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Upalne bolesti crijeva (Crohnova bolest, ulcerozni kolitis, nedeterminirani kolitis) skupina su kroni¢nih
autoimunosnih upalnih bolesti obiljezenih ponavljanim upalama razli¢itih dijelova gastrointestinalnog
trakta koje su vazan javnozdravstveni problem danasnjice. Unato¢ brojnim temeljnim i klinickim
istrazivanjima etiologija ovih bolesti, kao i sama patogeneza upale ostaju nedovoljno razjasnjene.
Dosadasnja su istrazivanja potvrdila uzrocno-posljedicnu vezu izmedu medijatora upalnog odgovora i
molekula ukljuéenih u regulaciju njihove bioloske aktivnosti, osobito proteaza. Cilj ovoga preglednog
rada jest sazeti prikaz dosada$njih saznanja o razli¢itim aspektima upalnih bolesti crijeva, s posebnim
naglaskom na potencijalnu ulogu i ukljuc¢enost dipeptidil-peptidaze IV, odnosno molekule CD26 (DPP
IV/CD26) u mehanizme nastanka upalnih procesa u probavnom sustavu. Dan je i pregled Zivotinjskih
modela kolitisa koji su znatno pridonijeli razumijevanju i terapiji ovih bolesti, s osobitim naglaskom na
misji model ulceroznog kolitisa (DSS-kolitis) te Crohnove bolesti (TNBS-kolitis).

KLJUCNE RIJECI: Crohnova bolest, DSS-kolitis, molekula CD26, TNBS-kolitis, ulcerozni kolitis,

zivotinjski modeli upalnih bolesti crijeva

Upalne bolesti crijeva (UBC) skupina su kroni¢nih
autoimunosnih upalnih bolesti nedovoljno poznate
etiologije, obiljeZzene ponavljanim upalama razli¢itih
dijelova gastrointestinalnog trakta i nepredvidim
tijekom (1). Bolest se moze pojaviti u bilo kojoj dobnoj
skupini 1 u oba spola, a zbog neprestanog porasta
incidencije i povezanosti s brojnim izvancrijevnim
manifestacijama u velikoj mjeri smanjuje kvalitetu
zivota oboljelih i velik je javnozdravstveni problem
danasnjice (2, 3).

U ovisnosti o zahva¢enom odsjecku probavnog
sustava te prosirenosti i trajanju upale, u klinickoj se
praksi razlikuju dva patomorfoloska oblika UBC-a:
Crohnova bolest (CB) i ulcerozni kolitis (UK). Glavne
razlike izmedu ovih bolesti jesu njihova lokalizacija,

! Autori su jednako vrijedni

priroda upalnih promjena, imunopatoloske osnove te
patogeneza (4). Najstarija saznanja o CB-u i UK
opisuju ih kao jedinstvenu bolest koja zahvaca crijeva,
a kao zasebni entiteti jasno se opisuju zadnjih stotinjak
godina. Medutim iako su u klini¢koj praksi CB i UK
prepoznati kao dvije zasebne bolesti s razli¢itim
klini¢kim, anatomskim i histoloskim karakteristikama,
zbog nemogucnosti jasne klasifikacije u jedan od
oblika UBC-a, 10 % do 15 % oboljelih svrstava se u
kategoriju “nedeterminirani kolitis” (5), jer je unato¢
velikom napretku medicinske znanosti jos i danas u
mnogim slu¢ajevima tesko povuci granicu i postaviti
to¢nu dijagnozu, kao i uzrok nastanka bolesti (6).
Dosadasnja su istrazivanja potvrdila uzro¢no-
posljedi¢nu vezu izmedu medijatora upalnog odgovora
te molekula ukljuc¢enih u regulaciju njihove bioloske
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aktivnosti, osobito proteaza. Postoje dokazi o
potencijalno vrlo vaznoj ulozi dipeptidil-peptidaze [V
odnosno molekule CD26 (DPP IV/CD26) u
mehanizmima nastanka UBC-a te povezanosti ove
molekule s jac¢inom i aktivnosc¢u bolesti (7-9). Cilj je
ovoga preglednog rada sazeti prikaz dosadasnjih
saznanja o razli¢itim aspektima UBC-a, s posebnim
naglaskom na potencijalnu ulogu i ukljucenost
multifunkcionalne molekule DPP IV/CD26 u
mehanizme nastanka upalnih procesa u probavnom
sustavu. Dan je i pregled Zivotinjskih modela UBC-a
koji su znatno pridonijeli razumijevanju i terapiji ovih
bolesti s osobitim naglaskom na misji model UK
izazvan natrijevim dekstran-sulfatom te misji model
CB-a uzrokovan trinitrobenzensulfonskom
kiselinom.

UPALNE BOLESTI CRIJEVA

Epidemiologija

Epidemioloska istrazivanja upucuju na visoku
incidenciju CB-a i UK u industrijaliziranim zemljama
poput skandinavskih zemalja, Velike Britanije,
sjeverozapadne Europe, Sjeverne Amerike i Australije
te nisku incidenciju u sjevernoj i srednjoj Africi, Aziji
1 Juznoj Americi (10). Medutim razlicita stopa
incidencije moze oznacavati i razli¢itu gensku
pozadinu stanovnika razli¢itih podru¢ja Zemlje.
Unato¢ tomu, okolisni ¢imbenici igraju vrlo vaznu
ulogu, a u prilog tomu govore podaci o rastucoj
incidenciji bolesti kod imigranata iz zemalja niske
incidencije u zemlje visoke incidencije (11).

UBC pokazuje bimodalnu dobnu distribuciju.
Najcesce se dijagnosticira u dobi izmedu petnaeste i
Cetrdesete godine zivota, ali se pojavljuje jo§ jedna
manje izrazena ucestalost pojave bolesti izmedu
pedesete i osamdesete godine zivota. UBC se javlja
cesce u adolescenata nego u mlade djece; pocetak je
bolesti prije desete godine Zivota rijedak, u svega oko
2 % slucajeva, a u 30 % slucajeva pojavljuje se kod
mladih ljudi u dobi izmedu deset i devetnaest godina.
Nadalje, bolest podjednako zahvaca i muskarce i Zene,
ali je UK nesto ucestaliji kod muskaraca, dok je CB
nesto ¢esci kod zZena. Populacijska istrazivanja
pokazala su da je UBC ucestaliji u pripadnika bijele
rase nego u crnoj i orijentalnoj rasi. Zapazena je visa
incidencija kod Zidova nego kod ostalih populacija
koje zive u istoj regiji (12).

Incidencija i prevalencija upalnih bolesti crijeva u
svijetu te u Republici Hrvatskoj zadnjih desetljeca
znacajno rastu, na $to upucuju novija epidemioloska
istrazivanja (13). Incidencija upalnih bolesti crijeva u
svijetu krece se od 1,6 do ¢ak 24,5 na 100000
stanovnika za UK te od 0,9 do 9,2 na 100000
stanovnika za CB (14). U Hrvatskoj incidencija UK
iznosi 4,3 na 100000 stanovnika, dok incidencija CB-a
iznosi 7,0 na 100000 stanovnika (15).

Etiologija i ¢imbenici rizika

Unatoc brojnim temeljnim i klinickim medicinskim
istrazivanjima etiologija UBC-a, kao i ¢cimbenici koji
dovode do nastanka pojedinoga patomorfoloskog
oblika bolesti, do danas nisu sasvim poznati. Postoji
nekoliko ¢imbenika rizika za koje je dokazana
uzro¢no-posljediéna povezanost s UBC-om, a
dosadasnje spoznaje upucuju na to da genski ¢imbenici
i uvjeti okoliSa poput prehrane, mikroorganizama i
nacina zivota mogu biti znacajno ukljuceni u njezin
razvoj (16). Kako je zasigurno rije¢ o multifaktorskoj
bolesti, ne moze se sa sigurnos$¢u utvrditi koji je od
¢imbenika rizika presudan u nastanku i razvoju upale
u gastrointestinalnom sustavu. Medutim opcenito je
prihvaéena pretpostavka da bolest nastaje kao
neadekvatan, odnosno pretjeran imunosni odgovor na
odredene bakterijske antigene ili antigene iz hrane kod
genetski predisponiranih pojedinaca pod utjecajem
¢imbenika okolisa (11).

Medu najvaznijim ¢imbenicima rizika od nastanka
UBC-a isticu se genetska predispozicija,
imunoregulacijske nepravilnosti, ¢imbenici ranog
djetinjstva, izloZenost infekcijama u dje¢joj i odrasloj
dobi, prehrana, zivotne navike te tzv. zapadnjacki
nacin zivota (1, 16). Bolest je jasno povezana s
urbanim nacinom Zivota, razvijenijim zemljama i
teorijom tzv. “pretjerane higijene”, a ¢es¢a je u
regijama sjevernih zemljopisnih $irina (17).

Genetska predispozicija

Vazna karika u nastanku upalnih procesa u
probavnom sustavu jest genetska predispozicija (18),
a vjeruje se da su CB i UK heterogene poligenske
bolesti koje dijele neka podrucja genske podloznosti
(19). Najvjerojatnije je fenotip UBC-a odreden s
nekoliko faktora, ukljucujuéi i interakciju medu
alelima, kao i utjecaj ostalih gena i ¢imbenika okolisa.
Posljedi¢no tomu, prisutnost jednoga mutiranoga gena
ne znaci da Ce sa sigurnos$¢u doci do razvoja UBC-a,
niti predodreduje pojedinca kod kojeg ¢e doéi do
razvoja bolesti (1, 20).
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Utvrdeno je nekoliko gena za koje je dokazano
postojanje znacajne povezanosti s nastankom UBC-a.
Osobito se isti€u geni na kromosomu broj 1, 3, 4, 5,
6,7,10,12, 14, 16, 19 te kromosom X (21, 22). Jedan
od gena najjasnije povezanih s patogenezom UBC-a
je IBD-1, koji je podruc¢je podloznosti na
pericentromerskoj regiji kromosoma 16 (23).
Detaljnijim analizama utvrdena je oligomerizacijska
domena 2 koja veze nukleotid (engl. nucleotide-
binding oligomerization domain 2, NOD2), odnosno
gen koji kodira sekvencu odgovaraju¢eg NOD2-
proteina. NOD2, poznat i kao CARD15 (engl. caspase
activation and recruitment domain 15, CARD15). To
je polimorfan gen ¢iji je produkt ukljucen u regulaciju
imunosnih zbivanja te je prvi otkriveni gen s
utvrdenom jasnom uzro¢no-posljedicnom vezom s
UBC-om (24). Do danas je otkriveno vise od 60
mutacija ovoga gena medu kojima su 3 neposredno
povezana s razvojem CB-a (25). Procjenjuje se da je
defekt NOD2-gena prisutanu 17 % do 27 % oboljelih
od CB-a (24). Medutim nije sasvim jasan mehanizam
koji povezuje mutacije ovoga gena i UBC (1).

Istrazivanja vezana uz CB i UK pokazala su ve¢i
stupanj obolijevanja u monozigotnih blizanaca nego
u dizigotnih. Medutim pokazano je da je stopa
pojavnosti bolesti u blizanaca veéa za CB, §to je
dovelo do zakljucka o snaznijem utjecaju genskih
komponenata (19). Saznanja dobivena istrazivanjima
provedenima na blizancima upozorila su na ¢injenicu
da UBC ne slijedi karakteristicno Mendelovo pravilo
nasljedivanja, ve¢ su kompleksnoga poligenskog
podrijetla (23).

Kod UBC-a izrazena je obiteljska tendencija
razvoju bolesti, a pojavnost UBC-a unutar iste obitelji
iznosi 20 do 30 %. Postoji povecana prevalencija
UBC-a medu rodacima prvog i drugog koljena. U
obiteljima gdje postoji visoka stopa pojavnosti UBC-a,
75 % bolesnika obolijeva od istog oblika bolesti. Osim
toga, uoCena je veca pojavnost ostalih genski
uvjetovanih bolesti kod oboljelih od UBC-a.

Poremecaji imunoregulacijskih mehanizama

UBC je karakteriziran imunoregulacijskim
nepravilnostima mukoze, najvjerojatnije genetski
predodredenima, za koje se pretpostavlja povezanost
s bakterijskim antigenima prisutnima u crijevu (26).
Fizioloska povezanost izmedu komenzalnih bakterija
u crijevu i organizma domacina simbiotska je (20), a
u zdravom epitelu crijeva postoji tolerancija na
prisutnost potencijalno proupalnih komponenata
luminalnih bakterija. Postoji nekoliko teorija koje

djelomi¢no daju moguci odgovor na problematiku
poremecaja imunoregulacije u crijevu: disfunkcija
imunosnog odgovora organizma prema uobicajenim
sadrzajima lumena crijeva, infekcija specificnim
patogenom 1i/ili poremecaj u propusnosti mukozne
barijere, odnosno povecan protok luminalnih antigena
u unutarnje slojeve stijenki crijeva.

