoklonalnim antitijelom specificnim za Na+/K+-
ATP-azu. U jazice se dodaju standardi (50 uL) A-F, odnosno uzorci seruma i sample diluenta,
uomjeru 1:4 (10 pL seruma 140 pL sample diluenta). Koncentracije standarda su 0, 1, 2,4, 8 1
16 pmol/mL. Zatim se u jazice dodaje 100 puL konjugiranog HRP-poliklonalnog antitijela (HRP
—engl. horseradish peroxidase) specificnog za Na+/K+ ATP-azu. Slijedi inkubacija 60 minuta
na 37°C. Nakon inkubacije, ploCica se ispire s otopinom za ispiranje (10mL otopine + 190 mL
destilirane vode). Ispiranje se ponavlja 5 puta, s razmakom od 1 minute izmedu svakog
ispiranja. Nakon ispiranja, u jaZice se dodaju kromogeni A 1 B, oba u volmenu od 50 pL, kako
bi doslo do razvoja boje. Inkubacije se odvija 15 minuta na 37°C zasti¢eno od svjetla. Zadnji
korak je dodavanje 50 pL sulfatne kiseline koja zaustavlja reakciju nakon cega slijedi
spektrofotometrijska detekcija Na+/K+ ATP-aze na 450 nm na Tecan Infinite F500 Microplate

Readeru. Obojenje je proporcionalno koncentraciji Na+/K+ ATP-aze u uzorcima.

3.7 HistoloSka obrada

Tanko i debelo crijevo uzorkovano je za histolosku obradu neposredno nakon izrezivanja
te zatim stavljeno u prethodno oznacene histoloske kazete, fiksirano u formalinu i ugradeno u
parafin in toto (dva bloka). HistoloSki naresci su rezani na debljinu od 3-5 um, naneSeni na
predmetno stakalce i uskladisteni do daljnje obrade.
Prije samog bojanja, naresci su trebali proc¢i postupak deparafinacije i rehidracije:
1) xylol 3x5 — min
2) 100% etanol 5 — min
3) 96% etanol 5 — min
4) 70% etanol - 5 min

5) destilirana voda - 5 min
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Nakon rehidracije naresci prolaze postupak PAS-bojanja:
1) perjodna kiselina — 10 min
2) destilirina voda — 5 min
3) Schiffov reagens — 30 min
4) kalij meatbisulfid — 3x2min, isprati u slavinskoj vodi i uroniti — 5 min
5) Mayerov hemalaum — 3 min, isprati u slavinskoj vodi i uroniti — 10 min
6) 96% etanol — 5 min
7) 100% etanol — 5 min.

Nakon bojanja narezak se naslojava medijem za pokrivanje (Cytoseal) i pokriva pokrovnicom.
PAS-obojani histoloski preparati su pregledavani i ocjenjivanje je vrSeno po kategorijama
prema Nishitani i sur. (2009) kao §to je prikazano u tablici 4. Ukupna ocjena za svaku zivotinju

odredena je kao zbroj individualnih ocjena (0-12).

Tablica 4 Histoloske ocjene upalnih promjena epitela

Tezina upale Zahvaceni Ocjena ozljede Opseg

slojevi epitela promjena

Bez promjena

Bez upale Bez upale Bez ozljede
Blaga Mukozni Narusena Tockaste

struktura epitela

Umjerena Mukozni i Erozija Multifokalne
submukozni
Teska Transmuralni Ulceracije Difuzne
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3.8 StatistiCka obrada rezultata

Za obradu podataka koriSten je program MS Excel. Statisticka obrada ucinjena je u
programu GraphPad Prism 9. Za ispitivanje statisticke znacajnosti izmedu grupa koristen je

Mann — Whitney U test. P vrijednost P < 0,05 je uzeta kao statisticki znac¢ajna.

3.9 Dobrobit Zivotinja

Sva istrazivanja koja ukljucuju zivotinje provode se u skladu s 2010/63/EU (Direktiva
2010/63/EU Europskog parlamenta 1 Vijeca od 22. rujna 2010. o zastiti Zivotinja koje se koriste
u znanstvene svrhe) i drzavnom legislativom koje reguliraju koriStenje laboratorijskih Zivotinja
u znanstvene 1 druge svrhe (Pravilnik o zaStiti Zivotinja koje se koriste u znanstvene svrhe,
2013, Zagreb, Narodne novine, broj 55 (NN 55/13)). Za ovaj diplomski rad dobiveno je
odobrenje etiCkog povjerenstva Fidelte, Institutional Committee on Animal Research Ethics
(CAREZG_13-06-14_45) te Ministarstva poljoprivrede (KLASA:UP/I-322-01/17-01/146,
URBROJ: 525-10/0255-18-4). CARE-Zg brine o tome da se ne krSe odredbe o dobrobiti
zivotinja. Sve postupke sa zivotinjama, od tretiranja do zrtvovanja i uzimanja uzoraka, izvodile
su licencirane osobe s potrebnom edukacijom za rad sa zivotinjama koje se koriste u znanstvene

svrhe.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1 Promjena tjelesne mase od dana 1 do dana 8

4.1.1 Promjena tjelesne mase

Rezultati mjerenja tjelesne mase od dana 1 do dana 8 prikazani su na grafovima 1 i 2.
Prosje¢na masa zivotinja na dan 1 bila je 24,96+0,05 g. Zivotinje u grupi tretiranoj
ciklosporinom A (80 mg/kg/PO/QD/3 % DSS) imale su znacajno veci gubitak tjelesne mase
prvih 6 dana u usporedbi s grupom tretiranom nosacem s 3 % DSS-om. Posljednja tri dana
pokusa ocit je 1 gubitak u grupi nosaca u usporedbi s kontrolnom grupom, dok Zivotinje tretirane
ciklosporinom pokazuju znacajnu razliku u promjeni tjelesne mase na dan 6 i dan 8 pokusa, pri
¢emu je na dan 6 zamjetna niza prosjecna tjelesna masa, a na dan 8 visa prosjecna tjelesna masa
od zivotinja u grupi tretiranoj nosa¢em s 3% DSS-om. Na dan 8 masa zivotinja u grupi nosac s
3 % DSS dosegla je najnizu vrijednost (prosjecno 20,98+1,33 g), dok su Zivotinje u
ciklosporinskoj grupi dosegle minimum na dan 4 (prosje¢no 21,52+1,78g). Kada se promjena
u tjelesnoj masi izrazi kao povrsina ispod krivulje grafa, grupa tretirana ciklosporinom A (80
mg/kg/PO/QD/3%DSS) pokazuje statisticki znacajan pad tjelesne mase u odnosu na grupu

tretiranu nosac¢em s 3 % DSS-om.

