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SAZETAK. Cilj: Za kostane morfogenetske proteine -2 i -7 pokazano je da osim snaznog
osteoinduktivnog svojstva imaju vaznu ulogu u razvoju i cijeljenju razli¢itih neskeletnih tkiva i
organa. Svrha ovog rada je ispitati ekspresiju BMP-2 i BMP-7 tijekom upalne bolesti crijeva u
Stakora, te ucinak dvotjednog lijeCenja sa BMP-7 na cijeljenje tkiva kolona i ekspresiju ovih
morfogenetskih proteina. Metode: Eksperimentalni kolitis izazvan je primjenom klizme koja sadrzi
2,4,6-trinitrobenzensulfoni¢nu  kiselinu (TNBS) i etanol. Na uzorcima crijeva pratili smo
makroskopske i mikroskopske promjene koje se zbivaju tijekom akutne i kroni¢ne faze kolitisa, te
nakon i.v. primjene BMP-7. Metodom imunohistokemije i lanc¢ane reakcije polimeraze pratili smo
izrazaj BMP-2 i -7. Rezultati: Imunohistokemijska i RT-PCR analiza pokazala je ekspresiju BMP-2 i -7
tijekom akutne i kroni¢ne faze upalne bolesti crijeva. U akutnoj fazi kolitisa BMP-2 i -7 prisutni su u
podrudju ulkusa, a u kroni¢noj fazi BMP-7 pozitivno bojanje prisutno je u kolonocitima uzduz kripti
kolona, dok je BMP-2 pozitivno bojanje u kolonocitima povrsnog epitela te izmedu kripta.
Specifi¢no bojanje na BMP-7 kao i ekspresija mRNA za BMP-7 na uzorcima crijeva Zivotinja lije¢enim
sa BMP-7 pokazuje smanjenje prisustva BMP-7, a pojacano bojanje i ekspresiju mRNA za BMP-2.
Zakljucak: Sistemska primjena koStanog morfogenetskog proteina-7 smanjuje makroskopsko i
mikroskopsko oStecenje kolona tijekom upalne bolesti crijeva u Stakora. Nacin ekspresije BMP-2 i
-7 tijekom upalne bolesti crijeva te nakon lijecenja sa BMP-7 ukazuje na znacajnu ulogu kostanih
morfogenetskih proteina u kontroli ostecenja i cijeljenja tkiva kolona tijekom ove bolesti.

Kljuéne rijeci: imunohistokemija, kostani morfogenetski protein-2, kostani morfogenetski
protein-7, lan¢ana reakcija polimeraze, upalna bolest crijeva

ABSTRACT. Aim: Bone morphogenetic proteins -2 and -7, along with their osteoinductive
function, play important role in the development and healing of different non-skeletal tissues
and organs. The aim of this study was to reveal the expression of BMP-2 and BMP-7 during
experimental inflammatory bowel disease, as well as after 14" day of BMP-7 treatment.
Methods: Experimental colitis was induced by the intracolonic administration of the clysma
containing 2,4,6-trinitrobenzensulphonic acid (TNBS) and ethanol. We investigated the
macroscopic and microscopic colon tissue damage during acute and chronic phases of colitis as
well as after IV treatment of BMP-7. Results: Imunohistochemical and RT-PCR analyses showed
expression of BMP-2 and -7 during acute and chronic phases of inflammatory bowel disease. In
the acute phase of colitis, BMP-2 and -7 expressions were located in mucosa of ulcer region. In
the chronic phase BMP-7 expression was placed in the colonocytes along the crypt, while BMP-2
expression was located in the coloncytes of surface epithelium and intercrypt table. BMP-7
treatment reduced the expression of BMP-7 and mRNA for BMP-7 but also increased the
expression of BMP-2 and mRNA for BMP-2 in colonic tissue. Conclusions: Systemic administration
of bone morphogenetic protein 7 decreased macroscopic and microscopic colonic tissue damage
during experimental inflammatory bowel disease. The expression pattern of BMP-2 and -7 during
inflammatory bowel disease, as well as after BMP-7 treatment suggests an important role of
bone morphogenetic proteins in control of colon tissue damage and healing during disease.