Neadekvatan imunosni odgovor organizma prema
uobi¢ajenim sadrzajima, odnosno antigenima u
lumenu crijeva ¢ini se najvjerojatnijim lokalnim
patoloskim mehanizmom koji dovodi do nastanka
ranih dogadaja povezanih s razvojem upalnih promjena
u UBC-u. U zdravom organizmu izloZzenost
komenzalnim bakterijama utiSava izrazaj proupalnih
gena 1 sprjecava aktivaciju imunosnog odgovora
usmjerenog na velik broj prisutnih bakterijskih
antigena, kao i antigena podrijetlom iz hrane (27). Kod
oboljelih od UBC-a ne postoji ova tolerancija
imunosnog sustava na antigene prisutne u crijevu, ve¢
izlozenost luminalnoj mikroflori dovodi do pretjerane
aktivacije imunosnog sustava organizma, osobito
imunosnih stanica prisutnih u mukozi crijeva, $to
dovodi do kroni¢noga, destruktivnog upalnog procesa
(28).

Infekcija specificnim patogenom koja dovodi do
nastanka UBC-a zasad nije sa sigurno$c¢u utvrdena,
no postoje indikacije da odredene patogene bakterije,
poput Mycobacterium paratuberculosis, Listeria
monocytogenes i Helicobacter hepaticus (28) mogu
biti ukljucene u patogenezu UBC-a. Nekoliko
objavljenih znanstvenih ¢lanaka povezuje CB i
preboljele ospice u ranoj zivotnoj dobi (21). Veca
incidencija CB-a u zimskom periodu takoder upuéuje
na povezanost bolesti s odredenim patogenim
mikroorganizmima (29). Nadalje, pokazano je da
laboratorijske Zivotinje Cuvane u specifi¢nim sterilnim
uvjetima ne mogu oboljeti od UBC-a, dok isti sojevi
laboratorijskih Zivotinja u uobicajenim uvjetima, dakle
uz prisutnost komenzalnih bakterija, obolijevaju od
UBC-a induciranjem modela bolesti (30). Cak i
infekcijom laboratorijskih Zivotinja cuvanih u
specificnim sterilnim uvjetima jednim ili s nekoliko
bakterijskih sojeva, nakon indukcije bolesti ubrzo
dolazi do razvoja upalnih promjena u crijevu (31).
Nadalje, pokazano je postojanje razlicitih
imunoregulacijskih odgovora na jedan te isti
bakterijski soj. Stoga se moze zakljuciti da su u
oboljelih od UBC-a razliciti bakterijski sojevi
ukljuceni u nastanak upalnih promjena kod razli¢itih
pojedinaca (1, 31, 32).
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Brojna epidemioloska istrazivanja definirala su
UBC kao ,,bolest prekomjerne Cistoce™. Za razliku od
ostalih poligenskih, imunosno posredovanih bolesti
poput astme, multiple skleroze i reumatoidnog
artritisa, UBC pokazuje obrnuto proporcionalnu
povezanost sa stupnjem Cistoce. Naime, nizi stupanj
Cistoce, osobito u ranijoj Zivotnoj dobi, ¢ini se
protektivnim u etiopatogenezi, s obzirom na to da
djeca koja odrastaju u vis§im socioekonomskim
standardima imaju vecu predispoziciju za razvoj
UBC-a (33). Ova se pojavnost tumaci ¢injenicom da
poboljsana ili pak pretjerana higijena utjeCe na
mikrobiolosku floru opcenito, a time i na luminalne
bakterije, Sto jednostavno dovodi do smanjene
izlozenosti odredenim kriti¢nim bakterijskim sojevima
te razvoja netolerancije prema njima (32, 34).

Nedostatna funkcija crijevnog epitela u oboljelih
od UBC-a dokazano je povezana s povecanom
permeabilnoscu epitela crijeva za razlicite antigene,
Sto dovodi do stimulacije imunosnog sustava mukoze
(28). Kod ljudi povrsina crijeva iznosi od 150 do 200
cetvornih metara, Sto je golema povrsina koja je
svakodnevno izloZena razli¢itim antigenima,
ukljucujuéi i priblizno 10" mikroorganizama koje
nalazimo u lumenu crijeva (35).

Zdrav epitel crijeva s ¢vrstim poveznicama medu
stanicama tvori u¢inkovitu barijeru protiv prodiranja
luminalnih mikroorganizama i razli¢itih antigena u
dublje slojeve crijeva. Medutim ako zbog promjene u
propusnosti crijevnog epitela bakterijski produkti i/ili
antigeni prodru u unutrasnjost crijeva, dolazi do
direktnog kontakta s imunosnim stanicama i aktivira
se imunosni odgovor (20). Potom dolazi do Iu¢enja
proupalnih citokina, §to ¢e ponovno stimulirati
novacenje dodatnih stanica u slojevima crijeva.
Navedeni mehanizam obuhvaca citokine koji sudjeluju
u oslabljivanju ¢vrstih veza izmedu endotelnih stanica,
Sto naposljetku olakSava nakupljanje neutrofila iz
periferne cirkulacije u mukozu crijeva (27).

Istrazivanja koja ukljucuju Zivotinjske modele
UBC-a upozorila su na tendenciju razvoja snaznih
upalnih procesa upravo u podru¢jima gdje postoje
poremecaji propusnosti sluznice crijeva (23). Bakterije
iz lumena crijeva zatim dodatno pojacavaju defekt
poremecaja propusnosti crijeva, Sto naposljetku stvara
zaCarani krug koji rezultira ponavljanim upalnim
procesima gastrointestinalnog trakta (29).

OSTALI CIMBENICI RIZIKA

Zapadnjacki nacin Zivota

Podrucja s najve¢om prevalencijom oboljelih od
UBC-a jesu razvijene, industrijalizirane zemlje (3).
Isto tako, zabiljezen je veéi broj oboljelih u gradskim
nego u ruralnim sredinama, a postoji i varijacija
incidencije i prevalencije na relaciji sjever-jug.
Zanimljivost je pak porast incidencije u zemljama
juznih regija, poput Azije. Izraziti porast broja
novooboljelih u dvadesetom stolje¢u govori u prilog
teoriji utjecaja okoli§nih ¢imbenika na pojavnost
bolesti (36). Vjeruje se da su ove pojave zapravo
posljedica prihvacanja zapadnjackog nacina Zivota,
poput promjena u prehrambenim navikama, puSenja,
izlozenosti sun¢evim zrakama, onec¢is¢enja okoliSa te
industrijalizacije (10).

Takoder, jedan od aspekata zapadnjackog nacina
Zivota te ¢cimbenika koji moze pridonijeti pojavnosti
UBC-a jest i zanimanje pojedinca (1). Veci postotak
obolijevanja i smrtnosti od UBC-a zapazen je kod
zaposlenika koji obavljaju stresne poslove i imaju
zanimanja koja iziskuju vecu psihicku napetost,
osobito ona sjedilackog tipa. S druge strane, nesto
manja stopa pobolijevanja od UBC-a zabiljezena je
kod zaposlenika koji se bave poljoprivrednim
zanimanjima i obavljaju poslove koji su obiljezeni
boravkom na otvorenom prostoru (37, 38).

Utjecaj prehrane

Teorija o postojanju odredenih antigena iz hrane,
ali 1 bakterijskih, koji mogu potaknuti kaskadu
imunosnih reakcija koje naposljetku dovode do
upalnih promjena u gastrointestinalnom traktu
opceprihvacena je, medutim ne postoje tocna saznanja
o kojim je antigenima rijec (39). Istrazivanja vezana
uz prehranu i etiopatogenezu UBC-a opcenito su
nedoreCena, a ¢esto 1 nekoherentna. Medutim kvaliteta
prehrane nedvojbeno je cimbenik koji utjece na razvoj
itijek UBC-a (40). Prehrana temeljena na namirnicama
s visokim sadrzajem zasi¢enih masnih kiselina i
rafiniranih ugljikohidrata, prema objavljenim
istrazivanjima moze povecati rizik od obolijevanja od
UBC-a cak tri do cetiri puta (41). S druge strane,
namirnice s visokim sadrzajem viSestrukonezasié¢enih
masnih kiselina, osobito omega-3, poput
eikozapentaenske i dokozaheksaenske kiseline, mogu
djelovati preventivno, ali i djelomi¢no kurativno kod
oboljelih od UBC-a pa i drugih kroni¢nih bolesti
(42).
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Pusenje

Medu svim ¢imbenicima okoliSa potencijalno
ukljuc¢enim u etiopatogenezu UBC-a naj¢vrs¢i dokazi
postoje za utjecaj pusenja (43). Povezanost pusenja
duhanskih proizvoda i patogeneze UBC-a kompleksna
je, no brojna su istrazivanja potvrdila istu ¢injenicu:
pusenje je protektivan faktor kod oboljelih od UK,
dok je s druge strane ¢imbenik rizika i pridonosi
nastajanju i egzacerbaciji CB-a (44). Ovi su utjecaji,
¢ini se, ovisni o koli¢ini duhanskog dima koja se
aktivno ili pasivno unosi u organizam, a rezultati su
koherentni u razli¢itim zemljopisnim podrucjima (45).
Paradoksalno, osobe koje su prestale pusiti imaju 1,7
puta veci rizik od razvoja UK od osoba koje nikada
nisu pusile duhanske proizvode. Isto tako, bivsi pusaci
¢esée bivaju hospitalizirani za razliku od aktivnih
pusaca, a vjerojatnost da ¢e biti podvrgnuti kolektomiji
dvostruko je veca nego kod oboljelih koji nikada nisu
bili aktivni pusaci (46).

Dodatni ¢imbenici rizika potencijalno povezani s
patogenezom UBC-a jesu ¢injenica je li osoba dojena
u novorodenackoj dobi, cijepljenja i bolesti u ranom
djetinjstvu, uzimanje farmaceutskih pripravaka
(ponajvise antibiotika, oralnih kontraceptiva i
nesteroidnih protuupalnih lijekova), prethodna
apendektomija, infekcije crijevnim parazitima, stres
te ostali ¢imbenici vezani uz okoli$ i nacin zivota
pojedinca (16). Medutim rezultati istraZivanja na
ovom podrucju proturjecni su, ¢esto i kontroverzni.
Iako postoji povezanost ¢imbenika rizika s
patogenezom UBC-a, jos nije definirana njihova tocna
uzro¢no-posljedi¢na povezanost (47).

Patogeneza upalnih bolesti crijeva

CB i1 UK najvjerojatnije nastaju kao posljedica
genetske predispozicije koja uzrokuje abnormalni
imunosni odgovor na luminalne mikroorganizme s
pomocu raznih ¢imbenika okolisa. Tip imunosnog
odgovora odredit ¢e ekspresiju bolesti. Najvjerojatnije
promijenjena sluznica crijeva kod UK te abnormalna
epitelna permeabilnost kod obje bolesti olaksavaju
pristup produktima metabolizma te bakterijskim
produktima u podsluznicu. Ovdje ih preraduju stanice
koje prezentiraju antigen (APC), $to dovodi do
ekspresije antigena na stani¢noj povrsini limfocita T
injihove aktivacije. Kod zdravih ¢e osoba posljedi¢ni
rezultat biti imunosna tolerancija, odnosno kontrolirana
upala. U slué¢aju UBC-a, zbog poremecaja u
imunoregulaciji, do¢i ¢e do nekontroliranog i
prolongiranog upalnog odgovora. Pretpostavlja se da

je kljucni trenutak poremecene imunoregulacije
manjak supresorskih limfocita T. lako nema direktnog
dokaza o defektnoj T-stani¢noj regulacijskoj ulozi ni
u CB-uni u UK, dokazano je da je prirodena imunost
nedostatna u CB-u (30).

Nadalje, povecan izrazaj nuklearnih transkripcijskih
faktora uvjetuje prekomjerno lokalno nakupljanje
posrednika upale, kao Sto su citokini, leukotrijeni,
tromboksani, ¢imbenici rasta, prostaglandini,
neuropeptidi, dusikovi oksidi, aktivatori trombocita
te proteaze. Ostecenje sluznice pak olakSava prodiranje
luminalnog sadrzaja u unutrasnje slojeve, $to pojac¢ava
upalni odgovor.