Tjelesna masa
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Graf 1 Promjena tjelesne mase tijekom trajanja pokusa
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Graf 2 Promjena tjelesne mase tijekom trajanja pokusa izrazena kao povrSina ispod krivulje

4.1.2 Udio promjene tjelesne mase

Udio promjene tjelesne mase od dana 1 do dana 8 prikazan je na grafovima 3 i 4. Do dana
6 Zivotinje u grupi tretiranoj ciklosporinom imale su znacajan gubitak tjelesne mase u usporedbi
s grupom tretiranom nosa¢em s 3 % DSS-om. Posljednja tri dana studije, javlja se statisti¢ki
znacajan gubitak udjela tjelesne mase grupe nosaca u usporedbi s kontrolnom grupom, dosezuci
vrhunac od prosjeéno 16,11+3,98 % gubitka na dan 8. Zivotinje tretirane ciklosporinom
pokazuju statisticki veci pad udjela tjelesne mase na dan 6, dok je osmog dana vidljiv porast
tjelesne mase u odnosu na grupu tretiranu nosa¢em s 3 % DSS-om. Kada se promjena udjela
tielesne mase izrazi kao povrSina ispod krivulje grafa, grupa tretirana ciklosporinom A (80
mg/kg/PO/QD/3%DSS) pokazuje statisticki znacajan pad tjelesne mase u odnosu na grupu

tretiranu nosac¢em s 3 % DSS-om.
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Graf 4 Udio promjene tjelesne mase tijekom cijelog trajanja pokusa izrazena kao povrsina ispod krivulje
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4.1.3 Ocjena promjene tjelesne mase

Ocjena promjene tjelesne mase od dana 1 do dana 8 prikazana je na grafovima 5 i 6. Do
dana 5, grupa tretirana ciklosporinom pokazuje znacajni porast u ocjeni promjene tjelesne mase
u odnosu na grupu tretiranu nosa¢em s 3 % DSS. Promjena u ovom periodu doseze ocjenu 3,
odnosno gubitak od 11 do 15 %. Od dana 6 do dana 8, znacajan je i porast ocjene grupe koja je
dobivala nosacs 3s% DSS-om u usporedbi s kontrolnom grupom nosaca koja je dobivala samo
vodu. I uovom slucaju ocjena doseze vrijednost 3. Grupa tretirana ciklosporinom od dana 7 do
dana 8 ima manju ocjenu od nosaca s 3 % DSS, ocjenu 2, odnosno manji gubitak na tjelesnoj
masi (6-10 %), a statisti¢ki je znacajna samo na dan 8. Kada se ocjena promjene tjelesne mase
izrazi kao povrSina ispod krivulje grafa, grupa tretirana nosacem s 3 % DSS-om pokazuje
znacCajni porast ocjene promjene tjelesne mase u odnosu na kontrolnu grupu. Grupa tretirana
ciklosporinom A (80 mg/kg/PO/QD/3%DSS) pokazuje statisticki znacajan porast ocjene pada

tjelesne mase u odnosu na grupu tretiranu nosacem s 3 % DSS-om.

Ocjena promjene tjelesne mase

-&- Kontrolna grupa nosaca 10 mL/kg/PO/QD
—4— Nosac 10 mL/kg/P0O/QD/3%DSS
-& Ciklosporin A 80 mg/kg/PO/QD/3%DSS

Ocjena promjene tjelesne mase

DANI

Mixed-effects analysis medijan+interkvartilni
raspon;
*p<0.05 vs nosa¢ 10 mL/kg/PO/QD/3%DSS

Graf 5 Ocjena promjene tjelesne mase tijekom cijelog trajanja pokusa
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Graf 6 Ocjena promjene tjielesne mase tijekom cijelog trajanja pokusa izraZena kao povrsina ispod krivulje

Pad tjelesne mase kod Zivotinja kod kojih je upalno stanje izazvano DSS-om je dobro
dokumentiran (Eichele i Kharbanda, 2017; Kiesler, Fuss i Strober, 2015; Randhawa i sur., 2014;
Wirtz 1 sur., 2007). U ovom eksperimentu, zivotinje kojima je davan DSS su ocekivano i
progresivno gubile na tjelesnoj masi, a sukladno tome povecavao se udio promjene tjelesne
mase 1 ocjena promjene tjelesne mase. Ciklosporin, referentni spoj koji dokazano olakSava
simptome kolitisa nije imao pozitivan u¢inak na pad tjelesne mase. Stovise, pad tjelesne mase,
udio promjene tjelesne mase i ocjena promjene tjelesne mase su bili intezivniji kod Zivotinja
tretiranih ciklosporinom A (80 mg/kg/PO/QD/3%DSS) nego kod Zivotinja koje su tretirana
nosacem s 3 % DSS-om, $to je bilo 1 ocekivano. Naime, iako je poznato da ve¢ i niske doze
ciklosporina u nekim stanjima utjecu na prirast (Jiang i sur., 2013), to u DSS modelu nije sluc¢aj.
Medutim, iako niske doze ciklosporina pokazuju pozitivne promjene na histoloSkim i nekim
upalnim parametrima, klinicka slika ostaje nepromijenjena (Melger 1 sur., 2008). Tek visokim
dozama ciklosporina u¢inak postaje vidljiv i na indeksu aktivnosti bolesti (Halligan i sur., 2019;
Tung, D isur., 2011).
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4.2 Ocjena kolorektalnog krvarenja od dana 1 do dana 8

Ocjene kolorektalnog krvarenja od dana 1 do dana 8 prikazane su na grafovima 7 i 8.