Key words: bone morphogenetic protein-2, bone morphogenetic protein -7, immunohisto-
chemistry, inflammatory bowel disease, polymerase chain reaction
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Kostani morfogenetski proteini, BMPs (engl. bone
morphogenetic proteins), su Cinitelji rasta i dife-
rencijacije koji su prvotno izolirani iz kosti kao
molekule koje poticu ektopi¢no stvaranje kosti i
hrskavice in vivo?. Oni Cine veliku podobitelj
unutar nadobitelji preobrazavajuceg cinitelja ra-
sta, TGF-B (od engl. transforming growth factor-
B)®. Do danas je u sisavaca otkriveno oko 20
kostanih morfogenetskih proteina. BMPs su
uklju¢eni u embrionalni razvoj
i diferencijaciju brojnih tkiva*®.
Odlikuju se mnogostrukim dje-
lovanjem te reguliraju rast, di-
ferencijaciju i apoptozu mno-
gih stanica. BMPs se veZu za
BMP receptore tipa | i Il koji su
membranske serin/treonin ki-
naze’. Posrednici prijenosa si-
gnala za BMP obitelj su fosfo-
rilirane Smad molecule —Smad
1, 5i 8. Oni ¢ine heteromericki
kompleks sa Smad4, transportiraju se u jezgru i
poticu transkripciju razli¢itih gena. Smad6 i 7 dje-
luju kao antagonisti te inhibiraju prijenos signala
TGF-B/BMP nadobitelji®**.

Vaznost BMPs u razvitku probavnog sustava do-
kazana je prisustvom BMPs i njihovih receptora
tijekom razvoja, a mutacija molekula BMP-signal-
nog puta dovodi do poremecaja organogeneze!**4,
Perr i suradnici opisali su izrazaj BMP-6 u glatkom
miSi¢u crijeva®®. BMP-2, BMP-receptori i Smad-
molekule su prisutni u kolonocitima zdravog crije-
va, a izrazaj Smad4 je opisan u tumorima kolo-
na'®'’. Monteleone i sur. su u sluznici bolesnika s
upalnom bolesti crijeva utvrdili izrazaj Smad?7,
inhibitorne molekule TGF-B puta, te istaknuli
znacenje tog signalnog puta u patogenezi upalne
bolesti crijeva, IBD (od engl. inflammatory bowel
disease)'®, Podatak da mutacija MADH4 i BMPR-
IA rezultira pojavom fenotipa juvenilne polipoze
osigurava genetski dokaz da BMP-ovi imaju vaznu
ulogu u funkciji probavnog sustava®.

Poznato je da su ¢lanovi BMP obitelji prisutni na
mjestima mezenhimsko-epitelijalnog medudjelo-
vanja tijekom razvoja i da poti¢u migraciju, rast i
diferencijaciju stanica. Nalaz izrazenosti mRNA za
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BMP-7 u gastrointestinalnoj mukozi humanog
(6.1 14. tjedan) i misjeg embrija te receptora za
BMP-7 ukazuje na mogucu ulogu BMP obitelji u
regulaciji morfogeneze i/ili funkcije tankog crijeva
tijekom razvoja®. Osim toga, glavno mjesto sinte-
ze BMP-7 je u bubregu, otkud se BMP-7 oslobada
u cirkulaciju te djeluje kao sistemski regulator. Cilj
naseg istrazivanja bio je ispitati terapijski ucinak
BMP -7 u zastiti i regeneraciji crijeva te speci-
ficnosti mehanizama njihovog djelovanja u nave-
denim procesima. Osim toga, ispitano je prisustvo

Kostani morfogenetski proteini, BMPs (engl. bone morphogenetic
proteins) reguliraju rast, diferencijaciju i apoptozu mnogih stanica,
te su ukljuceni u embrionalni razvoj i diferencijaciju brojnih tkiva.
Vaznost BMPs u razvitku probavnog sustava dokazana je prisustvom
BMPs i njihovih receptora tijekom razvoja, a mutacija molekula
BMP-signalnog puta dovodi do poremecaja organogeneze.

i lokalizacija koStanog morfogenetskog proteina
-2 i-7 u kolonu tijekom upalne bolesti crijeva, tki-
vu kolona, te nakon lijecenja sa BMP-7.