Razli¢itu imunosnu pozadinu dvaju oblika UBC-a
jasno potvrduju patohistoloske promjene poput
granuloma u CB-u i neutrofilne infiltracije s
destrukcijom epitela u UK. Za CB karakteristican je
tip Th1 imunosnog odgovora koji ukljucuje lucenje
IFN-y, TNF-a, IL-2, IL-8 i IL-12. Thl-stani¢ni
odgovor novijim je istrazivanjima prosiren utjecajem
medijatora Th17-imunosnog odgovora, koji je pod
regulacijom IL-17 (31). Lucenje IL-17 stimulirano je
lucenjem IL-6, TGF-B te IL-23 od strane prirodenih
imunosnih stanica i APC-a, osobito dendriti¢kih
stanica. Bakterijska kolonizacija stimulira ekspresiju
IL-23-gena u dendritickim stanicama ileuma (32), a
dokazane su povisene koncentracije IL-23 i [L-17 u
CB-u. Koncentracija IL-27, citokina povezanog s IL-
12, takoder je povisena u oboljelih od CB-a. Nadalje,
lu¢enje IL-21 inducirano je s IL-12 te je takoder
poviseno u CB-u. Poput IL-12, 1 IL-21 stimulira T-bet,
intracelularni transkripcijski faktor koji je kljucan u
Th1-stani¢noj diferencijaciji i aktivaciji (33).

S druge strane, za UK je karakteristican atipican
Th 2-tip imunosnog odgovora, koji daje uglavnom
humoralni imunosni odgovor, a posredovan je
lu¢enjem citokina poput IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13
(10). Stoga je logi¢na povezanost UK s autoimunosnim
bolestima poput Hashimotova tiroiditisa i sistemskog
eritematoznog lupusa. Pove¢ana humoralna imunost
kod UK obiljezena je i visokim koncentracijama
imunoglobulina te poveéanom proizvodnjom
autoantitijela (npr. p-ANCA, engl. perinuclear
neutrophil cytoplasmic antibody).

Aktivacija NFkB stimulira izrazaj mnogobrojnih
molekula relevantnih za patogenezu UBC-a. Najvazniji
medijatori upalnih procesa medu njima jesu IL-1p,
TNEF, IL-6, IL-8 i ostali kemokini, ICAMI1 i druge
adhezijske molekule te kostimulacijske molekule,
ukljucuju¢i CD40, CD80, CD86 i inducibilni T-
stani¢ni kostimulator (ICOS). Ekspresija svih ovih
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proupalnih medijatora povecana je u UBC-u (34). S
druge strane, koncentracije citokina koji induciraju
Th1 i Th17-imunosne odgovore povisene su u CB-u,
alineiu UK. Dok je razina IFN-y u mukozi oboljelih
od CB-apoviSena, kod oboljelih od UK nije znacajnije
izmijenjena (35). Koncentracije citokina povezanih s
generalnom upalom, poput IL-1, IL-6 i TNF-a,
povisene su u oba oblika UBC-a.

Istrazivanja na molekularnoj razini zna¢ajno su
pridonijela novim saznanjima o mehanizmima
nastanka UBC-a. Dosadas$nja su istrazivanja,
ukljucujuéi i ona koja obuhvacaju bolesnike te
istrazivanja provedena na zivotinjskim modelima
upalnih bolesti crijeva, pokazala da proteaze imaju
vaznu, ali jo§ nedovoljno jasnu ulogu u patogenezi
UBC-a (48, 49). Pokazano je da peptidaze stani¢ne
povrsine imaju presudnu ulogu u razgradnji medijatora
ukljucenih u odrzavanje integriteta sluznice, kao i u
nastanku upalnih promjena (50, 51). Medu njima
nalazi se i dipeptidil-peptidaza IV (DPP IV), odnosno
molekula CD26 (DPP IV/CD26) (52), ¢lan porodice
prolin-selektivnih dipeptidil-peptidaza.

PORODICA PROTEINA SLICNIH
DIPEPTIDIL-PEPTIDAZI IV

Prolin-selektivne dipeptidil-peptidaze skupina su
serinskih proteaza koje sudjeluju u regulaciji razlicitih
biokemijskih procesa putem hidrolize N-terminalnih
dipeptida s polipeptidnih i proteinskih lanaca koji
sadrzavaju aminokiselinu prolin na pretposljednjem
mjestu (53). Porodicu DPP 1V proteina ¢ine DPP
IV/CD26, FAP (protein aktivacije fibroblasta), DPPS
1 DPP9 te DPL1 1 DPL2, koji nemaju enzimsku ulogu
(tablica 1). Nazivaju se jo$ i ,,homolozi aktivnosti i
strukture dipeptidil-peptidaze IV (engl. dipeptidyl
peptidase IV activity and structure homologues), zbog
sli¢ne enzimske aktivnosti 1/ili strukturne podudarnosti
te visoke homologije na razini DNA i aminokiselina
(54). Preklapanje specificnosti prema supstratima te
odredenih komponenata strukture upucuje na njihovu
vaznost u smislu kooperacije, interakcije s ostalim
bioloski vaznim molekulama, kao i evolucijske
oCuvanosti (55).

Protein aktivacije fibroblasta alfa (FAP-a, sepraza)
dijeli oko 50 % sli¢nosti u sekvenciji s DPP IV i
sadrzava gotovo identi¢an broj (760) aminokiselina.
Gen koji kodira ovaj protein nalazi se u neposrednoj
blizini gena za DPP IV (2q24.3). Poput DPP 1V,

enzimska aktivnost FAP-o ovisna je o dimerizaciji
(56). Osim S$to ima aktivnost slicnu DPP IV FAP-a
ima endopeptidaznu sposobnost cijepanja denaturiranog
kolagena tipa I i III, zbog Cega mu se pripisuje
mogucnost regulacije izvanstani¢nog matriksa
tumorskog mikrookolisa (57). Medutim za razliku od
DPP 1V, FAP-a izrazen je na relativno ograni¢enom
broju tkiva, i to onima koja ulaze u procese
remodeliranja i regeneracije, poput odredenih stanica
jetre i embrionalnih mezenhimalnih stanica. Izrazen
je na vise od 90 % stanica humanih epitelnih
karcinoma, poput karcinoma pankreasa, dojki, pluca
ikolona (55, 58). MiSevi s deficitom FAP-a normalnog
su fenotipa §to se tice tjelesne tezine, tezine organa,
histoloskih karakteristika glavnih organa, kao i
hematoloskih osobina (59).

DPP8 i DPP9 ubikvitarno su izrazeni enzimi s
dipeptidil-peptidaznom aktivnosc¢u slicnom DPP V.
Dijele 26 % aminokiselinske homolognosti s DPP IV
i FAP-0, a medusobno su 61 % homologni (60). DPP§
i DPP9 solubilni su citoplazmatski proteini za razliku
od DPP IV/CD26 i1 FAP-a. Izrazaj glasnicke RNA
DPP8 1 DPP9 pokazuje Siroku distribuciju u humanim
tkivima s najviSom koncentracijom u testisima i
i leukocitima periferne krvi za DPP9. Izrazaj DPPS i
DPP9 u misa pronaden je u kolonu, mozgu, kozi i
timusu (61).

DPL1 i DPL2 ¢lanovi su porodice DPP IV bez
enzimskih svojstava zbog nedostatka triptofana i
nukleofilnoga serinskog ostatka potrebnih za kataliticko
djelovanje. Izrazeni su u mozgu i organima endokrinog
sustava. DPL1 se prvotno nazivao DPPX i DPP6.
Dosadasnja saznanja o njihovim funkcijama nedostatna
su, no vjeruje se da je DPL1 vazan u organogenezi.
Poznato je da nedostatak DPL1-gena u misa uzrokuje
letalan ishod u homozigotnih embrija, dok u
heterozigota uzrokuje defekt pigmentacije (62).

DIPEPTIDIL-PEPTIDAZA IV/MOLEKULA
CD26 (DPP IV/CD26)

Obiljezje membranski vezanih peptidaza jest
posjedovanje specificnog profila izrazaja u pojedinim
tkivima, vrstama stanica ili pak stani¢nim dijelovima,
§to odrazava funkciju svake pojedine stanice. Kod
nekih je membranski vezanih proteaza pronaden i
topljivi analog koji se moze locirati intracelularno i
ekstracelularno, ukljucujudi i bioloske tekuéine poput
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Tablica 1 Karakteristike clanova porodice humanih proteina slicnih DPP IV (prilagodeno prema ref. 63)

Svojstvo DPP IV FAP DPP8 DPPY
Hidroliza X-Gly-Pro v Slabo v v
Hidroliza X-Ala-Pro v v v v
Hidroliza X-Arg-Pro 4 4 Slabo Slabo
Razgradnja kemokina v NP NP NP
Zelatinazna aktivnost (kolagen tipa I) X v X X
Dimerni oblik v v X x
Vezanje adenozin-deaminaze v X X X
Izrazaj mRNA u tkivima odraslih osoba Ubikvitarno  Ubikvitarno  Ubikvitarno  Ubikvitarno
Izrazaj proteina u tkivima odraslih osoba Ubikvitarno S?rumv, NP NP
gusteraca
Izrazaj proteina na aktiviranim fibroblastima v v NP NP
Izrazaj na fetalnim mezenhimalnim stanicama v v NP NP
Izrazaj na aktiviranim Itovim stanicama jetre x 4 NP NP
Izrazaj na limfocitima 4 x v v

v, DA; %, NE; NP, nije poznato

seruma, urina, sline, sjemene i amnionske tekucine
(54).

Tipican predstavnik membranski vezanih proteaza
je DPPIV/CD26 (EC 3.4.14.5). Nalazimo je izrazenu
na povrsini brojnih stanica tkiva razlicitih organa, ali
i u cirkulaciji, na sistemskoj i lokalnoj razini.
Specificnost ove molekule jest moguénost cijepanja
dipeptida s N-terminalnog dijela lanca bioloski vaznih
supstrata koji na pretposljednjem mjestu u primarnoj
strukturi odnosno sekvenciji aminokiselina sadrzavaju
prolin ili alanin (64).

Dugi niz godina vjerovalo se da je glavna uloga
DPP IV/CD26 razgradnja kona¢nih metabolita u
procesu probave. Pripisivala joj se jedinstvena uloga
u metabolizmu polipeptida s visokim sadrzajem
prolina. Brojnim daljnjim istrazivanjima utvrdena je
njezina vazna uloga i u imunosnom odgovoru
organizma (65). Nakon dobivenih saznanja o
bioloskim ucincima vaznih bioaktivnih molekula,
supstrata DPP IV/CD26 te moguénosti njihove
aktivacije odnosno inaktivacije, §to dovodi do
modulacije neuroimunobiokemijskog odgovora
organizma, istrazivanja vezana uz ovu molekulu
eksponencijalno su rasla (66).

Prvi opis DPP IV/CD26 zabiljezen je 1966. u
znanstvenoistrazivatkom radu Hopsu-Havua i
Glennera koji su u homogenatu jetre Stakora otkrili
enzim sa svojstvom otpustanja naftilamina iz Gly-Pro-
2-naftilamida. Zbog navedenog su svojstva ovaj enzim
nazvali glicil-prolin naftilamidaza (67). Shrader i

Stacy otkrili su 1977. funkciju vezanja neodredenog
proteina s adenozin-deaminazom (ADA) te ga nazvali
protein koji veze adenozin deaminazu (engl. adenosin
deaminase binding or complexing protein, ADAbp,
ADACcp). Tek je 1993. utvrdeno da je rijec o kompleksu
DPP IV-ADA (68).

Godine 1977. prvi je put dokazana aktivnost DPP
IV na limfocitima periferne krvi (69). Jedanaest godina
kasnije otkriveno je da je DPPIV identi¢na leukocitnom
povrsinskom antigenu CD26, nakon ¢ega je nekoliko
monoklonskih protutijela koja prepoznaju DPP IV
grupirano pod nazivom “CD26”. Godinu dana kasnije
utvrdeno je da se DPP IV sastoji od dvije jednake
podjedinice, od kojih svaka sadrzava svoje aktivno
srediste (70).

Ova je molekula godine 1985. karakterizirana kao
receptor za kolagen i fibronektin (71). S obzirom na
to da je slijed aminokiselina Gly-Pro ucestao u
kolagenu, pretpostavilo se da ima vaznu metabolicku
ulogu u biokemijskim procesima u kojima je ukljuc¢en
kolagen. Medutim kako je ustanovljeno da DPP IV/
CD26 nema sposobnost cijepanja Pro-Pro i Pro-Hyp
veza koje ponajviSe slijede Gly-Pro sekvence u
kolagenu, tocna fizioloska uloga ovog enzima dugo
je ostajala nepoznata (72).