Od dana 4, 3 % DSS inducirao je statisticki znac¢ajno kolorektalno krvarenje u odnosu na
kontrolnu grupu, koje se pojacavalo do osmog dana pri ¢emu je doseglo ocjenu 4 u danima 7 i
8. Kolorektalno krvarenje bilo je statisticki znacajno smanjeno u grupi tretiranoj ciklosporinom
A u odnosu na grupu tretiranu nosacem s 3 % DSS-om, dok u kontrolnoj grupi nije primije¢eno
krvarenje. Prikaz rezultata kao povrSina ispod krivulje grafa pokazuje da je grupa tretirana
nosac¢em s 3 % DSS-om imala statisticki znacajnu vecu ocjenu krvarenja od kontrolne grupe i
od grupe tretirane ciklosporinom A (80 mg/kg/PO/QD/3%DSS).

5 Ocjena kolorektalog krvarenja
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Mixed-effects analysis medijan+interkvartilni raspon;
*p<0.05 vs nosa¢ 10 mL/kg/PO/QD/3%DSS

Graf 7 Ocjena kolorektalnog krvarenja tijekom cijelog trajanja pokusa
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Graf 8 Ocjena kolorektalnog krvarenja tijekom cijelog trajanja pokusa izrazena kao povrsina ispod krivulje

4.3. Ocjena konzistencije stolice od dana 1 do dana 8

Ocjene konzistencije stolice od dana 1 do dana 8 prikazane su na grafovima 9 i 10.
Grupa tretirana nosacem s 3 % DSS-om tijekom cijelog trajanja studije imala je znacajno visSu
ocjenu konzistencije stolice u odnosu na kontrolnu grupu, dosezu¢i maksimalnu ocjenu 4 na
dan 8. Znacajna razlika primijecena je i u grupi tretiranoj ciklosporinom, ¢ije su ocjene bile
znacajno niZe u usporedbi s nosacem s 3 % DSS-om, doseZuci najvisu ocjenu 1 na dan 8. Prikaz
rezultata kao povrSina ispod krivulje grafa pokazuje da je grupa tretirana nosaem s 3 % DSS-

om imala statisti¢ki znacajnu vecu ocjenu konzistenciju stolice od kontrolne grupe i od grupe

tretirane ciklosporinom A (80 mg/kg/PO/QD/3%DSS).
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Graf 9 Ocjena konzistencije stolice tijekom cijelog trajanja pokusa
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Graf 10 Ocjena konzistencije stolice tijekom cijelog trajanja pokusa izrazena kao povrsina ispod krivulje
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4.4 Indeks aktivnosti bolesti od dana 1 do dana 8

Indeks aktivnosti bolesti od dana 1 do dana 8 prikazan je na grafovima 11 i 12.
Na kraju studije, na dan 8, indeks aktivnosti bolesti bio je znac¢ajno visiu grupi nosaca tretiranoj
3% DSS-om (prosje¢no 10,35) u odnosu na kontrolnu grupu koja je dobivala samo vodu. Od
dana 2 do dana 4, grupa tretirana ciklosporinom imala je nesSto ve¢i indeks aktivnosti bolesti od
grupe tretirane nosa¢em s 3 % DSS-om, §to se moze pripisati doprinosu gubitka na tjelesnoj
masi, koji je bio ve¢i u ciklosporinskoj grupi. Ipak, tretman ciklosporinom znac¢ajno je usporio
napredak kolitisa $to je vidljivo u indeksima od dana 5 do dana 8§ koji su znaajno manji nego
u grupi nosac s 3 % DSS. Kada se indeks aktivnosti bolesti izrazi kao povrSina ispod krivulje
grafa, grupa tretirana nosacem s 3 % DSS-om pokazuje znacajno visu aktivnost bolesti u odnosu

na kontrolnu skupinu i grupu tretiranu ciklosporinom.

Indeks aktivnosti bolesti
15-

Kontrolna grupa nosaca 10 mL/kg/PO/QD
Nosac 10 mL/kg/PO/QD/3%DSS

Ciklosporin A 80
mg/kg/PO/QD/3%DSS

Indeks aktivnosti bolesti

DANI

Mixed-effects analysis medijan+interkvartilni
raspon;
*p<0.05 vs nosac¢ 10 mL/kg/PO/QD/3%DSS

Graf 11 Indeks aktivnosti bolesti tijekom cijelog trajanja pokusa
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Graf 12 Indeks aktivnosti bolesti tijekom cijelog trajanja pokusa izrazen kao povrsina ispod krivulje

Kolorektalno krvarenje i dijareja su oc¢ekivani simptomi u DSS modelu IBD-a (Eichele i
Kharbanda, 2017; Kiesler, Fuss i Strober, 2015; Randhawa i sur., 2014; Wirtz i sur., 2007). U
ovom eksperimentu, kolorektalno krvarenje je izostalo prva tri dana izazova DSS-om, medutim,
od dana 4 pa do kraja eksperimenta krvarenje se pojacalo i doseglo maksimalnu ocjenu na
osmom danu. Konzistencijom fecesa je u grupi tretiranoj nosacem s 3 % DSS-om postala meksa
od prvog dana studije i prema osmom danu je napredovala u profuzni proljev kada je dosegnuta
1 najvisa ocjena. Indeks aktivnosti bolesti, kao jasan klinicki pokazatelj napredovanja upale je
postao povisen ve¢ na prvom danu studije, a dosegao je statisticku znacajnost na danu 4 i
porastao do dana 8 u grupi tretiranoj nosatem s 3 % DSS-om. Ocekivano, tretman
ciklosporinom je smanjio intenzitet krvarenja i proljev (Halligan i sur., 2019). Medutim, zbog
visokog udjela ocjene gubitka tezine grupa tretirana ciklosporinom pokazuje znacajno visok
indeks aktivnosti bolesti u odnosu na grupu tretiranoj nosa¢em s 3 % DSS-om ve¢ od prvog
dana. Na petom danu razlike nema, i od Sestog dana jasno je vidljiv pozitivni ucinak

ciklosporina na razvoj bolesti kada je indeks aktivnosti bolesti maniji.
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4.5 Histoloska obrada

4.5.1 Nishitani ocjena u proksimalnom kolonu

Nishitani ocjena u proksimalnom kolonu prikazana je na grafu 13. Znacajna razlika je

zabiljezena u kontrolnoj grupi nosaca koja je dobivala vodu i grupi tretiranoj ciklosporinom A,

u usporedbi s grupom tretiranom nosa¢em s 3 % DSS koja je imala viSu ocjenu. Prosje¢na

ocjena u grupinosaca s 3 % DSS bila je 10,00 (IQR: 8,63 - 10,50). Prosje¢na ocjena kontrolne

grupe nosaca bila je 0, dok je u ciklosporinskoj grupi ocjena bila prosje¢no 8,00 (IQR: 5,50 -

8,75).

