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Rezime: Bakterijski lipopolisaharid (Lipopolysaccharide, LPS) izaziva upalu i ako imuni
odgovor domacina ne uspije da zaustavi infekciju, dolazi do sistemskog Sirenja infekcije
(sepse), sto dovodi do osteCenja razliCitih tkiva i organa. Jedan od najceSCe zahvacenih i
antioksidativna i citoprotektivna svojstva dvije strukturno razli¢ite Zuc¢ne Kkiseline,
ursodeoksiholne kiseline (Ursodeoxycholic acid, UDCA) i henodeoksiholne Kkiseline
(Chenodeoxycholic acid, CDCA), u eksperimentalnom modelu endotoksemije i akutnog
ostecenja pluca izazvanih LPS-om. Studija je dizajnirana u dva dijela, u jednom dijelu su
ispitivani efekti UDCA i CDCA na sistemsku upalu, a u drugom efekti UDCA i CDCA na
akutno o$tecenje pluca. Eksperiment je obuhvatio Sest razli¢itih grupa Wistar pacova: 1)
kontrolna grupa, koja je primala propilen glikol (kao rastvara¢ za zucne kiseline) tokom 10
dana, a fizioloski rastvor 10. dana. 2) LPS grupa, koja je primala propilen glikol tokom 10
dana, a LPS 10. dana. 3) UDCA grupa, koja je primala UDCA tokom 10 dana i fizioloski
rastvor 10. dana. 4) UDCA+LPS grupa, koja je primala UDCA tokom 10 dana i LPS 10. dana.
5) CDCA grupa, koja je primala CDCA tokom 10 dana i fizioloski rastvor 10. dana. 6)
CDCA+LPS grupa, koja je primala CDCA tokom 10 dana i LPS 10. dana.

Primjena UDCA 1 CDCA u endotoksemiji znacajno smanjuje proizvodnju proinflamatornih
citokina i ekspresiju nuklearnog faktora-xB (Nuclear factor kappa B, NF-xB) u jetri, ima
pozitivan uticaj na lipidni profil, smanjuje nivo intracelularnog adhezionog molekula 1
(Intercellular adhesion molecule 1, ICAM-1), povecava antioksidativne aktivnosti (katalaza i
redukovani glutation), a smanjuje prooksidativne markere H>O2 i O2" u plazmi i ublazava
oStecenje jetre izazvano LPS-om. Dok je predtretman sa UDCA i CDCA smanjio nivo
homocisteina kod pacova tretiranih LPS-om, samo je predtretman sa UDCA pokazao
smanjenje drugih biohemijskih markera u serumu, ukljucujué¢i kreatin kinazu, laktat

dehidrogenazu i troponin 1.



Primjena UDCA i CDCA kod akutnog ostec¢enja pluca znac¢ajno povecava antioksidativnu
zastitu (katalaza i redukovani glutation) i smanjuje prooksidativne markere NO i supstance
reaktivne sa tiobarbiturnom kiselinom (Thiobarbituric acid reactive substances, TBARS) u
bronhoalveolarnoj te¢nosti, smanjuje ekspresijiju NF-kB i proapoptotskih markera X protein
povezan sa BCL-2 (BCL-2-associated X protein, BAX) i kaspaze 3 u tkivu plu¢a, povecava
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Summary: Bacterial lipopolysaccharide (LPS) induces inflammation, and if the host immune
response fails to halt the infection, systemic dissemination (sepsis) occurs, leading to damage
to various tissues and organs, with the lungs being one of the most frequently affected and
sensitive organs in sepsis. The aim of this study was to investigate the anti-inflammatory,
antioxidant, and cytoprotective properties of two structurally different bile acids,
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for bile acids) for 10 days and saline on day 10. 2) LPS group, which received propylene glycol
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1. UVOD

1.1  Endotoksemija

Endotoksemija se definiSe kao akutni proinflamatorni odgovor cijelog organizma na
invaziju patogena ili njegovih toksina, kao S$to je bakterijski lipopolisaharid
(Lipopolysaccharide, LPS) koji je dio spoljasnje membrane celijskog zida gram-negativnih
bakterija. Primjena LPS-a dovodi do akutne sistemske inflamatorne reakcije usljed aktivacije
imunog sistema, a preko vezivanja LPS-a za njegove receptore slicne Toll-u (Toll-Like
Receptors, TLR) (1). Male koli¢ine LPS-a prisutne u krvi su dovoljne da izazovu upalni
odgovor kroz interakciju sa TLR (2). Koristenjem genomskih tehnologija omoguceno je da se
bolje razumije odgovor domacina tokom sepse. Calvano i njegovi saradnici su 2005 god.
identifikovali globalnu reprioritizaciju transkriptoma leukocita in vivo kod ljudi izlozenih LPS-
u, koja je uticala na vise od 300 funkcionalnih puteva. Primjena LPS-a zdravim ispitanicima
izazvala je promjene u ekspresiji viSe od 4000 gena u prvih 24 sata, sa iznenadujué¢im

smanjenjem ekspresije kod vise od polovine gena (3).
1.1.1 Receptor za prepoznavanje patogena-TLR

Receptori za prepoznavanje patogena (Pattern Recognition Receptors, PRRS), kao §to
je TLR, su centralni u odbrani domacina od patogena. TLR eksprimiraju imune 1 neimune
¢elije, prepoznajuéi razli¢ite stimuluse koji se mogu svrstati u dvije kategorije: stimulusi
izvedeni iz razli¢itih mikroba (Pathogen-associated molecular patterns, PAMPS), kao §to je
LPS, i stimulusi izvedeni iz ostecenih celija (Danger-associated molecular patterns, DAMPS),
kao $to su proteini toplotnog Soka (4). Svaki TLR prepoznaje specifiéne mikrobne komponente
izvedene iz invazijskih mikroorganizama, ¢ime pokre¢u imuni odgovor i predstavljaju klju¢nu
vezu izmedu steCenog i urodenog imuniteta. Kod ljudi je identifikovano deset TLR ¢lanova
(TLR1-TLR10), a na osnovu mjesta gdje se nalaze TLR se dijele u dvije grupe: oni koji se
nalaze na povrsini ¢elija i oni koji su unutar ¢elije. Svaki TLR ima tri komponente (domena):
vancelijski domen za vezivanje (prepoznavanje) PAMP i DAMP, koji se sastoji od
ponavljaju¢ih sekvenci bogatih leucinom (Leucine rich repeats (LRR) domain);

transmembranski dio i citoplazmatski domen koji inicira nizvodnu unutarcelijsku signalizaciju



(Toll/IL-1 receptor (TIR) domain) (5). Nakon prepoznavanja PAMP aktivirani TLR pokrecu

razli¢ite proinflamatorne signalne puteve.

1.1.2 LPS/TLR4 aktivacija

TLR4 je receptor na povrsini ¢elije, @ prepoznavanje minimalnih koli¢ina cirkuliSu¢eg LPS-
a putem TLR4 receptora inicira se na molekularnom nivou. Ova interakcija dovodi do
formiranja dimerizovanog receptora na membrani ¢elije, Sto dalje pokrec¢e niz proteinskih
interakcija koje rezultiraju prozvodnjom proinflamatornih citokina i interferona, aktivirajuci
tako inflamatorne i imunoloske odgovore organizma (6). Ova strategija prepoznavanja je prva
linija odbrane protiv bakterijskih infekcija, a LPS je najmo¢niji do sada poznat
imunostimulans. Lipidna komponenta A LPS-a je glavni PAMP (7).

TLR4 indirektno veze LPS preko adapterskog proteina-faktor diferencijacije
mijeloidnih ¢elija 2 (Myeloid differentiation factor 2, MD-2), koji formira poseban kompleks
sa lipidnom komponentom A LPS-a, prepoznajuci ga i direktno se vezuje za TLR4 stvarajuci
aktiviran heterodimer (LPS/MD-2/TLR4),. Aktivacija TLR4 od strane LPS-a ukljucuje seriju
koraka u kojima razli¢iti LPS-vezujuci proteini (Lipopolysaccharide binding protein, LBP)
prenose LPS na MD-2/TLR4. LBP se vezuje za monomer LPS-a i prenosi ga na protein klaster
diferencijacije 14 (Protein cluster of differentiation 14, CD14), koji olakSava formiranje
kompleksa LPS sa MD-2/TLR4. CD14 je izraZen pretezno u makrofazima i monocitima. Kada
se uzastopnim djelovanjem LBP i CD14 pokrene formiranje aktiviranog MD-2/TLR4
heterodimera na ¢elijskoj povrsini, intracelularni signal moze se usmjeriti ka dva glavna puta:
TLR4/MyD88/NF-«xB i TLR4/TRIF/IRF3, koji su konkurentni i medusobno se iskljucuju. Za
dalju nishodnu signalizaciju u prvom putu neophodni su gen primarnog odgovora
diferencijacije mijeloidnih celija 88 (Myeloid differentiation primary response gene 88,
MyD88) i adapter protein koji sadrzi TIR domen (TIR domain-containing adaptor protein,
TIRAP), dok drugi put ukljucuje adapterske proteine indukcije interferona B (Interferon beta,
IFN-p) sa TIR domenom, (TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-g, TRIF) i
TRIF-srodni adapter molekul (TRIF-related adaptor molecule, TRAM) (6).



1.1.3 TLR4/MyD88/NF-kB i TLR4/TRIF/IRF3 signalizacija

TLR4/MyD88 put zapocinje kompleksom (LPS/MD-2/TLR4), smjestenog na plazma
membrani, dok TLR4/TRIF transdukcija poc¢inje u endozomima nakon endocitoze
receptorskog kompleksa. TLR4 adapter proteini, kao i sam TLR4, imaju TIR domene koje

omogucavaju medusobne interakcije (6).

MyD88-zavisni signalni put se inicira kad se aktivirani TLR4 veze za TIRAP, koji
zatim regrutuje MyD88, rezultiraju¢i aktivacijom porodice IRAK kinaza (Interleukin-1
receptor-associated kinases), gdje IRAK4 aktivira IRAK1 koji se autofosforilise i povezuje sa
TRAF6 E3 ubikvitin ligazom, omogucéavaju¢i TRAF 6 (TNF receptor associated factor 6) da
samopodlijeze ubikvitinaciji i poveZe ubikvitinske lance sa drugim signalnim molekulima koji
su ukljuéeni u aktivaciju ubikvitin-zavisne kinaze- TGF-B-aktivirana kinaza 1 (7GFp-activated
kinase 1, TAK1). Po aktivaciji, TAK 1 aktivira nizvodnu kinazu IKK (I-kappa-B kinase) koja
zatim fosforiliSe IkBa (inhibitor NF-kB), dovodeci do aktivacije NF-kB (Nuclear factor kappa
B), a zatim translokacije aktivirane forme u jezgro gdje aktivira brojne gene koji kodiraju
proinflamatorne citokine, hemokine, faktore rasta i biomolekule za imunolosku aktivaciju (5).
Aktivacija TAK1 ne aktivira samo NF-«xB put, ve¢ i clanove puta mitogenom aktivirane protein
kinaze (Mitogen activated protein kinase, MAPK): put kinaze regulisane vancelijskim
signalom (Extracellular-signal-regulated kinase pathway, ERK), put p38 mitogenom
aktivirane protein kinaze (p38 Mitogen activated protein kinases, p38MAPK) i put c-jun N-
terminalnih kinaza (C-jun N-terminal kinases, JNK), koji regulisu aktivaciju transkripcionih
faktora porodice aktivatora proteina 1 (Activating protein-1, AP-1) i stabilizaciju mRNA,

igrajuci klju¢nu ulogu u kontroli inflamatornog odgovora (8) (Slika 1).

TRIF zavisan TLR signalni put je odgovoran za posredovanje u TLR4-zavisnoj
produkciji IFN- i aktivaciji NF-kB. Ovaj put ima klju¢nu ulogu u indukciji IFN tipa I i IFN-
inducibilnih gena i on se inicira kada se endozomski TLR4, putem adapterskog proteina
TRAM, veze za TRIF.Ovaj put ukljucuje aktivaciju TRAF proteina, posebno TRAF3 i TRAFG6.

TRIF interakcijom sa TRAF3 dovodi do aktivacijeTANK-vezujucée kinaze 1 (TANK-
binding kinase 1, TBK1) i IKKe (l-kappa-B kinase epsilon). Aktivirane TBK1 i IKKe
fosforiliSu transkripcioni interferon regulatorni faktor 3 (IRF3), nakon ¢ega IRF3 formira dimer

i prelazi iz citoplazme u jezgro, gdje pokrece ekspresiju gena IFN tipa I, kao Sto je INF-f (9).



Interakcijom sa TRAF6, TRIF aktivira NF-xB i ¢lanove MAPK puta stimulacijom
adapterskog proteina, kinaza receptor-interreagujuceg proteina 1 (Receptor-interacting protein
1, RIP1), sto indirektno regrutuje RIP-1 kinazu koja dalje intereaguje sa TAK1 kompleksom i
aktivira ga, omogucavajuci tako aktivaciju IKK, $to dovodi do indukcije gena inflamatornih
citokina (10) (Slika 1)

NF+B D @ rr

\ /

TNF-q, IL-1p, IL-6, IL-18 Tip [INF

Slika 1. Sematski prikaz TLR4 signalnih puteva

1.1.4 NF-xB

NF-xB predstavlja porodicu transkripcionih faktora koji, kada su aktivirani, pokrecu
transkripciju gena povezanih sa razli¢itim inflamatornim 1 imunoloSkim procesima. Ova
porodica ima pet ¢lanova: NF-kB1 (p50), NF-kB2 (p52), RelA (p65), RelB i c-Rel. U
mirovanju, NF-xB proteini su zadrzani u citoplazmi od strane inhibitornih proteina, koji

pripadaju porodici IkB, pricemu je IkBa najvazniji i najbolje proucen (11).



NF-kB igra kljuénu ulogu u pokretanju proinflamatornih gena, djeluju¢i kako u cCelijama
urodenog, tako i u ¢elijama ste¢enog imunog sistema. Aktivacija NF-kB uti¢e na upalu ne samo
direktno povecanjem proizvodnje upalnih citokina, hemokina i adhezionih molekula, nego
reguliSe i apoptozu i proliferaciju ¢elija, kontroliSe aktivaciju, diferencijaciju i efektorsku

funkciju inflamatornih T ¢elija i reguliSe aktivaciju inflamazoma (12).

Proinflamatorna funkcija NF-kB detaljno je proucena u makrofazima, koji eksprimiraju
PRR i tako prepoznaju razli¢ite PAMP i DAMP; a koji su i prva linija odbrane protiv infekcije.
Aktivirani makrofazi luce proinflamatorne citokine i hemokine. Oni se mogu diferencirati u
M1 makrofage (klasi¢no aktivirani) koji proizvode citikine poput TNF-a, IL-1, IL-6, IL-12; a
takode promovisu i diferencijaciju inflamatornih T-¢elija, uklju¢ujuci Thl i Th17 ¢elije (8).
Thl ¢elije luce IFN-y, podrzavajuci celijski imunitet i inflamatorni odgovor. Th17 ¢Eelije, koje
se karakteriSu lucenjem porodice IL-17, privlace monocite i neutrofile na mjesto upale kao
odgovor na invaziju patogena i podsti¢u proizvodnju drugih vaznih citokina kao §to su IL-1,
IL-6 i TNF-a. Tako da ovi citokini omoguéavaju komunikaciju izmedu limfocita i fagocita (13,
14).Sa druge strane, M2 makrofazi proizvode anti-inflamatorne citokine, poput 1L-10 i 1L-13.

Vezivanje LPS-a za TLR4 promovise diferencijaciju makrofaga ka M1 fenotipu (8).

NF-kB se aktivira putem dva kljucna signalna puta - kanonskog i nekanonskog
(alternativnog) puta. lako se razlikuju u mehanizmu signalizacije, oba puta imaju vaznu ulogu
u regulaciji imunoloskih 1 inflamatornih odgovora, iako je u funkcionalnom smislu kanonski
put NF-xB taj koji ima Siroku ulogu u imunoloSkim odgovorima, a nekanonski sluzi kao
dopuna 1 saraduje s kanonskim putem u regulaciji specifi¢nih funkcija urodenog imunoloskog

sistema.

Kanonski put reaguje na razliCite stimulanse poput liganda za citokinske receptore
(TNF-a receptor, TNFR), liganda za PRR i liganda za T-¢elijski i B-¢elijski receptor.Ovaj put
se aktivira kroz degradaciju IxkBa putem fosforilacije od strane kompleksa 1xB kinaza (IKK),
koji ima kataliticke podjedinice (IKKa i1 IKKp) i regulatornu podjedinicu (NEMO/IKKY).
Razli¢iti stimulusi, ukljucujuci citokine, faktore rasta i mikrobne komponente, mogu aktivirati
IKK. Aktivirani IKK fosforilise IkBa, pokrecuci njegovu ubikvitin-zavisnu degradaciju u
proteazomu. To rezultira brzim i prolaznim nuklearnim translokacijama kanonskih NF-xB
Clanova, uglavnom dimera p50/RelA i p50/c-Rel. TAK1 klju¢na je komponenta signalizacije

u integraciji razliitih puteva aktivacije NF-xB putem PRR. TAK1 nakon aktivacije aktivira
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nizvodnu kinazu IKK. To rezultira fosforilacijom IxBa i aktivacijom NF-«xB (8, 11). Signalni
dogadaj TLR4 nakon njegove stimulacije sa LPS-om je aktivacija kanonskog puta. Dokazi
sugeriSu da je MyD88-zavisni TLR put kljucan za polarizaciju M1 makrofaga i1 indukciju
proinflamatornih citokina (15).

Nekanonski put reaguje selektivno na odredene stimuluse poput liganda za ¢lanove
TNFR superfamilije, ukljucujuéi LTSR, BAFFR, CD40 i RANK (aktivator receptora NF-«B).
U ovom putu nema degradacije IkBa, ve¢ se signalizacija oslanja na obradu prekursorskog
proteina NF-kB2, p100, ¢ija struktura li¢i na strukturu IkB i ima NF-kB inhibicijske funkcije.
Kljuéni molekularni signal ovog puta je NF-kB-inducibilna kinaza (NF-xB-inducing kinase,
NIK), koja aktivira i saraduje sa IKKa katalicCkom podjedinicom IKK, za fosforilaciju p100.
Ovaj proces izaziva degradaciju p100,stvaranje zrelog NF-kB2 p52 i nuklearnu translokaciju
nekanonskog NF-kB kompleksa p52/RelB (16).

NF-kB signalni put doprinosi pokretanju inflamacije i regulisanjem inflamazoma,
intracelularnog  multiproteinskog  kompleksa nazvanog nukleotid-vezuju¢i  domen
oligomerizacije nalik domenu receptora pirina (Nucleotide-binding oligomerization domain-
like receptor pyrin domain containing 3, NLRP3), aktiviranog odgovorom na PAMP i DAMP,
a karakteriSe ga aktivacija inflamatornih kaspaza. Nepravilna aktivacija inflamazoma povezana
je s autoimunim i inflamatornim bolestima. NLRP3 sadrzi NLRP3-tackasti apoptotski protein
koji sadrzi domen za vezivanje kaspaze (Apoptosis-associates speck-like protein containing a
caspase recruitment domain, ASC) i prokaspazu 1. Kad se NLRP3 aktivira, on pretvara
prokaspazu 1 u kaspazu 1 preko ASC. Kaspaza 1 potom cijepa pro-1L-1p i pro-IL-18 u zrele
forme, uzrokuju¢i oslobadanje ovih proinflamatornih citokina. Za aktivaciju NLRP3
(najdetaljnije proucenog inflamazoma) potreban je signal koji indukuje transkripciju NLRP3 i
pro-IL. Tipi¢ni induktori signala su mikrobne komponente (ligandi za TLR) i citokini poput
TNF-a i IL-1P, za koje se zna da aktiviraju NF-«B, koji je transkripcioni aktivator i NLRP3 i
pro-1L-1P gena. Aktivacija NLRP3 proizlazi iz razlic¢itih ¢elijskih dogadaja, ukljucujuci efluks
K*, Ca?* signalizaciju, mitohondrijsko i lizozomsko oStecenje, pri ¢emu se oslobadaju
supstance poput reaktivnih vrsta kiseonika (Reactive oxygen species, ROS) i lizozomskih

proteaza (8).



1.2 SIRSiMODS

Za uklanjanje infekcije potrebni su proinflamatorni citokini i aktivacija mikrobicidnih
odgovora, medutim prekomjerna signalizacija putem TLR4 moZe izazvati sindrom sistemskog
inflamatornog odgovora (Systemic inflammatory response syndrome, SIRS) (17). Osnovu
patofiziologije SIRS-a ¢ini citokinska oluja, jer u nekom trenutku borbe protiv Stetnog agensa
dolazi do stvaranja pozitivne povratne sprege izmedu citokina i imunih celija koje ih
produkuju. Sistemski proinflamatorni odgovor ukljucuje aktivaciju viSe puteva, ukljucujuci
citokine, sistem koagulacije krvi, sistem komplementa i oslobadanje proteina akutne faze; dok
su najvaznije ¢elijske komponente leukociti i endotelne ¢elije (18). Kao posljedica pokretanja
nekontrolisanog SIRS-a nastaje progresivni poremecaj funkcije dva ili vise organskih sistema,
tzv sindrom multiorganske disfunkcije (Multiple organ dysfunction syndrome, MODS), Kkoji
prestavlja najtezu formu nepovoljnog toka sepse 1 koji je u osnovi svojih patofizioloskih
deSavanja obiljezen promjenama koje se deSavaju na nivou kapilara, prije svega u endotelu
(19). Neki citokini su poznati po indukovanju proizvodnje ROS, §to dovodi do ostecenja
mitohondrija. U slucaju sepse, proizvodnja pronflamatornih medijatora direktno moze
uzrokovati pad funkcije organa putem stvaranja azot-monoksida (Nitric-oxide, NO), $to dovodi
do mitohondrijalane disfunkcije i citopatske hipoksije. Takode, aktivacija koagulacije izazvana
sepsom, nedostatak kontrole fizioloskih antikoagulantnih puteva i oSteCena fibrinoliza
doprinose razvoju diseminovane intravaskularne koagulupatije (DIK), sto ima bitnu ulogu u

patogenezi mikrovaskularne disfunkcije i zatajenju organa (18).

Roger Bone je predlozio petostepenu kaskadu sepse koja pocinje sa SIRS-om i
napreduje do MODS-a, ako se organizam na odgovarajuéi nacin ne suprostavi kompenzatornim
antiinflamatornim odgovorom (Compensatory anti-inflammatory response syndrome, CARS)
(20). Faza 1 je lokalna reakcija na mjestu povrede, sa ciljem da ograni¢i povredu i sprijeci
Sirenje. Imune efektorske celije oslobadaju citokine koji zauzvrat stimuliSu retikuloendotelni
sistem promovisué¢i mehanizam lokalne upale. Faza 2 je rani CARS u pokusaju da se odrzi
imunoloska ravnoteza i ukljucuje stimulaciju faktora rasta i regrutovanje makrofaga i
trombocita kako bi se smanjio nivo proinflamatornih medijatora. Faza 3 ja faza u kojoj se
ravnoteza okreCe prema proinflamatornom SIRS-u, $to dovodi do progresivne endotelne
disfunkcije, koagulopatije i aktivacije koagulacionog puta. To dovodi do nastanka

mikrotromboza u organima i progresivnog povecanja propusnosti kapilara, $to mozZe na kraju



rezultirati gubitkom cirkulatornog integriteta. Fazu 4 karakteriSe preuzimanje CARS-a nad
SIRS-om, §to rezultira stanjem relativne imunosupresije. CARS je posredovan IL-4 i IL-10,
koji imaju tendenciju da inhibi$u proizvodnju TNF-a,, IL-1, IL-6 i IL-8. Faza 5 se manifestuje
nastankom MODS-a sa perzistentnom disregulacijom odgovora i SARS-a i CARS-a. U sustini,
ravnoteza izmedu SIRS-a i CARS-a odlucuje gdje je zavrsna tacka u kontinuumu SIRS-a prema
MODS-u (21).

Ukratko, ako imuni odgovor domacina ne uspije da zaustavi infekciju dolazi do
sistemskog $irenja infekcije, dovodeé¢i do imunoloske disfunkcije i progresije inflamatornih

procesa na nekontrolisan nacin, $to vodi otkazivanju vise organa i na kraju smrti (Slika 2).

Efikasno - Sistemsko 3irenje mfekcye - SIRS
suzbijanje Inflamacija Pretjeran inflamatorni odgovor
Povitena regulacia
CARS-a
¥ unoloska disfunkcija
Obnavlianie tkivne
homeostaze

MODS

Slika 2. Pregled razvoja sepse

Uloga TNF-a i IL-1 je od najvece vaznosti u naginjanju ravnoteze ka proinflamatornom

preoptereé¢enju. Njihovo djelovanje se moze podijeliti u dvije kategorije:

1. Propagiranje citokinskog puta. Citokini, iako imaju kratak poluzivot od nekoliko
minuta do nekoliko sati, imaju centralnu ulogu u septickom odgovoru. Tokom sepse njihove

koncentracije mogu dostici vrijednosti i do nanograma ili ¢ak mikrograma po mililitru (18).



Moc¢ne regulatorne sposobnosti TNF-o, kao glavnog posrednika inflamatornih imunih
odgovora, se prenose pomocu dva razli¢ita receptora na celijskoj povrsini: Tip I sa relativnom
molekulskom tezinom od 55 kD i Tip I, sa 75 kD. Vecina poznatih ¢elijskih odgovora na TNF-
a se pripisuje aktivaciji tipa I TNF-a receptora (22). Bioloske aktivnosti ¢lanova familije IL-1
(IL-1a, IL-1P) su vrlo sli¢ne. Jedna jedinstvena osobina u porodici IL-1 je da se pro IL-1 u
slucaju upale implementira u ¢elijsku membranu i moze da djeluje kao potpuno aktivan citokin
vezan za membranu (23). Oslobadanjem TNF-o i IL-1 dolazi do razdvajanja NF-xB od
njegovog inhibitora §to dovodi do oslobadanja drugih proinflamatornih citokina ukljuc¢enih u

patogenezu sepse (24).

2. Promjena koagulacije koja izaziva abnormalnosti mikrocirkulacije. Aktivacija
koagulacije sa istovremenim poremecajem regulacije antikoagulantnih mehanizama i
fibrinolize su skoro univerzalno prisutni u SIRS-u. Kao i ve¢ina ranih odgovora u SIRS-u,
promjenu koagulacionog puta takode pokre¢u TNF-a i IL-1 (25). Osteéenje endotela izaziva
otpustanje tkivnih faktora, klju¢nih pokretaca aktivacije koagulacionog procesa. Osim
oStecenja endotela, poremecaju koagulacije doprinosi i poremecena fibrinoliza i to prvenstveno
zbog pretjeranog oslobadanja i aktivacije inhibitora aktivatora plazminogena-1. Takode,
postoje sve veéi broj dokaza o vaznoj medusobnoj komunikaciji izmedu upale i koagulacije,
pri ¢emu kljuénu ulogu imaju receptori aktivirani proteazom (Protease-activated receptors,
PARs). Ova receptorska porodica obuhvata Cetiri ¢lana (PAR-1 do PAR-4) smjeStenih na
endotelnim ¢elijama, mononuklearnim ¢elijama, trombocitima, fibroblastima i glatkim
misi¢énim ¢elijama. Proteoliticko cijepanje aktiviranim faktorom koagulacije ili drugim
proteazama pokrece transmembransku signalizaciju. Npr. aktivacija PAR-1 trombinom izaziva
znacajno povecanje proinflamatornih citokina i hemokina in vitro. LPS i inflamatorni citokini
podsticu ekspresiju PAR-2 i PAR-4 u kultivisanim endotelnim celijama. Primjeceno je i
povecanje LPS-om indukovane ekspresije IL-6 u kultivisanim endotelnim c¢elijama
aktivacijom PAR-1 i PAR-2. Sve ovo sugeriSe da aktivacija vise PAR putem koagulacionih

proteaza pojacava upalni odgovor tokom sepse (18).