Daljnjim istrazivanjima ove molekule cjelokupna
c¢DNA humane CD26 prvi je put objavljena 1992. godine
(73). Godine 2001. pokazana je sposobnost direktnog
vezanja CD26 na citoplazmatsku domenu tirozinske
fosfataze, odnosno molekule CD45 (74). Danasnja
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saznanja opisuju molekulu CD26 kao transmembranski
glikoprotein s funkcijom serinske proteaze te ujedno i
jedinstven hematopoetski diferencijacijski antigen. DPP
IV/CD26 jedini je ¢lan porodice prolil-oligopeptidaza
Ciji je izrazaj pronaden na leukocitima (75). Daljnjim je
istrazivanjima dokazano da dijeli mnoga zajednicka
strukturna i regulacijska svojstva s molekulom CD10
(neutralnom endopeptidazom), molekulom CD13
(aminopeptidazom N) te molekulom BP-1/6C3
(aminopeptidazom A) (76).

Istrazivanja provedena u posljednja tri desetljeca
pokazala su Siroki spektar podruc¢ja djelovanja i
funkcionalnih osobitosti DPPIV/CD26 u biokemijskim,
imunoloskim i neuroendokrinim medudjelovanjima.
U mnogim slu¢ajevima, ucinci ne moraju nuzno biti
vezani samo uz kataliticko djelovanje ove molekule,
ve¢ uz brojne, dosad joS nedostatno poznate,
moguénosti djelovanja na podrucju stani¢ne adhezije,
medustani¢ne komunikacije te prijenosa signala u
stanicu (77).

Lokalizacija DPP 1V/CD26

Molekula CD26 konstitutivno je izrazena na
brojnim stanicama razli¢itih tkiva i organa poput
gastrointestinalnog, neuroloskog, reproduktivnog i
ostalih organskih sustava. Imunohistokemijskim
analizama, DPP IV/CD26 dokazana je gotovo u svim
endotelnim stanicama kapilara razli¢itih organa i tkiva
(77). Humana DPP IV/CD26 relativno je ubikvitarna
molekula, osobito izrazena na zrelim timocitima,
aktiviranim limfocitima T, B, NK-stanicama i
makrofagima. Molekula CD26 izrazena je na in vivo
i in vitro aktiviranim CD4+ i CD8+ humanim
limfocitima T (78). Otprilike 56 % CD4+135 % CD8+
stanica limfocita periferne krvi, 74-81 % CD4+ te
12-19 % CD8+ limfocita T aktiviranih s pomoéu
fitohemaglutinina izrazava CD26 (79). Izrazena je i
na mirujué¢im limfocitima T u znatno manjoj mjeri,
ali njezin izrazaj raste 5 do 10 puta nakon stimulacije
antigenima poput anti-CD?3 i interleukina 2 (IL-2) (62,
64). Najvecarazina izrazaja molekule CD26 pronadena
jenaimunosnim stanicama koje izrazavaju aktivacijske
markere poput CD25, CD71, CD45RO te CD29
(80).

Izrazaj molekule CD26 na limfocitima B vrlo je
nizak, no takoder raste nakon stimulacije mitogenima
ili proteinima Staphylococcusa aureusa (81). Poput
limfocita T 1 B, i NK-stanice izrazavaju CD26 u niskoj
razini, ali se izrazaj moze povecati za oko 30 %
stimulacijom s IL-2. Utvrdeno je da 10 % CD16+
svjeze izoliranih NK-stanica izrazava molekulu CD26

(82). Izrazaj molekule CD26 utvrden je i na klonovima
stanica s NK-aktivnos¢u te subpopulacijama NK-
stanica pacijenata nakon transplantacije kosStane srzi
(83, 84). Podaci dobiveni uporabom inhibitora DPP
IV/CD26 upucuju na €injenicu da je molekula CD26
ukljucena u regulaciju proliferacije NK-stanica, ali ne
i u njihovu citotoksi¢nu ulogu (85).

Molekularna obiljezija DPP IV/CD26

Gen koji kodira humanu DPP IV/CD26 nalazi se
na duzem kraku drugog kromosoma (2q24.3). Duzina
mu iznosi priblizno 70 kb, a sadrzava to¢no 26 egzona,
Cija se veliCina prostire od 45 b do 1,4 kb (86).
Karakteristi¢no je da se na 5’ kraju ne nalaze ni TATA
kutija ni CAAT kutija, no podrucje veli¢ine oko 300
parova baza koje iznimno obiluje citozinom i
gvaninom (oko 72 %) sadrzava potencijalna vezna
mjesta za nekoliko transkripcijskih faktora, poput
NF«B, AP2 i Sp1 (86, 87).

Molekula DPP IV/CD26 humanog podrijetla
klasificira se kao integralni transmembranski protein
tipa II. Relativna molekulska masa dimera iznosi oko
240000, a sastavljena je od dva jednaka monomera.
Sadrzava ukupno 766 aminokiselina (u $takora 767),
§to je ustanovljeno sekvencioniranjem cDNA (88). Od
ukupnog broja aminokiselina, 22
(VLLGLLGAAALVTIITVPVVLL) otpadaju na
transmembransku hidrofobnu domenu, na koju se
nastavlja kratak intracelularni, hidrofilni ostatak
sastavljen od svega Sest aminokiselina (MKTPWK)
na N-terminalnom kraju proteinskog lanca. Preostalih
738 aminokiselinskih ostataka sadrzava devet
potencijalnih glikozilacijskih mjesta.

Strukturna obiljezja DPP IV/CD26

Transmembranski glikoprotein DPP IV/CD26 u
organizmu se nalazi ponajvise u obliku dimera
sastavljenog od dvije jedinice monomera od kojih
svaka sadrzava dvije podjedinice: alfa-betahidrolaznu
domenu, koja obuhvaca aminokiselinske ostatke od
501. do 766. te betapropelernu domenu koja se prostire
od 59. do 497. aminokiselinskog ostatka molekule
DPP IV/CD26. DPP IV/CD26 posjeduje devet
potencijalnih mjesta za glikozilaciju koja se nalaze
najveéim dijelom na betapropelernoj domenti, u blizini
podrucja dimerizacije (89). Slika 1, prilagodeno prema
(90), prikazuje shematsku strukturu dimerizirane
transmembranske DPP [V/CD26.

Kristalna struktura DPP IV/CD26 pomogla je u
rasvjetljavanju funkcionalne uloge dimerizacije DPP
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IV/CD26. Naime, pokazano je da dimerizacija nije
nuzna za oblikovanje aktivnog sredista. S druge strane,
dimerizacija i tetramerizacija utjeCu na ostale
komponente, ukljucujuéi supstrate proteolize te
vezanje adenozin-deaminaze, a najvjerojatnije i
mogucnost medustani¢éne komunikacije. Osim toga,
dimerizacija DPP IV/CD26 pojacava afinitet receptora
prema ligandu, $to moze biti od iznimne vaznosti u
procesima prijenosa signala u stanicu (89).

Osim dimerizacije, detaljnijim istrazivanjima
otkrivena je i sposobnost oligomerizacije membranski
vezane i solubilne DPP IV/CD26. Zbog geometrijske
specifiCnosti tetramerizacija na povrsini stanice
zahtijeva membranski vezani i solubilni oblik DPP
IV/CD26, lociran na povrsini dviju razli¢itih stanica.
DPP IV/CD26 moze na ovaj nacéin sudjelovati u
medustani¢noj komunikaciji, i to na na¢in da modulira
kontakt izmedu dviju stanica u procesu medusobne
komunikacije putem tetramerizacije dvaju DPP IV/
CD26 dimera prisutnih na njihovoj povrsini. Vaznu
ulogu u ovom procesu moze imati i solubilni oblik
ove molekule, s obzirom na to da mozZe interferirati u
vezanju membranski vezanih oblika.

Solubilna DPP 1V/CD26

Osim u membranski vezanom obliku na povrsini
razli¢itih stanica, DPP IV/CD26 prisutna je u
solubilnom (topljivom) obliku u cirkulaciji (u serumu),
slini, urinu, sinovijalnoj tekuéini, sjemenoj i
amnionskoj tekudini te ostalim bioloskim teku¢inama.
Podrijetlo solubilne DPP IV/CD26 nije sa sigurnoséu
utvrdeno, ali pretpostavlja se da potjece s povrsine
stanica koje su u doticaju s krvlju. Vjeruje se da postoji
proteoliticki mehanizam koji pridonosi otpustanju
membranski vezane DPP IV/CD26 u cirkulaciju, no
zasad nije poznat (55).

Solubilna DPP IV/CD26 pleiotropna je molekula
koja zadrzava identi¢na proteoliticka svojstva poput
membranski vezane. Razlikuju se u nedostatku 22-iju
aminokiselina transmembranskog dijela te 6
aminokiselina unutarstani¢nog dijela cjelovite DPP
IV/CD26 (63).

Aktivno srediste DPP IV/CD26

Aktivno srediste DPP IV/CD26 ¢ini kataliticka
trijada serin (aminokiselinski ostatak 630), asparaginska
kiselina (aminokiselinski ostatak 708) te histidin
(aminokiselinski ostatak 740). Osim toga, tirozinski
ostatak hidrolazne domene nuzdan je za kataliticku
aktivnost ovog enzima, a kineti¢ka istrazivanja

pokazala suida sudjeluje u stabilizaciji intermedijarnih
oblika supstrata. Nadalje, dvije glutaminske kiseline,
Glu205 1 Glu206 sudjeluju u stvaranju
medumolekularnih elektrostatskih veza s N-
terminalnim dijelom supstrata, $to ostavlja mjesta
samo za dvije aminokiseline prije nego Sto peptid
dospije do aktivnog mjesta. Ovaj mehanizam
objasnjava i dipeptidilnu kataliti¢ku aktivnost DPP
IV/CD26 (91).

Betapropelerna domena prekriva aktivno srediste
te stoga djelomi¢no ograni¢ava pristup supstratima,
§to omogudéuje i odredenu regulaciju bioloske
aktivnosti ovog enzima. Postoje dva glavna puta do
aktivnog sredista molekule DPP IV/CD26: kroz prolaz
B-propelerne domene te kroz bo¢ni prolaz Sirine 14 A
do 15 A (90). Udaljenost od povrsine DPP IV/CD26
do aktivnog sredista iznosi 20 A od bo¢nog prolaza
te 37 A od B-propelerne domene. Nakon razgradnje
supstrata, nastali produkti napustaju aktivno mjesto,
a da pritom put ulaska i izlaska ne moraju biti jednaki
(89).

Specificnost prema supstratima

Mnoge bioloski aktivne molekule poput citokina,
kemokina, hormona, neuropeptida i faktora rasta
sadrzavaju evolucijski oCuvani prolin na
pretposljednjem mjestu polipeptidnog lanca (92).
Ovakva struktura omoguéuje im relativno visoku
mogucnost regulacije njihova bioloskog djelovanja te
postojanost u zastiti razgradnje od strane enzima koji
ne posjeduju prolin-specifi¢nu peptidaznu aktivnost
(93). Medutim upravo ih ovakva struktura ¢ini
pogodnim supstratima za kataliticko djelovanje DPP
IV/CD26 (72).

Citosol
Stanitna membrana

N ‘ o} hidrolazna

f'..( B

Slika 1 Struktura transmembranske DPP 1V/CD26 u obliku
dimera, shematski prikaz (prilagoden prema ref. 90)
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Pokazano je da su peptidi manje molekulske mase
vrlo dobri supstrati DPP IV/CD26. Porastom broja
aminokiselina u primarnoj strukturi polipeptidnog
lanca smanjuje se i moguénost dopiranja do aktivnog
srediSta, a time i moguénost njihove kataliticke
razgradnje od strane DPP IV/CD26 (51). Tablica 2.
prikazuje popis i karakteristike znac¢ajnih regulacijskih
peptida, supstrata DPP IV/CD26 u sisavaca.

Funkcije DPP 1V/CD26

UvrijeZena su Cetiri podrucja djelovanja DPP IV/
CD26 u kojima, prema dosadasnjim saznanjima, ova
molekula ostvaruje svoju biolosku ulogu:

1) Proteoliza — u svojstvu serinske proteaze, DPP
IV/CD26 sudjeluje u hidrolitickoj razgradnji
pojedinih bioloski aktivnih peptida, a samim time
u njihovoj aktivaciji i inaktivaciji. Na ovaj nacin
moze utjecati na modulaciju neuroimuno-
biokemijskog odgovora organizma u fizioloskim i
patoloskim procesima (64).