Ocjena

Nishitani ocjena proksimalni kolon
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#p<0.05 vs corresponding Vehicle; Wilcoxon Signed Rank Test
*p<0.05 vs corresponding Vehicle; Mann-Whitney Test

Graf 13 Nishitani ocjena u proksimalnom kolonu
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4.5.2. Nishitani ocjena u distalnom kolonu

Nishitani ocjena u distalnom kolonu prikazan je na grafu 14. Znacajna razlika Nishitani
ocjene u distalnom kolonu je zabiljeZena u kontrolnoj grupi nosaca koja je dobivala vodu i grupi
tretiranoj ciklosporinom A, u usporedbi s grupom nosaca s 3 % DSS koja je imala visu
prosje¢nu ocjenu od 9,25 (IQR: 9,00 - 10,50).

Prosje¢na ocjena kontrolne grupe nosaca bila je 0, dok je u ciklosporinskoj grupi ona

prosjecno iznosila 6,0 (IQR: 3,0-7,5).

Nishitani ocjena distalni kolon
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Graf 14 Nishitani ocjena u distalnom kolonu

HistoloSki je u debelom crijevu bila jasno vidljiva upala 1 oSteenje epitela u
proksimalnom i distalnom dijelu izazvano DSS-om, §to je potvrdeno Nishitani ocjenom
(Nishitani 1 sur., 2009). Ciklosporin je imao pozitivan u¢inak na razvoj upale u kolonu i
ostecenje epitela crijeva, Sto govori u prilog ¢injenici da je ciklosporin kvalitetan standard za

ovaj model.
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4.6 Duljina kolona na dan 8

Na dan 8 koloni zivotinja su izvadeni i ravnalom im je izmjerena duljina (od cekuma do
anusa). Rezultati su prikazani na grafu 15.

Izlaganje 3 % DSS-u kroz 7 dana induciralo je znacajno skracivanje duljine kolona u
usporedi s kontrolnom grupom koja je dobivala samo vodu. Koloni zivotinja u grupi nosaca s
3 % DSS imali su prosjecnu duljinu 5,5+0,6 cm, a koloni zivotinja kontrolne grupe nosaca
prosjecno 8,3£1,0 cm. Tretman ciklosporinom rezultirao je znacajno manjim skrac¢ivanjem

duljine kolona , pri ¢emu je izmjerena prosjecna duljina od 7,0+0,7 cm.

Duljina kolona

Duljina kolona (cm)
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Ordinary one-way ANOVA Mean=%SD;
*p<0.05 vs Vehicle 10
mL/kg/PO/QD/3%DSS

Graf 15 Duljina kolona na dan 8

Klinicki nalaz je potvrden i postmortalno gdje je doSlo do skrac¢ivanja kolona u grupi
tretiranoj nosacem s 3 % DSS-om, kao 1 znacajno smanjenje skra¢ivanja kolona nakon tretmana

ciklosporinom (Halligan i sur., 2019).
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4.7 Hematoloski parametri

4.7.1 Crvena krvna slika

Mjereni parametri crvene krvne slike bili su broj eritrocita, hemoglobin i hematokrit. U
sva tri mjerena parametra zabiljezena je znacajna razlika izmedu kontrolne grupe nosaca koja
je dobivala samo vodu i ciklosporinske grupe, u usporedbi s grupom koja je dobivala nosa¢ s3
% DSS.

Broj eritrocita prikazan je na grafu 16. Kod zivotinja u grupi tretiranoj nosacem s 3 %
DSS-om broj eritrocita bio je znacajno manji u usporedbi sa Zivotinjama u kontrolnoj grupi i
ciklosporinskoj grupi. Prosjena vrijednosti broja eritrocita u grupi tretiranoj nosacem s 3 %
DSS bila je 6,88+1,53x10'%/L, dok je u ciklosporinskoj grupi bila 9,39+1,393x10'%/L, neSto niza
nego u grupi koja je dobivala samo vodu (10,03+0,35x10'%/L).

Sli¢éni rezultati dobiveni su i za koncentraciju hemoglobina, a koji su prikazani na grafu
17. Ciklosporinska grupa imala je prosje¢nu koncentraciju hemoglobina 137,1+19,5 g/L, neSto
nizu od kontrolne grupe nosaca (149,4+5,2 g/L), dok je ona bila zna¢ajno niza u grupi tretiranoj
nosacem s 3 % DSS, prosjecno 104,2+22.1 g/L.

Hematokrit je prikazan na grafu 18. Hematokrit je pratio sliCan trend, manji pad
vrijednosti u ciklosporinskoj grupi (prosjecno 0,43+0,06 L/L) u odnosu na kontrolnu grupu koja
je dobivala samo vodu i nosa¢ (prosje¢no 0,46+0,02 L/L) te veci pad vrijednosti u grupi
tretiranoj nosacem s 3 % DSS (prosjecno 0,32+0,07 L/L).
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4.7.2 Bijela krvna slika

Rezultati mjerenja broja ukupnih leukocita te subpopulacija neutrofilnih granulocita,
limfocita, monocita i eozinofilnih granulocita prikazani su na grafovima 19-23.

Ukupan broj leukocita prikazan je na grafu 19. Kod zivotinja u grupi tretiranoj nosaéem
s3 % DSS bio je prosjecno 12,32+4,54x10°%/L, znacajno visi nego u grupi koja je dobivala samo
vodu (4,68+1,90x 10°/L). Kod zivotinja iz ciklosporinske grupe ukupan broj leukocita je bio
znacajno manji u usporedbi s grupom nosacem s 3 % DSS, prosjecno 8,3943,79x10°/L.