1.3 Apoptoza

Apoptoza je vrsta ¢elijske smrti (nazvana i programirana smrt) u kojoj niz molekularnih
procesa u c¢eliji dovodi do njene smrti. Dokumentovana je kao vazan faktor u regulaciji
imunoloskog sistema, ali i u patoloskim stanjima. To je jedan od mehanizama koji organizam
koristi da se oslobodi nepotrebnih ili abnormalnih ¢elija, a poremecaji u fizioloskim putevima
apoptoze mogu dovesti do nastanka brojnih bolesti. Celije koje umiru apoptozom pokazuju niz
morfoloskih promjena (kondenzacija hromatina, smanjenje citoplazme, izbo¢enje membrane i
stvaranje malih apoptotskih vezikula koje sadrze netaknute citoplazmatske organele i
nuklearne ostatke), a pored njih apoptotske ¢elije prolaze i kroz niz biohemijskih dogadaja koji
ukljucuju gubitak mitohondrijalnog membranskog potencijala, fragmentaciju DNK i cijepanje
proteina (26).

Glavni izvrSioci u apoptotskom putu su proteaze poznate kao kaspaze. Kaspaze se
nalaze kao latentni prekursori. Jednom aktivirane pokrecu ¢elijsku smrt unistavajuéi kljucne
komponente ¢elije i tako posreduju u ostecenju ¢elija. Do sada je identifikovano 11 ¢lanova
porodice kaspaza u ljudskom organizmu. One se kategorizuju kao inicijatorske (pokretacke) ili
efektorske (izvr$ne), zavisno od njihovog polozaja u apoptotskim signalnim kaskadama.
Kaspaze su u suStini i pokretaci i izvrSioci apoptoze (27). Inicijatorske se aktiviraju
apoptotskim signalima i aktiviraju efektorke kaspaze, koje onda direktno uti¢u na apoptozu
¢elije (28).

1.3.1 Biohemijski putevi apoptoze

Proces apoptoze se moze odvijati unutra$njim putem (koji uklju¢uje mitohondrije) i
spoljasnjim putem (koji se aktivira putem receptora smrti na ¢elijskoj membrani). Ova dva
apoptotska puta jesu nezavisna, ali mogu da intereaguju putem uskladenih komunikacija koje
ukljucuju kljucne proteine zajednicke za oba puta. Oba puta kombinuju aktivaciju inicijatorske

kaspaze kako bi pokrenuli efektorske kaspaze 31 7 (26).

Unutrasnji put apoptoze pokrecu razliCiti stresovi unutar i izvan celije, ukljucujuci
oksidativni stres koji je usmjeren prema mitohondrijama, $to dovodi do proboja membrane,
oslobadanja apoptogenih proteina i poremecaja mitohondrijalnog membranskog potencijala,

Sto vodi aktivaciji kaspaza i konacnoj smrt celije. Ovaj put, a posebno permeabilnost
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mitohondrijske spoljasnje membrane, je regulisan proteinima koji pripadaju porodici proteina
BCL-2 (B-cell lymphoma/leukemia-2) koja se dijeli na pro- i antiapoptotske ¢lanove (29).
Antiapoptotski ¢lanovi su B-¢elijski limfom-2 (B-Cell Lymphom-a 2, BCL-2), BCL-2 X-vezani
protein (BCL2 X -linked protein; BCL -XL), BCL-2 kao 2 (BCL2 like 2, BCL-W), mijeloidna
leukemija 1 (Myeloid cell leukemia 1, MCL-1) i BCL2 povezan protein Al (BCL2 related
protein Al, BFL-1). Oni su sastavni dio spoljasnje membrane mitohondrija. Proapoptotski
clanovi BCL-2 porodice proteina podjeljeni su u dvije podgrupe: (a) oni koji sadrze
kombinacije domena BH1, BH2 i BH3: BCL-2-vezani X protein (BCL-2-associated X protein,
BAX), BCL-2 antagonist (BCL-2 antagonist/killer, BAK), (b) proapoptotski ¢lanovi koji se
zovu i ,,proteini samo za BH3*“ : BID, BIM, BIK, BAD, BMF, HRK, NOKA, PUMA, BLK,
BNIP3 i SPIKE (30). Proapoptotski ¢lanovi BAX i BAK se obi¢no se nalaze u citosolu kao
inertne forme. Nakon indukcije apoptoze oni prolaze kroz konformacione promene,
oligomerizuju se i translociraju u mitohondrijalnu membranu, gdje formiraju specifi¢ne pore
za oslobadanje apoptogenih faktora, poput citohroma c. Citohrom c se oligomerizuje sa
faktorom aktivacije apoptoticke proteaze 1 (Apoptotic protease activating factor 1, Apaf-1) i
prokaspazom 9 da bi formirali apoptosom. Apoptozom cijepa i aktivira kaspazu 9, koja dalje
aktivira efektorsku kaspazu 3 koja dovodi razaranja Celije i apoptoze (27). Suprotno tome,
antiapoptotski proteini BCL-2 i BCL-XL sprecavaju translokaciju citohroma c u citoplazmu i

time sprecavaju apoptozu (31).

Spoljasnji put apoptoze ili put receptora smrti je put u kojem je kaspaza 8 dominantna
inicijatorska kaspaza. U ¢elijama tipa | ovaj enzim direktno aktivira efektorske kaspaze
odrzavaju¢i apoptotski proces. Medutim, u tipu II Celija koje koriste signalne puteve, poput
hepatocita, napredak apoptotske kaskade se u potpunosti oslanja na njegovo pojacavanje od
strane mitohondrija. U ovom sluc¢aju, kaspaza 8 cijepa neaktivni citoplazmatski BH3 protein
poput BAK-a (Bax-Like BH3 Protein, BID) ¢ime ga aktivira, a kada je aktiviran on izaziva
konformacione promene u proapoptotskim BAX i BAK, koji zauzvrat prenose smrtonosne
podrazaje mitohondrijama. Ova koordinacija izmedu oba puta naglasava klju¢nu ulogu

mitohondrija tokom programirane ¢elijske smrti (26, 27).

Spoljasnji put apoptoze zapocinje kada se ekstracelularni ligandi poput TNF-a, Fas
ligand (Fas ligand, FasL) i ligand koji indukuje TNF-vezanu apoptozu (TNF-related apoptosis

inducing ligand, TRAIL) vezu i aktiviraju svoje transmembranske ,,receptore smrti“-TNFR1,
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Fas i TRAIL receptor. Zatim ovi receptori regrutuju domen smrti vezan za Fas (Fas associated
death domain, FADD) i prokaspazu, §to rezultira formiranjem smrtonosnog indukujuceg
signalnog kompleksa (Death-inducing signaling complex, DISC) koji aktivira kaspazu 8.

Kaspaza 8 potom pokrece kaskadu efektorskih kaspaza, pokre¢uéi unutrasnji put apoptoze (27).

TNFRL1 je glavni receptor za transdukciju signala iz TNF-a koji indukuje apoptozu
preko TNFR. Medutim, ovaj signalni put aktiviran vezivanjem TNF-a za TNFR1 je zapravo
indukcija faktora transkripcije NF-kB, koji je u veéini slu¢ajeva odgovoran za opstanak i rast
¢elija (28).

Aktivirane kaspaze 9 ili 8 indukuju aktivaciju efektorskih kaspaza 3, 6 1 7 $to dovodi
do smrti ¢elije. U slucaju SIRS-a izazvanog LPS-om makrofazi imaju Stetne efekte dovodeci
do progresivnog oslobadanja proinflamatornih citokina poput IL-8, IL-1f i IL-6, ali
eksperimentalni dokazi ukazuju na TNF-o i NO kao primarne posrednike u patogenezi SIRS-
a, a apoptoza je ukljuéena u krajnji MODS tokom SIRS-a. TNF-a indukuje rane apoptotske
dogadaje (3-6 sati), dok se apoptotski dogadaji zavisni od inducibilne sintaze azot-monoksida

(Inducible nitric-oxide synthase, iNOS) javljaju kasnije (12-24 sata) (22).

1.4  Endotelna (dis)funkcija

Najznacajnije funkcije endotela su: kontrola vaskularnoga tonusa, inhibicija agregacije
trombocita, modulacija migracije leukocita, regulacija proliferacije glatkih miSi¢nih celija 1
moduliranje propustljivosti zida krvnog suda (32). Svojim autokrinim, parakrinim i endokrinim
lu¢enjem endotelne ¢elije djeluju na niz Celijskih linija: trombocite, leukocite 1 glatke miSi¢ne
¢elije, ali i na druga, razli¢ito udaljena tkiva (33). Izraz “endotelna funkcija” se koristi kako bi
se opisala sposobnost endotela da otpusta vazoaktivne supstance i na taj nacin reguliSe krvni
protok. Do sada su otkriveni brojni endotelni faktori relaksacije (Endothelium-derived relaxing
factors, EDRF), koji se vecinom otpustaju u odgovoru na povecanu koncentraciju
unutarcéelijskog kalcija. Najvazniji EDRF su NO, prostaciklin 12 (PGI2) i endotelni
hiperpolariziraju¢i faktori (Endothelial-derived hyperpolarization factors, EDHF). Nadalje,
endotelne ¢elije su mjesto proizvodnje i vaznih endotelnih faktora kontrakcije (Endothelial-
derived constricting factors, EDCF), od kojih su najmo¢niji endotelin 1 (Endothelin 1, ET-1) i
tromboksan A2 (Thromboxane A2, TX-A2) (34).
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Endotelna disfunkcija je termin koji opisuje stanje oStecenog endotela, odnosno
njegove poremecene funkcije (35). Dok je fenotip neaktivirane, “mirne” endotelne celije
antikoagulantni, antiinflamatorni i vazodilatacijski, endotelna disfunkcija je promjena koju
karakteriSe inflamatorni, protrombotski i1 vazokonstrikcijski fenotip (36). Neadekvatna
raspolozivost NO jedna je od glavnih obiljezja endotelne disfunkcije. Nesrazmjer
raspolozivosti NO 1 aktivnosti vazokonstrikcijskih faktora je temelj sklonosti vazokonstrikciji
u endotelnoj disfunkciji. Osim oSteCenja endotel-zavisne vazodilatacije krvnih sudova,
patofizioloske posljedice razvoja endotelne disfunkcije su: abnormalna vaskularna reaktivnost
i spazam krvnih sudova; povecana propusnost endotela za makromolekule; povecana
ekspresija hemotaktickih i adhezionih molekula: intracelularni adhezioni molekul 1
(Intercellular adhesion molecule 1, ICAM-1), vaskularni adhezioni molekul 1, (Vascular
adhesion molecule 1; VCAM-1) i E-selektin; regrutovanje i akumulacija monocita/makrofaga
u intimi krvnih sudova; smanjena regeneracija endotelnih ¢elija; poveéana proliferacija i
migracija glatkih mi$i¢nih ¢éelija i ekspresija prokoagulantnih molekula (stvaranjem trombina,
agregacijom i adhezijom trombocita i odlaganja fibrina) (37). Faktori koji dovode do nastanka
endotelne disfunkcije su aktivacija citokina u upalnim procesima, ROS, povisena koncentracija
plazmatskih oksidiranih lipoproteina male gustine, infekcije bakterijama, virusima ili drugim

patogenima, hiperhomocisteinemija itd (38).
1.5 Oksidativni stres

Ako se stepen oStecenja celije poveca preko neke odredene granice, da li zbog
neadekvatne antioksidativne zastite ili povecane produkcije slobodnih radikala, dolazi do
nastanka oksidativnog stresa. Tokom oksidativnog stresa povecano je prisustvo ROS i smanjen
je nivo antioksidativnih mehanizama (39). Vazne osobine slobodnih radikala su velika
hemijska reaktivnosti i niska specifi¢nosti za reaktante (40). U bioloSkim sistemima nastaju
spontano, a koncentracija im se drasticno povecava usljed neadekvatne antioksidativne zastite.
Po nastanku, dolazi do brze reakcije slobodnih radikala sa primarnim biomolekulima, kao Sto
su proteini, nukleinske kiseline, lipidi i ugljeni hidrati, a efekti mogu biti povoljni ili nepovoljni
po organizam (41). Ostecenje izazvano slobodnim radikalima, zavisno od intenziteta i obima,
moze voditi ka adaptaciji (indukcija antioksidativnih mehanizama odbrane), ili ozbiljnom
poremecaju metabolizma éelije (prekid DNK lanca, povecanje intracelularnog slobodnog Ca?",

oSte¢enja membranskih jonskih transportera i/ili drugih specifi¢énih proteina i lipidne
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peroksidacije) 1 posljedicne aktivacije signalnih puteva koji vode do ¢elijske smrti, bilo

mehanizmom apoptoze ili nekroze (42).

1.5.1 Reaktivne vrste kiseonika i azota; antioksidativni mehanizmi

Reaktivne vrste kiseonika su: superoksid anjon radikal (O2’), vodonik peroksid (H20>)
I hidroksil radikal (HO¢), a reaktivne vrste azota (reactive nitrogen species, RNS) su NO, koji
se stvara od strane azot-monoksid sintaze, i peroksinitrit anjon (ONOO"), koji nastaje reakcijom
NO sa Oz". Peroksinitrit anjon reaguje sa drugim molekulima da bi nastali drugi RNS, popout
*NO2 i N2O3. ROS se proizvode normalno, ili kao rezultat toksi¢nih napada u vise odjeljaka
unutar ¢elije. Mitohondrije se smatraju primarnim mjestom proizvodnje ROS u toku aerobnog
disanja u fizioloskim, ali i patofiziolo§kim uslovima (43). Znacajna uloga kao izvora ROS

pripisuje se i endoplazmatskom retikulumu i peroksizomima, pogotovo u jetri (44).

U organizmu ROS i RNS neprestano se stvaraju kao posljedica unutra$njih
metabolickih procesa i izloZenosti spoljasnim faktorima. Da bi se oc¢uvala ravnoteza redoks
stanja u ¢elijama, postoje antioksidativni sistemi koji djeluju protiv ROS i RNS. Glavni
antioksidanti uklju¢uju redukovani glutation (Reduced glutathione, GSH), vitamine C i E, kao
i nekataliticke antioksidantne proteine poput tioredoksina (Thioredoxin, Trx), glutationa
(Glutathione, Grx) i metalotionina (Metallothionein, MT). Pored toga, enzimi kao §to su
superoksid dismutaza (Superoxyde dismutase, SOD), katalaza (Catalase, CAT), peroksid
reduktaza (Peroxide reductase, Prx), glutation peroksidaza (Glutathione peroxidase, GPx) i
hem-oksigenaza 1 (Heme oxygenase-1, HO-1) takode igraju klju¢nu ulogu u neutralizaciji ROS
1 odrZzavanju homeostaze. Redoks reakcije u celijama podrzavaju se kroz aktivnosti
nukleotidnih parova Nikotinamid adenin dinukleotid-fosfat u oksidovanom i redukovanom
obliku, NADP+/NADPH, i nikotinamid adenin dinukleotid u oksidovanom i redukovanom
obliku, NAD+/NADH. Mnogi od ovih antioksidativnih enzima/proteina nalaze se u
specificnim odjeljcima unutar celije kako bi regulisali redoks signalizaciju 1 celijsku

homeostazu u lokalnom okruzenju (43).

lako se ROS i RNS smatraju Stetnim, jer izazivaju oksidativni stres, vazno je
napomenuti da imaju i korisne funkcije. Naime, u fizioloskim uslovima, koji se nazivaju
oksidativni eustres, redoks signalizacija igra vaznu ulogu u odrZavanju ravnoteze u ¢elijama.

Ona uti¢e na brzinu rasta ¢elija, procese diferencijacije i razvoja mati¢nih ¢elija, imunolosku
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funkciju, upalu i adaptivne odgovore (45). Sa druge strane, nekontrolisana proizvodnja
oksidanata dovodi do oksidativnog stresa, §to moze da narusi funkciju ¢elija i da doprinese
¢elijskom propadanju i razvoju bolesti i toksi¢nosti. Ravnoteza izmedu adaptivnog odgovora i
progresije oStecenja vjerovatno zavisi od veli¢ine oStecenja Celija i intenziteta posljedicne

aktivacije puta (46).

1.5.2 Regulator ¢elijskog odgovora na oksidativni stres-Nrf2

Nuklearni eritroidni faktor 2 (Nuclear factor erythroid 2- related factor 2, Nrf2) je
klju¢ni kontrolor otpornosti ¢elija na oksidativni stres. On upravlja ekspresijom gena koji su
aktivirani putem elemenata antioksidativnog odgovora, kako u normalnim uslovima tako i
tokom izloZenosti oksidantima. Na taj nacin Nrf2 utiCe na Sirok spektar fizioloskih i
patofizioloskih procesa povezanih sa oksidativnim stresom. Ova njegova uloga je dokazana

brojnim istrazivanjima (47).

U normalnim uslovima Nrf2 je povezan sa svojim inhibitorom, proteinom Keapl
(Kelch-like ECH-associated protein 1), koji ga usmjerava ka procesu ubikvitinacije putem
enzima Keapl-Cullin3 E3 ubikvitin ligaze, §to zatim dovodi do njegove proteazomske
razgradnje. Kao rezultat toga Nrf2 se brzo razgraduje, sa relativno kratkim poluzivotom od oko
20 minuta, $to rezultira niskim nivoima Nrf2 u mnogim tipovima ¢elija. Medutim, pod uticajem
oksidativnog stresa dolazi do modifikacije klju¢nih cisteinskih tiola Keap1 i Nrf2 i posljedi¢ne
promjene strukture Nrf2/Keapl kompleksa, Sto rezultira inhibicijom ubikvitinacije Nrf2 i
njegovom translokacijom u jezgro. U jezgru, Nrf2 formira heterodimer sa malim proteinima
muskuloaponeuroti¢nog fibrosarkoma (musculoaponeurotic fibrosarcoma, MAF): MafF,
MafK i MafG koji su transkripcioni faktori, ¢lanovi superfamilije aktivatora proteina-1
(Activator protein-1, AP-1) i koji su neophodni za povecanje ekspresije gena zavisnih od
elementa antioksidativnog odgovora, $to dalje utic¢e na oksidativnu (pato)fiziologiju (48). Kao
odgovor na oksidativni stres oko 200 citoprotektivnih gena regulisano je putem Nrf2. Na ovaj
nacin Nrf2 ucestvuje u kontroli nekoliko programskih funkcija poput apoptoze, signalizacije

inflamazoma, autofagije i biogeneze mitohondrija (49).

Osim interakcije sa cisteinskim tiolom postoje i drugi mehanizmi regulacije Nrf2. Npr.
direktna interakcija izmedu proteina p21 i Nrf2, pri ¢emu p21 mijenja konformaciju kompleksa

Keapl-Nrf2. Kada se ekspresija p21 smanji, to znacajno smanjuje nivo Nrf2 i njegovih ciljnih
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gena. Takode, protein fosfoglicerat mutaza 5 (PGAMYS), koji interreaguje sa BCL-XL, formira
kompleks koji ukljuuje i Nrf2 i Keapl. U ovom kompleksu, homodimeri¢cni Keapl
istovremeno veze kako Nrf2, tako i PGAMS. Gubitak bilo Keapl ili PGAMS aktivira Nrf2-
zavisnu ekspresiju gena (50). Na regulaciju Keap1-Nrf2 puta utice i protein p62, koji je kljucna
veza izmedu autofagije i Nrf2 (51). Gubitak autofagije uzrokuje znac¢ajnu akumulaciju p62, to
dalje potiskuje Keapl i aktivira Nrf2 i povecava ekspresiju gena elemenata antioksidativnog
odgovora. Protein p62 se pojacano reguliSe i u TLR4 posredovanoj autofagiji, a akumulacija
p62 zahtjeva aktivaciju Nrf2 putem TLR4/MyD88 signalizacije zavisne od ROS-p38 ose (52).

Nrf2 reguliSe homeostazu ROS u mitohondrijama putem indukcije katabolizma
superoksida i peroksida putem SOD, Prx i GPx; regeneracije oksidovanih koenzima i proteina
Trx2, GSH i Prx3-SOzH, od strane TrxR, GSR i Srx; sinteze redukujuéih faktora, tj. GSH i
NADPH; ekspresije antioksidativnog proteina Trx i inhibicije njegovog inhibitora. Osim toga,
Nrf2-Keapl formira kompleks sa PGAMS, koji se lokalizuje na spoljasnjoj membrani
mitohondrija i ova mitohondrijska lokalizacija omogucava Nrf2 da direktno odgovori na ROS

u mitohondrijama (43).

Oksidansi stimuli$u nekoliko programiranih funkcija ¢éelije, a pokazano je da Nrf2 ima
ulogu u regulaciji ovih funkcija, medu kojima su upala i apoptoza. Brojna istrazivanja su
potvrdila da je Nrf2 anti-inflamatoran. U odgovoru na inflamatorne stimuluse Nrf2 inhibise
aktivaciju NF-xB i produkciju proinnflamatornih citokina i hemokina, te smanjuje ekspresiju
adhezionih molekula (ICAM-1, VCAM-1). Dodatno, brojne studije istraZivale su potencijalne
mehanizme i Nrf2-regulisane kontrole NLRP3 inflamazoma i pokazano je da Nrf2 inhibse
aktivaciju NLRP3 prvenstveno blokiraju¢i proizvodnju ROS. Takode, Nrf2 smanjuje
ekspresiju gena koji uc¢estvuju u formiranju inflamazoma, kaspazu 1, IL-1f 1 IL-18, Sto dovodi

do inhibicije aktivnosti NLRP3 inflamazoma (53).

Nrf2 ima klju¢nu ulogu na spoju izmedu ROS signalizacije, odgovora na stres
endoplazmatskog retikuluma, metabolizma 1 autofagije i zbog toga nije iznenadujuce Sto su
Nrf2 ciljni geni ukljuceni u razliite procese kao §to su antioksidativni sistem, detoksikacija i
izlu¢ivanje ksenobiotika, odgovor na oStecenje DNK, autofagija i antiapoptotski mehanizmi.
Nrf2 utice i na fiziologiju i patologiju mitohondrija, koje osim Sto su glavno mjesto proizvodnje
ROS one su i mjesto gdje se presjecaju apoptotski putevi. Pokazano je da celije bez Nrf2

pokazuju povecanu spontanu apoptozu (54).
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1.6 Akvaporini

Akvaporini (Aquaporins, AQPS), ili vodeni kanali, nazvani ,,vodovodni sistem c¢elije®,
su porodica malih, hidrofobnih transmembranskih proteina (proteinskih kanala), ¢ija je glavna
uloga u osmotski vodenom, selektivnom transportu vode unutar i iz Celije, kroz cCelijske
membrane razli¢itih organskih sistema (pluca, bubrezi, centralni nervni sistem, srce, koza, oci
itd), istovremeno sprecavajuci transport jona i rastvora koji zahtjevaju odvojene membranske
kanale, ¢ime reguliSu vodenu homeostazu. Transport teCnosti kroz ¢elijske membrane moze
biti pokrenut osmotskim gradijentom u normalnim fizioloskim uslovima i/ili diferencijalnim
hidrostatskim pritiskom, kao §to moze biti slu¢aj u odredenim patoloskim stanjima poput
edema (55). Da bi se zadovoljili ovi razli¢iti procesi transporta tecnosti, AQP pokazuju
raznolikost u distribuciji u razli¢itim ¢elijama i tkivima u razli¢itim organskim sistemima, u
zavisnosti od potreba za transportom vode. Npr. éetiri AQP su izrazena u plu¢ima, dok bubreg,
koji ima kontinuiranu potrebu za ve¢om propustljivoS¢u za vodu i brzim transportom vode,
izrazava Sest AQP. Sto se tice éelijske distribucije, AQP eksprimiraju one éelije koje zahtjevaju

od nekoliko do oko 50 puta ve¢u osmotsku propustljivost za vodu (56).

U ljudskom tijelu je otkriveno 13 tipova AQP, od kojih su AQP1, 3, 4 i 5 eksprimirani
u respiratornom sistemu (57). AQP1 i AQPS5 se pretezno javljaju u endotelu krvnih sudova i
alveolarnom epitelu, omogucavajuci tako kretanje tecnosti izmedu alveolarnog prostora i
pripadajuée vaskularne mreze. AQP1 se izraZava i u fibroblastima i mezotelijalnim ¢elijama
(pleura). AQP3 se izrazava u bazalnim epitelnim celijama nazofarinksa 1 velikih disajnih
puteva, dok se AQP4 pojavljuje u ¢elijama cilijarnog epitela nazofarinksa, traheje i bronha.
AQPS nalazi se u alveolarnim ¢elijama tipa I i acinusnom epitelu submukoznih Zlijezda (55).
Specifi¢na ekspresija i lokalizacija ¢etiri AQP u pluénom tkivu olakSavaju transport vode kroz
razli¢ite dijelove pluca. Npr. ekspresija AQP u epitelu submukoznih Zlijezda i vazdu$nih
puteva omogucava lucenje tecnosti, odrzavajuci tanak sloj te¢nosti na povrSini vazdusnih
puteva. (58). Nekoliko studija na Zivotinjskim modelima pokazalo je regulaciju AQP tokom
razvoja pluca. Pokazano je da se AQP1 eksprimira neposredno prije rodenja, dramati¢no se
povecava u perinatalnim i odraslim plu¢ima glodara (59), dok je AQP5 pokazao postepeno

povecanje ekspresije od rodenja do odraslog doba.

Nekoliko ¢lanova AQP (poput 3, 7, 9 1 10) su pokazali sposobnost transporta glicerola,
te se stoga nazivaju akvagliceroporinima (Aquaglyceroporins), a dodatni dokazi ukazuju na
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potencijalnu ulogu odredenih AQP, kao §to je AQP9, u transportu drugih neutralnih molekula,
ukljucujuéi gasove (CO2, NHz, NO, O2) i male rastvore (H202, urea), pa ¢ak i jone (K*, CI),
kao sto je slucaj sa AQP6. Osim toga, javljaju se sugestije o nekonvencionalnim funkcijama
odredenih AQP u procesima kao $to su migracija i adhezija ¢elija i regulacija drugih kanala
(57).