2) Uloga u medustani¢noj komunikaciji, komunikaciji
izmedu stanice i izvanstani¢nog matriksa te
medudjelovanja stani¢ne povr§ine i virusnih
komponenata. DPP IV/CD26 opisuje se i kao
protein koji veze kolagen i fibronektin (95), zatim
kao koreceptor za HIV-1 u medudjelovanju s
adenozin-deaminazom (96) te vazan ¢imbenik
metastaziranja tumora (97).

3) Prijenos signala u stanicu — pokazano je da DPP
IV/CD26 ima ulogu koreceptora u kaskadnim
reakcijama prijenosa specifi¢nih signala kroz
membranu (65).

4) Kompleksni neuroimunobiokemijski mehanizmi,
zasad jo§ nedostatno poznati — rezultati objavljenih
istrazivanja upucuju na ukljuc¢enost DPP IV/CD26
u mehanizme stani¢ne proliferacije i diferencijacije
(98), programirane stani¢ne smrti odnosno apoptoze
te slozenim mehanizmima aktivacije limfocita T in
vitro 1 in vivo, 0sobito u autoimunosnim procesima
(98, 99). Utvrdena je ukljuc¢enost DPP IV/CD26 u
neuroimunoendokrine procese, §to otvara put
novim istrazivanjima i terapijskim moguénostima
(100).

Zbog svoje kompleksnosti u djelovanju te izrazite
multifunkcionalnosti DPP IV/CD26 i porodica DPP
IV proteina vrlo su vazno podrucje u brojnim
istrazivanjima i temeljnim i klinicko-farmaceutskim.
Molekula DPP IV/CD26 prva je membranski vezana
peptidaza za koju je utvrdena uloga u procesu prijenosa
signala u stanicu. Kako ovaj transmembranski
glikoprotein sadrzava kratku citoplazmatsku domenu,

iako bez uobicajenih signalnih motiva (65, 77), vjeruje
se da su upravo taj kratki transmembranski dio i
unutarstani¢ni dio ukljuceni u kaskadne reakcije
prijenosa signala u stanicu. Razli¢ite grupe istrazivaca
opisale su ukljuc¢enost DPP IV/CD26 u regulaciju
diferencijacije i rasta limfocita T, kao i njihove
aktivacije (82, 101, 102).

Vazna komponenta prijenosa signala u stanicu
putem molekule CD26 jest 1 agregacija s adenozin-
deaminazom. Adenozin-deaminaza (ADA; EC 3.5.4.4)
enzim je ukljucen u metabolizam purina. Katalizira
hidroliticku deaminaciju adenozina ili 2°’-
deoksiadenozina u inozin ili 2’-deoksiinozin i
amonijak. Kongenitalni defekti ADE uzrokuju tesku
kombiniranu imunodeficijenciju, karakteriziranu
nedostatkom funkcionalnih limfocita T i B (103).

S obzirom na kratku citosolnu domenu molekule
CD26, potrebna mu je molekula s kojom se moze
povezati u cilju efikasne provodnje signala (104).
Pokazano je da upravo interakcija DPP IV/CD26 i
ADE rezultira kostimulacijskim signalima kod
limfocita T. Asocijacija CD26-ADA na povrSini
limfocita T moze imati kostimulacijsku ulogu prilikom
aktivacije T-stani¢nog CD3 antigenskog receptora
(103). Rezultati provedenih istrazivanja pokazali su
da prilikom povecane koncentracije ADE dolazi do
povecanog lucenja interferona y (IFN-y), cimbenika
tumorske nekroze a (TNF-a) te interleukina 6 (IL-6),
dok nema znacajnijeg u¢inka na interleukine 2 i 10
(TL-2 i IL-10) (104).

Osim u slu¢aju povezivanja s ADOM Ishii i sur.
(74) pokazali su da se signalizacija putem molekule
CD26 djelomi¢no odvija i putem asocijacije s
tirozinskom fosfatazom odnosno molekulom CD45.
Poznato je da je molekula CD45 involvirana u
aktivaciju limfocita T te je stoga kompleks CD26-
CDA45 karika u nizu signalnih kaskada ukljuc¢enih u
imunosni odgovor.

Klinicka vaznost i terapijska primjena

Mogucénost specificne kataliticke razgradnje ciljnih
bioloski aktivnih supstrata, kao i ukljucenost u
imunomodulacijske procese ¢ine DPP IV/CD26
molekulom od velikog znacenja u klinickom smislu,
kao i potencijalnim, a ponegdje ve¢ i potvrdenim
kandidatom za terapijsku primjenu (105-107).

Dosadasnja su istrazivanja upozorila na izmijenjene
vrijednosti aktivnosti i izrazaja DPP IV/CD26 u
razli¢itim bolestima, poput upalnih bolesti crijeva,
reumatoidnih bolesti, neuroloskih bolesti, karcinoma,
metabolickih bolesti i mnogih drugih, kao §to je sazeto
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Tablica 2 Popis i karakteristike znacajnih regulacijskih peptida, supstrata DPP IV/CD26 u sisavaca (prilagodeno prema ref.

721 94)
Supstrat N- Broj UspjeSnost Bioloski Literaturni
DPPIV/CD26 -terminalni amino- katalize® ucinak izvor
kraj lanca kiselina
Xaa-Pro-peptidi
Neuropeptid Y, NPY YP-S... 36 e nakiivacija za Y1-— 147 145
receptor
Peptid YY, PYY YPL... 36 ++ Inaktivacija za Y1- (148)
receptor
Enterostatin VP-DP-R 5 ++ Inaktivacija (149)
Beta-kazomorfin YP-F... 7 +++ Inaktivacija (150)
Interleukin 6 VP-PG-E... 184 ++ Inaktivacija (94, 151)
(humani)
Interleukin 6 (misji) FP-TS-Q... 187 ++ Inaktivacija (94, 151)
Interleukin 10 SP-G... 160 + Inaktivacija (94, 151)
(humani)
Sl Nije sasvim poznat,
- +
Propeptid tripsinogena FP-T... 8 aktivacija? (150)
Bradikinin RP-P... 9 Nije sasvim oo o cvim poznat (152)
poznata
Supstancija P RP-KP-Q... 11 ++ Nije sasvim poznat (152, 153)
Peptid koji .. .
-LP- +
oslobada gastrin VP-LP-A... 27 Nije sasvim poznat (150)
Endomorfin 2 YP-FF-NH, 4 o Inaktivacija (154)
Tyr-melanostatin YP-LG-NH, 4 ++ Inaktivacija (150)
Aprotinin RP-D... 58 + Nije sasvim poznat (150)
Inaktivacija za
RANTES? SP-Y... 68 + CCR-11CCR-3- (155, 156)
receptore
Granulocitni
kemotakti¢ni protein 2, GP-V... 73 + Nije sasvim poznat (156)
GCP-2
Inaktivacija za
-1-g¢ - +
SDF-1-a! KP-V... 68 CXCR4-receptor (155, 157)
Inaktivacija za
-1-B¢ - +
SDF-1-p KP-V... 72 CXCR4-receptor (157)
Kemokin deriviran s Inaktivacija za
-YG- +
makrofaga, MDC GP-YG-A... 69 CCR4-receptor (158)
Monocitni kemotaktic¢ni Nije sasvim .. .
protein 1, MCP-1 QP-DA-... 76 poznata Nije sasvim poznat (156)
Monocitni kemotaktic¢ni .
- +
protein 2, MCP-2 QP-DS... 76 Inaktivacija (155)
Monocitni kemotaktic¢ni Nije sasvim .. .
protein 3, MCP-3 QP-VG... 73 poznata Nije sasvim poznat (156)
. Inaktivacija za
- +
Eotaksin GP-A... 74 CCR3-receptor (92, 155, 159)
Interferon
y-inducibilni protein 10, VP-L... 77 + Nije sasvim poznat (94)
IP-10
Cimbenik rasta 1 GP-E... 70 Nije sasvim Nije sasvim poznat (72)

slican inzulinu

poznata
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Tablica 2 Nastavak
Supstrat N- Broj UspjeSnost Bioloski Literaturni
DPPIV/CD26 -terminalni amino- katalize® uéinak izvor
kraj lanca kiselina
Prokolipaza VP-DP-R... 101 T Nije sasvim poznat, (150)
aktivacija?
Interleukin 2 AP-T-... 133 Nije sasvim — eie covim poznat (94, 150)
poznata
Interleukin 1-§ AP-V... 153 Nije sasvim Nije sasvim poznat (93)
poznata
o,-mikroglobulin GP-VP-T 168 Nije sasvim e ovim poznat (150)
poznata
Prolaktin LP-I... 198 + Nije sasvim poznat (94, 150)
- FP-T Nije sasvim poznat,
+
Tripsinogen 231 aktivacija? (150)
Korionski gonadotropin AP-D... 243 + Nije sasvim poznat (150)
g P (a-lanac) ! P
Xaa-Ala-peptidi
Peptid histidin-metionin HA-E... 27 ++ Inaktivacija (160)
Cimbenik oslobadanja .
- ++
hormona rasta (1-29) YA-D... 29 Inaktivacija (161)
Cimbenik oslobadanja L
hormona rasta (1-44) YA-D... 44 ++ Inaktivacija (160)
Peptid 1 sli¢an L
- ++
glukagonu, GLP-1 HA-E... 30 Inaktivacija (160)
Peptid 2 sli¢an L
- ++
glukagonu, GLP-2 HA-E... 34 Inaktivacija (122)
Gastri¢ni .
- ++
inhibicijski peptid, GIP YA-E... 42 Inaktivacija (160)
Xaa-Ser-peptidi
Vazoaktivni intestinalni Inaktivacija za
-DA- ++
peptid, VIP HS-DA-VE.. 28 VPACl-receptor (147)
Interleukin 10 MS-RG-Q... 160 + Inaktivacija 94, 151)
(misji)

“zakljucak prema podacima dostupnima u literaturi: +, dobra; ++, vrlo dobra, +++, izvrsna uspjesnost katalize
® RANTES, od engl. regulated on activation normal T-cell expressed and secreted

“SDF;, od engl. stromal cell-derived factor

u tablici 3. (107). Medutim uloga ove molekule u
fizioloskim i patoloskim medudjelovanjima do danas
nije potpuno razjasnjena.

Inhibitori DPP 1V/CD26

Vecina inhibitora DPP IV/CD26 moze se podijeliti
u tri glavne skupine: I) reverzibilni analozi (npr.
pirolidin, tiazolidin), II) kovalentno vezani analozi,
III) reverzibilni nepeptidni heterocikli¢ni inhibitori.
Istrazivanja na ovom podrucju osobito su intenzivna
i dosada su dala ve¢ vrlo vazne rezultate te naposljetku
rezultirala klinickom primjenom inhibitora DPP IV/
CD26. Potencijal terapijske primjene inhibitora DPP
IV/CD26, kao i njegova klinicka vaznost zaista su

veliki, a rasvjetljavanje uloge ove molekule u
razli¢itim fizioloskim i patoloskim procesima presudno
iu tom smislu (108).