Sli¢éni rezultati dobiveni su za broj neutrofilnih granulocita, prikazani na grafu 20.
Kontrolna grupa nosaca imala je prosjecan broj neutrofilnih granulocita 1,19+0,58x10°/L.
Ciklosporinska grupa imala je prosjecan broj neutrofilnih granulocita 3,09+1,35x10°/L, dok je
broj neutrofilnih granulocita bio znacajno visi u grupi tretiranoj nosacem s 3 % DSS, prosjecno
4,27+1,93x10°/L.

Broj limfocita prikazan je na grafu 21. Prosjec¢an broj limfocita u grupi nosaéem s 3 %
DSS bio je 6,58+3,69x10°/L, znacajno visi od kontrolne grupe koja je dobivala samo vodu
(prosje¢no 3,24+1,80x10°L) i ciklosporinske grupe (prosjec¢no 4,29+2,23x10°/L).

Broj monocita prikazan je na grafu 22. Kod monocita je izmjerena veca promjena.
Znacajna je bila razlika izmedu grupe koja je dobivala samo vodu, prosjecnog broja
0,20+0,12x10°/L 1 grupe tretirane nosacem s3 % DSS, s prosjecnim brojem monocita
1,47+0,85x10%/L. Grupa tretirana ciklosporinom A nije pokazala statisticki znacajnu razliku u
broju monocita u usporedbi sa grupom koje je tretirana nosa¢emem s 3 % DSS-om.

Broj eozinofilnih granulocita prikazan je na grafu 23. Prosje¢na vrijednost u grupi koja je
dobivala samo vodu bila je 0,06+0,07x10°/L, dok je u grupi tretiranoj nosacem s3 % DSS
bilaznacajno niza, prosjecno 0,01+£0,01x10°L. Grupa tretirana ciklosporinom A nije pokazala

statisticki znacajnu razliku u broju monocita u usporedbi sa grupom koja je tretirana nosacem

33 % DSS-om.
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Graf 23 Broj eozinofilnih granulocita na dan 8

HematoloSki parametri su jasno naznacili da je doSlo do krvarenja i upale u grupi
tretiranoj nosacems 3 % DSS-om. Tretman ciklosporinom je pribliZio stanje onom izmjerenom
kod kontrolne skupine. Svi navedeni rezultati su potvrdili da je tretman DSS-om uzrokovao
kolitis, popracen krvarenjem i profuznim proljevom, pri ¢emu je tretman ciklosporinom A (80
mg/kg/PO/QD/3%DSS) smanjio klinicke znakove 1 popravio ople stanje Zivotinje, uz

ocCekivani gubitak tjelesne tezine.
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4.8 Glukoza

Koncentracija glukoze u krvi nakon gladovanja/davanja bolusa glukoze je prikazana na
grafu 24. Zabiljezene su statisticki znacajne razlike u koncentraciji glukoze nakon gladovanja,
pri ¢emu je kontrolna grupa zivotinja koje su pile vodu imala vecu koncentraciju od grupe
tretirane nosa¢em S 3 % DSS-om. Nakon davanja bolusa glukoze doslo je do statisticki
znacajnog povecanja koncentracije glukoze u krviu svim vremenskim to¢kama (t = 30, 60, 180
min) uzorkovanja u usporedbi s koncentracijom prije administracije bolusa (t = 0). Takoder,

statistiCki znacajna razlika izmedu dvije grupe je prisutna u svim vremenskim tockama.

Koncentracija glukoze
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N
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\{ - Kontrolna grupa nosaca 10 mL/kg/PO/QD +

Glukoza
-~ Nosac 10 mL/kg/PO/QD/3%DSS + Glukoza
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Mixed-effects analysis Mean+SD; Tukey's Multiple comparison
Nosa¢10 mL/kg/PO/QD+Glukoza, p<0.05 vs 0 min; 30, 60 i 90 min
Nosa¢10 mL/kg/PO/QD/3%+Glukoza, p<0.05 vs 0 min; 30, 60 i 90 min
Mixed-effects analysis Mean+SD; Holm Sidak’s Multiple comparison
*p< vs Nosa¢10 mL/kg/PO/QD/3%+Glukoza

Graf 24 Koncentracija glukoze u viremenskim tockama 0',30’, 60', 180’

4.9 Inzulin i serumski amiloid A u serumu — odredivanje ELISA metodom
4.9.1 Inzulin

Koncentracije inzulina u serumu prikazane su na grafu 25. Znacajna je razlika dobivena
u kontrolnoj grupi Zivotinja koje su dobivale samo vodu, pri ¢emu je koncentracija inzulina bila

manja (prosje¢no 0,267+0,111 mIU/L) u odnosu na grupu tretiranu nosacem s 3 % DSS-om

(prosje¢no  0,355+0,093 mIU/L), dok je grupa tretirana ciklosporinom A (80
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mg/kg/PO/QD/3%DSS) imala povecanu koncentraciju inzulina (prosjecno

mIU/L) u usporedbi s grupom tretiranom nosa¢em s 3 % DSS.
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mL/kg/PO/QD/3%DSS

Graf 25 Koncentracija inzulina na dan 8

0,508+0,199

Koncentracija glukoze Zivotinja je znacajno niza u svim vremenskim tockama u odnosu

na zivotinje koje su primale vodu 1 bile tretirane nosac¢em, Sto je sukladno podacima iz literature.