METODE

Zivotinje. U istrazivanju su koriteni takori Spra-
gue-Dowley soja, muskog spola, tjelesne teZine
220-300 grama. Zivotinje su hranjene standard-
nom laboratorijskom hranom i vodom ad libidum,
osim 24h prije izazivanja kolitisa i Zrtvovanja.

Indukcija TNBS/etanol kolitisa. Eksperimentalni
kolitis je izazvan u 50 Zivotinja primjenom klizme
koja sadrZi etanol (uzrokuje akutno ostecenje
mukoze kolona — “barrier breaker”) i kontaktni,
senzibilizirajucialergen—trinitrobenzensulfoni¢nu
kiselinu (TNBS) kao $to su opisali Morris i sur?.
Klizma sadrzava 30 mg 2,4,6-trinitrobenzen-
sulfoni¢ne kiseline (Sigma-Aldrich Chemical Co.) i
0,25 ml 50% etanola, te je pomocu katetera dulji-
ne 8 cm uvedena u kolon. Ovaj postupak je pro-
veden pod anestezijom. U skupini Zivotinja koju
smo oznacili kao zdrava kontrola, pomocu katete-
ra smo u kolon uveli 0,5 ml 0,9% fizioloske otopi-
ne. Zivotinje su Zrtvovane u razli¢itim vremen-
skim intervalima i to 2., 5., 14. i 30. dana nakon
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primjene TNBS/etanola. Na taj smo nacdin mogli
pratiti makroskopske i mikroskopske promjene
tijekom eksperimentalnog kolitisa Stakora.
Priprema rekombinantnog humanog BMP-7. Pro-
teinski preparat BMP-7 dobiven je ljubaznoscu
Creative BioMolecules, Hopkinton, USA, kao oto-
pina u 20 mM acetatnom puferu, pH 4,5 u kon-
centraciji od 0,5 mg/ml. Neposredno prije pri-
mjene, pocetna otopina BMP-7 je razrijedena s
acetatnim puferom da bi se postigla koncentra-
cija od 100 pg/kg. BMP-7 je primijenjen sistemski,
kao i.v. injekcija u repnu venu Zivotinje.
Terapijska primjena BMP-7. Primjenom tera-
pijskog modela Zeljeli smo ispitati u¢inak kostanog
morfogenetskog proteina -7 na promjene koje
nastaju nakon izazivanja kolitisa. Dan kada smo
izazvali kolitis obiljeZili smo kao 0. dan. Zivotinje
su potom primile 6 injekcija BMP-7 pocevsi od
dana 1. Sljedece injekcije su bile 2., 3., 5., 7. i 10.
dana. Primijenili smo dozu BMP-7 od 100 pg/kg
koji je ubrizgan u obliku i.v. injekcije. Kontrolnim
Fivotinjama ubrizgali smo acetatni pufer. Zivotinje
su zrtvovane 14. dan nakon izazivanja kolitisa.
Zivotinjama je na pocetku pokusa i prvi dan
Zrtvovanja mjerena tjelesna teZina.