Podrucje koje je zasigurno najistrazenije u smislu
terapijske primjene modulacije aktivnosti DPP IV/
CD26 jest dijabetes tipa 2 (109). Naime, odredeni
inhibitori aktivnosti DPP IV/CD26 poput sitagliptina,
saksaglikpita i vildagliptina ve¢ su u klini¢koj primjeni
u terapiji dijabetesa u smislu sprje¢avanja razgradnje
supstrata, ponajvise inkretina, koji sudjeluju u
odrzavanju koncentracije glukoze u krvi stalnom i
pomazu u glikemijskoj kontroli (110, 111). Prvotna
ideja o inhibiciji aktivnosti DPP IV/CD26 u cilju
terapije dijabetesa tipa 2 nastala je iz saznanja o
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Tablica 3 Aktivnost serumske DPP IV/CD26 u odredenim fizioloskim, odnosno patoloskim stanjima

Fiziolosko / patolosko stanje

aktivnost serumske DPP IV/CD26

Regeneracija jetre (u Stakora) Povisena
Disfunkcija jetre (humana) Povisena
Karcinom pankreasa i zu¢nih vodova (humani) Povisen
Hepatom (humani, u Stakora) Povisena
Encefalitis (misji) Povisena
Odbacivanje transplantata (u Stakora) Povisena
Osteoporoza (humana) Povisena
Upalna bolest crijeva (humana) SniZzena
Depresija (humana) Snizena
Reumatoidni artritis (humani, u misa) Snizena
Sistemski lupus erythematosus (humani) Snizena
Dijabetes mellitus (humani) Snizena/poviSena
Hipertenzija (humana) Snizena
Trudnoca (humana) SniZena
Neonatalna vs. odrasla dob (humana) SniZena
Karcinom usne Supljine (humani) SniZzena
Imunosupresija (u Stakora) Snizena
Mijeloidna leukemija (humana) Bez promjene
AIDS Bez promjene
Fibromialgija Bez promjene

mogucénosti katalitiCke razgradnje inkretinskog
hormona, peptida 1 sli¢nog glukagonu (GLP-1).
GLP-1 je gastrointestinalni inkretinski hormon koji
se u cirkulaciju otpusta postprandijalno i potice lucenje
inzulina stimulirano glukozom. Osim toga, ima niz
drugih djelovanja u metabolickom smislu, od
odgadanja praznjenja Zeluca do inhibicije lucenja
glukagona, a sveukupnost njegova djelovanja
pridonosi osjecaju sitosti. Nadalje, GLP-1 utjece na
[B-stanice gusterace poticuci njihovu neogenezu i
inhibiraju¢i njihovu apoptozu te potice biosintezu
inzulina, $to ga ¢ini izvrsnim kandidatom u terapiji
dijabetesa, a to je klinickim istrazivanjima i potvrdeno
(112). Osim GLP-1, vazan inkretinski hormon je i
inzulinotropni peptid ovisan o glukozi (engl. glucose-
dependent insulinotropic peptide, GIP) te niz ostalih
hormona koji sudjeluju u odrzavanju homeostaze
glukoze. Vjeruje se da sinergisticno djelovanje GIP-a
1 GLP-1 uzrokuje ¢ak 60 % do 70 % postprandijalnog
lucenja inzulina (113). Medutim bioloski poluzivot
ovih inkretina vrlo je kratak (svega 1 do 2 minute za
GLP-1 te 7 minuta za GIP), jer podlijezu katalitickoj
razgradnji zbog enzimskog djelovanja DPP [V/CD26,
Sto dovodi do njihove inaktivacije (112). Stoga je niz
istrazivanja doveo do razvoja inhibitora DPP IV/
CD26, u cilju poboljsanja metabolicke kontrole i
ocCuvanja homeostaze glukoze u oboljelih od dijabetesa
tipa 2 (111).

Dosadasnje zapazene nuspojave inhibitora DPP
IV/CD26 relativno su dobro¢udne, a ponajvise se isti¢e
mogucénost nastajanja hipoglikemije i posljedicnog
hipoglikemijskog Soka. Najteza moguca nuspojava
terapije inhibitorima DPP IV/CD26 ukljucuje
alergijske reakcije koje mogu biti i kobne. Uporaba
inhibitora DPP IV/CD26 medutim nije indicirana u
oboljelih od dijabetesa tipa 1 (111).

DPP IV/CD26 1 UPALNE BOLESTI CRIJEVA

Dosadasnja istrazivanja upucuju na promijenjene
vrijednosti aktivnosti i1 izrazaja DPP IV/CD26 kod
oboljelih od UBC-a (8, 9, 114). Pokazano je da stupanj
snizenja serumske aktivnosti DPP IV/CD26 korelira
s ja¢inom i aktivnosc¢u bolesti i kod CB-aikod UK te
se stoga potencijalno moze rabiti u klinicke svrhe kao
neinvazivan i ekonomski prihvatljiv marker ovih
bolesti. Medutim unato¢ razli¢itoj imunosnoj pozadini
pojedinog entiteta upalnih bolesti crijeva, serumska
aktivnost DPP IV/CD26 nije se pokazala dobrim
markerom za dijagnosticko razlikovanje CB-a i UK
(9). No unato¢ brojnim istrazivanjima uloga ove
molekule u patogenezi UBC-a, kao i1 drugim kroni¢nim
upalnim bolestima, ostaje nerazjasnjena (115).

Temeljem dosadasnjih saznanja predlozena su dva
mehanizma putem kojih bi DPP IV/CD26-molekula
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mogla biti ukljucena u patogenezu UBC-a, a ukljucuju
ulogu DPP IV/CD26 u svojstvu serinske proteaze te
kao kostimulacijske, odnosno signalne molekule. Kao
serinska proteaza DPP IV/CD26 utjece na biolosku
aktivnost mnogih molekula koje osim Sto imaju
imunomodulacijsku ulogu, pokazano je da sudjeluju
iu patogenezi UBC-a, uklju¢uju¢i RANTES, SDF-1a
1 TNF-0, IL-6 1 IL-10 (116). Modulacijom citokinskog
odnosno kemokinskog odgovora pretpostavlja se da
DPP IV/CD26 tijekom razvoja ili cijeljenja kolitisa
utjeCe na aktivnost pojedinih imunosnih stanica i
upalnih medijatora (7). Nadalje, buduci da je oStecenje
sluznice jedna od glavnih posljedica tijekom razvoja
humanog oblika UBC-a, posljednjih godina istrazuju
se medijatori koji utjecu na proces oporavka sluznice.
Dosadasnja saznanja upucuju na to da supstrat DPP
IV/CD26, peptid 2 slican glukagonu (GLP-2), ima
vrlo vaznu ulogu (117). GLP-2 ¢lan je porodice
peptida sli¢nih glukagonu, a sastoji se od 33
aminokiseline. Putem enteroendokrinih stanica
izlucuje se u lumen crijeva, a upravo je stoga
najvaznije podrucje djelovanja GLP-21-33 probavni
sustav, od Zeluca do debelog crijeva. Pokazano je da
sudjeluje u regulaciji mnogih procesa u
gastrointestinalnom traktu, ukljucujuéi apsorpciju
nutrijenata, permeabilnost epitela, stani¢nu
proliferaciju te apoptozu (118, 119). Istrazivanja
provedena na eksperimentalnim modelima ostecenja
intestinalne sluznice u misa i Stakora pokazala su da
egzogena primjena GLP-21-33 pospjesuje rast epitela
mukoze i u tankom i u debelom crijevu (120). S druge
strane, smanjuje smrtnost stanica epitela, ublazuje
oSteéenja sluznice, utjeCe na izrazaj citokina, smanjuje
bakterijsku septikemiju u upali te ublazuje jacinu
oStecenja sluznice crijeva u eksperimentalnome
misjem modelu kolitisa (121). Stoga je citoprotektivni
u¢inak GLP-21-33 temelj potencijalne uporabe ovog
peptida u svrhu lijeCenja oStecenog ili upaljenog
mukoznog epitela crijeva kod ljudi. Medutim glavna
je zapreka brza inaktivacija GLP-21-33 od strane DPP
IV/CD26 kao serinske proteaze u inaktivan oblik
GLP-23-33 (122). Inaktivacija GLP-2 ujedno je
najvec¢i problem povezan s primjenom GLP-2 u
terapijske svrhe te se stoga otvara mogucénost primjene
DPP IV/CD26 inhibitora (117).

Sobziromnato daje DPPIV/CD26 transmembranski
glikoprotein koji ima kratak citoplazmatski rep,
pretpostavlja se da imunomodulacijski u¢inak
ostvaruje ne samo enzimskom aktivnoséu nego i kao
kostimulacijska i signalna molekula (64). Pretpostavlja
se da kostimulatornu funkciju ostvaruje putem

prethodno spomenutog vezanja ADE ili direktnom
interakcijom s citoplazmatskom domenom CD45 (74,
123). DPP IV/CD26 inducira monomerizaciju
molekule CD45 i time aktivira prijenos signala preko
T-stani¢nog receptora (64). Aktivacijom molekule
CDA45 dolazi do fosforilacije na T-stani¢nom receptoru
pridruzenih tirozinskih kinaza, p56Lck, Zap-70, c-Cbl,
Erk1/2 koje mijenjaju fosforilacijsko stanje ostalih
signalnih molekula. Rezultat su prijenos signala,
aktivacija T-limfocita i lu¢enje IL-2 (74). Istrazivanja
su pokazala da molekula DPP IV/CD26 nije stabilan
povrsinski marker te da aktivacija limfocita T inducira
povecan izrazaj DPP IV/CD26 na njihovoj povrsini u
pocetku proliferacije te dostize svoj maksimum nakon
tri dana. Nakon toga izrazaj ponovno opada i stanice
prestaju proliferirati jedanaestog dana kultivacije.
Povecanje izrazaja DPP IV/CD26 nakon stimulacije
odnosno tijekom aktivacije i proliferacije limfocita
izraZenije je na stanicama Th1 nego na Th 2-stanicama
imunosnog odgovora.

POKUSNI MODELI UPALNIH BOLESTI
CRIJEVA

Razlicitost i brojnost ¢imbenika za koje se
pretpostavlja da imaju potencijalnu ulogu u etiologiji
UBC-a ukljucujuéi gensku heterogenost humane
populacije te kompleksnost gen-gen i gen-okolisnih
interakcija, znaCajno otezavaju razumijevanje
etiopatogenetskih mehanizama koji vode do razvoja
UBC-a. Istrazivanja etiopatogeneze upalnih bolesti na
zivotinjskim modelima sezu unatrag gotovo pola
stoljeca 1 potrebno je istaknuti da su upravo ova
istrazivanja pruzila prvi ozbiljan pokusaj rjeSavanja
imunosne osnove upalnih bolesti. Tijekom posljednjih
deset godina prepoznata je vaznost zivotinjskih
modela bolesti, zabiljeZen je ubrzani razvoj pokusnih
modela te je do danas poznato vise od 60 modela
UBC-a. Zbog sli¢nosti s humanim oblicima UBC-a
pokusni modeli kolitisa omogucéavaju proucavanje
ranih dogadaja vezanih uz medudjelovanje razli¢itih
upalnih medijatora, utvrdivanje imunosnih
mehanizama, kao i identifikaciju pojedinih gena
(tablica 4). Upalni proces crijeva u pokusnim
modelima moze se razviti: 1) spontano; 2) potaknuto:
nakon primjene kemijskog agensa (npr. intrarektalna
aplikacija octene kiseline); 3) prijenosom imunosnih
stanica iz jednog soja pokusnih zivotinja u drugi i 4)
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genetiCkom manipulacijom (selektivne insercije ili
delecije odredenih gena).

Kao rezultat geneticke manipulacije u odredenom
broju eksperimentalnih Zivotinja UBC se razvija
spontano, a da bismo ih razlikovali od sojeva miseva
kod kojih spontane mutacije dovode do razvoja
kolitisa, uveden je termin ,,inducirani mutanti‘.
Upravo ova kategorija danas ukljuCuje najveci broj
eksperimentalnih modela, a dobivena saznanja uvelike
su pridonijela razumijevanju mehanizama koji vode
razvoju kolitisa. Nadalje, genetickom manipulacijom
potvrdena je pretpostavka da ¢e samo mutacije gena
koje ¢ine klju¢ne karike u patogenezi dovesti do
spontanog razvoja bolesti. Medu navedenim modelima
isticu se misSevi s deficitom IL-2, IL-10 i TGF-B1.
Sadlack i sur. su 1993. godine prvi pokazali da otprilike
50 % miSeva kojima se inaktivira gen za IL-2 ugine
izmedu Cetvrtog i devetog tjedna Zivota, dok se u
ostalih izmedu Sestog i petnaestog tjedna razvije
kroni¢ni oblik kolitisa koji zahvac¢a kolon, od rektuma
do cekuma, a patohistoloske promjene gotovo su
identi¢ne s promjenama prisutnim u humanom obliku
kolitisa (124). Misevi s deficitom IL-10 obole od
kolitisa, ali za razliku od miSeva s deficitom IL-2
upalni proces zahvaéa osim kolona i duodenum te
proksimlni dio jejunuma (125). U oba modela
pokazana je aktivacija CD4+ Thl-stanica, uz
smanjenje broja T-regulatornih stanica te se
pretpostavlja da ove promjene pokre¢u mehanizme
koji vode razvoju bolesti.

Tablica 4 Odabrani pokusni modeli kolitisa

Budu¢i da je etiologija UBC-a kompleksna, a
mehanizmi razvoja kolitisa u pojedinome modelu
razli€iti, izbor pokusnog modela vazan je korak u
pracenju i interpretaciji mehanizama ¢ija se uloga
ispituje. Siroki spektar manifestacija crijevne upale u
poznatim zivotinjskim modelima govori u prilog
velikoj razli¢itosti UBC-a u ljudi. Idealni
eksperimentalni model UBC-a trebao bi $to bolje
imitirati humani oblik ulceroznog kolitisa ili Crohnove
bolesti, biti jednostavan u izvodenju te imati visoku
reproducibilnost (126). Dosadasnja saznanja upucuju
na ¢injenicu da nema dobrog ili loSeg modela UBC-a,
da nema modela na kojem se mogu proucavati sve
komponente razvoja UBC-a te stoga izbor prikladnog
modela za odredeno istrazivanje ovisi o segmentu
bolesti koji se zeli istraziti. Upoznavanje zivotinjskih
modela i kompleksa upalnih medijatora sluzi kao
putokaz za razvoj novih hipoteza i terapijskih
strategija.