1.6.1 Strukturni aspekti akvaporina

AQP su homo-tetrameri u bioloskoj membrani, koji se sastoje od Cetiri identi¢na
monomera od priblizno 30 kDa, od kojih svaki ima sposobnost da funkcioni$e nezavisno kao
kanal. Monomeri AQP se sastoje od Sest transmembranskih a-heliksa i dva kratka heliksna
segmenta koja omogucavaju formiranje vodene pore u membrani. Heliksi su povezani ekstra i
intracelularnim petljama sa amino- i karboksilnim krajevima monomera. U poredenju sa AQP
koji selektuju vodu (AQP1, 2, 4, 5 i 8), akvagliceroporini sadrze viSe hidrofobnih amino

kiselina koje oblazu pore i pokazuju manje suzenje pore (60).
1.6.2 Uloge akvaporina

Konvencionalna uloga AQP je funkcija transporta vode. U vazdu$nim putevima i
plu¢ima normalni fizioloSki procesi, uklju¢ujuéi hidrataciju vazdu$nog prostora, apsorpciju
teCnosti u slucaju pluénog edema i sekreciju tecnosti iz submukoznih Zlijezda u vazduSnom
prostoru, zahtjevaju precizan transport tecnosti kroz razlicite dijelove plu¢a. AQP u pluéima
posreduju u transportu tecnosti kroz endotelne 1 epitelne slojeve transcelijskim, a ne
paracelijskim putem. Veéina AQP ima kljuénu ulogu u prenoSenju vode kroz celijske
membrane u odgovoru na osmotski gradijent formiran putem aktivnog transporta rastvora.
Membrane Cesto sadrZze visoku koncentraciju AQP, ponekad i do 10.000 po kvadratnom
mikronu. Simulacije molekularne dinamike ukazale su da su steric¢ki faktori 1 elektrostaticke

interakcije u vodenom kanalu kljucni za selektivnost AQP u prenosu vode (61).

Regulacija transporta vode kroz AQP se reguliSe putem tri razli¢ita mehanizma:
pomocu translokacije, regulacija na nivou transkripcije/translacije 1 regulacija putem
konformacionih promjena (62). Najefikasniji nacin regulacije je translokacija AQP na plazma
membranu u odgovoru na odredene podsticaje, npr AQPS5 u epitelnim ¢elijama plu¢a moze biti

translociran pod uticajem LPS-a (63).
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Osim u plu¢ima istrazivane su i ekstrapulmonarne konvencionalne uloge AQP. U
studijama sa miSevima bez odredenih AQP primjeceno je sljedece: misevi sa nedostatkom
AQP1-4 pokazali su nedostatak sposobnosti koncentracije mokra¢e u bubrezima; sa
nedostatkom AQP3 smanjenje hidratacije koze zbog smanjenog nivoa glicerola u epidermu i
roznatom sloju koze; sa nedostatkom AQP5 pokazali su oSte¢enje u sekreciji tecnosti u
pljuvacnoj zlijezdi; sa nedostkom AQP7 pokazali su hipertrofiju adipocita i ve¢u masu masti

zbog nakupljanja intracelularnog glicerola i povecanih triglicerida (55).

Nekonvencionalne uloge AQP. Pokazalo se da AQP,osim konvencionalne, imaju i
druge uloge ukljucujuci migraciju/proliferaciju ¢elija (AQP3), permeaciju gasova (AQP9) i
inflamatorni odgovor (AQPS5). Pokazano je da AQPS5 igra klju¢nu ulogu kao pojacivac
inflamatornog odgovora (64). Oni su pokazali da slabljenje siRNK ekspresije AQP5 u ¢elijskoj
liniji alveolarnih epitelnih ¢elija rezultira smanjenjem transkripcione ekspresije hemokina KC
indukovane sa TNF-o. Obrnuto, povecana ekspresija AQPS5 u Celijskoj liniji fibroblasta
povecala je ekspresiju hemokina KC. Ova uloga AQP5 kao pojacivaca inflamatornog signala
vjerovatno se ostvaruje kroz aktivaciju ERK i NF-kB signalnih puteva. Istrazivanja su
identifikovala ulogu AQP u inflamatornom odgovoru vezanom i za inflamazom. Blokada AQP
in vitro u makrofazima aktiviranim NLRP3 aktivatorima rezultirala je smanjenom

proizvodnjom IL-1( (65).
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1.7  Endotoksemija i akutno oStecenje jetre i bubrega

Jetra je kljucna za brojne fizioloske i patoloske procese, kao §to su imuni odgovor,
detoksikacija, metabolizam 1 ¢elijska homeostaza, zbog ¢ega je posebno podlozna uticaju
cirkuli$u¢ih antigena, opasnih signala i endotoksina poput LPS-a (66). Hepaticki odbrambeni
mehanizmi imune aktivacije kod pacijenata sa sepsom su vazni za eliminaciju mikrobnih
produkata; medutim, prekomjerni sistemski inflamatorni odgovor izaziva ostecenje hepatocita
i otkazivanje organa (67).

Interakcija LPS-a sa Kupferovim ¢elijama igra odlu¢uju¢u ulogu u nastanku akutnog
ostecenja jetre. LPS aktivira Kupferove ¢elije klasiénim CD14 zavisnim putem, gdje LBP
prenosi LPS na receptor CD14 na membrani Kupferovih ¢elija, i alternativnim putem preko
sCD14, koji se vezuje za receptor na Kupferovim ¢elijama uz pomo¢ drugih proteina (npr.
LDL). Ovi putevi aktiviraju signalnu transdukciju i sintezu citokina i hemotaksijskih supstanci
koje privlace neutrofile. Aktivirani neutrofili povecavaju ekspresiju adhezionih receptora
(CD11b/CD18) i vezuju se za endotel jetrenih sinusoida. Istovremeno, raste ekspresija ICAM-
-1 na endotelnim ¢elijama, omogucavajuéi migraciju neutrofila u sinusoide. ROS koje
proizvode ovi neutrofili izazivaju lipidnu peroksidaciju ¢elija. Toksi¢ni medijatori, poput NO,
koje oslobadaju Kupferove Celije, dodatno pogorsavaju oSteenje jetre, izazivajuci agregaciju
trombocita u mikrotrombe, $to usporava protok krvi i dovodi do hipoksije. Nekroza jetre se u
ovom kontekstu uglavnom pripisuje poremecenoj mikrocirkulaciji. Tako, oSte¢enje jetre
predstavlja rezultat interakcija izmedu Kupferovih ¢elija, akumuliranih neutrofila i hepatocita
(68).

Bubrezi su takode medu organima koji su ¢esto pogodeni i oSteéeni sepsom, zbog
njihove klju¢ne uloge u hemodinamskoj i ¢elijskoj homeostazi. Ostecenje bubrega izazvano
endotoksemijom povezano je sa produzenim inflamatornim odgovorima, oksidativnim
stresom, smrcu ¢elija tubula i metabolickom disfunkcijom, $to na kraju dovodi do otkazivanja
bubrega. Ove abnormalnosti su glavne karakteristike za inicijaciju akutnog ostecenja bubrega,
kao i kljuéni faktori rizika za razvoj hroni¢ne bubrezne bolesti (69).

Inhibicija aktivnosti NF-kB smanjuje inflamatorni odgovor i signalizaciju povezanu sa
smréu ¢elija u mnogim bolestima, ukljucujuéi akutno osteCenje jetre i bubrega (70, 71).
Pokazano je da suzbijanjem aktivacije NF-xB dololazi do smanjene ekspresije
proinflamatornih medijatora u LPS-tretiranim hepatocitima i ¢elijama bubreznih tubula, kao i

u makrofagima (72).
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1.8  Endotoksemija i akutno osteéenje pluéa

Iako je upala klju¢ni mehanizam za uklanjanje patogena, njena pretjerana aktivacija
moze izazvati Stetne posljedice kao $to je oStecenje tkiva. Po definiciji Americko-Evropskog
komiteta za konsenzus indirektna akutna povreda pluca je ,,sekundarni ili ekstrapulmonalni
dogadaj koji proizilazi iz akutnog sistemskog inflamatornog odgovora“ (73). Nakon pokretanja
SIRS-a, sistemski cirkuliSu¢i medijatori ciljaju parenhim ili vaskulaturu plué¢a dovodeci do

najizloZeniji i najvulnerabilniji organ u sepsi (74).

Akutno ostecenje pluca je stanje koje karakteriSe oSteCenje alveolarno-kapilarnog zida,
intersticijalni i alveolarni edem, infiltracija neutrofila i abnormalna apoptoza ¢elija (75).
Naime, nakon $to dode do infekcije, dolazi do ostecenja kapilarnih endotelnih i alveolarnih
epitelnih ¢elija i posljedicnog narusavanja integriteta endotelne i epitelne barijere plu¢a. Ovo
narusavanje rezultira njenom poveéanom permeabilno$éu za tenost i proteine, $to dovodi do
formiranja edema u alveolama. Paralelno s tim, primjeCuje se i intenzivna regrutacija i
akumulacija neutrofila, monocita, inflamatornih citokina i eritrocita u alveolarnom prostoru
(76).

1.8.1 Patofiziologija akutnog osteé¢enja plué¢a u endotoksemiji

Razli¢iti patofizioloskih mehanizami imaju ulogu u nastanku akutnog oStec¢enja pluca
u endotoksemiji, ukljucujuci inflamaciju, oksidativni stres, apoptozu, poremecaje koagulacije

i pluénog surfaktanta (77) (Slika 3).
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Slika 3. Patogeneza akutnog ostecenja pluca u endotoksemiji

U patogenezi akutnog oSteCenja pluc¢a TLR4 receptor ima kljuénu ulogu. Ekspresija
TLR4 je zapazena u razli¢itim tipovima pluénih ¢elija, ukljucujuéi endotelne celije krvnih
sudova 1 epitelne Celije respiratornih puteva. Svojim istazivanjem Guillot 1 saradnici su
pokazali da su alveolarne epitelne celije tipa II aktivirane LPS-om putem TLR4 signalizacije,
te da pojacavaju inflamatorni proces u plu¢ima (78). Dodatno, inhibicija p38 MAPK puta
,nakon indukcije LPS-om, rezultira blokadom upalnog procesa u plu¢ima, kako je pokazano u
radu Schnyder-Candrian-a i saradnika (79). Nivo ekspresije TLR4 direktno je povezan sa
ozbiljnoS¢u inflamatorne reakcije. Zapazeno je da oStecenje mikroarhitekture, oStecenje
alveolarnog epitela i vaskularnog endotela, kao i regrutacija polimorfonuklearnih leukocita

zavise od nivoa ekspresije TIr4 gena (80).

U eksperimentalnim modelima akutnog oS$teéenja pluca izazvanog LPS-om,
dokumentovana je aktivacija NF-kB, uz istovremeno znacajno povecanje ekspresije gena
citokina, kao §to su TNF-a, IL-6 i IL-1p (81). Kada se LPS veze za pluéne TLR4 receptore
pokrece se fosforilacija i degradacija IkBa, S$to rezultira nuklearnom translokacijom i

aktivacijom puta NF-xB, $to dalje dovodi do prekomjernog oslobadanja proinflamatornih
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citokina. Studija Noulin-a i saradnika je pokazala da MyD88 signalni put ima klju¢nu ulogu u
upali plu¢a izazvanoj LPS-om. Kod miSeva bez MyD88 primje¢eno je smanjenje produkcije
citokina, curenja proteina i regrutacije neutrofila; i TIRAP, a ne TRIF, je neophodan za LPS-

indukovanu inflamatornu reakciju u plu¢ima (82).

Plu¢ni vaskularni endotel je esencijalna meta koja ima kriticnu ulogu u patogenezi
akutnog ostecenja pluca izazvanog LPS-om. Nakon izlozenosti LPS-u i aktivacije endotelnih
¢elija putem TLR4 signalizacije, one pojacano eksprimiraju adhezione molekule i oslobadaju
vazoaktivne supstance, inflamatorne medijatore i hemokine te posreduju u infiltraciji i
zadrZavanju polimorfonukleara i time pogor$avaju oStecenje pluca (83, 84). Endotelne celije
koje su aktivirane na lokalnom nivou imaju ulogu u odbrani organizma od infekcije, ali kada
dode do sistemske aktivacije ovih celija to rezultira mikrovaskularnom trombozom,
smanjenjem krvnog pritiska, hipoksijom i na kraju oStecenjem tkiva (85). Studija Andonegui-
a i saradnika je pokazala da su endotelne ¢elije u akutnom oste¢enju pluca izazvanom LPS-om

vaznije kao Celije strazari nego regrutovani polimorfonukleari (86).

Osim u pluénim endotelnim c¢elijama TLR4 je eksprimiran i u bronhijalnim i
alveolarnim epitelnim ¢elijama. OCuvanje integriteta epitelne barijere je od klju¢nog znacaja
za odrzavanje normalnog pluénog stanja. OSteCenje integriteta epitela rezultira pojacanim

prodiranjem te¢nosti u alveole, dok se smanjuje sposobnost tkiva za reapsorpciju te¢nosti (87).

U akutnom ostecenju pluca nakon vezivanja LPS za TLR4, dolazi i do indukcije
aktivacije nizvodnih signalnih puteva odgovornih za infltraciju neutrofila u pluca (88).0Osim
akumulacije neutrofila u alveolarnom prostoru dolazi i do nakupljanja aktiviranih trombocita
putem interakcije sa neutrofilima. Ovi agregati neutrofila i trombocita pokazuju ve¢i kapacitet
fagocitoze, adhezivne funkcije 1 sposobnost proizvodnje ROS, ¢ime doprinose oSte¢enju pluca.
Endotelni TLR4 i CD14 zavisni odgovori u LPS indukovanom oste¢enju pluca su odgovorni

za nakupljanje neutrofila (78).

Oksidativni stres ima znacajnu ulogu u nastanku inflamacije 1 progresiji oStec¢enja pluca
u slucaju sepse. U normalnim okolnostima, antioksidativni sistem neutraliSse ROS i RNS, ¢ime
se sprijecava ostecenje tkiva. Medutim, u sluc¢aju akutnog ostec¢enja pluca dolazi do poremecaja
u ravnotezi redoks sistema, koji se ogleda u prekomjernoj produkciji ROS, sto doprinosi

oétecenju pluca. Kod pacijenata sa akutnim oSteCenjem plu¢a primjecena je povecana
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peroksidacija lipida u plazmi i sniZeni nivoi antioksidanata. Slobodni radikali nastaju usljed
aktivnosti prooksidativnih enzima, lipidne peroksidacije, oSte¢enja mitohondrija, promjena u
hemodinamici i aktivacije proteina kinaze C (89). Neutrofili su bitan izvor ROS-a, koriste¢i
NADPH oksidazni kompleks koji moze redukovati kiseonik u superoksidni anjon koji se
oslobada izvan Celije i pretvara u H2Oz koji se dalje transformise u hidroksilne radikale i HOCI,
uz pomo¢ enzima mijeloperoksidaze (MPO) prisutnog u neutrofilnim granulama. Prekomjerna
proizvodnja ROS moze ostetiti ¢elije na viSe nacina. Npr. epitelne celije plu¢a ROS ostecuje
kroz reakciju sa DNK, mijenjajuci funkciju i strukturu ¢elija. Takode, ROS moze izazvati
oksidativni stres putem peroksidacije arahidonske kiseline prisutne u membrani Celije i time
doprinese upali indukcijom proizvodnje upalnih medijatora (76). Studija Johnsona i saradnika
na pacovima pokazala je da intrapulmonalno ubrizgavanje enzima koji generisu ROS rezultira
akutnim o$te¢enjem pluca (90), ¢ime je omoguceno bolje razumijevanje toksi¢nost ROS u

pluc¢ima.

U patogenezi akutnog ostec¢enja pluca u endotoksemiji, vaznu ulogu ima i apoptoza
pluénih ¢elija. Kljuc¢an faktor u ovom procesu je JNK signalni put koji igra kriticnu ulogu u
indukciji apoptoze pod uticajem LPS-a. Aktivacija fosforilacije JNK podsti¢e fosforilaciju
anti-apoptotskih proteina BCL-2/BCL-XL i reguliSe proapoptotski protein BAK. Povecéanje
odnosa izmedu BAK i BCL-2 rezultira promjenom potencijala mitohondrijalne membrane, §to
dovodi do oslobadanja citohroma c u citosol iz mitohondrija. Ovaj proces dalje aktivira kaspazu
9, a zatim kaspazu 3, S§to rezultira indukcijom apoptoze (88). Poremecaji u regulaciji
apoptotskih puteva su pokazali doprinos ostecenju i epitela i endotela, koje su karakteristicne
promjene u akutnom ostecenju pluca (91). Primjeceno je povecanje stope prezivljavanja
zivotinja na modelu LPS-om indukovanog akutnog oste¢enja pluc¢a nakon inhibicije apoptoze
(92).

Lipoksin receptor (Lipoxin receptor, ALX), iz grupe receptora povezanih sa G
proteinom (G protein-coupled receptors, GPCRS), posreduje u ¢elijsko-specifiénim signalnim
putevima, od kojih je CAMP jedan od dominantnih sekundarnih glasnika koja pretvaraju
vancelijske signale u unutarcelijske odgovore. Vezivanje liganda sa GPCR aktivira adenil
ciklazu i uti¢e na nivoe unutaréelijskog cAMP-a, a istrazivanje su pokazala da je stimulacija
klirensa alveolarne tecnosti posredovana cAMP-om glavni mehanizam u smanjenju plué¢nog

edema izazvanog LPS-om (93).
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Pored normalne fizioloske uloge u plu¢ima rezultati nekoliko istrazivanja su ukazali na
promjene u ekspresiji AQP, posebno AQP1 i 5 u razli¢itim patoloskim modelima pluca,
naro¢ito onim povezanim sa infekcijom i upalom (83). Ovi nalazi sugerisu na ulogu ovih AQP
u razvoju pluénih bolesti. U kontekstu upalnih procesa AQP1 i 5 podlijezu modulaciji
razli¢itim signalnim putevima i medijatorima upale (94). Stoga koncept terapeutskog ciljanja
AQP postaje sveprisutna tema, posebno u kontekstu ublazavanja razli¢itih oblika bolesti,
ukljucujudi i indukovano ostecenje pluca, kako je istaknuto u istrazivanjima Gua i saradnika
(95) i Lia i saradnika (96). Modulacija AQP pod uticajem upalnih medijatora i signalinih puteva
upale ukljuCuje transkripcionu represiju, kovalentne modifikacije i promjene u transportu

vodenih kanala. Ovi mehanizmi reguliSu upalne procese i bolesti koje imaju upalnu osnovu

(65).

U cesto koriStenom modelu oSte¢enja pluca izazvanog LPS-om, uloga odredenog AQP
zavisi od mjesta povrede, tj. da li se radi o epitelu ili endotelu (83). Dodatno, regulatorni
Npr. dokazano je da je AQP8 smanjen u hepatocitima nakon primjene LPS-a, putem TNF-aq,
dok ekspresija AQP9 ostaje nepromjenjena. Ukratko, izgleda da se ekspresija AQP mijenja u

razli¢itim patoloskim mehanizmima sepse i oni mogu biti klju¢ni proteini u inflamaciji (97).

AQP5 u alveolarnim ¢elijama tipa [ 1 AQP1 u endotelnim ¢elijama predstavljaju kljucne
igrace u prenosu vode putem osmotske aktivnosti kroz ove barijere u plué¢ima. Njihovo
odsustvo rezultira smanjenom propustljivos¢u za vodu u eksperimentalnom modelu izolovanih
pleuralnim barijerama, ukazala su da ovaj AQP, poput uloge u plu¢ima, doprinosi brzoj
osmotskoj ravnotezi duz povrsine pleure (99). Smanjenje ekspresije AQP5 nakon izlozenosti
LPS-u humanih bronhijalnih epitelnih ¢elija povezano je sa signalnim putem p38/JNK (94).
Smanjenje ekspresije AQPS nakon tretmana LPS-om pokazale su i ¢elije submukoznih zlijezda
ljudskih disajnih puteva (100), a isto tako misevi bez AQP5 pokazali su vise od dvostrukog
smanjenja stimulisane sekrecije tecnosti (58). Ekspresija AQP1 u plu¢ima pacova takode se
smanjuje nakon izlaganja LPS-u (97). TNF-a je pokazao smanjenje ekspresije AQP5 u
humanim bronhijalnim epitelnim ¢elijama (101). Studije su pokazale smanjenje ekspresije
AQPS5 u plu¢ima pacova nakon indukcije sepse putem cekalne ligaturne punkcije, kao 1

smanjenje ekspresije AQP1 i AQP5 u modelu inflamatornog pankreatitisa (97).
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1.9 Zuéne kiseline

Zuéne kiseline ¢ine veliku grupu steroidnih molekula koje nastaju sintezom iz
holesterola u jetri 1 koje se aktivno otpusStaju zajedno sa holesterolom, fosfolipidima i
bilirubinom u Zu¢nu kesu. Nakon sinteze u jetri primarne Zzu¢ne kiseline, holna (Cholic acid,
CA) 1 henodeoksiholna kiselina (Chenodeoxycholic acid, CDCA), se konjuguju sa glicinom ili
taurinom ¢ime se povecava njihova rastvorljivost, a zatim se izlu€uju u zu¢, koncentriSu u
zucnoj kesi 1 kao odgovor na obrok izluc¢uju u crijeva, gdje djelujuc¢i kao deterdzenti pomazu u
emulzifikaciji masti i tako olakSavaju njihovo varenje 1 apsorpciju. U debelom crijevu podlijezu
procesu biotransformacije pod uticajem crijevne mikroflore, pri ¢emu nastaju sekundarne
zucne kiseline, pretezno deoksiholna (Deoxycholic acid, DCA) i litoholna kiselina (Lithocholic
acid, LCA). Iz crijeva se minimalno gube fecesom jer se oko 95% zu¢nih kiselina reapsorbuje
u distalnom ileumu, a zatim ponovo preuzimaju od strane jetre iz portalne krvi (enterohepaticka
cirkulacija). Kod ljudi, zu¢ni bazen se sastoji od CA, CDCA i DCA, u pribliznom odnosu od
40:40:20 i ima visok stepen hidrofobnosti (102).

1.9.1 Struktura i fizicko-hemijske osobine Zu¢nih kiselina

Hemijski posmatrano Zu¢ne kiseline su steroidne molekule sastavljene od dva klju¢na
segmenta: rigidnog steroidnog jezgra i alifaticnog bo¢nog lanca. Steroidno jezgro se sastoji od
17 atoma ugljenika organizovanih u Cetiri povezana prstena (tri cikloheksanska/Sesto¢lana-
prstenovi A, B 1 C 1 jedan ciklopentanski/petoclani-prsten D). Boc¢ni lanac je povezan sa
prstenom D i sastoji se od pet ili osam ugljenika, zavrSavajuci karboksilnom grupom. Na
osnovu toga, Zucne kiseline se klasifikuju u dvije osnovne grupe: C27, koje sadrze C8 boc¢ni
lanac holesterola i C24 Zucne kiseline, koje imaju skrac¢eni C5 bocni lanac i koje dominiraju
kod sisara. Dodatni supstituenti se potom dodaju osnovnoj strukturi, na jezgru i/ ili na bo¢nom
lancu. Sadrze hidroksilne (OH) grupe na pozicijama C3, C7 i ¢esto C12, kao 1 metil grupe na

pozicijama C18 i C19 (103).

Steroidni skelet pokazuje konkavnu (o) 1 konveksnu (B) povrSinu. Strukturne varijacije
ovih kiselina javljaju se u stereohemiji spoja A/B prstena u steroidnom jezgru, na mjestima i
orjentaciji OH grupa, odnosno da li su a ili B u odnosu na prsten. OH grupe uglavnom su
usmjerene prema o strani (konkavna ili donja strana) Sto €ini tu stranu hidrofilnom, odnosno

polarnom, dok P strana (konveksna ili gornja strana), na kojoj se nalaze metil grupe, ima
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hidrofobne karakteristike (104). Zbog razdvojenosti hidrofilnih i hidrofobnih grupa na jezgu
zucne kiseline su amfifilne molekule sa izrazenim svojstvima deterdZzenta. Amfifilnost
omogucava formiranje micelarnih agregata u vodenim rastvorima. Pri odgovarajucoj
koncentraciji zu¢ne kiseline se samostalno udruzuju i formiraju micele, ukljucujuci
jednostavne (primarne) ili sekundarne (nastale agregacijom primarnih micela). Ova
koncentracija naziva se kriticna micelarna koncentracija i specifi¢na je za svaku pojedinac¢nu
zucénu kiselinu. Vrijednost kriticne micelarne koncentracije raste sa povecanjem broja OH
grupa, Sto rezultira smanjenjem hidrofobne dodirne povrsine izmedu molekula. Balans izmedu
hidrofobnog i hidrofilnog dijela varira medu razli¢itim tipovima zucnih kiselina, $to objasnjava

razlike u njihovim interakcijama s drugim supstancama (105).
1.9.2 Metabolizam Zu¢nih kiselina

Proces metabolizma Zuc¢nih kiselina sastoji se iz tri klju¢ne faze. Prva faza obuhvata
sintezu u jetri, druga faza ukljucuje konjugaciju u jetri, dok se u tre¢oj fazi vrsi transport ovih
kiselina u jetri, bubrezima i crijevima. Svaki korak u metabolickom putu Zuénih kiselina strogo
je regulisan kompleksnim signalnim putevima izmedu jetre i crijeva, u kojima same zucne
kiseline igraju klju¢nu ulogu kroz djelovanje na receptore za zucne kiseline, prisutne kako u

hepatocitima, tako i u enterocitima (106).
1.9.2.1 Sinteza Zucnih kiselina

Sinteza zu¢nih kiselina predstavlja kompleksan put koji ukljucuje tri hidroksilacione
reakcije uz posredovanje enzima citohrom P450 (CYP) monooksigenaza-holesterol 7a-
hidroksilaza (CYP7A1), mikrozomalna sterol 12a-hidroksilaza (CYP8B1), mitohondrijalna
sterol 27-hidroksilaza (CYP27Al) i mikrozomalna oxisterol 7a-hidroksilaza (CYP7B),
epimerizaciju, izomerizaciju i reakcije oksidativnog cijepanja (107). Ovaj proces se odvija

klasi¢nim ili alternativnim putem.

Klasi¢ni ili neutralni put je najvazniji biosintetski mehanizam odgovoran za
proizvodnju oko 90% ukupne koli¢ine zu¢nih kiselina, proizvode¢i CA 1 CDCA u priblizno
jednakim koli¢inama. Ova konverzija holesterola u zu¢ne kiseline je multienzimski proces i
ukljucuje 17 razliCitih enzima koji se nalaze u citosolu, endoplazmatskom retikulumu,

mitohondrijama 1 peroksizomima, a jetra je jedini organ uklju€en u sintezu primarnih Zu¢nih
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kiselina (108). Ovaj put inicira holesterol 7a -hidroksilaza, koja vrsi hidroksilaciju holesterola
u 7a-hidroksi-holesterol u endoplazmatskom retikulumu, i to je enzim koji ograni¢ava brzinu
sinteze zu¢nih kiselina. Mikrosomalna sterol 12a-hidroksilaza je potrebna za sintezu CA.
Naime, ako se na polozaju C12 odvije hidroksilacija pomo¢u CYP8B1 kao finalni proizvod
nastaje CA, ali ukoliko ne dode do hidroksilacije na ovom polozaju nastaje CDCA, $to ukazuje
na to da aktivnost CYP8B1 determiniSe ukupnu hidrofobnost bazena zZu¢nih kiselina (budu¢i
da je CA hidrofilnija od CDCA). Zatim slijedi modifikacija steroidnog prstena. 3B-hidroksi-
A5-C27-steroid oksidoreduktaza konvertuje 7a-hidroksiholesterol u 3-okso-A4-oblik, nakon
Cega A4-3-oksosteroid-5p-reduktaza redukuje A4-dvostruku vezu dovodeéi do stvaranja 5p-
vodoni¢ne konfiguracije. Krajnji korak u modifikaciji strukture prstena je redukcija 3-okso
grupe u 3a-hidroksilnu grupu pomocu enzima 3a-hidroksisteroid dehidrogenaze. Nakon
modifikacije strukture prstena dolazi do steroidne oksidacije i formira se karboksilna grupa na
poziciji C27 pomocu mitohondrijalne sterol 27-hidroksilaze, formiraju¢i C27 Zucne
intermedijere: 3a7a-dihidroksi-5B-holestanoi¢na kiselina (Dihydroxycholestanoic acid,
DHCA), koja je prekursor za CDCA 1 3a7al2a-trihidroksi-5p-holestanoi¢na kiselina
(Trihydroxycholestanoic acid, THCA), koja je prekursor za CA (109, 110).