Inzulin je hormon koji izravno utjece na smanjenje koncentracije glukoze u krvi i za ocekivati

je da smanjenje glukoze u krvi posljedica povisene koncentracije inzulina, kako je navedeno 1

u literaturi (Park i sur., 2019). Smanjenje koncentracije glukoze u krvi moze biti i posljedica

inhibitornog u¢inka inzulina na GLUT2 (Tobin i sur., 2008). Zanimljivo je da ciklosporin kod

Stakora pokazuje inhibitorni u¢inak na koncentraciju inzulina (Yale i sur., 1985), dok je u ovom

eksperimentu koncentracija inzulina nakon tretmana ciklosporinom povecana. U ovom slucaju

moguce objasnjenje je u razlikama u odgovoru na tretman izmedu vrsta (Saboli¢ i sur., 2011).
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4.9.2 Serumski amiloid A protein

Koncentracije serumskog amiloid A (SAA) proteina prikazane su na grafu 26. Znacajna
je razlika dobivena u kontrolnoj grupi zivotinja koje su pile vodu, pri ¢emu je koncentracija
SAA bila veca (prosje¢no 1,292+0,345 ug/mL) u odnosu na grupu tretiranu nosacem s 3 %
DSS-om (prosjecno 0,963+0,175 ug/mL), dok je grupa tretirana ciklosporinom A (80
mg/kg/PO/QD/3%DSS) pokazala manju koncentraciju SAA (prosje¢no 0,884+0,101 ug/mL)

u usporedbi s grupom tretiranom s nosacem s 3 % DSS.

Serumski amiloid A protein

2.0

Serumski amiloid
A protein (ug/mL)
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Mann-Whitney test Mean+SD;
*p<0.05 vs nosac 10
mL/kg/PO/QD/3%DSS

Graf 26 Koncentracija serumskog amiloid A proteina na dan 8
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4.10 GLUT2, SGLT1, Na*/K* ATP-aza iz homogenata crijeva — odredivanje
ELISA metodom

4.10.1 GLUT?2

Koncentracije transportera GLUT2 iz homogenata crijeva po segmentima prikazane su
na grafovima 27-30.

Na grafu 27 prikazane su koncentracije GLUT2 u kolonu. Koncentracije u kontrolnoj
grupi prosjec¢no su bile 0,249+0,073 ng/mL, a u grupi tretiranoj nosatem s 3 % DSS-a i
ciklosporinom vise, prosje¢no 0,276+0,148 ng/mL 10,364+0,235 ng/mL. Ipak, nije primijecena
statistiCki znacajna razlika izmedu grupa.

Na grafu 28 prikazane su koncentracije GLUT2 u duodenumu. Znacajna razlika dobivena
je izmedu kontrolne grupe nosaca i nosaca s 3 % DSS-a. Prosje¢na koncentracija u kontrojnoj
grupi bila je 0,183+0,145 ng/mL, a u grupi tretiranoj s nosacem s 3 % DSS doslo je do povecanja
koncentracije, s prosje¢nom vrijednosti 0,2914+0,178 ng/mL. Tretman ciklosporinom pokazao
je blago smanjene koncentracije GLUT?2 u stijenki duodenuma u odnosu na tretman nosacem s
3 % DSS-om (prosjecno 0,263+0,149 ng/mL), no razlika nije statisticki znac¢ajna.

Na grafu 29 prikazane su koncentracije GLUT2 u jejunumu. Znac¢ajna razlika dobivena
je u obje grupe; u kontrolnoj grupi koja je dobivala samo vodu koncentracija GLUT2 bila je
viSa (prosjecno 0,075+0,034 ng/mL) u odnosu na grupu tretiranu nosaems 3 % DSS
(0,052+0,044 ng/mL), dok je u grupi tretiranoj ciklosporinom A koncentracija GLUT2 bila na
najvisoj razini (0,152+0,124 ng/mL).

Na grafu 30 prikazane su koncentracije GLUT2 u ileumu. lako je koncentracija GLUT2
u kontrolnoj grupi veca (prosjecno 0,182+0,158 ng/mL) u odnosu grupu tretiranu nosacem s 3
% DSS-a (prosjecno 0,142+0,062 ng/mL), razlika nije bila statisticki znacajna. U grupi
tretiranoj ciklosporinom A zabiljezen je znacajan porast koncentracije GLUT2 (0,195+0,097

ng/mL) u odnosnu na odnosu grupu nosaca s 3 % DSS.
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Graf 30 Koncentracija GLU2 u ileumu
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4.10.2 SGLT1

Koncentracije koprijenosnika SGLT1 iz homogenata crijeva po segmentima prikazane su
na grafovima 31-34.

Na grafu 31 prikazane su koncentracije SGLT1 u kolonu. Znacajna razlika dobivena je
izmedu kontrolne grupe zivotinja (prosjecno 285,6+60,60 pg/mL) i grupe tretirane nosaem s
3% DSS-a gdje je zabiljezen porast koncentracije (392,7+92,11 pg/mL). Prosjecna
koncentracija u grupi tretiranoj ciklosporinom A iznosila je prosje¢no 369,8+79,55 pg/mL, no
ta razlika nije bila znacajna.

Na grafu 32 prikazane su koncentracije SGLT1 u duodenumu. Prosje¢na koncentracija u
kontrolnoj grupi nosaca bila je 77,86+20,77 pg/mL, u grupi tretiranoj nosacem s 3% DSS
75,10+£21,73 pg/mL, a u grupi tretiranoj ciklosporinom najvisa, 84,64+17,92 pg/mL. Nije
primijec¢ena statisticki znacajna razlika izmedu grupa.

Na grafu 33 prikazane su koncentracije SGLT1 u jejunumu. Prosje¢na koncentracija u
kontrolnoj grupi nosaca bila je najniza, 46,40+9,291 pg/mL, u grupi tretiranoj nosacem s 3%
DSS 59,05+£20,25 pg/mL 1 u grupi tretiranoj ciklosporinom najvisa, 60,16+15,90 pg/mL. Nije
primijec¢ena statisticki znacajna razlika izmedu grupa.

Na grafu 34 prikazane su koncentracije SGLT1 u ileumu. Niti u uvom dijelu crijeva nije
primije¢ena znacajna razlika izmedu grupa. Prosje¢na koncentracija u kontrolnoj grupi nosaca
bila je 94,58+37,33 pg/mL, u grupi tretiranoj nosac¢em s 3% DSS 113,2+38,03 pg/mL i u grupi
tretiranoj ciklosporinom najniza, 94,06+41,15 pg/mL..
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4.10.3 Na*/K* ATP-aza

Koncentracije Na*/K* ATP-aze iz homogenata crijeva po segmentima prikazane su na
grafovima 35-38.