MODEL CROHNOVE BOLESTI U MISA

Model kolitisa u misSa induciranog
trinitrobenzensulfonskom kiselinom (TNBS-kolitis,
model Crohnove bolesti u misa, engl. Crohn-like
colitis in mice) kemijski je induciran pokusni model
upalne bolesti crijeva pri ¢emu dolazi do oStecenja
epitelnih stanica, ulceracija i transmuralne upale koja

Pokusni model kolitisa Lokalizacija Upala Klinic¢ka sli¢nost
Spontani

C3H/HelJ/Bir miSevi cekum, kolon akutna, kroni¢na CB, UK
SAMP1/Yit miSevi ileum akutna, kroni¢na CB
Kemijski inducirani

Octena kiselina kolon, rektum akutna UK
TNBS/etanol kolon akutna, kroni¢na CB
DSS kolon akutna, kroni¢na UK
Ciklosporin A kolon akutna, kroni¢na CB, UK
Oksazolon kolon akutna, kroni¢na UK
Prijenos imunosnih stanica

prijenos CD45Rbhieh kolon > ileum kroni¢ni > akutni CB
Transgenicni miSevi

IL-2 - deficijentni misevi kolon akutna, kroni¢na UK
IL-10 - deficijentni misevi tanko crijevo, kolon kroni¢na UK
afp TCR - deficijentni misevi kolon akutna, kroni¢na UK

CB, Crohnova bolest; UK, ulcerozni kolitis; TNBS, trinitrobenzensulfonska kiselina,; DSS, natrijev dekstran sulfat, IL, interleukin,
TCR, T - stanicni receptor; TGF-p, transformirajuci faktor rasta f3.
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je uglavnom lokalizirana u distalnom dijelu kolona.
Rektalna primjena otopine 2,4,6-
trinitrobenzensulfonske kiseline (TNBS, C,.H,N,O,S,
Mr=293.17) u etanolu uzrokuje primarno Th1-oblik
imunosnog odgovora, koji je specifican za CB u ljudi
(7,127). Zbog velike sli¢nosti klinickih, histoloskih i
imunosnih karakteristika kod ljudi te reproducibilnosti
u zivotinja, pogodan je pokusni model za proucavanje
ranih dogadaja vezanih uz nastanak, razvoj i cijeljenje
CB-a (127, 128).

Mehanizam djelovanja

Mehanizam toksi¢nog djelovanja etanolne otopine
TNBS-a na crijevnu mukozu nije u cijelosti razjasnjen.
Medutim poznato je da etanol u ovoj formulaciji pri
rektalnoj primjeni djeluje prije svega kao agens koji
razara povr$inu mukoze crijeva te omogucéava
prodiranje TNBS-a u dublje slojeve stijenki crijeva.
TNBS tada lokalno djeluje kao hapten, vezu¢i se na
endogene proteine mukoze kolona, §to dovodi do
nastanka proteina modificiranih TNBS-om u intersticiju
crijeva te na taj nacin potice lokalni imunosni odgovor
putem aktivacije limfocita T 1 makrofaga (127, 129).
Pritom dolazi i do razgradnje TNBS-a te nastanka vece
koli¢ine slobodnih kisikovih radikala, $to potice
kaskadu citotoksi¢nih reakcija, dodatno pridonoseci
razvoju upalnih procesa koji naposljetku cesto
zavrSavaju stani¢nom smrcu (129). Nadalje, pokazano
je da interakcija -NO, skupine iz TNBS-a sa
specificnim flavoproteinima, uz prisutnost
molekularnog kisika, dovodi do nastanka superoksidnog
aniona te vodikova peroksida. Njihovom reakcijom s
odredenim faktorima, poput iona Zeljeza, dolazi do
stvaranja snaznih slobodnih radikala koji mogu
izravno oStetiti makromolekule od vitalne vaznosti za
stanicu, poput DNA, proteina i lipida (130).

Uspostava TNBS-modela kolitisa

U svojim smo istrazivanjima uspostavili TNBS-
kolitis u misa s deficitom CD26 (CD26-/-) i divljem
tipu misa (C57BL/6), primjenom klizme koja sadrzava
5 %-tni TNBS otopljen u 50 %-tnom etanolu u
jednakim omjerima. Ovu smo koncentraciju odredili
prethodnim pilot-pokusima kao optimalnu, u smislu
najveceg pobolijevanja pokusnih Zivotinja uz najmanju
stopu smrtnosti. Klizma je uvedena pokusnoj zivotinji
4 cm proksimalno od analnog otvora s pomocu
polipropilenskog katetera, u op¢oj anesteziji. Pokusne
zZivotinje iz kontrolnih skupina bile su podvrgnute
identi¢noj proceduri, ali im je rektalno uvedena

otopina etanola odnosno fizioloska otopina. Prilikom
izvodenja pokusa postivana su sva nacela i propisi
rada s laboratorijskim Zivotinjama. Eticka komisija
Medicinskog fakulteta Sveucilista u Rijeci prethodno
je odobrila sve planirane postupke s laboratorijskim
Zivotinjama.

Kolitis se kod pokusnih Zivotinja obaju sojeva
manifestirao loSim klinickim stanjem, gubitkom
tjelesne mase, promjenom u konzistenciji stolice u
kojoj se mogla vidjeti krv te eventualno prisutnost
rektalnog krvarenja. Simptomi su bili najintenzivniji
drugog dana od aplikacije otopine TNBS-a u etanolu.
Makroskopske promjene takoder su bile najizrazenije
drugog dana, a manifestirale su se kao skracenje i
zadebljanje kolona te lokalizirana, zari$na upala
zavr$nog dijela debelog crijeva.

Patohistoloske karakteristike

Patohistoloska analiza potvrdila je postojanje
transmuralne upale vrlo sli¢ne onoj u humanoj
Crohnovoj bolesti. Histomorfometrijska analiza
preparata debelog crijeva potvrdila je smanjenje broja
kripta, njihovo proSirenje te smanjenje dubine u
skupinama Zivotinja s induciranim kolitisom. Drugi
dan od aplikacije etanolne otopine TNBS-a akutna je
faza kolitisa i karakterizirana je skracenjem i
zadebljanjem kolona te lokaliziranim, zari$nim
upalnim promjenama ponajvise u zavrsnom dijelu
debelog crijeva. Upalne promjene diskontinuiranog
su karaktera, s podru¢jima zdravog tkiva izmedu
podrucja zahvacenih upalom. Navedene promjene
zapazene su u oba soja pokusnih Zivotinja kojima je
induciran kolitis. Zivotinje u kontrolnim skupinama
tretirane fizioloSkom otopinom nisu pokazivale upalne
promjene stijenke debelog crijeva. Kod kontrolne
skupine Zivotinja tretiranih otopinom etanola u nekim
se preparatima drugog dana pokusa moglo uociti
razvijanje upalnog procesa, ali je uvijek bila zahvacena
samo sluznica uz infiltrate granulocita u lamini propriji
i pojavu edema, no bez oStecenja povrsnog epitela,
dok kod zivotinja iz kontrolne skupine tretiranih
fizioloskom otopinom nisu zamijeéene patohistoloske
promjene (slika 2A i B).

Pregledom preparata kolona CD26-/- 1 C57BL/6-
miseva u skupinama koje su bile tretirane otopinom
TNBS-a u etanolu utvrdene su razlicite patohistoloske
promjene. Upalne promjene bile su najintenzivnije
drugog dana od primjene otopine TNBS-a u etanolu
te je taj dan karakteriziran kao akutna upala, §to je u
skladu s opazanjima u literaturi (90, 127, 131).
Intraluminalna aplikacija etanolne otopine TNBS-a



Bati¢i¢ Pucar L, et al. DIPEPTIDYL PEPTIDASE IV IN INFLAMMATORY BOWEL DISEASES

Arh Hig Rada Toksikol 2012;63:75-100

91

Slika 2 Patohistoloske promjene kolona u CD26-deficijentnom
(4, C) i C57BL6 (B, D) soju miSa. A, B: zdrava sluznica
kolona dva dana nakon primjene fizioloske otopine.
C, D: upalne promjene dva dana nakon primjene
etanolne otopine TNBS-a (7). Parafinski preparati
pripremljeni su prema standardnom protokolu i
obojeni hematoksilin-eozinom (7). Povecanje 10x (4,
B), 4x (C, D)

kod Zivotinja obaju sojeva izazvala je nastajanje istog
tipa promjena u stijenci kolona (slika 2C i D). Moze
se uociti dijelom nekroti¢na sluznica, obilno prozeta
neutrofilnim granulocitima, kao i raspadnutim
leukocitima, uz zari$na krvarenja i nastanak nekroticnog
detritusa. Promjene ne zahvacaju sluznicu cijelog
lumena crijeva, ve¢ na nekim mjestima postoji odrzani
epitel uz normalni izgled kripta. U podrucju podsluznice
postoji izraZzen edem uz granulocitnu infiltraciju tkiva.
Mogu se uociti brojni eritrociti te nakupljanje fibrina.
Infiltrati upalnih stanica nalaze se i u podrucju obaju
slojeva miSicnice.

Na preparatima kolona obaju sojeva zivotinja u
kasnijim danima pokusa vidljivo je vrlo brzo cijeljenje
sluznice uz postepenu obnovu kripta i povr§nog
epitela, smanjenje i nestanak upalnog infiltrata te
gubitak edema. Stanice koje nalazimo tijekom
cijeljenja u lamini propriji mononuklearnog su tipa.
Cest su nalaz nakupine limfatiénog tkiva i u
podsluznici i u lamini propriji.

MODEL ULCEROZNOG KOLITISA U MISA

Model kolitisa induciran primjenom natrijeva
dekstran sulfata (DSS) per os relativno je dugo poznati
model koji se zbog niza prednosti ¢esto rabi za
proucavanje patogeneze UK. Prednosti ovog modela
ocituju se u jednostavnosti induciranja kolitisa i

pouzdanosti s obzirom na vrijeme pojavljivanja, u
intenzitetu klinickih simptoma i patohistoloskih
promjena te njihove slicnosti s promjenama u
humanom obliku UK. Kombiniranjem razlicitih
koncentracija i duzine primjene DSS-otopine moze se
izazvati akutni ili kroni¢ni oblik kolitisa, a dugotrajna
primjena niskih doza dovodi do razvoja malignih
bolesti kao $to su adenom, adenokarcinom ili papilom.
Slijed dogadaja u razvoju karcinoma identican je sa
slijedom humanog oblika karcinoma kolona, a isto
kao 1 kod ljudi, na pokusnome modelu pokazan je
pozitivan odgovor na standardnu terapiju UK kao Sto
su metronidazol (132), 5-aminosalicilati (133),
ciklosporin (134) i anti-TNF-terapija (135).

Akutni kolitis induciran DSS-om prvi je put
uspostavljen 1985. godine na Stakoru (136), a nakon
toga je prilagoden i primijenjen i u misa (137), dok je
model kroni¢nog kolitisa prvi put uspostavljen 1992.
godine u hr¢ka (138). Zbog niza prednosti danas je
DSS-model jedan od najéeséih eksperimentalnih
modela koji se rabe za izazivanje kolitisa u miSa,
hrcka, Stakora ili gvinejskih prascica. Pokazano je da
DSS-kolitis moZe biti izazvan i u miSevima s deficitom
Rag-2 te se pretpostavlja da DSS dovodi do ostecenja
integriteta sluznice crijeva i gubitka njezine osnovne
funkcije, a imunosna reakcija sekundarna je pojava.
U akutnoj fazi DSS-kolitisa dolazi do aktivacije Thl-
imunosnog odgovora, ali kasnije, u kroni¢noj fazi
upale, pojavljuje se kombinirani Th1/Th 2-odgovor.
U oba slucaja, kao odgovor na ostecenje, dolazi do
lu¢enja velikih koli¢ina TNF-a 1 IL-6 (139).