Alternativni put sinteze Zucnih kiselina poc¢inje u mitohondrijama, gdje CYP27AI,
kljucni enzim u ovom putu zajedno sa CYP7B, omogucava skrac¢ivanje bo¢nog lanca u C24
zucne kiseline i 7a-hidroksilaciju u hepatocitima, pri ¢emu se najvec¢im dijelom stvara CDCA.
Nakon pocetnog koraka u mitohondrijama, proces se nastavlja u endoplazmatskom retikulumu
1 citoplazmi. Specifi¢ni transportni mehanizmi ukljuceni u svaki korak ovog biosintetskog puta
jo$ nisu u potpunosti razjas$njeni. Ovaj put doprinosi manje od 10% ukupnog formiranja Zu¢nih

kiselina kod ljudi (110).

1.9.2.2 Konjugacija Zucnih kiselina

U sljede¢em koraku metabolizma Zzucnih kiselina, C27 Zu¢ni intermedijeri (DHCA 1
THCA) se aktiviraju u odgovarajuci estar koenzima A (CoA) pomoc¢u CoA sintaze zucnih
kiselina (Bile acid CoA syntethase, BACS), te se aktivirani CoAC27 Zu¢ni estri transportuju u
peroksizome, koristeéi peroksizomalni membranski protein 70 (70-kDa Peroxisomal mebrane
protein, PMP 70), gdje se bo¢ni lanac skracuje peroksizomalnom [-oksidacijom. Nastali CA-
CoA i CDCA-CoA se zatim konjuguju na C24 pomocu enzima za prenos amino kiselina zu¢nih

kiselina (Bile acid amino transferase, BAAT), da bi proizveli C24 glicin ili taurin konjugovane
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zucne kiseline. Kod ljudi, odnos izmedu glicinskih 1 taurinskih konjugata je oko 3:1. U malim
koli¢inama Zzuc¢ne kiseline mogu biti konjugovane i sa sulfatom na 3-hidroksilnoj grupi putem
enzima sulfotransferaze (Sulfotransferase 2A1, SULT2A1) (111). Sulfatacija posredstvom
SULT2AI1 predstavlja glavni put detoksikacije hidrofobnih zué¢nih kiselina kod ljudi (112).

Proizvodi nastali nakon 7a-hidroksilacije, modifikacije sterolnog prstena, skracivanja
bo¢nog lanca i konjugacije nazivaju se primarnim konjugovanim Zzu¢nim kiselinama:
glicin/taurin konjugati CA 1 CDCA u klasicnom putu, dok se u alternativhom putu formira
samo CDCA. CDCA se moze dodatno metabolisati pomocu enzima CYP3A4, §to dovodi do
stvaranja hioholne kiseline (Hyocholic acid, HCA) (106).

1.9.2.3 Biotransformacija Zucnih kiselina u crijevima

Crijevna mikroflora ima veliki uticaj na metabolizam zuc¢nih kiselina, prvenstveno u
smislu smanjenja njihove antibakterijske aktivnosti. U distalnom dijelu crijeva, pod uticajem
bakterijskih hidrolaza, neke konjugovane zucne kiseline se dekonjuguju, a pod dejstvom
bakterijskih 7a-dehidroksilaza primarne zucne kiseline, CA i CDCA, se konvertuju u
sekundarne zu¢ne kiseline DCA 1 LCA, koje su tesko rastvorljive i toksicne, $to moze dovesti
do Stetnih efekata na jetru ili crijeva. DCA se ponovo apsorbuje u kolonu, dok se ve¢ina LCA
izlucuje putem stolice. U procesima biotransformacije u crijevima CDCA se pod uticajem
sojeva klostridija epimerizuje u ursodeoksiholnu kiselinu ( Ursodeoxycholic acid, UDCA), koja

je visoko rastvorljiva i netoksi¢na i za domacina i za intestinalnu mikrofloru (102).

UDCA CDCA

Slika 4. Hemijska struktura UDCA (3a,7f-dihidroksi-5p-holanoi¢na kiselina) i njenog

strukturnog izomera- CDCA (3a,7a-dihidroksi-5p-holanoi¢na kiselina)
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1.9.2.4 Enterohepati¢na cirkulacija

Konjugovane zucne kiseline se izluCuju u zu¢ pomocu specifi¢nih transportera
smjestenih u kanalikularnoj membrani hepatocita, a zatim se skladiSte u zu¢noj kesi. Nakon
obroka, hormon holecistokinin podsti¢e kontrakciju zucne kese, ¢ime se zu¢ izbacuje u
duodenum preko zucnih kanala. Ovako izbacene zucne kiseline efikasno se reapsorbuju u
ileumu i transportuju nazad u jetru putem portalne cirkulacije. Ova cirkulacija zu¢nih kiselina
izmedu jetre 1 crijeva poznata je kao enterohepaticna cirkulacija. Kod ljudi, ova cirkulacija je
visoko efikasna, jer se oko 95% zuc¢nih kiselina reapsorbuje u ileumu, dok se samo oko 5%,
(0.2-0.6 g/dan) izlucuje fecesom i vrlo malo urinom (oko 0.5 mg/dan), $to se nadoknaduje de
novo sintezom iz holesterola u jetri. Recikliranje se desava 4 do 12 puta dnevno, a veli¢ina
bazena Zucnih kiselina definiSe se kao ukupna koli¢ina Zu¢nih kiselina koja cirkuliSe u

enterohepatickoj cirkulaciji (107).

Cetiri vrste transporta su ukljuene u reapsorpciju zuénih kiselina: aktivni transport,
pasivha jonska difuzija, pasivna nejonska difuzija i pasivna micelarna difuzija (113).
Enterohepaticna cirkulacija Zuénih kiselina uklju¢uje nekoliko njihovih transportera u
hepatocitima, koji preuzimaju zu¢ne kiseline kroz bazolateralnu membranu, koja je u
direktnom kontaktu sa krvi i izlu¢uju ih u Zu¢ preko kanalikularne membrane hepatocita.
Koncentracija Zzu¢nih kiselina u Zuci je znatno ve¢a nego u hepatocitima, pa je kanalni transport
ovih kiselina aktivan proces koji zahtjeva energiju, obezbjedenu hidrolizom adenozin trifosfata
(Adenosine triphosphate, ATP) ili kotransportom sa drugim molekulima. Kljuéni transporter
za izlu¢ivanje zu¢nih kiselina u zu¢ je pumpa za izvoz zucne soli (Bile salt export pump, BSEP).
U Zu¢i, Zucne kiseline, fosfolipidi i holesterol formiraju mijeSane micele kako bi poboljsali
rastvorljivost holesterola i smanjili toksi¢nost Zu€nih kiselina u Zu¢nim kanalima. Pri prolasku
kroz crijevni trakt, male koli¢ine dekonjugovanih Zzu¢nih kiselina se pasivno reapsorbuju u
gornjem dijelu crijeva, dok se oko 95%, reapsorbuje u terminalnom ileumu putem apikalnog
natrijum-zavisnog transportera zuc¢nih kiselina (Apical sodium-dependent bile acid
transporter, ASBT) u apikalnoj membrani enterocita. Nakon apsorpcije zucne kiseline prolaze
kroz enterocit pomocu intestinalnog vezujuéeg proteina za zucne kiseline (Intestinal bile acid
binding protein, IBABP) i transportuju se do bazolateralne membrane enterocita, gde se
izluCuju u portalnu krv putem heterodimernih transportera organskih rastvora a i f (Organic

solute transporter a and p, OSTa i OSTP) (114). Vezane za albumine, zucne kiseline se

30



transportuju do hepatocita, koji ih preuzimaju pomoéu Na*-zavisnog kotransportera zuc¢nih
kiselina (Na*-taurocholate cotransporting polypeptid, NTCP), dok se nekonjugovane
preuzimaju pomoc¢u Na*-nezavisnih multispecifi¢nih transportera organskih anjona (Organic
anion transporting polypeptide, OATP) i SLC21A transportnog proteina, koji su lokalizovani

u membrani sinusoidalnog pola hepatocita (107).
1.9.3 Uloga Zu¢nih kiselina

Preuzimanje zu¢nih kiselina iz portalne cirkulacije nije potpuno. Vrlo mala frakcija tih
kiselina (2-10 uM) prelazi u sistemsku cirkulaciju i dovoljna je za aktiviranje razlicitih
nuklearnih i membranskih receptora za Zuéne kiseline u razli¢itim tkivima, omoguc¢avajuéi tako
sistemski uticaj Zu¢nih kiselina na tkiva izvan enterohepatickog sistema. Uopsteno, kljucne
fizioloske uloge Zuc¢nih kiselina su regulacija homeostaze holesterola, emulzifikacija lipida u
prehrani i apsorpcija liposolubilnih vitamina, antimikrobna aktivnost i regulatorne funkcije
(103).

Zuéne kiseline imaju dugotrajnu reputaciju u olak$avanju procesa varenja i apsorpcije
lipida i1 liposolubilnih vitamina u tankom crijevu, istovremeno igrajuc¢i klju¢nu ulogu u
regulaciji sopstvenog metabolizma i homeostaze holesterola. Ipak, u protekle dvije decenije
postalo je o€igledno da one prevazilaze ulogu jednostavnih digestivnih deterdZenata i osnovnog
puta za katabolizam holesterola. Danasnje shvatanje Zu¢nih kiselina naglaSava njihov status
hormona, aktivnih u regulaciji raznovrsnih metabolickih procesa. Aktiviranjem razlicitih
signalnih puteva, a preko receptora za zucne kiseline, one odrzavanju homeostazu triglicerida,
holesterola, glukoze i1 energetskog metabolizma. Ovo kompleksno djelovanje ¢ini ih bitnim
regulatorima metabolickih procesa u organizmu i ukazuje na sveobuhvatnu mo¢ Zu¢nih kiselina
kao metabolickih i imunoloskih signalnih molekula, dodatno prosirujuci razumijevanje njihove

uloge izvan tradicionalnog koncepta probave i apsorpcije (115).
1.9.3.1 Receptori za Zulne kiseline

Zuéne kiseline imaju sposobnost aktiviranja razli¢itih receptora ne samo u ¢éelijama
jetre, ve¢ 1 u drugim tkivima izvan jetre. One su endogeni ligandi za nuklearne receptore:
farnezoid X receptor (Farnesoid X receptor, FXR), pregnan X receptor (Pregnane X receptor,

PXR), receptor vitamina D (Vitamin D receptor, VDR) i indirektnim putem za konstitutivni
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androstanski receptor (Constitutive androstan receptor, CAR); te ligandi za membranske
receptore, G-protein-spregnuti receptor zu¢nih kiselina 1 (G protein-coupled bile acid receptor
1, GPBARL). Interakcijom sa ovim receptorima zu¢ne kiseline aktivno uti¢u na regulaciju
mnogih bioloskih reakcija (116).

Nuklearni receptori aktivirani u prisustvu zu¢nih kiselina imaju klju¢nu ulogu u
regulaciji vlastitog metabolizma. Takode, njihova sinhronizovana akcija koordiniSe
metabolizam lipida, glukoze, energije i smanjuje upalu. FXR i PXR su visoko eksprimirani u
jetri i crijevima, dok je VDR Siroko prisutan u vecini tkiva. CDCA se istice kao najefikasniji
ligand za FXR, dok su studije o hidrofilnoj UDCA pokazale varijabilne efekte prema FXR ili
slabe modulacije funkcije ovog nuklearnog receptora (117).

Djeluju¢i preko jetrenih i crijevnih FXR vecina zucnih kiselina vrs$i regulaciju
negativne povratne sprege na sopstvenu sintezu i enterohepati¢nu cirkulaciju, uglavnom kroz
inhibiciju aktivnosti i ekspresije klju¢nog enzima CYP7A1, ali reguliSe transkripciju i niza
drugih ciljanih gena ukljucenih u ovaj proces, u jetri i/ili crijevima: BSEP, NTCP, OST a. i j,
I-BABP, FGF 15/19 i SHP (107) Osim ove uloge, FXR uti¢e na regulaciju metabolizma lipida
i glukoze, regulaciju biosinteze triacilglicerola i proizvodnju lipoproteina veoma niske gustine
u jetri, snizavajuci nivo triacilglicerola u plazmi. Signalizacija putem FXR/RXR (Retinoid X
receptor) igra klju¢nu ulogu u regulaciji metabolizma glukoze, podsti¢uci toleranciju na

glukozu i povecéavajuéi osetljivost na insulin (118).

Zuéne kiseline su povezane i sa regulacijom i modulacijom aktivnosti odredenih
receptora vezanih za G-proteine, a medu njima najdetaljnije prouc¢avan u kontekstu zuénih
kiselina je Takeda G protein-spregnuti receptor 5, (Takeda G protein-coupled receptor 5,
TGRS). Ljudski TGRS aktiviraju razliCite kiseline, pri ¢emu se LCA izdvaja kao najjaci
prirodni agonist. Ostale kiseline koje aktiviraju TGR5 su konjugovani i nekonjugovani oblici
DCA, CDCA, CAi1UDCA (119). TGRS je prisutan u mnogim organima i ¢elijama sa razli¢itim
nivoima ekspresije, ukljucujuci celije jetre, alveolarne makrofage, epitel Zzucne kese, crijeva,
slezenu, monocite, mrSavo masno tkivo, skeletne miSi¢e te odredene dijelove centralnog
nervnog sistema. Bioloska svojstva TGRS su uglavnom zapazena na Zivotinjskim modelima 1
snazno ukazuju na to da je ovaj receptor povezan sa povoljnim svojstvima Zu¢nih kiselina
(120). TGRS je metabolicki regulator koji takode odrzava homeostazu zu¢nih kiselina, energije

1 glukoze, Sto nagovjestavaju fizioloSke promjene primjecene kod miSeva bez TGRS. U
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enteroendokrinim ¢elijama aktivacija TGR5 moze podstaci stvaranje cAMP-a i aktivirati put
proteina za razmjenu direktno aktiviranog cCAMP-om (Exchange protein directly activated by
CAMP pathway, Epac), §to rezultira pove¢anim oslobadanjem glukagonu sli¢anog peptida-1
(Glucagon-like peptide-1, GLP-1) i tako doprinosi efektima TGRS na odrzavanje ravnoteze

glukoze u organizmu (119).
1.9.3.2 Receptori za Zucne kiseline i kinazni putevi

Zucne kiseline putem svojih receptora regulidu razli¢ite kinazne signalne puteve.
Posebno se istice INK put, koji je jedan od glavnih signalnih kaseta MAPK puta, i koji Cestvuje

u regulaciji razlic¢itih ¢elijskih procesa, ukljuc¢ujuci apoptozu i proliferaciju (121).

Pored JNK puta, zucne kiseline aktiviraju i p38MAPK, koji kontroliSe apoptozu i
oslobadanje citokina iz makrofaga i neutrofila. Kao i JNK put, p38 signalizacija se snazno
aktivira inflamatornim citokinima, $to doprinosi upalnim procesima, apoptozi, diferencijaciji

¢elija i regulaciji ¢elijskog ciklusa (122).

ERK signalni put je takode regulisan putem receptora za zu¢ne kiseline i ima vaznu

ulogu u prezivljavanju, diferencijaciji i proliferaciji ¢elija (123).

Takode je pokazana veza izmedu receptora za zucne kiseline i fosfoinozitid-3-
kinaze/protein kinaze B puta (Protein kinase B ili Phosphoinositide-3-kinase-Protein kinase B,
AKT or PI3/Akt) koji je vazan za apoptozu, diferencijaciju, proliferaciju i metabolizam ¢elija.
Na plazma membrani, fosforilacija AKT blokira aktivnost proapoptotskih ¢lanova porodice
BCL-2, sto doprinosi prezivljavanju ¢elije (119). Iako joS§ uvijek nisu sasvim razjasnjeni tacni
mehanizmi ukljuceni u ove procese, istrazivanje je otkrilo da je fosforilacija ERK 1 AKT
indukovana putem ROS i TGR5 zavisnih puteva (124). Aktiviranje ovih kaskada fosforilacije
putem Zucnih kiselina nije samo povezano sa smanjenjem ekspresije CYP7A1 gena, ve¢ takode

ima ulogu u upravljanju procesima apoptoze i pruza citoprotektivne efekte (125).

Signalni transduktor i aktivator transkripcije 3 signalni put (Signal transducer and
activator of transcription 3, STAT3) djeluje kao pojac¢iva¢ u promotorskom regionu gena
akutne faze 1 kao faktor transkripcije koji reguliSe razvoj, diferencijaciju, imunitet, invaziju i
metabolizam c¢elija. Brojna istrazivanja ukazuju na aktivaciju STAT3 u razli¢itim tumorskim

¢elijskim linijama. Guo i saradnici su identifikovali TGRS kao supresor proliferacije i migracije
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¢elija raka Zzeluca, inhibiSu¢i fosforilaciju STAT3 1 smanjujué¢i njegovu transkripcijsku

aktivnost indukovanu LPS-om ili IL-6 (119).

Novija istrazivanja isticu angazman receptora za zu¢ne kiseline u procesima upale (126)
i njihovu ulogu u regulaciji signalnog puta NF-kB (119). Jedno od prvih istrazivanja o ulozi
TGRS odnosilo se na njegovu ulogu u imunoloskim c¢elijama i povezalo je TGR5 sa
imunomodulatornim osobinama zuc¢nih kiselina. U skladu sa izvjeStajem da cAMP inhibise
lucenje citokina indukovano LPS-om, utvrdeno je da zucne kiseline aktivacijom TGRS
povecavaju produkciju cAMP-a (127) i inhibiSu produkciju proinflamatornih citokina kao
odgovor na LPS-om aktiviran NF-«B (128). Celije sa previse eksprimiranim TGRS pokazuju
poveéanu produkciju cAMP-a i smanjenje LPS-om indukovane ekspresije TNF-a. Ovi efekti
nisu zapaZzeni kod ¢elija sa niskom ekspresijom TGRS, $to dokazuje da se ovi efekti Zu¢nih
kiselina ostvaruju aktivacijom TGR5 (120). TGR5 potiskuje inflamatorni odgovor putem
antagoniziranja NF-«xB, potiskivanjem fosforilacije njegovog inhibitora - IkBa (Nuclear factor
of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor alpha; NFKBIA), translokacije
NF-xB i njegove transkripcione aktivnosti (119). Kada se vezu za FXR ili TGRS, primarne i
sekundarne Zucne kiseline preusmjeravaju citokinski profil mijeloidnih Ccelija ka
antiinflamatornom fenotipu. Njihova agonisticka djelovanja zavise od afiniteta pojedina¢nih

zuénih kiselina prema odredenom receptoru (129).

t [0, 7GE

{ [INFy, TNFo, IL-6, IL-15 |

[CDCA>CA>LCA>DCA|

[LCA>DCA > CDCA > UDCA > CA|

Slika 5. Efekti interakcije zucnih kiselina sa njihovim receptorima na funkciju imunih ¢elija
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Balansiranje izmedu imune aktivacije i supresije, kao i razumijevanje osnovnih
molekularnih mehanizama u patogenezi endotoksemije i akutnog oStecenja jetre i pluca,
izazvanih LPS-om, moze pomoc¢i u otkrivanju novih terapijskih strategija za ublazavanje sepse
I oSte¢enja organa u sepsi. Potencijalno obecavajuéi terapijski pristup mogao bi se zasnivati na
ulozi zu¢nih kiselina, obzirom da je sve viSe dokaza koji sugerisu da Zu¢ne kiseline funkcioni$u
kao signalne molekule koje reguliSu imunitet putem aktivacije specifi¢nih receptora koji su
ukljuceni u imunoloski sistem domacina i u velikoj mjeri su prisutni u ¢elijama urodenog

imuniteta.
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2. RADNE HIPOTEZE

Predtretman sa UDCA i CDCA moze uticati na vrijednosti pokazatelja inflamacije,
endotelne disfunkcije, oksidativnog stresa i apoptoze u endotoksemiji i akutnom ostecenju

pluca izazvanim LPS-om na nacin da:

1. Smanjuju nivoe proinflamatornih citokina u plazmi.

2. Smanjuju markere oStecenja jetre.

3. Popravljaju lipidni profil.

4. UblaZavaju endotelnu disfunkciju.

5. Smanjuju koncentraciju prooksidanasa i povecavaju nivo antioksidanasa u plazmi i

bronhoalveolarnoj te¢nosti.

6. Smanjuju ekspresiju transkripcionih faktora kod akutnog osteéenja jetre i pluca.

7. Ublazavaju nastanak apoptoze ¢elija kod akutnog ostecenja pluca.

8. Regulisu ekspresiju akvaporina kod akutnog ostec¢enja pluca.
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3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

A

© 0o N o o B~ w

15.

Ispitati efekte LPS-a kao induktora endotoksemije i akutnog oStecenja pluc¢a na:

Nivoe proinflamatornih citokina TNF-o, GM-CSF, IL-2, IL-6, IL-1B i IFN-y u plazmi;
Biohemijske parametre i markere osteenja jetre u serumu: glukoza, CK, AST, ALT,
LDH, Tnl, Hcy;

Koncentraciju TC, LDL, HDL i TG u serumu;

Koncentraciju markera endotelne disfunkicije ICAM-1 u serumu;

Prooksidativne markere O™ i H.O2 u plazmi;

Markere antioksidativne zastite SOD, CAT i GSH u lizatu eritrocita;

Tjelesnu masu, masu jetre i odnos mase jetre i tjelesne mase;

Patohistoloske promjene u jetri;

Ekspresiju transkripcionog faktora NF-«xB u jetri;

. Prooksidativne markere TBARS i NO2 u bronhoalveolarnoj te¢nosti;
11.
12.
13.
14.

Markere antioksidativne zastite SOD, CAT i GSH u bronhoalveolarnoj te¢nosti;
Patohistoloske promjene u plu¢ima;

Ekspresiju transkripcionog faktora NF-xB u plué¢ima;

Ekspresiju antiapoptotskog markera BCL-2 i proapoptotskih markera kaspaza 3 i BAX
u plué¢ima;

Ekspresiju akvaporina 1 i akvaporina 5 u plu¢ima.

Ispitati efekte primjene UDCA na navedene parametre u endotoksemiji i

akutnom ostec¢enju pluéa izazvanim primjenom LPS-a.

Ispitati efekte primjene CDCA na navedene parametre u endotoksemiji i

akutnom ostec¢enju pluéa izazvanim primjenom LPS-a.
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4. MATERIJAL | METODE

4.1 Eksperimentalne Zivotinje

Muzjaci Wistar albino pacova (n=36) drzani su u pojedina¢nim kavezima (6 po kavezu)
u kontrolisanim laboratorijskim uslovima (sobna temperatura 21+2°C, 12-h ciklus
svjetlost/mrak, vlaznost 55 = 5 %), i sa slobodnim pristupom za hranu i vodu. Pacovima je
dozvoljeno da se prilagode okruzenju nedjelju dana prije eksperimenata. Eksperimentalne
zivotinje, protokole i procedure odobrila je Eticka komisija za zaStitu dobrobiti
eksperimentalnih zivotinja Medicinskog fakulteta Univerziteta u Banjoj Luci (broj 18/1.190-
1/22 od 09.03.2022. godine). Pri eksperimentima su postovane odredbe propisanih akata (EU
Directive for the Protection of Vertebrate Animals used for Experimental and other Scientific

Purposes 86/609/EEC) i principa eti¢nosti.
4.2 Eksperimentalne grupe

Model endotoksemije pacova je zasnovan na aplikaciji lipopolisaharida Escherichiae
Coli intraperitonealno u dozi od 5,5 mg/kg TM. Zivotinje ée biti tretirane nesmrtonosnom
pojedinacnom dozom LPS-a (0,25 LD50/kg), modelom koji je pokazao najjace inflamatorne
efekte na razli¢itim zivotinjskim modelima za sepsu (130). Wistar pacovi su podijeljeni u Sest
eksperimentalnih grupa, od kojih je svaka grupa imala po Sest jedinki.

Kontrolna grupa: Propilen glikol, kao vehikulum, 0,5 mL/kg TM per 0s gastricnom
sondom tokom uzastopnih 10 dana. Desetog dana aplikovan je fizioloski rastvor 1 mL/kg TM
intraperitonealno.

LPS grupa: Propilen glikol 0,5 mL/kg TM per os gastricnom sondom tokom
uzastopnih 10 dana. Desetog dana aplikovan je endotoksin 5,5 mg/kg TM intraperitonealno.

UDCA grupa: UDCA 25 mg/kg TM per o0s gastricnom sondom tokom uzastopnih 10
dana. Desetog dana aplikovan je fizioloski rastvor 1 mL/kg TM intraperitonealno.

UDCA+LPS grupa: UDCA 25 mg/kg TM per os gastricnom sondom tokom
uzastopnih 10 dana. Desetog dana aplikovan je endotoksin 5,5 mg/kg TM intraperitonealno.

CDCA grupa: CDCA 25 mg/kg TM per os gastricnom sondom tokom uzastopnih 10
dana. Desetog dana aplikovan je fizioloski rastvor 1 mL/kg TM intraperitonealno.

CDCA+LPS grupa: CDCA 25 mg/kg TM per os gastricnom sondom tokom
uzastopnih 10 dana. Desetog dana aplikovan je endotoksin 5,5 mg/kg TM intraperitonealno.
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4.3 Uzimanje uzoraka krvi i njihova analiza

U okviru istrazivanja isti eksperiment je sproveden dva puta. Po zavrsetku eksperimenta
(10 dana) zivotinje su zrtvovane - 2h nakon primjene LPS-a na kraju prvog, a 48h nakon

primjene LPS-a na kraju drugi put sprovedenog eksperimenta.

Pacovi su anestezirani kombinacijom ketamina (90 mg/kg) i ksilazina (10 mg/kg),
ucinjena im je torakotomija, te su iz aorte uzeti uzorci krvi u vakutajner epruvete za serum i
epruvete za plazmu sa antikoagulansom (natrijum citrat). Uzorci plazme su centrifugirani 10
min na 3.000 obrtaja, a uzorci seruma su ostavljeni na sobnoj temperaturi 20 min da se formira

ugrusak, a zatim centrifugirani 5 min na 3000 obrtaja.