Uzimanje materijala. Za izolaciju kolona koristili
smo pristup preko trbusne stijenke. Nakon orijen-
tacijskog pregleda struktura unutar trbusne
stijenke (postojanje adhezija), mikrokirurskom
pincetom smo otklonili tkivo koje onemogucava
izravan pristup kolonu. lzolirali smo distalni dio
kolona (~8 cm), potom ga otvorili uzduznom inci-
zijom i isprali fizioloSkom otopinom. Od svakog
kolona uzeli smo 3 uzorka na promijenjenim dije-
lovima kolona, a ukoliko nisu zamijeéene promje-
ne uzeli su se uzorci~ 1, 3 i 7 cm proksimalno od
anusa. Tkivo se fiksiralo u 4% paraformaldehidu i
uklopilo u parafinske blokove. Napravljeni su se-
rijski rezovi debljine 7 p. Tkivni rezovi su bojani
hemalaun eozinom i pregledani uporabom mikro-
skopa.

Imunohistokemijska metoda. Za imunohistoke-
mijsko odredivanje tkivnih antigena upotrijebili
smo standardni postupak imunodetekcije imuno-
peroksidaze. Nakon fiksacije u paraformaldehidu,
tkivni uzorci su se uklopili u parafin i izrezali. Re-
zovi su deparafinizirani u ksilenu te rehidrirani u
serijskom nizu alkohola. Za dokazivanje prisustva

http://hrcak.srce.hr/medicina

morfogenetskih proteina koristili smo poliklonska
protutijela: anti-BMP-7 (poklon prof. S. Vukicevi-
¢a) i anti-BMP-2 (Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, USA).

Lancana reakcija polimeraze nakon reverzne tran-
skripcije, RT-PCR (od engl. reverse transcription-
polymerase chain reaction). Ukupna RNA iz re-
prezentativnih uzoraka kolona Zivotinja izolirana
je primjenom komercijalnog pripravka Qiazol lysis
reagent (Qiagen) prema metodi po Chomszynski i
Sacci??. Za sintezu cDNA koristen je PCR kit (TaKa-
Ra Bio Europe S.a:, Gennevillers, France). cDNA je
potom posluZila za PCR umnozavanje uz pomo¢
gen—specificnih pocetnica za BMP-7 (5’-GCA CCT
CCA GGG AAA AC, 3’-AAG CCC AGA TGG TAC GG),
veli¢éina produkta 422 parova baza; BMP-2
(5-GAG TTT GAG TTG AGG CTG CTC, 3’-TGA GTC
CAC TAA CCT GGT GTC (), veli¢ina produkta 440
parova baza; kontrolna pocetnica — -actin
(5'-ACG GTC TCA CGT CAG TGT AC 3'-AGT CAC
TCC AAG TAT CCA CG), veli¢ina produkta 313 pa-
rova baza. PCR umnaZanje je napravljeno u
Mastercycler personal (Eppendorf, Hamburg,
Germany). Produkti lanc¢ane reakcije polimeraze
su analizirani elektroforezom na agaroznom gelu,
a vizualizirani uz pomo¢ UV-transiluminatora.

REZULTATI

U Zivotinja kojima je intrarektalno pomodu kate-
tera uveden TNBS/etanol razvio se kolitis koji se
ocitovao dijarejom i krvavim stolicama u > 90%
Zivotinja. Pocetna tjelesna tezina kontrolne i po-
kusne skupine se nije razlikovala. U Zivotinja koje
su Zrtvovane 14. i 30. dan nakon izazivanja koliti-
sa utvrdeno je smanjenje tjelesne tezine (8-10%)
tijekom prvog tjedna, ali je krajem drugog tjedna
u vecine Zivotinja zabiljezeno povecanje teZine.
lzuzetak je skupina kojoj je izazvan kolitis i
Zivotinje koje su dobivale i.v. acetatni pufer, kod
kojih je doslo do smanjenja tjelesne teZine.