Na grafu 35 prikazane su koncentracije Na'/K* ATP-aze u kolonu. ZabiljeZzena je
znacajna razlika izmedu kontrolne grupe nosaca koja je dobivala vodu (prosje¢na koncentracija
0,377+0,071 umol/L) i grupe tretirane nosacem s 3 % DSS-a koja je imala vecu prosjecnu
koncentraciju (0,469+0,120 umol/L). Prosjecna koncentracije u grupi tretiranoj ciklosporinom
A iznosila je  0,498+0,132 umol/L.

Na grafu 36 prikazane su koncentracije Na*/K* ATP-aze u duodenumu. Prosje¢na
koncentracija u kontrolnoj grupi nosaca bila je najniza, 0,303+0,049 umol/L, u grupi tretiranoj
s nosacem s 3 % DSS 0,324+0,070 umol/L 1 u grupi tretiranoj ciklosporinom najvisa,
0,327+0,087 umol/L. Nije primije¢ena znacajna razlika izmedu grupa.

Na grafu 37 prikazane su koncentracije Na*/K* ATP-aze u jejunumu. Znacajna razlika
zabiljezena je izmedu kontrolne grupe nosaca koja je dobivala vodu (prosjecna koncentracija
0,208+0,044 umol/L) 1 grupe tretirane nosacem s 3 % DSS-a gdje je izmjerena viSa prosjecna
koncentracija (0,282+0,078 umol/L). Prosje¢na koncentracije u grupi tretiranoj ciklosporinom
A iznosila je 0,276+0,067 umol/L.

Na grafu 38 prikazane su koncentracije Na'/K* ATP-aze u ileumu. Prosje¢na
koncentracija u kontrolnoj grupi nosaca bila je najniza, 0,335+0,103 umol/L, u grupi tretiranoj
nosatem s 3 % DSS 0,399+0,127 umol/L 1 u grupi tretiranoj ciklosporinom najvisa,

0,401+0,132 umol/L. Nije primijecena statisticki znacajna razlika izmedu grupa.
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Dok literatura pokazuje porast ekspresije koprijenosnika SGLT1 u duodenumu i ileumu
(Park i sur., 2019) u akutnom DSS modelu kod miSeva, u ovom eksperimentu nismo uspjeli
potvrditi taj nalaz. Ovdje, kod zivotinja koje su tretirane nosacem s 3% DSS-om nema porasta
ekspresije SGLT1 ni u jednom segmentu tankog crijeva. Promjena ekspresije je zabiljezena u
kolonu skupine tretirane nosacem s 3 % DSS-om u odnosu na kontrolnu skupinu. Ciklosporin
A nije pokazao znacajan ucinak na ekspresiju SGLT1 u odnosu na ostale dvije skupine. U
odnosu na SGLT1, GLUT 2 je pokazao vece varijacije u ekspresiji u tankom crijevu, dok
promjene u debelom crijevu nisu zamije¢ene. U duodenumu Zivotinja koje su tretirane nosa¢em
s 3 %DSS-om je primijecen porast, a u jejunumu pad ekspresije, dok u ileumu nije bilo razlike
u odnosu na kontrolnu skupinu. Kako je jejunum najduzi segment crijeva i u njemu se
ocekivano odvija 1 najve¢i dio prijenosa monosaharida preko stanicne membrane, smanjena
ekspresija GLUT2 moze utjecati na kona¢nu koncentraciju glukoze u krvi. Takoder, vidljivi
pad ekspresije moze biti 1 posljedica internalizacije proteina koji se odvija pod utjecajem
inzulina (Tobin 1 sur., 2008), medutim ovakav tip promjena se ne moze potvrditi ovakvom
analizom, ali bi se stani¢na i substani¢na lokalizacija mogla dokazati imunofluorescencijom.
Ekspresija GLUT2 u zivotinjama tretiranih ciklosporinom je u jejunumu i ileumu narasla i

vratila se na razinu kontrolnih zivotinja.
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5. ZAKLJUCCI

Ovim diplomskim radom ispitivana je ekspresija prijenosnika uklju¢enih u prijenos
glukoze: SGLT1, GLUT2, i Na*/K" ATP-aze preko crijevne stijenke u DSS modelu kolitisa
kod miSeva koriste¢i ELISA metodu.

Nakon 8 dana izloZenosti DSS-u i tretmana ciklosporinom A pokazano je da:
1) 3% DSS u pitkoj vodi kroz vremensko razdoblje od 7 dana izaziva kolitis, ¢iji su
primarni simptomi proljev i krvarenje koji su smanjeni uz tretman ciklosporinom A (80
mg/kg/PO/QD).
2) Zivotinje koje su razvile kolitis imaju smanjenu koncentraciju glukoze u krvi nakon
oralnog testa tolerancije na glukozu, Sto moze biti posljedica poviSene koncentracije
inzulina u krvi.
3) lako je doslo do promjene ekspresije SGLT1 1 GLUT2 na crijevnoj stijenci, one nisu
dovoljnog intenziteta, uz izuzetak smanjenja GLUT2 u jejunumu, da bi im se mogao
pripisati veci utjecaj na apsorpciju glukoze iz probavnog sustava.
4) Rezultati podupiru dosadaSnja saznanja o povezanosti ugljikohidrata i IBD-a,
medutim potrebno je napraviti veéi broj detaljnijih analiza kako bi se preciznije odredila

uloga navedenih prijenosnika u DSS modelu, a tako i u IBD-u.
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7. SAZETAK/SUMMARY

7.1 Sazetak

Iz pregleda literature jasno je vidljiva povezanost metabolizma ugljikohidrata, upalnih

bolesti crijeva (IBD) i Se¢erne bolesti, kao i uloga prijenosnika monosaharida kod navedenih
stanja.
Cilj ovog rada je utvrditi ekspresiju prijenosnika uklju¢enih u prijenos glukoze u
gastrointestinalnom sustavu; SGLT1, GLUT2 i Na*/K* ATP-aze u miSjem DSS modelu
koriste¢i ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) metodu. Promatrao sei utjecaj
farmakoloskog standarda ciklosporina A na ekspresiju navedenih transportera.