Lizat eritrocita je dobijen nakon odvajanja plazme. Izolovani eritrociti su isprani tri puta

u tri zapremine hladnog fizioloskog rastvora. Svi uzorci su zamrznuti na -80°C do mjerenja.

U uzorcima seruma su odredivani biohemijski parametri: glukoza, kreatin kinaza

(Creatine kinase, CK), aspartat aminotransferaza (Aspartate transaminase, AST), alanin
aminotransferaza (Alanine transaminase, ALT), laktat dehidrogenaza (Lactate dehydrogenase,
LDH), troponin I (Troponine I, Tnl), homocistein (Homocysteine, Hcy), ukupni holesterol
(Total cholesterol, TC), holesterol velike gustine (High density lipoprotein, HDL), holesterol
male gustine (Low density lipoprotein, LDL), trigliceridi (Triglycerides, TG) i rastvorljivi
ICAM-1.

Uzorci plazme su se Koristili za odredivanje markera oksidativnog stresa - H202, Oz i
nivoa TNF-a, GM-CSF, IL-2, IFN-y, IL-6 i IL-1p.

U uzorcima lizata eritrocita su mjereni markeri antioksidativne zastite: SOD, CAT,
GSH.

Vrijednosti glukoze, Hey, Tnl, TG, TC, HDL, LDL, LDH, ALT, AST i CK mjerene su
metodom hemiluminiscentnog imunoeseja (Chemiluminescence immunoassay-CLIA), a Hcey i
Tnl metodom hemiluminiscentnog imunoeseja mikropartikulama (Chemiluminescent

microparticle immunoassay-CMIA) na analizatoru Alinity ¢ (Abbot Laboratories, IL, USA).
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Nivoi TNF-a, GM-CSF, IL-2, IFN-y, IL-6 i IL-1P u plazmi su odredeni koristenjem
AimPlex Custom Rat 10 Plex Panel mikroperli baziranih na fluorescenciji (AimPlex
Biosciences, Pomona, CA, SAD) i proto¢ne citometrije (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ,
SAD). Koncentracija rastvorljivog meducelijskog adhezionog molekula 1 (ICAM-1) u serumu
je odredena ELISA metodom koristenjem pacovskog ICAM1 (FineTest, Wuhan, China). Obe
analize su izvedene u skladu sa preporucenim protokolom proizvodaca. Koncentracije
istrazivanih biomolekula su odredene u skladu sa poznatim koncentracijama analita u

standardima.

Antioksidansi (SOD, CAT i GSH) u lizatu eritrocita i prooksidansi (H202 1 O2") u plazmi
su mjereni na aparatu Shimadzu UV 1800, Japan, metodom spektrofotometrije.

Aktivnost CAT i SOD i nivo GSH su analizirani Beutler-ovim metodama (131). Za
odredivanje aktivnosti CAT korisSten je vodeni rastvor H2O, katalaza pufer i razblazeni uzorak
lizata eritrocita. Aktivnost SOD je mjerena nakon mijesSanja lizata eritrocita sa karbonatnim

puferom, a zatim i epinefrinom. Mjerenje je vrSeno na talasnoj duzini 470 nm.

Nivo Oz u plazmi je odreden u reakciji Oz sa nitro-tetrazolijevim plavim (Nitro Blue

Tetrazolium-NTB) i TRIS puferom, na talasnoj duzini 530 nm (132).

Koncentracija H202 u plazmi je odredena Pick i Keisari metodom, baziranoj na

oksidaciji H20> sa fenol crvenim, na talasnoj duzini od 610 nm (133)
4.4 Uzimanje bronhoalveolarne te¢nosti (Bronchoalveolar lavage fluid, BALF)

Nakon uzorkovanja krvi, izlozen je dusnik u koji je postavljena kanila kroz kateter i
BALF je prikupljen ubacivanjem i aspiracijom 0,7 mL hladnog fosfatnog puferisanog rastvora
(Phosphate-buffered saline, PBS) tri puta. Uzorci su centrifugirani na 5000 obrtaja, 4°C, tokom
10 minuta, nakon ¢ega je odvojen supernatant za analizu parametara oksidativnog stresa. Svi

uzorci su ¢uvani na -80°C do mjerenja.

U uzorcima BALF-a su odredivani pro- i antioksidativni markeri.
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Prooksidativnin markeri: reaktivne supstance tiobarbiturne kiseline (Thiobarbituric
acid reactive substances, TBARS), kao marker lipidne peroksidacije, i NO, mjeren u formi

nitrita (NO2"), su mjereni spektrofotometrijski na aparatu Shimadzu UV 1800, Japan.

TBARS je mjeren je u reakciji tiobarbiturne kiseline (TBA) i malondialdehida. Nakon
mijesanja uzorka plazme sa 1% tiobarbiturnom kiselinom i 0,05 NaOH, mjerenje je izvrSeno

na 530 nm talasne duzine (132).

Azot monoksid je nestabilan i brzo daje produkte kao $to su nitriti, koji se mogu mjeriti
Griess-ovom metodom u kojoj se koristi 30% sulfosalicilna kiselina i Griess-ov reagens.

Mijerenje je vrseno na 550 nm (134).

Aktivnost SOD i CAT u BALF-u su odredene Madesh i Balasubramanian (135) i Aebi
(136) metodama, a nivo GSH Ellman-ovom metodom (137).

4.5 Uzimanje uzoraka tkiva, patohistoloska i imunohistohemijska analiza

Nakon zrtvovanja jetra i pluc¢a su ekstrahovani. Nakon fiksacije u 10% neutralnom
puferovanom formalinu uzorci tkiva su obradeni u automatskom tkivnom procesoru (Leica
TP1020, Leica Biosystems USA). Po standardnom protokolu tkiva su dehidrirana u rastu¢im
koncentracijama etil alkohola (70%, 96%, 100%), zatim prosvjetljena u ksilenu (tri izmjene),
prozeta teCnim parafinom 1 ukalupljena u parafinske blokove. Za histoloSku 1
imunohistohemijsku analizu parafinski blokovi su na rotacionom mikrotomu (Rotary 3003
pfm, pfmmedical, Germany) sje¢eni na presjeke debljine 4-5 um. Dobijeni presjeci su postavljeni

na odgovarajuca predmetena stakalca i suseni na 60°C.

4.5.1 Patohistoloska analiza

U prvom koraku histoloske procedure tkivni presjeci su deparafinsani u ksilolu (dvije
izmjene po 5 minuta), zatim rehidrirani u opadaju¢im koncentracijama etil alkohola (100%,
96% i 70%, po 5 minuta za svaku izmjenu) i isprani destilovanom vodom. Nakon toga su bojeni
standardnom metodom hematoksilin-eozin (HE) i analizirani svjetlosnim mikroskopom Leica
DM2500 (Leica, Microsystems, Schweiz).
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Ostecenje jetre i pluca je semikvantitativno procjenjeno. Mikrofotografije su snimane
na povecanju 200X. Obzirom na tezinu i1 procenat oSteCenja tkiva izraCunat je prosjecni

patohistoloski skor po grupi.

Za procjenu histoloskih promjena koje ukazuju na ostecenje jetre izvrSeno je skorovanje
od 0 do 4:

Skor 0-oznacava normalno tkivo jetre bez patoloskih promjena;
Skor 1- oznac¢ava manje od 24% os$tecenja tkiva jetre;

Skor 2-oznacava 26-50% oStecenja tkiva jetre;

Skor 3-oznacava ostecenje tkiva jetre u rasponu od 51-75%;

Skor 4-oznacava ostecenje tkiva jetre vece od 75%.

Kriterijumi za procjenu oStecenja jetre, posmatrani od strane dva nezavisna patologa na
slijep nacin, ukljucivali su: ispitivanje arhitekture lobula jetre, procjenu vaskularne kongestije,

hemoragije i ekstravazacije, utvrdivanje nekroze hepatocita i prisustvo inflamatornih ¢éelija.

Za procjenu histoloskih promjena koje ukazuju na oSteCenje pluca izvrSeno je
skorovanje od 1 do 4:

Skor 1- nema patoloskih promjena u plu¢ima;

Skor 2-blago ostecenje pluénog tkiva, sa multifokalnom degeneracijom i blagom

infiltracijom zapaljenskih ¢elija ili fokalnim o$tecenjem ¢elija pluca;

Skor 3- umjereno ostecenje pluénog tkiva, sa teSkom degeneracijom tkiva i/ili difuznom

upalom;

Skor 4- teska ostecenja plucnog tkiva, nekroza sa difuznom inflamacijom.

4.5.2 Imunohistohemijska analiza

Za imunohistohemijsku analizu tanki presjeci tkiva su postavljani na pozitivno
naelektrisana Super Frost predmetna stakla (Menzel-glaser). Nakon deparafinizacije (u
ksilenu), rehidratacije (u opadajué¢im koncentracijama etil-alkohola), ispiranja u destilovanoj
vodi, imunohistohemijsko bojenje je nastavljeno provodenjem metode toplotnog oporavka
antigena i blokiranjem aktivnosti endogene peroksidaze. Oporavak antigena je obavljen pod

kontrolisanim uslovima u PT modulu (Pretreatment Module™, Lab Vision Corporation, USA)
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zagrijavanjem tkiva na temperaturi 97°C u citratnom puferu pH 6.0, 20 minuta. Nakon hladenja
(na sobnoj temperturi) u tkivima je blokirana aktivnost endogene peroksidaze. U ovom koraku,
tkiva su inkubirana u vodenoj otopini 3% vodonik peroksida, 10 minuta na sobnoj temperaturi.
Nakon kratkotrajnog ispiranja TBS puferom (Tris buffered saline) pH 7.4, na tkiva su
aplikovana primarna antitijela odgovarajuc¢e koncentracije i inkubirana preko no¢i na 4°C u
vlaznoj komori.

Da bi se izbjeglo nespecfi¢no bojenje pozadine i/ili da bi se minimiziralo nespecifi¢no
vezivanje antitijela sa endogenim imunoglobulinima G, presjeci tkiva su kratko prije aplikacije
primarnih antitijela tretirani sa komercijalno pripremljenim blokatorima nezeljenih proteinskih
reakcija (Ultra V Block, Thermo Fisher Scientific, USA).

Za detekciju antigenih determinanti NF-xB, BCL-2, kaspaze 3, BAX, AQP1 i AQP5
upotrebljena su komercijalno dostupna koncentrovana antitijela, koja su pripremljena za rad

prema uputstvima proizvodaca.
Kori$tena su sljedeca antitijela;

-Za NF-xB/p65: anti-NF-kB p65 polyclonal rabbit antibody, razblazenje 1:100, ab16502,
Abcam, USA;

-Za BCL-2: anti-Bcl-2 polyclonal rabbit antibody, razblazenje 1:200, ab196495, Abcam,USA,;
-Za kaspazu 3: anti-Rabbit monoclonal antibody Cleaved Caspase-3 (Asp175), Clone 5A1E,
razblazenje 1:200, Cat#9664L Cell Signaling Technology, USA;

-Za BAX: anti-Rabbit monoclonal antibody Bax, Clone E63, razblazenje 1:300, ab32503,
Abcam,USA;

-Za AQP1: anti-Mouse monoclonal antibody Aquaporin 1/AQP1 Clone B-11, razblazenje 1:75,
sc-25287, Santa Cruz Biotechnology, inc.USA;

-Za AQP5: anti-Mouse monoclonal antibody Aquaporin 5/AQP5 Clone D-7, razblazenje 1:50,
sc-514022, Santa Cruz Biotechnology, inc.USA.

Po isteku inkubacije, naredni dan, viSak antitijela je ispran TBS puferom pH 7.4, a
specifi¢nost interakcije izmedu primarnih antitijela i njihovih antigenih determinanti su
otkrivena primjenom osjetljivih detekcionih sistema, komponovanih od sekundarnih, anti-
use polivalentni, polimerni detekcioni sistem (UltraVision Detection sistem HRP polimer &

DAB Plus Chromogen, Thermo Fischer Sceintific,USA). U prvom koraku vizualizacije je
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primjenjen poja¢iva¢ (enhancer) primarog antitijela (10 minuta), a zatim HRP polimer (15
minuta); oba na sobnoj temperaturi. Poslije svake izmjene (primarno antitjelo, poja¢ivaé i
polimer) tkiva su kratko isprana TBS puferom pH 7,4. Mjesto vezivanja antitijela u tkivu je
postalo vidljivo nakon kratkotrajnog bojenja (5 minuta) sa 3,3'diaminobenzidin tetrahlorid
(DAB) hromogenom, koji daje smedu boju precipitata na mjestu pozitivne reakcije. Nakon
ispiranja viska hromogena presjeci tkiva su kontrastirani Maier- ovim hematoksilinom (30
sekundi), isprani teku¢om vodom, dehidrirani u rastu¢oj koncentraciji etanola (70%, 90% i
100%), prosvijetljeni u ksilolu i trajno uklopljeni u kanada balzam. Za kontrolisano pracenje
imunohistohemijskih reakcija na tkivu (pozitivna i negativna kontrola) postovane su preporuke
proizvodaca. Za pozitivnu kontrolu AQP1 1 AQPS je koristeno tkivo bubrega, a za NF-«xB,
kaspazu 3, BCL-2 i BAX tkivo slezene. Za negativnu kontrolu reakcije je na ista kontrolna
tkiva, umjesto primarnih antitijela, aplikovan TBS pufer zbog ¢ega se u njima nije mogla
ocekivati nikakva imunoloska aktivnost. Nakon imunohistohemijskog bojenja, mikroskopski
preparati su pregledani na svjetlosnom mikroskopu Leica DM2500 opremljenim digitalnom
kamerom MC170HD (Leica, Microsystems, Schweiz). Mikrofotografije su snimane na
povecanju 400X pod istim optickim uslovima i arhivirane u "Tiff" formatu (2592 x 1944

piksela).

U imunohistohemijskoj analizi jetre, na dvadeset slu¢ajno odabranih polja po pacovu
procjenjen je broj pozitivnih hepatocita koji eksprimiraju NF-xB, koriste¢i softver Imagel
(National Institute of Health, Bethesda, MD, USA). Kvantifikacija imunopozitivnih hepatocita
na NF-xB je izraCunata koriStenjem formule: % pozitivno obojenih ¢elija = (Broj pozitivno

obojenih ¢elija x 100) / Ukupan broj Celija.

Fotometrijska analiza rezultata imunohistohemijskog obiljezavanja tkiva plu¢a obavljena
je u softveru za analizu bioloskih slika Fiji (National Institute of Health, Bethesda, MD, USA)
[verzija 1.54f]), uz upotrebu opcije za dekonvoluciju boja i izdvajanju matrice iz
mikrofotografija, sa specificno vezanim imunohistohemijskim hromogenom-DAB.
Softverskom fotometrijom su odredene povrsine dijelova tkivne frakcije, imunohistohemijski
obiljezene DAB-om, kao i srednje vrijednosti opticke gustine DAB-a, za svih sest analiziranih
antigena (NF-xB, BCL-2, kaspaza 3, BAX, AQP1 i AQP5) u pozitivnom alveolarnom
parenhimu. Ukupno je analizirano 1440 HDAB mikrofotografija. Podaci su predstavljeni kao
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srednja optiCka gustina + standardna devijacija za 10 vidnih polja po pacovu. Prosjec¢na srednja

opticka gustina je uporedena izmedu grupa.

4.6 Statisti¢ka analiza

Statisticka analiza je obavljena pomocu softvera IBM-SPSS Statistic verzija 20.0 (SPSS,
Inc., Chicago IL, USA). Za statisticku obradu rezultata koriStene su metode deskriptivne
statistike (srednja vrijednost, standardna greska, standardna devijacija i varijansa). Nakon
ispitivanja raspodjele varijabli Shapiro-Wilk's testom normalnosti, koristeni su odovarajuci
parametrijski ili neparametrijski testovi. Za testiranje razlika izmedu grupa koristen je ANOVA
test za uporedivanje srednjih parametrijskih, a Kruskall-Wallis i Mann-Witney U testovi za
poredenje neparametrijskih karakteristika izmedu grupa. Tukey i Bonferonni testovi su
koristeni za post hoc analizu. Za tabelarno i1 graficko predstavljanje rezultata istrazivanja
koristeni su sljedeéi softveri MS Office Word 2016, MS Office Excel i GraphPad Prism 6.
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5. REZULTATI

5.1 Rezultati primjene UDCA i CDCA u endotoksemiji izazvanoj LPS-om

5.1.1 Efekti primjene UDCA i CDCA na produkciju proinflamatornih citokina u
endotoksemiji izazvanoj primjenom LPS-a

Koncentracije TNF-a, GM-CSF, IL-2, IFN-y, IL-6 i IL-1p su bile signifikantno
povecane 2h nakon aplikacije neletalne doze LPS-a (p<0.01, p<0.001, p <0.01, p<0.05, p<0.01,
p<0.05). UDCA i CDCA date kao predtretman oralno tokom 10 dana pokazle su
antiinflamatorne efekte koji se manifestuju znac¢ajnim smanjenjem nivoa TNF-a, GM-CSF i
IL-1B u endotoksemiji izazvanoj LPS-om (p<0,05). Samo predtretman sa UDCA je doveo do
znaCajnog smanjenja nivoa IL-6 (p<0,05), dok je samo predtretman sa CDCA doveo do

znacajnog smanjenja nivoa IFN-y (p<0,01) (Tabela 1).

Tabela 1. Efekti primjene UDCA i CDCA na koncentraciju proinflamatornih citokina mjerenih

2h nakon primjene LPS-a

. Grupe
Parametri
LPS UDCA UDCA+LPS CDCA CDCA+LPS

TNF-a 4.48 £2.06 19.41 + 8.01+ 3.91 £ 0.64 9.96 + 1.02*% 469+2.12 636+ 3.84%*
(pg/mL)

C(-:)\g/nﬁi'): 9.57+£19.46 179.66 £55.82F1f  6.67+4.49 85.24 + 64.95* 3.95+£2.96 106.60 +57.87*
IL-2 188169 1882+ 13231 5164508 10.70£628  654+444 838+255
(pg/mL)

IPN-y 6.97 £5.63 14.52 £ 5.90+ 13.36 £3.85 10.73 +£2.10 853+2.75 6.41+1.60**
(pg/mL)

'('F-);ml_) 2450+ 15.76 6485+ 13.4211 285242266 4383+ 1523*% 4656+ 17.19 44.70 % 23.51
IL-1p 2064219  25.11+£22.67F  1.61+1.07 219+ 1-58%  543+321  1.67+02%
(pg/mL)
C-kontrolna grupa; LPS-grupa tretirana lipopolisaharidom; UDCA-grupa tretirana ursodeoksiholnom kiselinom;
UDCA+LPS-grupa tretirana ursodeoksiholnom kiselinom i lipopolisaharidom; CDCA-grupa tretirana

henodeoksiholnom kiselinom; CDCA+LPS-grupa tretirana henodeoksiholnom kiselinom i lipopolisaharidom.
Podaci su izrazeni kao srednja vrijednost £ SD (n = 6). Mann-Whitney test i zvjezdica (*) ukazuju na znacajne
razlike u poredenju sa LPS grupom * p < .05, ** p < .01, *** p < .001, a znak (1) ukazuje na znacajne razlike u
poredenju sa C grupom 1 p < .01, 111 p <.001.
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5.1.2 Efekti primjene UDCA i CDCA na biohemijske parametre i serumske markere

oStecenja jetre u endotoksemiji izazvanoj primjenom LPS-a

AST, ALT i LDH su koristeni kao markeri akutnog ostecenja jetre. Povecana aktivnost
AST 1 LDH u grupi tretiranoj LPS-om (p<0,01) ukazuje na to da je LPS izazvao oStecenje jetre
(Tabela 2). Aktivnost LDH je smanjena u UDCA+LPS grupi u poredenju sa LPS grupom,
ukazuju¢i da UDCA ublazava efekte LPS-a. Znacajno poveéanje nivoa glukoze u krvi, CK,
Tnl i Hey je primjeé¢eno kod svih pacova tretiranih LPS-om (Tabela 2). UDCA i CDCA nisu
uticale na nivoe glukoze kod pacova tretiranin LPS-om. UDCA je zabiljezila znacajno
smanjenje nivoa Tnl i CK (p<0,01). I UDCA i CDCA su pokazale znac¢ajno smanjenje Hcy
(p<0,001) (Tabela 2).

Tabela 2. Efekti primjene UDCA i CDCA na biohemijske parametre i serumske markere
oStecenja jetre mjerene 48h nakon primjene LPS-a

Parametri Grupe

c LPS UDCA UDCA+LPS CDCA CDCA+LPS
Glukoza =) 76, 5 37 17.70 + 437+ 9.02+1.76 16.61 £3.22 835+2.18 16.92 +2.55
(mmol/L)
CK(UIL) 274.83£40.01 5467.33 + 13463411 627.27 +846.87 3514.67 +319.02* lff; fg; 3038.03 + 1648.39
’(AUS/[) 100.83 + 18.38 179.5£71.73+F  142.17+28.06 154672928  119.0+£30.49  150.00 +45.17
ﬁb[) 71.67 + 13.49 6033 £22.39 5933+17.99 645042124  64.00+23.95 67.67+17.12
'(‘UE;E) 12025+ 56.67 95533+ 567241 187.16%152.16 59133+ 143.25% 446427092  899.00 + 768.67
Troponin
I 8224213 15128 £ 48,1411 14.62+£329  4646+875% 4540+ 17.47F  121.15+66.58
(pg/mL)
Hey 478 +0.83 7.96+0.7141+ 583+ 114 521 +0.70%%* 6354139  4.58+1.30%%*
(pumol/L)

Podaci su izraZeni kao srednja vrijednost = SD ili srednja vrijednost = SE. CK-kreatin kinaza; AST-aspartat
aminotransferaza; ALT-alanin aminotransferaza; LDH-laktat dehidrogenaza; Hcy-homocistein; C-kontrolna
grupa; LPS-grupa tretirana lipopolisaharidom; UDCA-grupa tretirana ursodeoksiholnom kiselinom; UDCA+LPS-
grupa tretirana ursodeoksiholnom kiselinom i lipopolisaharidomom; CDCA-grupa tretirana henodeoksiholnom
kiselinom; CDCA+LPS-grupa tretirana henodeoksiholnom kiselinom i lipopolisaharidom. Uradeni su one-way
ANOVA, Bonferroni i Mann-Whitney testovi, a zvjezdica (*) ukazuje na znacajne razlike u poredenju sa LPS
grupom * p <.05, ** p <.01 *** p <.001 i znak () ukazuje na znacajne razlike u poredenju sa C grupom {7 p <
.01, #11 p <.001.
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5.1.3 Efekti primjene UDCA i CDCA na lipidni profil u endotoksemiji izazvanoj

primjenom LPS-a

Lipidni profil je analiziran da bi se istrazili efekti UDCA i CDCA na metabolizam
lipida. Uoceno je povecanje TC, LDL i TG u LPS grupi (p<0,01) u poredenju sa kontrolnom
grupom (Tabela 3). Predtretman sa UDCA doveo je do znacajnog smanjenja nivoa TG
(p<0,05), a predtretman sa CDCA je rezultirao znacajnim smanjenjem nivoa TG i LDL
(p<0,05) (Tabela 3).

Tabela 3. Serumski lipidni profil kod pacova tretiranih sa UDCA i CDCA odredivan 48h nakon
primjene LPS-a

Groups (mean + SD
Parameters ps ( )

C LPS UDCA UDCA+LPS CDCA CDCA+LPS
TC 2.13+0.19 2.70 £ 0.397F 2.56+0.27% 2.53+0.15 2.18+0.26 2.38+0.20
(mmol/L)
LDL 0.28 £0.04 0.43+0.08 ¥  0.35+0.05F 0.35+£0.05 0.31+0.04 0.30 £ 0.06*
(mmol/L)
HDL 0.83 +£0.08 0.85+0.54 0.88 £0.11 0.80+0.12 0.75+0.10 0.80+0.09
(mmol/L)
TG 0.50 £ 0.06 0.88 +0.22++ 0.48+£0.13 0.67 £0.05* 0.48 £ 0.08 0.65 £0.10*
(mmol/L)

Podaci su izrazeni kao srednja vrijednost £ SD. TC-ukupni holesterol; LDL-lipoproteini niske gustine; HDL-
lipoproteini visoke gustine; TG-trigliceridi; C-kontrolna grupa; LPS-grupa tretirana lipopolisaharidom; UDCA-
grupa tretirana ursodeoksiholnom kiselinom; UDCA+LPS-grupa tretirana ursodeoksiholnom kiselinom i
lipopolisaharidom; CDCA-grupa tretirana henodeoksiholnom kiselinom; CDCA+LPS-grupa tretirana
henodeoksiholnom kiselinom i lipopolisaharidomom. Uradeni su one-way ANOVA, Bonferroni test i Mann-
Withney test, a zvjezdica (*) oznaCava znacajne razlike u poredenju sa LPS grupom * p < .05, a znak (}) oznacava
znacajne razlike u poredenju sa C grupom § p <.05; 7+ p <.0l.

5.1.4 Efekti primjene UDCA i CDCA na endotelnu disfunkciju u endotoksemiji

izazvanoj primjenom LPS-a

Rastvorljivi ICAM 1 je koristen kao marker endotelne disfunkcije. Nivo ICAM-1 u LPS
grupi je znacajno povecan u poredenju sa kontrolnom grupom (p<0,001). UDCA i CDCA su
pokazale koristan efekat u suzbijanju endotelne disfunkcije u endotoksemiji izazvanoj LPS-
om. Obe zué¢ne kiseline su dovele do znacajnog smanjena nivoa ICAM-1 u UDCA+LPS i
CDCA+LPS grupi, u poredenju sa LPS grupom (p<0,001) (Slika 6).
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Slika 6. Efekat primjene UDCA i CDCA na nivo rastvorljivog ICAM-1 u serumu

LPS-grupa tretirana lipopolisaharidom; UDCA-grupa tretirana ursodeoksiholnom kiselinom; UDCA+LPS-grupa
tretirana ursodeoksiholnom kiselinom i lipopolisaharidom; CDCA-grupa tretirana henodeoksiholnom kiselinom;
CDCA+LPS-grupa tretirana henodeoksiholnom kiselinom i lipopolisaharidom. Uradeni su one-way ANOVA,
Bonferroni test i Mann-Witney test. Zvjezdica (*) oznacava znacajne razlike u poredenju sa LPS grupom *** p <
.001, a znak (1) oznacava znacajne razlike u poredenju sa C grupom fip <.001.