Dekstran je slozeni polimer glukoze koji
sintetiziraju bakterije, najcesée Leuconostoc spp i
Streptococcus spp iz saharoze (140). Graden je od
osnovnoga, glavnog lanca i pobo¢nih grana, a
molekulska mu se masa kreée od 5000 pa sve do
1400000 Da. DSS je derivat dekstrana koji nastaje kao
rezultat esterifikacije s klorsulfonskom kiselinom, a
sumpor ¢ini otprilike 17 % molekule, $to odgovara
omjeru dviju sulfatnih skupina na jednu glukoznu
jedinicu molekule dekstrana te time raspon molekulske
mase dekstrana utjece na kona¢nu molekulsku masu
DSS-a. Kitajima i sur. (141) pokazali su varijacije u
intenzitetu i lokalizaciji kolitisa nakon primjene 5 %-
tne otopine DSS-a razli¢itih molekulskih masa (5000,
40000 i 500000 Da) tijekom sedam dana. Utvrdeno
je da je intenzitet kolitisa bio najveci nakon primjene
DSS-a molekulske mase 40000 Da, a da se kolitis nije
mogao izazvati nakon primjene DSS-a molekulske
mase 500000 Da. Nadalje, ispitivane su karakteristike
kolitisa izazvane 4 %-tnom otopinom DSS-a
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molekulske mase 9000 - 20000 Da u odnosu prema
36000 - 50000 Da u Sprague-Dawley Stakora te su
takoder utvrdili razlike u intenzitetu upalnog procesa.
Temeljem navedenoga zakljuceno je da je molekulska
masa DSS-a vazan ¢imbenik koji utje¢e na razvoj,
lokalizaciju, prosirenost i intenzitet upalnog procesa
(133).

Buduéi da je pokazano da razli¢iti misji sojevi
imaju razli¢itu osjetljivost na DSS, odnosno razvijanje
bolesti, pretpostavlja se da su genetski i imunosni
¢imbenici u razvoju kolitisa izrazito kompleksni te ih
treba istraziti, a DSS-model, zbog niza prednosti, jedan
je od zivotinjskih modela koji pruza dobru moguénost
za takva istrazivanja.

Mehanizam djelovanja

Precizan mehanizam kojim DSS dovodi do razvoja
kolitisa nije potpuno razjasnjen. Temeljem dosadasnjih
saznanja predloZeno je nekoliko mehanizama prema
kojima DSS primarno uzrokuje promjene na razini
sluznice crijeva, a imunosna je reakcija sekundarni
proces (137). Prvi predlozeni mehanizam sastoji se u
pretpostavci da DSS utjece na propusnost sluznice, a
u prilog tomu govori i ¢injenica da je prva promjena
koja nastaje kao rezultat primjene DSS-a gubitak
bazalnih kripta te njihovo razdvajanje od muskularis
mukoze. Kitajima 1 sur. (141) pokazali su na misjem
modelu DSS-kolitisa da je povec¢ana mukozna
propusnost prvi dogadaj nakon kojega slijedi
nakupljanje upalnih stanica, odnosno razvoj upalnog
infiltrata. Ova su saznanja Venkatraman i sur. (142)
potvrdili i na Stakorskome modelu kolitisa. Poritz i
sur. (143) otisli su korak dalje i pokazali 50 %-tno
snizenje ekspresije proteina ¢vrstih veza (engl. tight
Junction protein 1), ve¢ nakon jednodnevne primjene
DSS-a, a razvojem kolitisa, odnosno petog dana
eksperimentalnog perioda, primjenom Western blot
tehnike, ovaj se protein viSe nije mogao detektirati,
Sto dodatno upuéuje na ulogu povecane propusnosti
sluznice u patogenezi DSS-kolitisa.

Drugi predlozeni mehanizam djelovanja DSS-a
sastoji se u njegovoj direktnoj toksicnosti za sluznicu
crijeva, ovisnoj o koncentraciji, $to vodi k promjeni
razine integrin a4 i M290 podjedinica na epitelnim
stanicama remete¢i njihovu interakciju s yo-
intraepitelnim limfocitima (144), a za koje se
pretpostavlja da imaju zastitnu ulogu u borbi protiv
razli¢itih ¢imbenika koji mogu oStetiti sluznicu
crijeva, ukljucujuci i DSS (144, 145).

Navedena istrazivanja potvrduju pretpostavku da
surazaranje sluznice kao fizicke zapreke i posljedi¢no

poveéanje propusnosti nuzni koraci koji prethode
infiltraciji upalnih stanica u dublje slojeve sluznice
crijeva te da primarno o$tecenje nastaje na razini
epitelnih stanica nakon Cega slijedi aktivacija
imunosnog odgovora i razvoja kolitisa posredovanog
DSS-om (146). Uloga bakterijske flore u razvoju DSS-
kolitisa takoder je nejasna budu¢i da je pokazano da
primjena metronidazola i ciprofloksacina ublazava
simptome akutnog, ali ne i kronicnog DSS-kolitisa
(132).

Uspostava DSS-modela kolitisa

U nasim istrazivanjima model induciranog kolitisa
izazvan je u divljem tipu misa (C57BL/6) i u
CD26-/- miSevima, natrijevim dekstran-sulfatom
(DSS; MW 50 kDa; MP Biomedicals, SAD),
otopljenim u vodi za pi¢e u koncentraciji od 3 % (131).
Koncentracija otopine DSS-a odabrana je na osnovi
prethodnih studija (141) te potvrdena pilot-pokusom.
Otopinu DSS-a misevi su pili ad /ibitum sedam dana,
a svjeza se otopina pripremala svakoga drugog dana.
Kontrolnu skupinu ¢inili su miSevi (C57BL/6 i
CD26-/-) koji su tijekom sedam dana konzumirali
pitku vodu te su zrtvovani u istim vremenskim
razmacima kao i miSevi kod kojih je izazvan kolitis.

Uspostava, razvoj i cijeljenje kolitisa u miseva
tretiranih DSS-om u odnosu prema kontrolnoj skupini
pratili su se na temelju vise razlicitih parametara kao
indirektnih markera upale koji ukljucuju: dnevno
mjerenje tjelesne mase, pregled konzistencije stolice
i pojave rektalnog krvarenja. Nakon zrtvovanja
izolirano je debelo crijevo te je izmjerena njegova
duzina i masa, a dobiveni podaci bili su parametri
kojima su se pratile lokalne promjene, odnosno
promjene nastale zbog razvoja kolitisa odnosno
upale.

Patohistoloske karakteristike

Patohistoloskom analizom sluznice debelog crijeva
utvrdeno je da primjena 3 %-tne otopine DSS-a
tijekom sedam dana dovodi do razvoja epitelnog
ostecenja, ulceracija, promjene broja kripta te upale
u obje ispitivane skupine miseva (slika 3C i D), koje
nisu vidljive u kontrolnim skupinama (slika 3A i B).
Kao i1 kod humanog oblika kolitisa upalni je proces
ogranicen na kolon, s vidljivim podru¢jima krvarenja
i ulceracijama. Upala uglavnom zahvac¢a mukozu i u
pojedinim se dijelovima S$iri u dublje slojeve,
submukozu i laminu muskularis mukoze. PovrSinske
ulceracije, edem, distorzija kripta i apscesi udruzeni
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Slika 3 Patohistoloske promjene kolona u CD26-deficijentnom
(A4, C) i C57BL6 (B, D) sojumisa. A, B: zdrava sluznica
kolona. C, D: upalne promjene sedam dana nakon
primjene otopine DSS-a. Parafinski preparati
pripremljeni su prema standardnom protokolu i
obojeni hematoksilin-eozinom (7). Povelanje 4x (A),
20x (B, C, D)

s infiltracijom mukoze i submukoze upalnim stanicama
glavne su karakteristike prisutnog upalnog procesa.
U ranim fazama razvoja kolitisa, odnosno treceg dana
nakon pocetka davanja otopine DSS-a pocinju se
javljati prve promjene u lamini propriji sluznice
debelog crijeva. Pojavljuju se upalne stanice, uz edem
Sto dovodi do smanjenja broja kripta na milimetar
sluznice crijeva. Tijekom prvog tjedna upala zahvaca
mukozu i submukozu, a ¢esto je ukljucena i tunica
muscularis. Sedmi dan pokusa uocava se akutni upalni
odgovor i povrSne erozije sluznice kolona s
eksfolijacijom epitela te pojavom edema, hemoragije
i infiltracije polimorfonuklearnim leukocitima u
podru¢ju lamine proprije. Zlijezde su plitke i §iroko
otvorene. Napredovanjem bolesti javljaju se podrucja
potpuno bez kripta s jakim upalnim infiltratom. Na
tim je mjestima uocen nedostatak povrsnih epitelnih
stanica. Upala je okarakterizirana transmuralnom
infiltracijom s fokalnom nekrozom, infiltracijom
neutrofilima, opseznom fibrozom i zadebljanjem
stijenke. Jako izrazeni limfni ¢voriéi i difuzni infiltrati
limfocita nalaze se u lamini propriji, ali i u podsluznici
uz oSteéenje lamine muskularis mukoze.
Patohistoloske promjene smanjuju se za vrijeme
cijeljenja kolitisa: tijekom treceg tjedna histoloske
promjene u kolonu pokazuju povlacenje akutnog
upalnog odgovora i prisutnost odredene koli¢ine
kroni¢nog upalnog infiltrata u mukozi i submukozi.
Javlja se 1 fibrozno cijeljenje oStecenja uz postupno
povecanje broja kripta na kontrolnu veli¢inu. U

kroni¢nom upalnom infiltratu nalaze se limfociti,
plazma-stanice, a u nekim slucajevima nalazimo i male
granulome u lamini propriji.

ZAKLJUCAK

UBC su vazan javnozdravstveni problem
danasnjice, a unato¢ brojnim pretklinickim i klinickim
istrazivanjima etiopatogeneza ovih bolesti ostaje
nedovoljno poznata, time i terapija nedovoljno
ucinkovita. Dosadasnja su istrazivanja upozorila na
potencijalno vaznu ulogu DPP IV/CD26 i porodice
proteina sli¢nih DPP IV u mehanizmima nastanka
upale u probavnom sustavu, kao i mogucnost
manipulacije aktivnosti ovih molekula u terapijske
svrhe. Radi dobivanja novih saznanja na ovom
podruéju, kljuénu ulogu imaju Zivotinjski modeli
UBC-a, koji nam omoguéuju istrazivanja specifi¢nih
karakteristika pojedinih aspekata ovih kroni¢nih
bolesti. Daljnja istrazivanja na ovom podrucju trebala
bi dovesti do razjasnjavanja mehanizama nastanka
UBC-a, atime i do unaprjedenja terapijskih mogucnosti,
§to bi u konacnici dovelo do znatnog poboljsanja
kvalitete zivota oboljelih.
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Summary
DIPEPTIDYL PEPTIDASE IV IN INFLAMMATORY BOWEL DISEASES (DPP IV/CD26)

Inflammatory bowel diseases (Crohn’s disease, ulcerative colitis, undetermined colitis) are a group of
chronic autoimmune inflammatory diseases distinguished by recurrent inflammation of various parts
of the gastrointestinal (GI) system and presenting a significant public health problem. Despite large
basic and clinical research, the aetiology of these diseases and the pathogenesis of inflammation itself
remain elusive. Previous studies have confirmed a causal relationship between mediators of
inflammatory response and molecules involved in the regulation of their biological activity, especially
proteases. The aim of this review is to summarise earlier findings on different aspects of inflammatory
bowel diseases, paying particular attention to the involvement of dipeptidyl peptidase IV (CD26
molecule, DPP IV/CD26) in the etiopathogenesis of inflammatory processes in the GI tract. Animal
studies of colitis have significantly contributed to the understanding and treatment of these diseases,
investigations of ulcerative colitis (DSS-colitis) and Crohn’s disease (TNBS-colitis) on the murine
model in particular.

KEY WORDS: animal models of colitis, CD26 molecule, Crohn's disease, DSS-colitis, TNBS-colltis,
ulcerative colitis

CORRESPONDING AUTHOR:

Prof. dr. sc. Jadranka Varljen

Zavod za kemiju 1 biokemiju

Medicinski fakultet Sveucilista u Rijeci

Brace Branchetta 20, HR-51000 Rijeka, Croatia
E-mail: vjadran@medri.hr





<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (None)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Off
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Perceptual
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.1000
  /ColorConversionStrategy /sRGB
  /DoThumbnails true
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 524288
  /LockDistillerParams true
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts false
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 150
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 150
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 2.00000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.76
    /HSamples [2 1 1 2] /VSamples [2 1 1 2]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.76
    /HSamples [2 1 1 2] /VSamples [2 1 1 2]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 150
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 150
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 2.00000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.76
    /HSamples [2 1 1 2] /VSamples [2 1 1 2]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 600
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile (None)
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName (http://www.color.org?)
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /SyntheticBoldness 1.000000
  /Description <<
    /ENU (Versita Adobe Distiller Settings for Adobe Acrobat v6)
    /POL (Versita Adobe Distiller Settings for Adobe Acrobat v6)
    /HRV (Postavke za Versitu)
  >>
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [2834.646 2834.646]
>> setpagedevice