Makroskopskim pregledom crijeva Zivotinja koji-
ma je izazvan kolitis pronadena je prisutnost
ulkusa u 80% slucajeva. U 20% Zivotinja koje su
dobivale BMP-7 zamijecene su promjene na crije-
vima. U Zivotinja koje su Zrtvovane drugi dan
nakon primjene TNBS/etanola uocljivo je opsezno
ostecenje kolona. Na crijevima se istiCu tamna,
nekroti¢na podrucja koja su okruzena hiperemic-
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nim podrucjima upalnoga tkiva. Stijenka kolona
je zadebljana, a vidljive su longitudinalne, izdi-
gnute otekline upalnog tkiva koje sluznici daju
“kaldrmast” izgled. Oboljeli segment crijeva je
ostro ograni¢en od susjednog normalnog tkiva.
Petog dana nakon izazivanja kolitisa vidljiva su za-
sebna, jasno ograni¢ena podrucja ulceracije i
upale koja su odvojena normalnim podrucjima
mukoze. Cetrnaestoga dana nakon intrakoli¢ne
promjene TNBS/etanola promjene na distalnom
kolonu su fokalnog karaktera. Mjesta upale i ulku-
sa variraju u poloZaju od perirektalnog podrucja
do 7 cm proksimalno od anusa. Promjene nisu
zamijecene proksimalno od flexurae coli sinistrae.
Ulkusi su vidljivi kao bijele tocke (fokusi) ili linije
koje su okruzene zadebljalom, upaljenom muko-
zom. Tridesetog dana nakon izazivanja kolitisa na
crijevima je vidljiva fibroza, a ulkusi su transver-
zalnog karaktera.

Mikroskopskim pregledom histoloskih rezova de-
belog crijeva vidljive su ulceracije razli¢ite dubine
u pojedinim skupinama. U ulkusima je uoceno
prisustvo akutnog upalnog infiltrata koji su
vecinom Ccinili neutrofili te prisustvo kroni¢nog
upalnog infiltrata sacinjenog od limfocita. U 80%
Zivotinja tretiranih sa BMP-7 uodena je minimal-
na zahvaéenost stijenke kolona, osobito 14. i 30.
dan nakon izazivanja kolitisa i lijeCenja sa BMP-7.
Na preparatima obojanim imunohistokemijskim
postupkom detekcije BMP-7 i BMP-2, pozitivho
bojanje utvrdeno je u Zivotinja kojima je izazvan
kolitis. U akutnoj fazi kolitisa (2. i 5. dan nakon iza-
zivanja kolitisa) nacin ekspresija BMP-2 i -7 sli¢an
je i prisutan u podrucju oste¢ene mukoze odnosno
u podrudju ulkusa. U kroni¢noj fazi kolitisa (14. i
30. dan nakon izazivanja kolitisa) izrazaj koStanih
morfogenetskih proteina je razlicit tako da je pozi-
tivna ekspresija BMP-7 vidljiva u kolonocitima
uzduz kripti kolona, a ekspresija BMP-2 u kolonoci-
tima povrinog epitela te izmedu kripta. Uocava se
umjereno do snazno obojenje laminae muscularis
mucosae kao i miSi¢nice. Specificno bojanje na
BMP-7 nije utvrdeno na uzorcima crijeva zZivotinja
lijecenim sa BMP-7, dok je BMP-2 pozitivno bojanje
prisutno na uzorcima tretiranih Zivotinja.
Metodom lancane rekcije polimeraze nakon re-
verzne transkripcije pokazali smo ekspresiju
MRNA za BMP-2 i -7 tijekom akutne i kroni¢ne
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upalne bolesti crijeva (slika 1). Ekspresija mRNA
za ove kostane morfogenetske proteine prisutna
je tijekom bolesti s tim da je izrazaj ovih proteina
veci u kroni¢noj fazi bolesti (14. i 30. dan nakon
razvoja kolitisa) nego u akutnoj fazi. U Zivotinja
koje su tijekom 2 tjedna lijeCene sa BMP-7 uoca-
vamo izrazito smanjenje ekspresije mRNA za
BMP-7, dok je prisutna ekspesija mRNA za
BMP-2. Na uzorcima tkiva normalnog kolona po-
kazali smo odsustvo ekspresije mRNA za BMP-7,
a prisustvo ekspresije mRNA za BMP-2.