5.1.5 Efekti primjene UDCA i CDCA na markere oksidativnog stresa u plazmi u

endotoksemiji izazvanoj primjenom LPS-a

UDCA i CDCA su pokazale antioksidativne efekte u endotoksemiji izazvanoj LPS-om
(Slika 7). ROS igra kljuénu ulogu u oksidativnom stresu i kao predstavnici ROS analizirani su
H202 i O2". Nivoi H202 i Oz'su znacajno poveéani u LPS grupi u poredenju sa kontrolnom
grupom (p<0.001), medutim primjena UDCA i CDCA je smanjila proizvodnju ROS u
endotoksemiji izazvanoj LPS-om. Primjena UDCA i CDCA je znacajno smanjila nivo H.O>
(p<0.001) (Slika 7A). Samo je UDCA smanjila nivo Oz (p<0,05), dok CDCA nije ispoljila
efekat na nivo O, (Slika 7B). SOD, CAT i GSH su ispitivani kao komponente antioksidativne
odbrane. CAT, GSH i SOD su pokazali smanjenje u grupi tretiranoj LPS-om (p<0,001, p<0,001
i p<0,05) (Slike 7C,7D i 7E). UDCA i CDCA su pokazale svoje pozitivno dejstvo na nivo GSH
(p<0,01, p<0,001) (Slika 7C), dok je samo UDCA pokazala dejstvo na aktivnost CAT (p<0,01)
(Slika 7D). Ni jedna Zu¢na kiselina nije ispoljila efekat na aktivnost SOD (Slika 7E).
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Slika 7. Efekti UDCA i CDCA na markere oksidativnog stresa u plazmi

(A) Nivo H20; u plazmi; (B) Nivo Oz u plazmi; (C) Nivo GSH u lizatu eritrocita; (D) Aktivnost CAT u lizatu
eritrocita; (E) Aktivnost SOD u lizatu eritrocita. Podaci su izrazeni kao srednja vrijednost + SD ili srednja
vrijednost + SE. LPS-grupa tretirana lipopolisaharidom; UDCA-grupa tretirana ursodeoksiholnom kiselinom;
UDCA+LPS-grupa tretirana ursodeoksiholnom kiselinom i lipopolisaharidom; CDCA-grupa tretirana
henodeoksiholnom kiselinom; CDCA+LPS-grupa tretirana henodeoksiholnom kiselinom i lipopolisaharidom
Uradeni su one-way ANOVA, Bonferroni test i Mann-Whitney test. Zvjezdica (*) oznacava znacajne razlike u
poredenju sa LPS grupom * p <.05, *** p <.001, a znak () oznacava znacajne razlike u poredenju sa C grupom

t p<.05; 11 p<01; 111 p<.001

5.1.6 Efekti primjene UDCA i CDCA na tjelesnu teZinu (TT), teZinu jetre (TJ) i odnos

TJ/TT u endotoksemiji izazvanoj primjenom LPS-a

LPS nije izazvao znacajan gubitak tjelesne tezine (Tabela 4), ali je znacajno povecao
tezinu jetre (p<0,01), a predtretman sa CDCA je sprijec¢io ovaj LPS-om indukovani efekat
(p<0,05). Desetodnevni predtretman sa UDCA i CDCA je umanjio promjene u odnosu TJ/TT

u endotoksemiji izazvanoj LPS-om.
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Tabela 4. Efekti UDCA i CDCA predtretmana na promjeneu TT, TJi TI/TT

. Grupe (mean + SD)
Parametri
C LPS UDCA UDCA+LPS CDCA CDCA+LPS
TT (9) 218.33 £7.20 212.00 +13.25 228.00 £ 13.61 207.50 £ 17.62 218.83 +£16.95 206.00 + 10.54
TJ(9) 6.59 £0.32 10.92 + 1.02%7 6.43 £0.32 9.35+1.42 6.00 +0.44 9.62 +0.53*
TITT 0.030 +0.002 0.052 £ 0.003++ 0.028 £ 0.001 0.045 +0.003* 0.027 +£0.002 0.047 £ 0.002*

Podaci su izraZeni kao srednja vrijednost = SD. TT-tjelesna tezina; TJ-tezina jetre; TJ/TT-odnos tezine jetre i
tjelesne tezine. C-kontrolna grupa; LPS-grupa tretirana lipopolisaharidom; UDCA-grupa tretirana
ursodeoksiholnom kiselinom; UDCA+LPS-grupa tretirana ursodeoksiholnom kiselinom i lipopolisaharidom;
CDCA-grupa tretirana henodeoksiholnom kiselinom; CDCA+LPS-grupa tretirana henodeoksiholnom kiselinom
i lipopolisaharidom. Mann-Whitney test i zvjezdica (*) ukazuju na znacajne razlike u poredenju sa LPS grupom *
p < .05, a znak (1) ukazuje na znacajne razlike u poredenju sa C grupom 1 p <.05, {1 p <.01.

5.1.7 Efekti primjene UDCA i CDCA na patohistoloske karakteristike jetre u

endotoksemiji izazvanoj primjenom LPS-a

Primjena UDCA i CDCA je znaajno ublazila oSteenje jetre izazvano LPS-om
(p<0,01, p<0,001) (Slike 8 i 9). Mikroskopski, tkiva jetre kontrolnih Zivotinja su pokazala
normalnu histologiju (Slika 8A). Kod pacova tretiranih samo LPS-om primje¢eno je zna¢ajno
oSte¢enje jetre. Svjetlosne mikrofotografije pokazale su gubitak lobularne arhitekture i
disocijaciju hepatocitne ploce. Uoc¢ena je blaga sinusna dilatacija i perisinusoidalni prostorni
edem. Hepatociti su pokazali balonsku degeneraciju sa prisutnim multifokalnim nekroti¢énim
¢elijama. Kongestija je primjeCena u centralnoj veni i portalnim krvnim sudovima (Slika 8B).
Kod pacova tretiranih samo sa UDCA, mikrofotografije su pokazale normalno tkivo jetre sa
blagom dilatacijom i ekstravazacijom u perisinusoidnim prostorima (Slika 8C). U UDCA+LPS
grupi pacova je otkriveno tkivo jetre sa djelimi¢no ofuvanom lobularnom arhitekturom,
blagom sinusoidnom dilatacijom i balonskom degeneracijom u hepatocitima zone II.
Hepatociti zone 1 i zone 111 su pokazali normalno jezgro i citoplazmu (Slika 8D). Kod pacova
tretiranih samo sa CDCA, svetlosne mikrofotografije su pokazale normalno tkivo jetre sa
blagom sinusoidnom dilatacijom i ekstravazacijom u perisinusoidnim prostorima (Slika 8E).
U CDCA+LPS grupi pacova, nasi rezultati su pokazali tkivo jetre sa djelimicno o€uvanom
lobularnom arhitekturom i blagim perivaskularnim i sinusoidnim edemom. Neki hepatociti
zone | i zone Il su bili vakuolisani, dok su hepatociti zone Ill pokazali normalno jezgro i

citoplazmu (Slika 8F).
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Slika 8. Preparat jetre (H&E bojenje). Uvecanje 200x

(A) Kontrolna grupa. Svjetlosna mikrofotografija prikazuje normalno tkivo jetre. (B) LPS grupa. Svjetlosna
mikrofotografija prikazuje gubitak lobularne arhitekture i disocijaciju ploc¢a hepatocita (oznaceno bijelim
strelicama). Pored toga, vidljiva je blaga sinusna dilatacija i edem u perisinusoidnom prostoru (oznaceno crnim
strelicama). Hepatociti pokazuju balonsku degeneraciju i multifokalne nekroti¢ne ¢elije su evidentne (oznacene
crnim vrhovima strelica). Kongestija se primjecuje i u centralnoj veni i u portalnim krvnim sudovima (ozna¢eno
bijelim vrhovima strelica). (C) UDCA grupa. Svjetlosna mikrofotografija prikazuje normalno tkivo jetre sa
blagom sinusoidnom dilatacijom. (D) UDCA + LPS grupa. Mikrofotografija prikazuje tkivo jetre sa djelimi¢no
oCuvanom lobularnom arhitekturom, sa blagom sinusoidnom dilatacijom (oznaceno crnim strelicama). Ploce
hepatocita odrzavaju svoju normalnu strukturu, a balonska degeneracija ¢elija je ofigledna samo u zoni Il
(oznacena crnim strelicama). Hepatociti zone I i zone III pokazuju normalno jezgro i citoplazmu. (E) CDCA
grupa. Svjetlosna mikrofotografija prikazuje normalno tkivo jetre sa blagom sinusoidnom dilatacijom i
ekstravazacijom u perisinusoidnim prostorima. (F) CDCA+ LPS grupa. Svjetlosna mikrofotografija ilustruje tkivo
jetre sa djelimi¢no o¢uvanom lobularnom arhitekturom, prac¢eno blagim perivaskularnim i sinusoidnim edemom
(oznaceno crnim strelicama). Pored toga, neki hepatociti zone I i zone II pokazuju vakuolaciju (oznaceno crnim
strelicama), dok hepatociti zone III odrzavaju normalno jezgro i citoplazmatski izgled.
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Slika 9. Semikvantitativni patoloski skor zasnovan na tezini oStecenja tkiva jetre

Ocjena ostecenja jetre je izracunata na osnovu slika bojenih HE. LPS-grupa tretirana lipopolisaharidom; UDCA-
grupa tretirana ursodeoksiholnom Kkiselinom; UDCA+LPS-grupa tretirana ursodeoksiholnom Kkiselinom i
lipopolisaharidom; CDCA-grupa tretirana henodeoksiholnom kiselinom; CDCA+LPS-grupa tretirana
henodeoksiholnom kiselinom i lipopolisaharidom. Uradeni su one-way ANOVA, Bonferroni test i Mann-Witney
test. Zvjezdica (*) oznacava znacajne razlike u poredenju sa LPS grupom *** p < .001, a znak (f) oznacava
znacajne razlike u poredenju sa C grupom 1 p <.01, Tt tp <.001.

5.1.8 Efekti primjene UDCA i CDCA na ekspresiju NF-kB u hepatocitima u
endotoksemiji izazvanoj primjenom LPS-a

U nasem istrazivanju imunohistohemijska analiza jetre pacova (Slika 10 A-F, Slika 11)
je pokazala zna¢ajno povecanje imunoreaktivnosti NF-kB u hepatocitima nakon primjene LPS-
a u poredenju sa kontrolnom grupom (p<0,001). Nasuprot tome, pacovi prethodno tretirani sa
UDCA 1 CDCA su pokazali znacajno smanjenje prekomjerne ekspresije NF-xB izazvane LPS-
om u hepatocitima (p<0,001). Pacovi koji su primali samo UDCA ili CDCA su pokazali
negativno imunolosko bojenje na NF-kB u tkivu jetre, §to li¢i na obrazac primjecen u
kontrolnoj grupi. Ovi rezultati snazno ukazuju na znacajno slabljenje ekspresije NF-kB u

endotoksemiji izazvanoj LPS-om kroz davanje UDCA i CDCA
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Slika 10. Imunohistohemijska procjena NF-«xB u tkivu jetre pacova (uveéanje 400x )

(A) Kontrolna grupa nije pokazala ekspresiju NF-kB. (B) LPS grupa je pokazala znacajno povecéanje
imunoreaktivnosti NF-xB unutar hepatocita (nuklearno bojenje). Smeda boja ukazuje na NF-kB pozitivnost
(oznaeno crnim strelicama). (C) UDCA grupa nije pokazala ekspresiju NF-kB. (D) UDCA+LPS grupa je
pokazala zna¢ajno smanjenje NF-xB imunobojenja. (E) CDCA grupa takode nije pokazala ekspresiju NF-xB. (F)
CDCA+LPS grupa je pokazala znacajno smanjenje u NF-kB imunolo§kom bojenju.

* kR

304 file y

* %k

% pozitivho obojenih celija

Slika 11. Procenat pozitivno obojenih hepatocita na NF-xB

LPS-grupa tretirana lipopolisaharidom; UDCA-grupa tretirana ursodeoksiholnom kiselinom; UDCA+LPS-grupa
tretirana ursodeoksiholnom kiselinom i lipopolisaharidom; CDCA-grupa tretirana henodeoksiholnom kiselinom;
CDCA+LPS-grupa tretirana henodeoksiholnom kiselinom i lipopolisaharidom. Uradeni su one-way ANOVA,
Bonferroni test i Mann-Witney test. Zvjezdica (*) ozna¢ava zna¢ajne razlike u poredenju sa LPS grupom ***p <
.001, dok znak (1) oznacava znacajne razlike u poredenju sa kontrolnom grupom 11 p <.001.
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5.2 Rezultati primjene UDCA i CDCA kod akutnog oste¢enja pluca

izazvanog LPS-om

5.2.1 Efekti primjene UDCA i CDCA na markere oksidativnog stresa u BALF-u kod

akutnog osteéenja pluéa izazvanog primjenom LPS-a

UDCA i CDCA su pokazale antioksidativne efekte i kod akutnog ostecenja pluca
izazvanog LPS-om (Slika 12). LPS je izazvao smanjenje nivoa NO2 (p<0,001) u poredenju sa
kontrolom, ali primjena UDCA i CDCA je znac¢ajno ublazila ovaj efekat (p<0,001, p<0,01)
(Slika 12A). TBARS, kao marker lipidne peroksidacije, pokazao je znacajno povecanje u LPS
grupi u poredenju sa kontrolnom grupom (p<0,001), Sto ukazuje na ucesc¢e LPS-a u
oksidativnom stresu kod akutnog ostecenja pluca. Primjena UDCA i CDCA je znacajno
smanjila vrijednost TBARS (p<0,001) (Slika 12B). GSH, CAT i SOD su ispitivani kao
komponente antioksidativne odbrane. GSH i CAT su pokazali smanjenje u grupi tretiranoj
LPS-om (p<0,001, p<0,01), a predtretman sa UDCA i CDCA je pokazao njihov antioksidativni
efekat povecanjem nivoa GSH (p<0,01) i aktivnosti CAT (p<0,05) (Slika 12C i 12D). Ni jedna

od zuénih kiselina nije uticala na aktivnost SOD (Slika 12E).
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Slika 12. Efekti primjene UDCA i CDCA na markere oksidativnog stresa u BALF-u

(A) Nivo TBARS; (B) Nivo NOy, (C) Nivo GSH; (D) Aktivnost CAT; (E) Aktivnost SOD. Podaci su izrazeni
kao srednja vrijednost £ SD ili srednja vrijednost £ SE. LPS-grupa tretirana lipopolisaharidom; UDCA-grupa
tretirana  ursodeoksiholnom  kiselinom; UDCA+LPS-grupa tretirana ursodeoksiholnom kiselinom i
lipopolisaharidom; CDCA-grupa tretirana henodeoksiholnom kiselinom; CDCA+LPS-grupa tretirana
henodeoksiholnom kiselinom i lipopolisaharidom Uradeni su one-way ANOVA, Bonferroni test i Mann-Whitney
test. Zvjezdica (*) oznacava znacajne razlike u poredenju sa LPS grupom * p < .05, *** p < .001, a znak (t)
oznacava znacajne razlike u poredenju sa C grupom 1 <p .05; 11 <.01; 11 p <.001

5.2.2 Efekti primjene UDCA i CDCA na patohistoloske karakteristike pluc¢a kod

akutnog oStecenja pluca izazvanog primjenom LPS-a

Nase istraZivanje je pokazalo fiziolosku morfologiju pluc¢a u kontrolnoj grupi (Slika
13A). Primjena UDCA i CDCA nije ostetila strukturu plu¢a, pluéni parenhim je ouvan (Slika
13C i 13E). Grupa tretirana LPS-om je pokazala znatno ostecenje plu¢nog tkiva u poredenju
sa kontrolnom grupom, sa vidljivim intersticijalnim krvarenjem, zapaljenjem, zadebljanjem
interalveolarnih septi, vaskularnom kongestijom i perivaskularnim inflamatornim infiltratom
(Slika 13B). Primjena UDCA i CDCA je ublazila oStecenje pluca izazvano LPS-om, §to se
moze vidjeti i na histoloskom preparatu plu¢a grupa pacova koji su u predtretmanu primali

UDCA ili CDCA, a potom LPS. Kod ovih pacova je primje¢eno smanjenje intersticijalne
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ekstravazacije i inflamatornog infiltrata i ocuvanje vaskularnhi zidova bez luminalne
kongestije (Slika 13D i 13F). To ukazuje na efikasnost predtretmana UDCA i CDCA u

smanjenju LPS-om indukovanog ostec¢enja pluca.

Slika 13. Preparat plu¢a (H&E bojenje).Uvecanje 200x

A) Kontrolna grupa. Uzorak prikazuje o¢uvano pluéno tkivo sa blagom ekstravazacijom. B) LPS grupa. Uzorak
pokazuje akutnu povredu pluénog parenhima. Uodava se intersticijalno krvarenje, zapaljenje, kao i zadebljanje
interalveolarnih septi. Evidentna je vaskularna kongestija i perivaskularni inflamatorni infiltrat.C) UDCA grupa.
Na uzorku se nalazi ocuvan pluéni parenhim sa umjerenom ekstravazacijom i intersticijski inflamatorni infiltrat.
D) UDCA + LPS grupa. Uzorak pokazuje ocuvan pluéni parenhim sa smanjenom intersticijalnom ekstravazacijom
i inflamatornim infiltratom. Vaskularni zidovi su ocuvan bez luminalne kongestije. E) CDCA grupa. Uzorak
prikazuje ocuvan pluéni parenhim sa ekstravazacijom. Prisutan je pretezno perivaskularni lokalizovan
inflamatorni infiltrat. F) CDCA + LPS grupa. Uzorak predstavlja o¢uvan pluéni parenhim sa smanjenom
ekstravazacijom i pretezno perivaskularno lokalizovan intersticijski inflamatorni infiltrat.Vaskularni zidovi ostaju
ocuvani bez luminalne kongestije.
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Uradena patohistoloska analiza pluca je potvrdila povoljne efekte primjene UDCA i
CDCA u akutnom os$tecenju pluca izazvanom primjenom LPS-a. Izvrseno je skorovanje od 1
do 4, pri ¢emu skor 1 oznacava fizioloske karakteristike tkiva, a veée vrijednosti skora ukazuju
na osteCenje tkiva. Sto je oSteéenje tkiva vede, veéa je vrijednost skora. Smanjenje skora
oSte¢enja plu¢a u UDCA+LPS i CDCA+LPS grupama ukazuje na potencijalno zastitno dejstvo
ovih kiselina na pluc¢a (Slika 14).
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Slika 14. Semikvantitativni patoloSki skor zasnovan na tezini oSte¢enja tkiva pluca

Ocjena ostecenja pluca je izraCunata na osnovu slika bojenih HE. LPS-grupa tretirana lipopolisaharidom; UDCA.-
grupa tretirana ursodeoksiholnom kiselinom; UDCA+LPS-grupa tretirana ursodeoksiholnom Kiselinom i
lipopolisaharidom; CDCA-grupa tretirana henodeoksiholnom kiselinom; CDCA+LPS-grupa tretirana
henodeoksiholnom kiselinom i lipopolisaharidom.
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5.2.3 Efekti primjene UDCA i CDCA na ekspresiju NF-kB kod akutnog oSte¢enja pluéa

izazvanog primjenom LPS-a

Imunohistohemijska procjena NF-kB (Slika 15) i vrijednost opti¢ke gustine NF-xB
(Slika 16) u alveolarnom parenhimu pacova pokazale su znacajan porast ekspresije NF-xkB
nakon primjene LPS-a, u poredenju sa kontrolnom grupom (p<0,001). Nasuprot tome, pacovi
koji su prethodno tretirani sa UDCA i CDCA pokazali su znacajno smanjenje LPS-om
indukovane prekomjerne ekspresije NF-xB u alveolarnom parenhimu (obe p<0,001). Pacovi
koji su primali samo UDCA ili CDCA, slicno kontrolnoj grupi, imali su negativne
imunohistohemijske nalaze za NF-kB u pluénom tkivu. Ovi rezultati snazno ukazuju na
znacajno smanjenje ekspresije NF-kB u plu¢ima oste¢enim primjenom LPS-a putem primjene

UDCA i CDCA.

Slika 15. Imunohistohemijska procjena NF-«B u tkivu pluca pacova (uvecanje 400x )

(A) Kontrolna grupa nije pokazala ekspresiju NF-xB. (B) LPS grupa je pokazala znaCajno povecanje
imunoreaktivnosti NF-xB u alveolarnom parenhimu. Smeda boja ukazuje na NF-kB pozitivnost. (C) UDCA grupa
nije pokazala ekspresiju NF-xB. (D) UDCA+LPS grupa je pokazala zna¢ajno smanjenje imunobojenja na NF-«xB.
(E) CDCA grupa takode nije pokazala ekspresiju NF-xB. (F) CDCA+LPS grupa je pokazala zna¢ajno sSmanjenje
imunobojenja na NF-«kB.
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Slika 16. Vrijednost opti¢ke gustine NF-kB u plu¢nom tkivu pacova

LPS-grupa tretirana lipopolisaharidom; UDCA- grupa tretirana ursodeoksiholnom kiselinom; UDCA+LPS-grupa
tretirana ursodeoksiholnom kiselinom i lipopolisaharidom; CDCA- grupa tretirana henodeoksiholnom kiselinom;
CDCA+LPS- grupa tretirana henodeoksiholnom kiselinom i lipopolisaharidom. Uradeni su one-way ANOVA,
Bonferroni test i Mann-Witney test. Zvjezdica (*) ozna¢ava znacajne razlike u poredenju sa LPS grupom *** p <
.001, a znak (1) oznacava znacajne razlike u poredenju sa C grupom {i+p <.001.
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5.2.4 Efekti primjene UDCA i CDCA na markere apoptoze kod akutnog ostecenja pluca

izazvanog primjenom LPS-a

Imunohistohemijska analiza je otkrila znacajno smanjenje BCL-2 imunoreaktivnosti u
alveolarnom parenhimu pacova tretiranih LPS-om, dok je povecanje imunoreaktivnosti
primjeceno u grupama koje su tretirane sa UDCA 1 CDCA (Slika 17). Najniza vrednost opticke
gustine BCL-2 pronadena je u grupi tretiranoj LPS-om (p<0,001), dok su UDCA i CDCA
znacajno povecale opti¢ku gustinu BCL-2, pokazujuci zastitne efekte (p<0,001) (Slika 18).

Slika 17. Imunohistohemijska procjena BCL-2 u tkivu plu¢a pacova (uveéanje 400x )

(A) Kontrolna grupa je pokazala znacajnu ekspresiju BCL-2. (B) LPS grupa je pokazala zna¢ajno smanjenje
imunoreaktivnosti BCL-2 u alveolarnom parenhimu. Smeda boja ukazuje na BCL-2 pozitivnost. (C) UDCA grupa
je pokazala ekspresiju BCL-2. (D) UDCA+LPS grupa je pokazala zna¢ajno poveéanje imunobojenja na BCL-2.
(E) CDCA grupa takode je pokazala ekspresiju BCL-2. (F) CDCA+LPS grupa je pokazala znacajno povecanje
imunobojenja na BCL-2.
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Slika 18. Vrijednost opti¢ke gustine BCL-2 u plu¢nom tkivu pacova

LPS-grupa tretirana lipopolisaharidom; UDCA-grupa tretirana ursodeoksiholnom kiselinom; UDCA+LPS-grupa
tretirana ursodeoksiholnom kiselinom i lipopolisaharidom; CDCA-grupa tretirana henodeoksiholnom kiselinom;
CDCA+LPS-grupa tretirana henodeoksiholnom kiselinom i lipopolisaharidom. Uradeni su one-way ANOVA,
Bonferroni test i Mann-Witney test. Zvjezdica (*) ozna¢ava znacajne razlike u poredenju sa LPS grupom *** p <
.001, a znak (1) oznacava znacajne razlike u poredenju sa C grupom {i+p <.001.
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Rezultati analize pro-apoptotskog markera kaspaze 3 pokazali su da je prethodni
tretman sa UDCA 1 CDCA znacajno smanjio (p <0,001) ekspresiju kaspaze 3 kod LPS-om
izazvanog akutnog ostecenja pluca. Slika 19 prikazuje imunohistohemijsko bojenje kaspaze 3
u alveolarnom parenhimu pacova u svim eksperimentalnim grupama, dok slika 20 prikazuje

vrijednost opticke gustine kaspaze 3.

50 ym

Slika 19. Imunohistohemijska procjena kaspaze 3 u tkivu pluca pacova (uvecanje 400x )

(A) Kontrolna grupa nije pokazala ekspresiju kapaze 3. (B) LPS grupa je pokazala znaajno povecanje
imunoreaktivnosti kaspaze 3 u alveolarnom parenhimu. Smeda boja ukazuje na kaspaza 3 pozitivnost. (C) UDCA
grupa nije pokazala ekspresiju kaspaze 3. (D) UDCA+LPS grupa je pokazala zna¢ajno smanjenje imunobojenja
na kaspazu 3. (E) CDCA grupa takode nije pokazala ekspresiju kaspaze 3. (F) CDCA+LPS grupa je pokazala
znadajno Smanjenje imunobojenja na kaspazu 3
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Slika 20. Vrijednost opti¢ke gustine kaspaze 3 u plu¢nom tkivu pacova

LPS-grupa tretirana lipopolisaharidom; UDCA-grupa tretirana ursodeoksiholnom kiselinom; UDCA+LPS-grupa
tretirana ursodeoksiholnom kiselinom i lipopolisaharidom; CDCA-grupa tretirana henodeoksiholnom kiselinom;
CDCA+LPS-grupa tretirana henodeoksiholnom kiselinom i lipopolisaharidom. Uradeni su one-way ANOVA,
Bonferroni test i Mann-Witney test. Zvjezdica (*) ozna¢ava znacajne razlike u poredenju sa LPS grupom *** p <
.001, a znak (1) oznacava znacajne razlike u poredenju sa C grupom {i+p <.001.
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Slike 21 i 22 prikazuju rezultate imunohistohemijske analize proapoptotskog markera
BAX u tkivu pluca pacova, koji je pokazao znacajno povecéanje imunoreaktivnosti u LPS grupi
(p<0,001). Nasuprot tome, UDCA i CDCA su pokazale zastitni efekat zna¢ajnim smanjenjem

imunoreaktivnosti, odnosno ekspresije ovog markera (p<0,001).

Slika 21. Imunohistohemijska procjena BAX u tkivu pluéa pacova (uvecanje 400x )

(A) Kontrolna grupa nije pokazala ekspresiju BAX. (B) LPS grupa je pokazala znaCajno povecanje
imunoreaktivnosti BAX u alveolarnom parenhimu. Smeda boja ukazuje na BAX pozitivnost. (C) UDCA grupa
nije pokazala ekspresiju BAX. (D) UDCA+LPS grupa je pokazala zna¢ajno smanjenje imunobojenja na BAX.
(E) CDCA grupa takode nije pokazala ekspresiju BAX. (F) CDCA+LPS grupa je pokazala zna¢ajno smanjenje
imunobojenja na BAX.
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Slika 22. Vrijednost opti¢ke gustine BAX u pluénom tkivu pacova

LPS-grupa tretirana lipopolisaharidom; UDCA-grupa tretirana ursodeoksiholnom kiselinom; UDCA+LPS-grupa
tretirana ursodeoksiholnom kiselinom i lipopolisaharidom; CDCA-grupa tretirana henodeoksiholnom kiselinom;
CDCA+LPS-grupa tretirana henodeoksiholnom kiselinom i lipopolisaharidom. Uradeni su one-way ANOVA,
Bonferroni test i Mann-Witney test. Zvjezdica (*) ozna¢ava znacajne razlike u poredenju sa LPS grupom *** p <
.001, a znak (1) oznacava znacajne razlike u poredenju sa C grupom fi+p <.001.
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5.2.5 Efekti primjene UDCA i CDCA na ekspresiju akvaporina 1 i 5 kod akutng

ostecenja pluca izazvanog primjenom LPS-a

Imunohistohemijska analiza je pokazala znacajno smanjenje imunoreaktivnosti AQP1
u alveolarnom parenhimu pacova u LPS grupi i povecanje iste u grupama koje su prethodno
tretirane sa UDCA i CDCA (Slika 23). Dodatno, najniza vrijednost opticke gustine AQP1
zabiljezena je u grupi tretiranoj LPS-om (p<0,001), dok su obe zu¢ne kiseline, UDCA i CDCA,
ponovo pokazale zastitne efekte kod LPS-om izazvanog oSteéenja pluéa znacajnim

povecanjem opti¢ke gustine AQP1 u pluénom tkivu pacova (p<0,001) (Slika 24).