Muski misevi C57BL/6 soja bili su podijeljeni u tri grupe: kontrolnu grupu koja je
tretirana samo nosac¢em (0,5% metil celuloza), grupu koja je dobivala nosac 1 3% DSS i grupu
koja je uz DSS dobivala i ciklosporin A (80 mg/kg/PO/QD). Zrtvovanje je provedeno osmi dan
i mjereni pokazatelji su bili: promjena tjelesne mase, ocjene konzistencije stolice i fekalnog
krvarenja, indeks aktivnosti bolesti, duljina kolona, hematoloski i histopatoloski parametri te
ELISA metodom koncentracije inzulina, serumskog amiloid A proteina, GLUT2, SGLT1 i
Na/K ATP-aze mjerene ELISA metodom. Za ispitivanje statistiCke znacajnosti izmedu grupa
koristen je Mann—Whitney U test (p < 0,05).

U grupi tretiranoj 3% DSS-om zabiljeZen je zna¢ajan porast ocjena konzistencija stolice,
kolorektalnog krvarenja, indeksa aktivnosti bolesti te histoloSke Nishitani ocjene u odnosu na
kontrolnu grupu, dok su ocjene u ciklosporinskoj grupi bile nize nego u DSS grupi. Duljina
kolona bila je znacajnije skracena u DSS grupi nego u ciklosporinskoj. Hematoloski parametri
crvene krvne slike bili su sniZzeni, a ukupan broj leukocita kao i subpopulacija bio je povisen u
DSS grupi. U DSS grupi pale su vrijednosti glukoze, a povecala se koncentracija inzulina. Nije
primije¢en porast ekspresije SGLT1, dok je GLUT2 u DSS grupi bio znacajno visi u
duodenumu, a niZi u jejunumu, u usporedbi s kontrolom. Ekspresija GLUT2 u ciklosporinskoj
grupi bila je viSa no u DSS grupi. Znacajno povecanje ekspresije Na*/K* ATP-aze zamijeceno
je u kolonu 1 jejunumu Zivotinja iz DSS grupe.

Dobiveni rezultati podupiru dosadasnja saznanja o povezanosti ugljikohidrata i IBD-a,
medutim potrebno je napraviti veci broj detaljnijih analiza kako bi se preciznije odredila uloga

navedenih prijenosnika u DSS modelu, a tako i u IBD-u.
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7.2 Summary

Available literature clearly shows the connection between the carbohydrate metabolism,
inflammatory bowel disease (IBD) and diabetes, as well as the relevance of glucose transporters
in these conditions.

The aim of this work is to determine the expression of the transporters included in the
transport of glucose across the intestinal barrier: Sodium Glucose transporter 1 (SGLT1),
Glucose transporter 2 (GLUT2), and Sodium/pottasium ATPase (Na/K ATPase) in the mouse
Dextrane Sodium Sulfate (DSS) model using Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA).
The effect of Cyclosporyne A, a pharmacological standard, on the expression of the listed
transporters will be measured as well.

Male C57BL6 mice were allocated in three groups: control vehicle (0.5% methyl
cellulose), vehicle treated group challenged with 3% DSS and finally the group challenged with
3% DSS and treated with Cyclosporine A (80 mg/kg/PO/QD). During the course of the study
body weight loss, stoll consistency and colorectal bleeding were measured and the sampling
was performed on day 8 of the study. Colon length, haemathologic and histopathologic
parameters were also measured. The concentrations of insulin and serum amiloid A protein in
the serum, as well as the expression of GLUT2, SGLT1 and Na/K ATP-ase were measured by
ELISA. Mann — Whitney U test (p < 0,05) was used to calculate statistical significance.

The group treated with 3% DSS showed significant increase of stool consistency,
colorectal bleeding, disease activity index and Nishitani scores when compared to the control
group, while the group treated with Cyclosporine A showed significant reduction of these
scores. Haematological parameters were decreased, while total leukocyte count, as well as
subpopulation counts were increased in the DSS challenged group. The DSS group showed
lower concentrations of glucose while the insulin concentration was increased. No significant
change of the SGLT1 expression was measured in the small intestines, while GLUT2 showed
increased and decreased expression in duodenum and jejunum, respectively, when compared to
control group. Significant increase in the expression of Na/K ATP-ase was observed in jejunum
and colon in the group of animals treated with DSS.

These results support current knowledge regarding the link between the carbohydrates
and 1BD, however more detailed analyses are required in order to clearly describe the role of

glucose transporters in the DSS model of IBD.
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SUMMARY

Available literature clearly shows the connection between the carbohydrate metabolism, inflammatory bowel disease
(IBD) and diabetes, as well as the relevance of glucose transporters in these conditions. The aim of this work is to
determine the expression of the transporters included in the transport of glucose across the intestinal barrier: Sodium
Glucose transporter 1 (SGLT1), Glucose transporter 2 (GLUT?2), and Sodium/pottasium ATPase (Na/K ATPase) in the
mouse Dextrane Sodium Sulfate (DSS) model using Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA). The effect of
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C57BL6 mice were allocated in three groups: control vehicle (0.5% methyl cellulose), vehicle treated group challenged
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During the course of the study body weight loss, stoll consistency and colorectal bleeding were measured and the
sampling was performed on day 8 of the study. Colon length, haemathologic and histopathologic parameters were also
measured. The concentrations of insulin and serum amiloid A protein in the serum, as well as the expression of GLUT2,
SGLT1 and Na/K ATP-ase were measured by ELISA. Mann — Whitney U test (p < 0,05) was used to calculate statistical
significance. The group treated with 3% DSS showed significant increase of stool consistency, colorectal bleeding,
disease activity index and Nishitani scores when compared to the control group, while the group treated with
Cyclosporine A showed significant reduction of these scores. Haematological parameters were decreased, while total
leukocyte count, as well as subpopulation counts were increased in the DSS challenged group. The DSS group showed
lower concentrations of glucose while the insulin concentration was increased. No significant change of the SGLT1
expression was measured in the small intestines, while GLUT2 showed increased and decreased expression in duodenum
and jejunum, respectively, when compared to control group. Significant increase in the expression of Na/K ATP-ase
was observed in jejunum and colon in the group of animals treated with DSS. These results support current knowledge
regarding the link between the carbohydrates and IBD, however more detailed analyses are required in order to clearly
describe the role of glucose transporters in the DSS model of IBD.
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