Dani kolitisa
Lijecenje  Zdravi
sa BMP-7  kolon

2 5 14 30
313 » !! ! ! pracei

Slika 1. Izrazenost mRNA za koStane morfogenetske proteine u kolonu
tijekom upalne bolesti crijeva. Izrazenost mRNA za BMP-2 i BMP-7 pri-
sutna je tijekom akutne (2. i 5. dan nakon izazivanja kolitisa) i kroni¢ne
faze kolitisa (14. i 30. dan nakon izazivanja kolitisa). Terapijskom pri-
mjenom BMP-7 smanjuje se ekspresija mRNA za BMP-7, a pojacava se
ekspresija mRNA za BMP-2. U normalnom uzorku kolona samo je pri-
sutna ekspresija mRNA za BMP-2.

Figure 1. Expression of mRNA for bone morphogenetic proteins in colon
tissue during inflammatory bowel disease. mRNA expression for BMP-2
and BMP-7 is observed during acute phase (2nd and 5th day after colitis
induction) as well as during chronic phase of colitis (14th and 30th day
after colitis induction). BMP-7 treatment decreased mRNA expression
for BMP-7 and increased mRNA expression for BMIP-2. In normal colon
tissue we observed only the expression of mRNA for BMP-2.

RASPRAVA

Ulogu BMP-7 u postnatalnoj funkciji crijeva izuca-

Marker

vali smo primjenom utemeljenog Zivotinjskog mo-
dela upalne bolesti crijeva u Stakora?. Nasi rezulta-
ti pokazuju da intrakoli¢na primjena haptena TNBS
zajedno s 30% etanolom (“barrier breaker”) dovo-
di do nastanka kolitisa. Ovaj model ubraja se u sku-
pinu T-stani¢nih modela gdje se senzibilizacijom
pomocu haptena djeluje na imuni sustav Zivotinje,
odnosno poti¢e imuni odgovor posredovan stani-
cama. Ovaj pokusni model prikladan je za izu-
Cavanje patofiziologije i lije¢enja intestinalne upale
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zbog svojih svojstava. Kao prvo, upala se razvija
nakon jednokratne intraluminalne primjene hap-
tena i etanola. Nije potrebna prethodna senzibili-
zacija niti operativni zahvat, a kolitis se moze jed-
nostavno reproducirati. Osim toga, upala prouzro-
kovana TNBS/etanolom je dugotrajna sa znacajnim
zadebljanjem stijenke kolona i infiltracijom, a ulce-
racije su prisutne najmanje 8 tjedana. To je dovolj-
no dugo vremensko razdoblje za ispitivanje
uspjesnosti pojedinih lijekova. Tijekom razvoja ko-
litisa uocCava se prisutnost akutnog i kroni¢nog

mezenhimskim tkivima. BMP-7 je Cinitelj rasta
koji se postnatalno u najvecoj mjeri sintetizira u
bubregu, a potom se oslobada u cirkulaciju gdje
vjerojatno djeluje kao sistemski regulator®.
Usprkos nekoliko izvjes¢a o zastitnom djelovanju
morfogenetskih proteina na bubreZzno ostecenje i
hrskavicu, malo je poznato o djelovanju ovih pro-
teina na ostecenje kolona?. U terapijskom poku-
su smo ispitali u¢inak doze BMP-7 od 100 pg/kg.
Ucinak morfogenetskog proteina procijenili smo
pomocu makroskopskog i mikroskopskog pregle-

da crijeva, koji su nam na indi-

rektan nacin bili pokazatelji

Rezultati studije pokazali su prisustvo morfogenetskih proteina tijekom
upalne bolesti crijeva, a nakon terapije sa BMP-7 smanjuje se ekspresija
MRNA za BMP-7, a pojacava se ekspresija BMP-2. Moguce je da BMP-7
potice ekspresiju endogenog BMP-2, a smanjuje vlastitu ekspresiju,
¢ime moZda potice migraciju, rast i diferencijaciju stanica epitela i sub-
mukoze nakon upalnog osteéenja. KoStani morfogenetski protein-7 pri-
mijenjen nakon indukcije kolitisa smanjuje makroskopske i mikroskop-
ske promjene na crijevima Sto pokazuje da je sistemska primjena
BMP-7 ucinkovita u terapiji eksperimentalne upalne bolesti crijeva.