‘
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Slika 23. Imunohistohemijska procjena akvaporina 1 u tkivu plu¢a pacova (uvecanje 400x )

(A) Kontrolna grupa je pokazala znacajnu ekspresiju AQPL. (B) LPS grupa je pokazala znacajno smanjenje
imunoreaktivnosti AQP1 u alveolarnom parenhimu. Smeda boja ukazuje na AQP1 pozitivnost. (C) UDCA grupa
je pokazala ekspresiju AQP1. (D) UDCA+LPS grupa je pokazala znacajno povecanje imunobojenja na AQPL.
(E) CDCA grupa takode je pokazala ekspresiju AQP1. (F) CDCA+LPS grupa je pokazala znacajno povecanje
imunobojenja na AQP1.
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Slika 24. Vrijednost opti¢ke gustine akvaporina 1 u plu¢nom tkivu pacova

LPS-grupa tretirana lipopolisaharidom; UDCA-grupa tretirana ursodeoksiholnom kiselinom; UDCA+LPS-grupa
tretirana ursodeoksiholnom kiselinom i lipopolisaharidom; CDCA-grupa tretirana henodeoksiholnom kiselinom;
CDCA+LPS-grupa tretirana henodeoksiholnom kiselinom i lipopolisaharidom. Uradeni su one-way ANOVA,
Bonferroni test i Mann-Witney test. Zvjezdica (*) ozna¢ava znacajne razlike u poredenju sa LPS grupom *** p <
.001, a znak (1) oznacava znacajne razlike u poredenju sa C grupom {i+p <.001.
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Rezultati ove studije pokazali su da je LPS znacajno smanjio (p<0,001) ekspresiju AQP5 u
tkivu pluca pacova u poredenju sa kontrolnom grupom, dok je tretman sa UDCA i CDCA
doveo do znacajnog povecanja (p<0,001) ekspresije ovog AQP kod ostec¢enja pluca izazvanog

primjenom LPS-a (Slika 25 i 26).

Slika 25. Imunohistohemijska procjena akvaporina 5 u tkivu plu¢a pacova (uvecanje 400x )

(A) Kontrolna grupa je pokazala znacajnu ekspresiju AQP5. (B) LPS grupa je pokazala znacajno smanjenje
imunoreaktivnosti AQP5 u alveolarnom parenhimu. Smeda boja ukazuje na AQP5 pozitivnost. (C) UDCA grupa
je pokazala ekspresiju AQP5. (D) UDCA+LPS grupa je pokazala znacajno povecanje imunobojenja na AQP5.
(E) CDCA grupa takode je pokazala ekspresiju AQP5. (F) CDCA+LPS grupa je pokazala znacajno povecanje
imunobojenja na AQP5.
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Slika 26. Vrijednost opti¢ke gustine akvaporina 5 u plu¢nom tkivu pacova

LPS-grupa tretirana lipopolisaharidom; UDCA-grupa tretirana ursodeoksiholnom kiselinom; UDCA+LPS-grupa
tretirana ursodeoksiholnom kiselinom i lipopolisaharidom; CDCA-grupa tretirana henodeoksiholnom kiselinom;
CDCA+LPS-grupa tretirana henodeoksiholnom kiselinom i lipopolisaharidom. Uradeni su one-way ANOVA,
Bonferroni test i Mann-Witney test. Zvjezdica (*) oznafava znacajne razlike u poredenju sa LPS grupom *** p <
.001, a znak () oznacava znacajne razlike u poredenju sa C grupom 11fp <.001.
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6. DISKUSIJA

Rezultati provedene studije su pokazali da UDCA i CDCA imaju anti-inflamatorni,
antioksidativni, antiapoptotski i zaStitni efekat na jetru 1 pluc¢a u eksperimentalnom modelu
endotoksemije i akutnog oStecenja pluca, izazvanih primjenom LPS-a. Obe Zu¢ne Kiseline su
smanjile nivo proinflamatornih citokina i enzima jetre, normalizovale lipidni status i smanjile
nivo rastvorljivog ICAM-1 u serumu; smanjile prooksidativne, a povecale antioksidativne
markere u plazmi, ublaZile oSteCenje jetre i smanjile ekspresiju NF-xB u jetri. Takode, obe
kiseline su pokazale antioksidativni efekat u BALF-u, ublazile oStecenje pluca, smanjile
ekspresiju NF-xB i proapoptotskih faktora BAX i kaspaze 3, a povecale ekspresiju
antiapoptotskog BCL-2, i ekspresiju AQP1 i AQPS5 u plu¢ima.

LPS je siroko poznat kao stimulator MAPK signalnih puteva, a posebno ERK, JNK i
p38, koji imaju klju¢nu ulogu u regulaciji inflamatornih odgovora. Ovi putevi prolaze kroz
fosforilaciju kao odgovor na LPS, a NF-kB sluzi kao klju¢ni regulator u proinflamatornim
signalnim putevima, dovodeci do proizvodnje citokina, prvenstveno TNF-a i IL-1, koji imaju
kljuénu ulogu u promovisanju proinflamatornog stanja, pokrecuéi oslobadanje dodatnih
citokina poput IL-6, IL-8, INF-y i drugih citokina urodenog i steCenog imuniteta (18). Nedavno
istrazivanje je pruzilo znacajan uvid u dinamiku inflamatornog odgovora nakon primjene
nesmrtonosne doze LPS-a, i pokazano je da primjena LPS-a dovodi do brzog i znacajnog
povecanja koncentracija klju¢nih proinflamatornih citokina, TNF-a, IL-1p i IL-6, unutar prva
dva sata nakon izlaganja (138). Ovi rezultati su potvrdeni i u nasem istrazivanju i prosireni na
GM-CSF, IL-2 i IFN-y. Ovaj inicijalni porast koncentracija ovih citokina sugerise intenzivnu
aktivaciju imunoloskog sistema, pri ¢emu TNF-a, IL-1p i IL-6 igraju centralnu ulogu u
pokretanju inflamatornih procesa. Ovi citokini doprinose regrutovanju i aktivaciji razli¢itih
imunoloskih ¢elija na mjestu inflamacije, §to dalje pogorSava inflamatorni odgovor. Nakon
ovog inicijalnog pika, navedeno istrazivanje je pokazalo da dolazi do sporog i kontinuiranog
smanjenja koncentracija ovih citokina u narednim satima (138). Ovaj pad sugeriSe aktivaciju
mehanizama regulacije i povratne sprege koji su uklju¢eni u kontrolu inflamatornog odgovora
I sprijecavanje prekomjernog oStecenja tkiva. Kontinuirano pracenje dinamike ovih
proinflamatornih citokina pruza vaZzne informacije o temporalnoj regulaciji inflamatornog
odgovora, §to moze biti od sustinskog znacaja za razumijevanje patofiziologije akutnih
inflamatornih stanja izazvanih LPS-om. Ovi nalazi naglasavaju potrebu za daljim

istrazivanjima kako bi se bolje razumjeli mehanizmi koji kontroliSu pocetak i regulaciju
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inflamacije, kao i potencijalne terapijske intervencije koje bi mogle modulirati ove procese u
klini¢ckim uslovima.

Obimna literatura 0 UDCA ukazuje na njena citoprotektivna, imunomodulatorna i anti-
inflamatorna dejstva (139-141). Studije su pokazale da UDCA ima potencijal da smanji
proizvodnju proinflamatornih citokina (142). Slican efekat je objavljen i za CDCA (143), ali
neke studije su sugerisale njenu proinflamatornu ulogu (144).

Rezultati studije Ko i saradnika su pokazali da UDCA smanjuje LPS-om stimulisano
oslobadanje inflamatornog medijatora NO i proinflamatornh citokina TNF-a., IL-1, IL-1p i IL-
6, a povecava anti-inflamatorni citokin IL-10 (141). Studije imunih ¢elija izvedene iz nekoliko
razli¢itih tkiva pokazuju da UDCA moze da inhibiSe aktivaciju mastocita, eozinofila i
makrofaga i da promijeni fenotip i funkciju limfocita (145). UDCAmoze da inhibise TNF-o
indukovano oslobadanje IL-8 iz monocita (146). Preporuceno je i klini¢ko ispitivanje UDCA
kod pacijenata sa ranim simptomina i kao profilakti¢ki tretman u nastanku Covid 19 infekcije,
ali o0 tome jo$ uvijek nema dostupnih pretklinickih podataka (147). Joo i saradnici su u modelu
inflamatornog procesa stimulisanog LPS-om u kulturi mikroglijalnih ¢elija pokazali da UDCA
smanjuje nivoe TNF-o i IL-1p i tako inhibiSe inflamatorni proces u ovim ¢elijama (148).

I dok je UDCA konzistentno pokazivala svoje citoprotektivne efekte, studije sa CDCA
su pokazale razli¢ite rezultate. Neke studije su prikazale njenu proinflamatornu ulogu kroz
sposobnost aktivacije NLRP3 inflamazoma i posljedi¢énog oslobadanja IL-1p, podsticanjem
proizvodnje ROS i efluksa K* putem TGR5 receptora, kroz nizvodnu TGR5/EGFR (Receptor
epidermalnog faktora rasta, Epidermal growth factor receptor, EGFR) signalizaciju,
ukljucujuci Akt, ERK i c-JNK signalni put (144). Medutim, neka istrazivanja sa CDCA su
pokazala njenu citoprotektivnu aktivnost (149). Neke studije su pokazale da CDCA vrsi
inhibitorni efekat na proizvodnju proinflamatornih citokina IL-1, IL-6 i TNF-a u makrofazima
stimulisanim LPS-om, uglavnom preko TGR5-AC-cAMP zavisnog puta (150). Shaik i
saradnici su pokazali anti-inflamatorno dejstvo CDCA u tkivima sa prisutnim FXR, koje
prvenstveno aktivira CDCA, sugeriSuci da je ovaj efekat postignut putem aktivacije anti-
inflamatornih osobina samog FXR (151).

Nasi rezultati su pokazali da obe zu¢ne kiseline mogu da oslabe proizvodnju proinflamatornih
citokina IL-1B, TNF-a, IL-6, GM-CSF i IFN-y, indukovanu primjenom LPS-a, $to sugeriSe na
njihov povoljan efekat u suzbijanju sistemske upale. Neke uocene razlike (supresija IFN-y od
strane CDCA, ili supresija IL-6 putem UDCA) mogu biti posljedica interindividualne

varijabilnosti izmedu grupa ili razliCitog afiniteta ovih Zu¢nih kiselina prema FXR i TGR5
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(152). UDCA i CDCA, kao strukturno razli¢ite zu¢ne kiseline, mogu djelovati na razli¢ite
receptore i signalne molekule u datoj imunoj ¢eliji, pa stoga ishod moze biti rezultat takmicenja
izmedu razli¢itih receptora i generisanih signala (153). U ovom kontekstu, pokazalo se da
CDCA inhibise autofagiju mehanizmom zavisnim od FXR, dok UDCA stimulise formiranje
autofagozoma nezavisno od FXR i pojacava autofagi¢ni tok (154). Nasi rezultati su pokazali
da ni CDCA ni UDCA, kada se primjenjuju same, nemaju znacajan uticaj na proizvodnju
proinflamatornih citokina. Ovaj nalaz je od izuzetnog znacaja, jer sugeriSe da ove Zucne
kiseline ne ometaju homeostazu imunoloskog sistema u zdravim tkivima, niti uzrokuju
nenamjerno pokretanje inflamatornih procesa. Odsustvo proinflamatornih efekata u normalnim
uslovima dodatno podrzava njihovu potencijalnu upotrebu kao terapijskih agenasa. Medutim,
neophodno je daljnje istrazivanje kako bi se u potpunosti razumjeli mehanizmi djelovanja ovih
kiselina u razli¢itim patoloskim i fizioloskim uslovima.

Prisustvo LPS-a pokretanjem inflamatornog odgovora dovodi do znaéajnih promjena u
metabolizmu glukoze. Hiperglikemija se obi¢no otkriva kod bakterijskih infekcija i sluzi kao
indikator nepovoljne klini¢ke prognoze (155). Zu¢ne kiseline posjeduju svojstva sli¢na
hormonima u regulisanju metabolizma glukoze. Istrazivanja su pokazala da je primjena UDCA
rezultirala smanjenim nivoom glukoze, poviSenim nivoom GLP-1 u serumu i ublaZavanjem
hiperinsulinemije (156). Regulacija metabolizma glukoze sa CDCA i UDCA se odvija putem
FXR 1 TGRS. Signalizacija putem FXR/RXR podsti¢e toleranciju na glukozu i povecava
osetljivost na insulin (118), a putem TGRS podstice stvaranje CAMP-a i aktivira Epac put, §to
rezultira povecanim oslobadanjem GLP-1 (119).

Medutim, nasi rezultati su pokazali da UDCA i CDCA ne uti¢u na nivoe glukoze kod pacova
tretiranih LPS-om, a prema rezultatima najnovije klini¢ke studije, sprovedene u nasem
istrazivaCkom centru, primjena UDCA takode nije dovela do znacajnog smanjenja nivoa
glukoze u krvi nataSte kod pacijenata oboljelih od SeCerne bolesti (157). Razlika u opazenim
nivoima glukoze u nasoj studiji sa UDCA 1 CDCA, u poredenju sa literaturom, mogla bi
poticati iz nekoliko razli¢itih faktora, kao Sto su razlike u eksperimentalnom dizajnu studije,
dozai trajanje tretmana, vrijeme mjerenja nivoa glukoze u odnosu na primjenu UDCA i CDCA,
a i prisustvo LPS-a mozda moze modulirati efekte UDCA i CDCA na nivo glukoze na drugaciji
nacin nego u studijama bez LPS-a.

Sepsa je Cesto povezana sa rabdomiolizom koja se moze definisati kao patoloski proces

koji se manifestuje razaranjem skeletnih misica, pri cemu dolazi do oslobadanja unutaréelijskih
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komponenti miSi¢nog tkiva u ekstracelularni prostor. Klju¢ni klinic¢ki indikator u razvoju
rabdomiolize je povisenje nivoa CK (158).

U ovoj studiji, primjetili smo povecanje nivoa CK u LPS grupi, a ovo povecanje je ublazeno
primjenom UDCA. Medutim, i sama UDCA, kao i CDCA, bez primjene LPS-a, su dovele do
povecanja nivoa CK, §to bi moglo biti posljedica odgovora miSi¢a na primjenu navedenih
zuénih kiselina, koje mogu uticati na miSi¢ne Celije (159) i dovesti do povecanja CK kao
odgovor na promjene u miSi¢nom tkivu, $to ne mora da ukazuje na prisustvo rabdomiolize.
Pored toga, povecanje CK moze biti povezano sa individualnom osetljivos¢éu na UDCA i
CDCA.

U slucajevima ostecenja izazvanog LPS-om nekroza hepatocita dovodi do oslobadanja ovih
enzima u krvotok (160). Prvi izvjestaj o efikasnosti UDCA na biohemijske markere ostecenja
jetre datira iz 1987. godine kada su Poupon i saradnici prijavili znacajno poboljSanje ovih
biohemijskih parametara kod pacijenata sa primarnim bilijarnim holangitisom, koji su primali
UDCA tokom dvije godine. Ovi nalazi su kasnije potvrdeni u dvostruko slijepom ispitivanju
(161).

Nasi rezultati su pokazali znacajno povecanje nivoa AST i LDH u grupi koja je tretirana LPS-
om, $to ukazuje na ozbiljno ostecenje tkiva usljed indukovane inflamacije i ¢elijske nekroze.
Medutim, u grupi koja je primala UDCA doslo je do smanjenja nivoa LDH. Ovo smanjenje
aktivnosti LDH u prisustvu UDCA ukazuje na njenu sposobnost da stabilizuje c¢elijske
membrane i smanji ¢elijsku smrt, ¢ime doprinosi o¢uvanju tkivne funkcije u uslovima akutnog
inflamatornog procesa.

Najvazniji sr¢ani proteini koji se primenjuju u dijagnostici akutnog oSte¢enja miokarda
ukljucuju troponin C (TnC), troponin | (Tnl) i troponin T (TnT). Troponin I predstavlja klju¢nu
proteinsku podjedinicu unutar sréanog misic¢a, koja, u saradnji sa troponinom C i T, formira
kompleks odgovoran za regulaciju kontrakcije i1 relaksacije miokarda omogucavajuci
interakcije izmedu aktina i miozina. Povisene koncentracije Tnl specifi¢no su indikativne za
oStecenje miokarda, buduci da se ovaj enzim oslobada isklju¢ivo kao rezultat nekroze src¢anih
miocita. Osim u kontekstu sréane traume, poviseni nivoi Tnl mogu se povezati i sa infektivnim
procesima, ¢ime se dodatno istice njegova dijagnosti¢ka vaznost u razliCitim patoloskim
stanjima (162). U sepsi ¢esto postoji povecan nivo sréanog Tnl, ¢ak i u odsustvu koronarne
arterijske bolesti (163). Istrazivanja su pokazala da povecan nivo Tnl moze identifikovati

septi¢ke pacijente sa povecanim rizikom od smrtnosti (164).
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Nasa studija je pokazala znacajan porast nivoa Tnl kod pacova tretiranih LPS-om, §to ukazuje
na ozbiljno o$te¢enje miokarda u uslovima endotoksemije. Primjena UDCA je ublazila efekte
LPS-a na koncentraciju Tnl, sugeriSu¢i da UDCA moze pruziti zastitni efekat na sréani misi¢
u ovakvim inflamatornim uslovima. Nasuprot tome, primjena CDCA nije rezultirala
smanjenjem nivoa CK, LDH, niti Tnl, $to ukazuje na razliCite bioloske efekte ovih zuc¢nih
kiselina u kontekstu LPS-om indukovanog oSte¢enja tkiva. Obrazlozenje ovih rezultata moze
se naci u strukturnom sastavu zuc¢nih kiselina, gdje na citotoksi¢nost uti¢u njihovi specifi¢ni
molekularni aranzmani. UDCA i CDCA su, naime, strukturno razli¢ite Zu¢ne kiseline. UDCA,
koja nastaje dehidroksilacijom slobodne CDCA, pokazuje se kao manje toksi¢na i potencijalno
efikasnija u zaStiti tkiva u poredenju sa CDCA.

Homocistein je identifikovan kao proinflamatorno jedinjenje koje moze stimulisati

proizvodnju specifi¢nih citokina, potencijalno doprinoseé¢i razvoju kardiovaskularnih bolesti
(165). Poviseni nivoi Hcy u sepsi su povezani sa veCom stopom mortaliteta zbog svog
proinflamatornog i prokoagulantnog dejstva. PoviSena koncentracija Hcy ima znacajnu ulogu
i u indukciji oksidativnog stresa, s obzirom na to da visok nivo Hcy moze stimulisati
proizvodnju ROS i RNS. Ova produkcija reaktivnih molekula dodatno doprinosi oksidativnim
procesima, Sto moze rezultirati oSteCenjem Celijskih struktura i1 disfunkcijom razli¢itih
bioloskih sistema (166). Nedavna istrazivanja su pokazala da UDCA ima povoljan efekat na
dislipidemiju i rizik od ateroskleroze zbog antioksidativnih svojstava (167). UDCA inhibise
produkte lipidne peroksidacije 1 sprije€ava oksidativni stres izazvan putem ROS kroz aktivaciju
PI3K/AKkt/Nrf2 puta u hepatocitima (168).
Nase istraZivanje je pokazalo da je LPS doveo do povecanja nivoa Hcy, a to povecanje su
sprijecile UDCA i CDCA, sugeriSu¢i time da ove dvije Zucne kiseline imaju potencijal da
moduliSu metabolicke reakcije povezane sa inflamatornim procesom, pruzajuci uvid u njihovu
ulogu u regulaciji Hcy u kontekstu endotoksinemije.

Zuéne kiseline, zbog osobina sli¢nih hormonima, uéestvuju u regulisanju metabolizma
lipida. UDCA je poznata po svom potencijalu da ublaZzi dislipidemiju. Sistematski pregled i
meta-analiza randomiziranih placebo-kontrolisanih ispitivanja, u¢injenih sa ciljem da se ispita
efikasnost UDCA na snizavanje lipida, je pokazala znacajno smanjenje TC primjenom UDCA,
ali LDL, TG i HDL se nisu zna¢ajno mijenjali (169). Takode je primjeceno smanjene nivoa
glukoze, TC i masnih kiselina kod svinja tretiranih sa CDCA, $to implicira da tretman sa CDCA
moze dovesti do znacajnog poboljSanja lipolize 1 koriStenja glukoze. Sli¢ni rezultati su

primjeceni i kod gojaznih miSeva, gdje je suplementacija sa CDCA smanjila netoleranciju
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glukoze i dislipidemiju izazivanjem termogeneze posredovane razdvojenim proteinom 1
(Uncoupling protein 1,UCP1) u smedem masnom tkivu (170).
U nasem istrazivanju lipidni profil je procjenjen analizom nivoa TC, HDL, LDL i TG. Pacovi
tretirani LPS-om su pokazali povisene nivoe TC, LDL i TG i ovi nalazi su u skladu sa
rezultatima Brigatta i saradnika (169), osim povec¢anja koncentracije HDL. Nasi rezultati su
pokazali da su UDCA i CDCA ispoljile znacajan protektivni efekat na lipidni profil u
endotoksemiji. Ovi rezultati su ukazali na ulogu ovih Zu¢nih kiselina u ocuvanju homeostaze
metabolizma lipida u uslovima inflamatornog stanja izazvanog LPS-om.

Endotelne ¢elije takode mogu imati razli¢ite imunoloske funkcije 1 igrati klju¢nu ulogu
u sistemskom odgovoru na bakterijske infekcije, rade¢i na ogranicavanju njihovog Sirenja.
Tokom sepse, endotelne ¢elije se transformisu u proapoptotski, proinflamatorni, proadhezivni
i prokoagulantni fenotip. Pored toga, ostecenje glikokaliksa i poremecéen vaskularni tonus
remete mikrocirkulacijski protok krvi, Sto dovodi do oStecenja organa i potencijala za razvoj
MODS-a (171). LPS izaziva apoptozu i disfnkciju endotelnih ¢éelija. TLR4, koji prepoznaje
LPS, izrazavaju i endotelne celije. Istovremeno, LPS indukcijom lucenja proinflamatornih
citokina takode uzrokuje disfunkciju endotelnih ¢elija (172, 173). Studija Cai i saradnika je
sugerisala da Angiopoetin-1 (Angiopoietin-1, Ang-1), esencijalni regulator vaskularnog
razvoja, stiti endotelne celije od apoptoze u endotoksemiji indukovanoj LPS-om. lako Ang-1
mogu regulisati NF-xB ,PI3K/Akt i p38 MAPK signalni putevi njihova studija je sugerisala da
Angl/NF-kB put, regulisan proinflmatornim citokinima, ima kljuénu ulogu u nastanku
apoptoze i disfunkcije kultivisanih endotelnih ¢elija (174). VCAM-1 i ICAM-1 su ukljuceni u
Celijske interakcije tokom upalnog odgovora i kao odgovor na povecanje TNF-o i IL-1p,
VCAM-1 i ICAM-1 se znacajno aktiviraju (175). Ispitivan je i uticaj zu¢nih kiselina na
vaskularni tonus, na razli¢itim krvnim sudovima. Nakajima i saradnici su pokazali da zuc¢ne
kiseline, u zavisnosti od njihove vrste i koncentracije, poveéavaju koncentraciju Ca?* i time
proizvodnju NO u vaskularnim endotelnim ¢elijama (176). Pokazano je i da CDCA, DCA i
LCA mogu promovisati aktivaciju endotela pove¢anjem ekspresije ICAM-1 i VCAM-1 kroz
stimulaciju NF-kB i p38MAPK signalnih puteva, putem indukcije ROS (177). Rezultati
eksperimentalne studije na pacovima sa akutnim oSteCenjem pluéa, izazvanim masnom
embolijom, su pokazali da predtretman sa UDCA moze znacajno da ublazi ekspresiju
adhezionih molekula ICAM-1 i VCAM-1 u pluénom mikrovaskularnom endotelu (175). U
endotelnim ¢elijama, UDCA suzbija endotelnu disfunkciju inhibicijom stresa

endoplazmatskog retikuluma, smanjujuci ekspresiju receptora za krajnje proizvode napredne
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glikacije, priguSuju¢i inflamatorni odgovor (ukljucujué¢i aktivaciju NF-«B) 1 potiskujuci
proizvodnju ROS. Ovi efekti su posebno vazni u hiperglikemijskim uslovima, koji su prisutni
I kod sepse (178).

Rezultati sprovedene studije su pokazali da obe ispitivane zu¢ne kiseline znac¢ajno doprinose
ublazavanju endotelne disfunkcije u endotoksemiji izazvanoj LPS-om, S§to se ogleda u
smanjenju nivoa rastvorljivog ICAM-1. Ova zapazanja sugeriSu da zu¢ne kiseline mogu imati
protektivnu ulogu u modulaciji inflamatornih procesa i na nivou endotela.

Prisustvo oksidativnog stresa u endotoksemiji izazvanoj LPS-om je veé

dokumentovano (179,180). Rezultati viSe studija su pokazali da UDCA sprijeCava stvaranje
ROS, a njen antioksidativni mehanizam se ogleda u smanjenju nivoa peroksidacije lipida kroz
aktivaciju aktivnosti antioksidativnih enzima u ¢elijama (181). Istrazivanja su pokazala da i
CDCA dovodi do aktivacije Nrf2 antioksidativnih puteva, $to doprinosi smanjenju
oksidativnog stresa (182). CDCA tretman, u odgovaraju¢oj koncentraciji, smanjuje
proizvodnju ROS 1 nivo MDA, pove¢ava mitohondrijalni membranski potencijal i aktivnost
antioksidativnih enzima (170).
Nasi rezultati ukazuju na znacajne antioksidativne efekte UDCA i CDCA u endotoksemiji,
indukovanoj primjenom LPS-a. Konkretno, ove zuéne kiseline su zna¢ajno smanjile nivo
H,0,, dok je samo UDCA smanjila nivo O, §to je pokazatelj njihove sposobnosti da ublaze
oksidativni stres na Celijskom nivou. Pored toga, primjena UDCA i CDCA je dovela do
povecanja aktivnosti CAT, jednog od kljucnih enzima u neutralizaciji H,O,, kao i do povecanja
nivoa GSH, glavnog endogenog antioksidansa. Ovi nalazi sugeriSu da UDCA 1 CDCA ne samo
da smanjuju proizvodnju Stetnih oksidativnih molekula, ve¢ 1 pojacavaju endogene
antioksidativne odbrambene mehanizme. Ovi rezultati su od velikog znac¢aja jer ukazuju na
ulogu ovih Zucnih kiselina u modulaciji oksidativnog stresa, koji je Cesto centralni
patofizioloSki mehanizam u raznim inflamatornim bolestima.