oporavka crijeva. Rezultati te-
rapijskog pokusa pokazali su
da morfogenetski protein -7
primijenjen nakon indukcije
kolitisa tijekom dva tjedna u
80% slucajeva smanjuje makro-
skopskeimikroskopske promje-
ne na crijevima $to pokazuje
da je sistemska primjena
BMP-7 ucinkovita u terapiji

upalnog odgovora, stoga ovaj model omogucava
izucavanje dogadaja koji su karakteristicni za prije-
laz akutne u kroni¢nu upalu. Osim toga, model je
histopatoloski relevantan, sto znaci da su prisutna
neka od svojstava Crohnove bolesti u ljudi, kao sto
je npr. transmuralna upala, postojanje sli¢nosti u
morfologiji ulkusa, prisutnost lezija koje preskakuju
i “kaldrmast” izgled sluznice. Takoder je zamijecena
prisutnost histiocita i limfoidnih infiltrata te pore-
mecaj grade kripta. Smatra se da TNBS potice koli-
tis tako da se kovalentno veZe na E-amino grupu li-
zina te mijenja povrine proteine stanica. Presenzi-
bilizirani T limfociti mogu lizirati hapten-promije-
njene autologne stanice pod uvjetom da su Zivo-
tinje prethodno senzibilizirane, a ako se to ne do-
godi onda makrofagi razore TNBS-promijenjene
autologne stanice”?*. MozZe se pretpostaviti da je
drugi mehanizam odgovoran za razvoj kolitisa u
nasem izucavanju, jer Zivotinje nismo prethodno
izlagali TNBS.

Morfogenetski proteini, BMP-2 i -7, prvotno izoli-
rani iz kosti, otkriveni su u razli¢itim epitelnim i

eksperimentalne upalne bole-

sti crijeva.

Imunohistokemijskom  anali-
zom i lan¢anom reakcijom polimeraze nakon re-
verzne transkripcije Zeljeli smo ispitati prisustvo i
lokalizaciju BMP-2 i -7 tijekom upalne bolesti
crijeva kao i ucinak terapije BMP-7 na promjenu
ekspresije ovih morfogenetskih proteina. Rezulta-
ti su pokazali prisustvo morfogenetskih proteina
tijekom upalne bolesti crijeva, a nakon terapije sa
BMP-7 smanjuje se ekspresija mRNA za BMP-7, a
pojacava se ekspresija BMP-2. Slican nacin ek-
spresije ovih morfogenetskih proteina prisutan je
u zdravom uzorku kolona. Moze se pretpostaviti
da BMP-7 potice ekspresiju endogenog BMP-2, a
smanjuje vlastitu ekspresiju. Za transkripcijski
Cinitelj Fkh6 (engl. forkhead homolog 6) opisan je
suprotan ucinak jer smanjuje ekspresiju mRNA za
BMP-2 u Zelucu i crijevu?’. Hardwik i suradnici
opisali su prisustvo BMP-2 u zrelim kolonocitima
u uzorcima tkiva zdravog humanog i misjeg kolo-
na, a odsustvo u uzorcima mikroadenoma u bole-
snika s obiteljskom adenomatoznom polipozom?®.
Pokazano je da misji epitel crijeva ispoljava recep-
tore za BMP-7 tijekom razvoja i to ALK-6 samo u



epitelu, a ALK-3 u mezenhimu i epitelu, a izrazaj
je proteina u gastrointestinalnoj mukozi utvrden
izmedu 6. i 14. tjedna'**. Moguce je da BMP-7,
kao morfogenetski protein koji je prisutan tijekom
razvoja crijeva, potice migraciju, rast i diferencija-
ciju stanica epitela i submukoze nakon upalnog
ostecenja.

Za razlicite je Cinitelje rasta pokazano da djeluju
na cijeljenje ozljede u razli¢itim pokusnim mode-
lima. Spektar bioloskih aktivnosti koje se pripisuju
Ciniteljima rasta ukljucuje mitogeni¢na i kemotak-
ticka svojstva, moguénost oslobadanja citokina,
poticanje angiogeneze i stimuliranje stvaranja
izvanstani¢nog matriksa'*?. Smatra se da mjesto
izrazaja Cinitelja rasta predstavlja takoder i mje-
sto gdje se on stvara i luci te djeluje na okolne
stanice na parakrini nacin. Nedavna istraZivanja
su pokazala djelovanje morfogenetskih proteina
u oporavku izvanskeletnih tkiva***-3'. Premda su
kostani morfogenetski proteini prvotno izolirani
iz kosti, njihova se uloga u izvanskeletnim tkivima
istrazuje. lzrazaj receptora za BMP-7 i -2 te mRNA
za ove proteine nedavno je utvrdena duz cijelog
gastrointestinalnog sustava®®. Uloga BMP-7 kao
endogenih medijatora rasta i diferencijacije pro-
bavnog sustava potvrdena je izoliranjem mRNA
za morfogenetske proteine i njihovih receptora u
tankom i debelom crijevu?®143%,

BMP-7 kao clan TGF-B nadobitelji pokazuju broj-
ne funkcionalne aktivnosti koje bi mogle imati
utjecaja u upalnoj bolesti crijeva, tako da bi im
uloga mogla biti raznolika. Za BMP-7 je pokazano
da djeluje citoprotektivno u bubrezima, sto znaci
da umanjuje promjene uzrokovane upalnim cito-
kinima?®. Poznato je da su citokini vazni medijato-
ri infekcije i upalne reakcije i da vecina djeluje lo-
kalno, ali neki od klinicki vaznih citokina djeluju
sistemski kao pleotropni hormoni. Citoprotektiv-
no djelovanje BMP-7 odlikuje se smanjenjem
stvaranja I-CAM molekula, IL-6 i TNF-a, te smanje-
njem nakupljanja neutrofila 2632,

U posljednjih nekoliko desetljeca provedena su
opsezna istraZivanja etiologije i patofiziologije
Crohnove bolesti koja su dovela do razvoja broj-
nih terapijskih protokola, kako eksperimentalnih
tako i onih koji se provode u klinickoj praksi. Cilje-
vi su terapije Crohnove bolesti suprimirati upalu i
smanjiti imunoloski-posredovano osteéenje tkiva,
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odabrati odgovarajucu prehranu i uspostaviti nor-
malan Zivot bolesnika. U zastiti od imunoloski po-
sredovanog osteéenja crijeva i u obnovi njegove
funkcije i strukture, dokazana je znacajna uloga
brojnih Cinitelja rasta, ali tek ¢e klinicka istrazi-
vanja pokazati koji ¢e se predloZeni terapijski pro-
tokoli pokazati nedjelotvornima, a koji c¢e uz
moguce preinake unaprijediti Zivot bolesnika s
Crohnovom bolesti. Svaki detalj u mozaiku pato-
fizioloskih zbivanja uklju¢enih u nastanak i razvoj
kolitisa korak je dalje prema otkrivanju tera-
pijskog sredstva za lijecenje upalne bolesti crije-
va. Nasi rezultati pokazuju da morfogenetski pro-
tein BMP-7 koji je izoliran iz kosti dovodi do
poboljsanja sistemskih i lokalnih promjena tije-
kom TNBS/etanol kolitisa u Zivotinja. lako uloga
ovih citokina u upali crijeva nije poznata, poziti-
van uc¢inak morfogenetskih proteina na strukturu
i funkciju crijeva tijekom eksperimentalnog koliti-
sa predstavljat ¢e osnovu za razvitak novih tera-
pijskih protokola kojima ¢e se ucinkovitije lijeiti
upalna bolest crijeva.
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