Hepatomegalija, koju Cesto karakteriSe povecanje tezine jetre, je uobi¢ajeno zapazanje
tokom sepse i moze se pripisati razli¢itim patofizioloskim mehanizmima. Odnos tezine jetre
prema tjelesnoj tezini sluzi kao indikator hepatomegalije i funkcionis$e kao marker bolesti jetre
(183). Anti-inflamatorna i antioksidativna svojstva UDCA imaju ulogu u oc¢uvanju funkcije
jetre, smanjenju hepatomegalije i poboljSanju ukupne prognoze sepse (161).

Rezultati naSe studije su ukazali na znacajno poveéanje odnosa TJ i TJ/TT u grupi pacova
tretiranoj LPS-om. Ovaj nalaz sugerise da je izloZzenost LPS-u izazvala hepatomegaliju, koja

je vjerovatno posljedica inflamatornih i oksidativnih procesa indukovanih endotoksinom.
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Medutim, primjena UDCA i CDCA dovela je do smanjenja odnosa TJ/TT, $to ukazuje na
njihov zastitni efekat protiv LPS-om izazvanog povecanja jetre. CDCA je pokazala dodatnu
efikasnost smanjujuci apsolutnu tezinu jetre, ¢ime je direktno sprijecila hepatomegaliju
izazvanu LPS-om.

Patohistoloska analiza tkiva jetre pokazala je ocuvanu, homogenu strukturu u
kontrolnoj grupi pacova, bez znakova o$tecenja ili odstupanja u arhitekturi jetrenih lobula.
Nasuprot tome, u grupi tretiranoj LPS-om primjecena su znacajna patoloSka ostecenja jetre,
ukljucujuéi izrazene promjene u strukturi hepatocita i sinusoida, §to ukazuje na ozbiljnu
inflamatornu reakciju i oSteCenje tkiva. Medutim, primjena UDCA i CDCA je znacajno
ublazila ove patoloske efekte izazvane LPS-om. HistoloSka analiza u grupama koje su tretirane
ovim zu¢nim kiselinama pokazala je znac¢ajno smanjenje patohistoloskog skora zasnovanog na
tezini oStecenja tkiva jetre. Ovi nalazi jasno ukazuju na protektivni efekat UDCA i CDCA u
sprijeCavanju i ublaZzavanju o$tecenja jetre izazvanog endotoksinom.

Sve je izraZenije prepoznavanje jetre kao organa sa znaCajnim imunoloskim
funkcijama, gdje urodeni imuni sistem jetre zauzima centralno mesto u odbrani organizma od
infekcija i sepse. Jetra, kao kljucna barijera u sprijeCavanju Sirenja bakterija, aktivira razli¢ite
tipove Celija u okviru ove odbrane, ukljuCujuéi prirodne ¢Eelije ubice , CD4 1 CD8 T C¢elije,
neutrofile, monocite, Kupferove ¢elije i hepatocite. Posebno je znacajna uloga hepatocita u
iniciranju 1 modulisanju urodenog imunoloSkog odgovora na razli¢ite stimuluse, pri ¢emu se
ovaj odgovor smatra temeljnim elementom urodenog imuniteta jetre (184).

Patofiziologija oStecenja jetre u endotoksemiji je povezana sa nekoliko medusobno
povezanih inflamatornih i oksidativnih puteva, ukljucujuéi aktivaciju Kupferovih celija,
oslobadanje citokina, proizvodnju ROS, povecanje nivoa adhezionith molekula 1 infiltraciju
neutrofila, §to na kraju dovodi do oSteCenja hepatocita (124). Znacajna uloga NF-xB u
patofiziologiji oStecenja jetre izazvanog endotoksinom dokazana je i u naSoj sprovedenoj
studiji, Sto je u skladu sa rezultatima drugih studija (184). Povecan procenat NF-kB pozitivnih
hepatocita ide u prilog tome da je NF-xB dio signalnog puta kojim LPS izaziva oSteenje jetre
(18).

Studije su pokazale da primjena UDCA ima potencijal da inhibise ekspresiju NF-kB, putem
ometanja njegove aktivacije i ublazavanjem fosforilacije ERK, JNK i p38 signalnih puteva
(141, 142), sto je u skladu sa dobijenim rezultatima nase studije. Naime, nasi rezultati su jasno
pokazali da primjena UDCA, ali i CDCA, dovodi do znacajnog smanjenja broja hepatocita

pozitivnih na NF-xB kod pacova sa akutnim oste¢enjem jetre izazvanim LPS-om. Ovi nalazi
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ukazuju da ove Zu¢ne kiseline mogu efikasno suzbiti oStecenje jetre izazvano inflamatornim
stimulusom. Posebno je zanimljivo $to rezultati upucuju na to da je NF-kB klju¢na meta dejstva
UDCA i CDCA, s obzirom na njegovu centralnu ulogu u regulaciji inflamatornih i apoptotskih
procesa. Inhibicija ovog faktora transkripcije mogla bi biti mehanizam kojim ove kiseline
ostvaruju svoj povoljan efekat u zastiti jetrenog tkiva. lako NF-xB predstavlja centralnu metu
njihovog delovanja, nije isklju¢eno da UDCA i CDCA uti¢u i na druge signalne puteve
ukljucene u ¢elijski odgovor na stres i inflamaciju, kao $to su Akt, ERK, JNK i p38 (141). Ovi
signalni putevi poznati su po svojoj ulozi u regulaciji ¢elijskog prezivljavanja, proliferacije i
odgovora na oksidativni stres, te bi njihova potencijalna uklju¢enost mogla dodatno objasniti
kompleksne mehanizme zastitnog delovanja ovih zu¢nih kiselina.

Izvjestaji o Sirokom spektru zastitnih efekata UDCA, koja je prepoznata kao
najsigurnija medu Zu¢nim kiselinama, su pokazani i u akutnom oste¢enju pluca. Istrazivanje
koje su sproveli Niu i saradnici je pokazano da je predtretman sa UDCA ublaZzio patoloske i
biohemijske promjene u akutnom osteé¢enju plu¢a uzrokovanom masnom embolijom (175).
Takode, pokazano je da UDCA ima sposobnost da modulira imuni odgovor i transport epitelnih
jona (185). Nedavno istrazivanje je otkrilo da UDCA stimuliSe klirens alveolarne te¢nosti u
slucaju pluénog edema izazvanog LPS-om, putem ALX/CAMP/PI3K puta (186). Rezultati
studije He Y i saradnika su pokazali da UDCA efikasno inhibise plu¢ni edem, infiltraciju
inflamatornih ¢elija, proizvodnju proinflamatornih citokina i oksidativni stres (187).
Retrospektivna studija Khalida i saradnika je pokazala da upotreba UDCA kod kriti¢no
bolesnih odraslih pacijenata sa sepsom nije dovela do poboljsanja tezine ili izlijeCenja, ali
postojala je veca vjerovatnoca da pacijentima koji su primili UDCA neée biti potrebna
mehanicka ventilacija tre¢eg dana od prijema u intenzivnu njegu (188). Kako bi se istrazila
efikasnost CDCA u upali disajnih puteva, koristen je eksperimentalni model akutne astme.
Rezultati ove studije su pokazali da primjena CDCA u kombinaciji sa FXR u plué¢nom tkivu
smanjuje ozbiljnost alergijske bolesti disajnih puteva (189). Istrazivanjem efekata razli¢itih Zu¢nih
kiselina na oStecenje epitela disajnih puteva, pokazano je da je odrzivost ¢elija zavisila od koncentracije
zucnih kiselina, pri ¢emu je bila potrebna znatno visa koncentracija CDCA u poredenju sa LCA da bi
se indukovala smrt ¢elija (190).
respiratornih bolesti u poredenju sa analizom krvi (191). Studija iz 2017. godine, koju su
sproveli Jarikre i saradnici, ispitivala je parametre oksidativnog stresa u BALF-u kod zdravih

i pneumoni¢nih koza. Njihovi rezultati su pokazali zna¢ajan porast nivoa MDA, H202 i MPO
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u supernatantu BALF-a pneumonicnih koza, uz istovremeno smanjenje nivoa GSH 1 aktivnosti
SOD (192). Ovi rezultati su u skladu sa nasSim nalazima, gde je LPS znacajno povec¢ao nivo
prooksidativnih markera NO i TBARS u BALF-u. Paralelno sa tim, primjeceno je smanjenje
aktivnosti CAT, kao i nivoa GSH u BALF-u, §to sugeriSe intenzivno oksidativno oStecenje
pluénog tkiva u ovom modelu. Primjena UDCA i CDCA znafajno je smanjila nivo
prooksidativnih markera NO i TBARS, dok je istovremeno dovela do povecanja nivoa GSH i
aktivnosti CAT. Ovi rezultati ukazuju na izrazene antioksidativne efekte UDCA i CDCA u
kontekstu akutnog ostec¢enja pluca uzrokovanog LPS-om. Medutim, nijedna od zu¢nih kiselina
nije imala znacajan uticaj na aktivnost SOD u BALF-u, $to se moze djelimi¢no objasniti
izazovima u kvantifikaciji biomarkera u BALF-u. Naime, nedostatak pouzdanih markera za
razblazivanje fizioloskog ispiranja moze da doprinese varijabilnosti u mjerenjima, narocito u
studijama sa ograni¢enim uzorcima (191). Ova varijabilnost moze otezati precizno ocjenjivanje
efekata na SOD, kao i interpretaciju rezultata u kontekstu antioksidativne aktivnosti.

HistoloSka analiza pluénog tkiva u naSem istrazivanju je pokazala zna¢ajno oSte¢enje
pluéa kod pacova tretiranih isklju¢ivo LPS-om. Ova osteéenja ukljucivala su izrazeno
intersticijalno krvarenje, zadebljanje interalveolarnih septi, vaskularnu kongestiju i
perivaskularni inflamatorni infiltrat. Ovakvi dobijeni nalazi su u skladu sa prethodnim
istrazivanjima, koja su takode ukazala na ozbiljan stepen ostecenja pluca usljed primjene LPS-
a (193). Primjena UDCA i CDCA pokazala je znacajnu sposobnost ovih zuénih kiselina da
ublaze oStecenje pluca, Sto se vidjelo kroz smanjenje patohistoloskog skora zasnovanog na
tezini osteCenja pluénog tkiva. Ovi rezultati su ukazali potencijalne zastitne efekte UDCA i
CDCA u modelu akutnog osteéenja pluca izazvanog inflamatornim i oksidativnim procesima
povezanim sa LPS-om.

Ve¢ je istaknuto da je LPS stimulator MAPK signalnih puteva i da NF-«B sluzi kao
kljuéni regulator u proinflamatornim signalnim putevima (18).
Nasi rezultati su jos jednom ukazali na citoprotektivne efekte UDCA i CDCA, kroz njihovu
sposobnost da smanje povecanu ekspresiju i vrijednost opticke gustine NF-xB u plu¢nom tkivu,
indukovanu primjenom LPS-a. Ova redukcija u optickoj gustini NF-kB, koja predstavlja
indikator nivoa aktivnosti ovog klju¢nog transkripcijskog faktora u inflamatornim procesima,
sugeriSe da ove Zu¢ne kiseline mogu modulirati molekularne puteve povezane sa inflamacijom,
smanjujuci time stepen akutnog oStec¢enja pluca izazvanog LPS-om.

Hidrofobnost zu¢nih kiselina (LCA>DCA>CDCA>CA>UDCA), uslovljena razli¢itom

raspodjelom njihovih hidroksilnih grupa, igra klju¢nu ulogu u odredivanju njihove bioloske
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aktivnosti. lako postoji tijesna veza izmedu hidrofobnosti i citotoksic¢nosti zu¢nih kiselina u
pogledu indukcije apoptoze, ova korelacija nije uvijek konzistentna. Pojava apoptoze zavisi od
koncentracije zu¢nih kiselina ili njihovog konjugacijskog statusa (194). Rezultati in vivo i in
vitro eksperimenata su ukazali da razli¢iti oblici konjugata zu¢nih kiselina imaju razlicite
uticaje na apoptozu celija jetre. Npr. glikohenodeoksiholna kiselina (Glycochenodeoxycholic
acid, GCDCA) je pokazala proapoptotski efekat na hepatocite, a taurohenodeoksiholna
(Taurochenodeoxycholic acid, TCDCA) nije, dok je UDCA pokazala antiapoptotski efekat.
Stoga, zucne kiseline odrzavaju ravnotezu izmedu receptora celijske smrti i citoprotektivnih
signalnih puteva, pri ¢emu se ravnoteza ili njen pomak na jednu stranu razlikuju u zavisnosti
od specificne vrste Zucne kiseline. U vezi sa tim, pokazano je da Zucne kiseline imaju 1
sposobnost aktivacije signala za prezivljavanje celije i inhibicije citotoksi¢nosti (195).
Utvrdeno je da je inhibicija apoptoze c¢elija jedan od osnovnih protektivnih mehanizama
UDCA, a njeni antiapoptotski efekti su pokazani u in vivo i in vitro uslovima. UDCA je
pokazala antiaptotsko dejstvo u Amyloid-p indukovanim neuronima inhibicijom proizvodnje
proinflamatornih citokina i NO putem deaktivacije NF-kB (148). Istrazivanja u drugim
¢elijskim linijama su sugerisala da UDCA moze ciljati na domen vezivanja glukokortikoidnog
receptora (GR), kako bi njegovom aktivacijom suprimirala aktivnosti NF-xB , ¢ime je
sugerisano da UDCA moze regulisati razli¢ite apoptotske puteve i modulacijom aktivnosti GR
(196). UDCA ima ulogu u modulaciji unutrasnjeg mitohondrijalnog puta apoptoze u razli¢itim
tipovima c¢elija, ali i spoljaSnjeg puta apoptoze. UDCA sprijeCava translokaciju BAX,
oslobadanje citohroma c, aktivaciju kaspaza 1 posljedicnu razgradnju unutarcelijskih
komponenti. U kulturi hepatocita miSa u kokulturi sa fibroblastima koji eksprimiraju Fas
ligand, UDCA je takode pokazala potencijal da modulira i spoljas$nji put apoptoze, preko
receptora celijske smrti. Protektivni efekat vjerovatno nije u vezi sa sSmanjenjem
oligomerizacije Fas-a, nego u vezi sa direktnim efektima na nivou mitohondrijalne membrane.
Dokazana je modulacija apoptoze sa tauro-UDCA putem inhibicije transkripcionih faktora AP-
1, E2F-1i p53 nezavisno od efekta na mitohondrije i/ili kaspaze (197).

CDCA je hidrofobnija Zu¢na kiselina od UDCA. Pokazano je da hidrofobne Zué¢ne kiseline
izazivaju apoptozu (198). Veci broj istrazivanja je sugerisao o proaptotskim efektima CDCA
podsticanjem stvaranja ROS, koji zatim aktiviraju enzime celijske membrane; ili promovise
apoptozu ¢elija povecavajuci ekspresiju p53 putem signalnog puta integrina a5p1 (199). Ali
postoje i istrazivanja koja su ukazala na antiapoptotsko dejstvo CDCA. Kod ljudi, CDCA se

povezuje sa glicinom ili taurinom, a pokazano je da TCDCA u hepatocitima pacova djeluje
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antiapoptotski aktiviraju¢i PI3 kinazu, koja je kljucni signalni put prezivljavanja. Ovo je
sugerisalo da netoksi¢ne, ali hidrofobne Zu¢ne kiseline, ne pokrec¢u apoptozu, jer aktiviraju put
prezivljavanja. Aktivacija NF-kB je bitna u inhibiranju apoptoze. U svom istrazivanju
Schoemaker i saradnici su pokazali da su anti-apoptotski gen A1/Bfl-1 i inhibitori proteina
apoptoze (Inhibitors of apoptosis protein, clAP) visoko eksprimirani putem aktivacije NF-kB.
IAP porodica,(koja ukljucuje clAP-1, clAP-2, XIAP i Survivin), direktno vezuje i potiskuje
aktivaciju kaspaza kao §to su kaspaza 3 1 9, koje su kljuéni izvrsioci apoptoze, $to je ukazalo
na to da ekspresija IAP pod kontrolom NF-kB ima jednu od klju¢nih uloga u antiapoptotskom
putu CDCA. Istrazivanja su pokazala da CDCA indukuje ekspresiju cIAP-1 u ljudskim
hepatocitima posredstvom protein kinaza C i p38MAPK puta (200). U istrazivanju koje je
sproveo Xu sa saradnicima, pokazano je da CDCA inhibise apoptozu i unapreduje funkciju
mitohondrija putem povecanja membranskog potencijala i antioksidativnog kapaciteta
smanjujuci nivo intracelularnih ROS i MDA u ¢elijama (201).

Rezultati imunohistohemijske analize naseg istrazivanja ukazuju na to da primjena UDCA i
CDCA znacajno ublazava apoptozu plucnih Celija kod pacova tretiranih LPS-om. Konkretno,
ove zucne kiseline su smanjile vrijednost opticke gustine proapoptotskih proteina kaspaze 3 i
BAX, dok su povecale vrijednost opticke gustine antiapoptotskog proteina BCL-2 u
alveolarnom parenhimu. Ovi nalazi sugeriSu da UDCA i CDCA imaju znacajnu ulogu u zastiti
pluénog tkiva od akutnog ostecenja izazvanog LPS-om i kroz smanjenje apoptotskih procesa.
Smanjenje aktivnosti proapoptotskih proteina i povecanje nivoa antiapoptotskog proteina
ukazuje na to da ove zu¢ne kiseline mogu da doprinesu o¢uvanju celijskog integriteta u
endotoksemiji. Dalje, rezultati opet sugerisu da ovi efekti UDCA i CDCA mogu biti povezani
sa smanjenjem aktivnosti NF-kB i JNK signalnih puteva, koji imaju centralnu ulogu u
patofiziologiji inflamacije i apoptoze.

Rezultati eksperimenata na pacovima u kojima je proucavana uloga AQP1 1 AQPS u
ostecenju pluca izazvanom primjenom LPS-a su ukazali na smanjenu regulaciju oba ova AQP,
Sto dovodi do povecanja inflamatornih faktora i apoptoze celija (83). Smanjena regulacija
AQP5 nakon primarnog oste¢rnja endotela kapilara i alveolarnog epitela dovodi do povecane
vaskularne permeabilnosti i ¢elijske infiltracije (202). U vezi sa tim, ispitivan je efekat i
mehanizam dejstva razliitih supstanci na ekspresiju AQP u ostecenju pluca, u razli¢itim
modelima sepse. Tanshinol ,vodenasti polifenol, je povecao ekspresiju AQPS5 inhibiranjem
TNF-o i IL-6 u pluénom tkivu pacova u modelu sepse izazvane podvezivanjem i punkcijom

slijepog crijeva (203). Fasudil, selektivni inhibitor Rho kinaze, je povecao ekspresiju AQP5
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ublazavaju¢i LPS-om indukovano akutno ostecenje pluca, putem smanjenja ekspresije Rho-
asocirane protein kinaze-2 (Rho-associated protein kinase-2, Rock2), NF-kB i ICAM-1,
zajedno sa smanjenim nivoima IL-6, infiltracijom neutrofila i aktivno$éu enzima MPO (204).
Studije Ba i saradnika objasnile su zastitnu ulogu Lipoksina A4 putem povecanja ekspresije
AQPS5 umisijem modelu akutnog oSte¢enja pluca, izazvanog LPS-om, smanjenjem nivoa TNF-
o 1 IL-6 u BALF-u, niskom aktivnoS¢u MPO i smanjenjem nivoa fosforilacije p38 i JNK
¢elijama pluca putem aktivacije TNFR1 1 translokacije NF-«B, uz interakciju sa vezivnim
mjestima na genu za AQP5 (206). Smanjenje ekspresije AQP1 u LPS-om indukovanim
¢elijama RAW264.7 je dovelo do povecanog lucenja inflamatornih faktora, ukljucujuéi
inhibitore NO sintaze, TNF-a i IL-8 (207).

Veza izmedu zuénih kiselina i AQP nije potpuno razjasnjena, ali postoje rezultati studija
koji sugeriSu da odredene Zzu¢ne kiseline mogu uticati na ekspresiju AQP, buduc¢i da su oni
zbog svoje osnovne uloge u prometu vode kljuéni za formiranje zuci, jer voda ¢ini 95% zuci.
U tom kontekstu, ispitivani su efekti Zu¢nih kiselina na AQP u holestazi, ali funkcija i
regulacija AQP u holestazi nisu potpuno jasne. Lehmann i saradnici su otkrili da LPS smanjuje
ekspresiju AQP8 u hepatocitima kod pacova, §to pogorSava holestazu. Nedavna istrazivanja
pokazala su da je ekspresija AQP8 i AQP9 smanjena u jetri pacova sa ligiranim bilijarnim
kanalima, dok je povecana ekspresija AQP1 smanjila holestazu. Kod pacijenata sa
opstruktivnom holestazom, ekspresija AQP10 je znacajno smanjena 1 negativno povezana sa
nivoom ukupnih Zuénih kiselina u serumu. Povecéana ekspresija AQP10 smanjila je oStec¢enje
jetre 1 nakupljanje Zucnih kiselina kod pacova sa ligiranim bilijarnim kanalima. Konjugovane
zuéne kiseline (kao TCA) i inflamatorni TNF-o smanjivali su ekspresiju AQP10. Takode,
NF«kB p65/p50 se direktno vezao za promotor AQP10 i smanjio njegovu aktivnost u jetri
pacijenata sa opstruktivnom holestazom (208).

Pokazano je i da odredene Zu¢ne kiseline mogu uticati na ekspresiju AQP u debelom
crijevu, ali uticaj zu¢nih kiselina na regulaciju AQP u crijevima takode nije potpuno razjasnjen.
Istrazivano je kako prirodne Zu¢ne kiseline uticu na ekspresiju AQP u ljudskim epitelnim
¢elijama debelog crijeva, i pokazano je da je primjena natrijum-deoksiholata povecala
ekspresiju AQP3, dok su natrijum-ursodeoksiholat i agonist FXR GW4064 povecali ekspresiju
AQP8 (209). Pretpostavlja se da razlic¢iti AQP postoje u epitelnim ¢elijama debelog crijeva i

da se njihova prisutnost mijenja u animalnom modelu proliva izazvanog Zzu¢nim kiselinama.
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Rezultati ukazuju da prekomjerni nivoi zu¢nih kiselina mogu uticati na ekspresiju AQP3, 7 i
8, Sto implicira njihovu ulogu u patofiziologiji proliva uzrokovanog Zu¢nim kiselinama (210).
Uloga i funkcija zu¢nih kiselina na ekspresiju AQP kod LPS-om izazvanog ostecenja
pluéa jos nije dokumentovana.
Nasi rezultati su pokazali znacajno smanjenje vrijednosti opticke gustine AQP1 i AQP5 u
plu¢ima pacova tretiranih LPS-om. Ovi rezultati su u skladu sa drugim istrazivanjima (94, 97) i
sugeri$u da je tokom akutnog oSte¢enja pluc¢a poremecéena sinteza ovih AQP. U okviru ove
studije, celije alveolarnog parenhima su pokazale znacajne apoptotske promjene usljed
tretmana sa LPS-om, a ¢ini se da je apoptoza ovih ¢elija uticala na sintezu akvaporina. Stoga,
smanjena ekspresija AQP1 i AQPS5 bi mogla dovesti do poremecaja u transportu vode iz
pluénih mikrovaskularnih i alveolarnih epitelnih celija, Sto bi ometalo promet tecnosti u
okolnim tkivima i klirens alveolarne te¢nosti, rezultirajuéi pogorsanjem ostecenja pluéa kod
pacova tretiranih sa LPS-om.
Nasim istrazivanjem je prvi put pokazano da primjena UDCA i CDCA rezultira zna¢ajnim
povecanjem ekspresije i vrijednosti opticke gustine AQP1 i AQP5 u alveolarnom parenhimu
pacova tretiranih LPS-om. Povecanje ekspresije ovih akvaporina moze indukovati poboljsanje
u funkcionalnosti alveolarne barijere i potencijalnu zastitu od razvoja edema plucéa, a nasi
rezultati sugerisu da UDCA i CDCA, povecanjem ekspresije ovih akvaporina, mogu imati
modulirajuci efekat na homeostazu te¢nosti | pozitivno uticati na regulaciju vodenog balansa u
plu¢nom tkivu i funkcionalne kapacitete alveola tokom akutnog osteéenja izazvanog LPS-om.
Uzimajuéi u obzir rezultate naSeg nedavnog istraZivanja, koje je pokazalo da UDCA i1 CDCA
smanjuju ekspresiju NF-xB u jetri i i nivo proinflamatornih citokina u endotoksemiji (211),
NF-kB bi mogao biti glavna meta povoljnog efekta ovih Zu¢nih kiselina i na ekspresiju AQP1
i AQP5 u akutnom oSteéenju pluca izazvanog LPS-om. Medutim, neophodna su dalja
istrazivanja kako bi se razjasnili taéni mehanizmi kroz koje ove Zucne kiseline uti¢u na

ekspresiju akvaporina i njihovu potencijalnu klini¢ku primjenu.
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7. ZAKLJUCCI
Na osnovu rezultata eksperimentalne studije na pacovima mogu se izvesti sljedeci zakljucci:

1. Primjena UDCA i CDCA ima sveobuhvatan zastitni potencijal u razli¢itim aspektima
endotoksemije i akutnog osStecenja jetre 1 pluca izazvanih LPS-om.

2. UDCA i CDCA su pokazale anti-inflamatorne, antioksidativne i antiapoptotske efekte,
kao i sposobnost regulacije ekspresije klju¢nih proteina tokom endotoksemije.

e Anti-inflamatorni efekti: UDCA i CDCA pokazuju znacajan potencijal u
modulaciji inflamatornog odgovora, smanjuju¢i lucenje proinflamatornih
citokina, §to doprinosi ublaZzavanju inflamatorne reakcije u jetri i plu¢ima tokom
endotoksemije.

e Ublazavanje endotelne disfunkcije: UDCA i CDCA ublazavaju endotelnu
disfunkciju, §to moze znacajno doprinijeti ocuvanju vaskularnog integriteta u
endotoksemiji.

e Antioksidativni efekti: UDCA i CDCA smanjuju oksidativni stres kroz
redukciju prooksidativnih markera i povecanje antioksidativne zastite u krvi 1
BALF-u, ukazuju¢i na njihovu ulogu u zastiti organizma od oksidativnog
oSte¢enja u endotoksemiji i akutnom ostecenju pluca izazvanim LPS-om.

e Antiapoptotski efekti: UDCA i CDCA samnjuju apoptozu ¢elija pluca kroz
utisavanje ekspresije transkripcionog faktora NF-kB, povecanjem ekspresije
antiapoptotskih 1 smanjenjem ekspresije proapoptotskih proteina, §to doprinosi
ocuvanju ¢elijskog integriteta tokom akutnog ostecenja izazvanog LPS-om.

e Regulacija ekspresije akvaporina: UDCA i CDCA povecavaju ekspresiju
akvaporina 11 5 u plu¢ima, poboljsavajuc¢i homeostazu te¢nosti u plu¢nom tkivu

tokom akutnog oStecenja izazvanog LPS-om.
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