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1. UvOD

1.1. KoStano tkivo

Kost je specijalizirano vezivno tkivo koje ima nekoliko vaznih funkcija: mehanicku (sluzi kao
potporanj tijelu i omogucuje djelovanje misica), zaStitnu (Stiti organe 1 koStanu srz),
metabolicku (odrzava ravnotezu tjelesnog kalcija 1 fosfata), te sluzi kao okoli§ u kojem se
odvija hematopoeza i1 spremnik je faktora rasta i citokina (1). Unato¢ svojoj rigidnoj strukturi,
kost je dinamican organ koji tijekom zivota nekoliko puta prolazi proces razgradnje i ponovne
izgradnje.

Kost se pocinje stvarati izmedu drugog i treeg mjeseca unutarmaternicnoga Zivota, a
konacno se oblikuje u odrasloj dobi. Kost se stvara ili iz hrskavicne osnove kosti koja se
postupno resorbira i zamjenjuje koStanim tkivom, $§to nazivamo enhondralnim okostavanjem,
ili se razvija izravno iz mezenhimne osnove, intramembranskim okoStavanjem. Treéi oblik
stvaranja kosti, tzv. apozicijski rast, odvija se u podrucju periosta, a njime kost raste u Sirinu
(2, 3).

Po svojem izgledu kosti se mogu svrstati u duge kosti, plosnate kosti i kratke kosti. U dugim
kostima razlikujemo dijafizu (sredis$nji, najdulji dio kosti), epifizu (terminalni dio na oba kraja
kosti koji se nalazi ispod zglobne hrskavice) 1 metafizu (podrucje izmedu dijafize i epifize). U
djece 1 mladih osoba u kojih kosti jo§ uvijek rastu, na prijelazu izmedu metafize i epifize,
nalazi se ploca rasta gradena od hrskavice koja je odgovorna za rast kosti u duljinu (2, 3).
Dijafiza je primarno gradena od ¢vrste kortikalne kosti, dok su metafiza i epifiza gradene
uglavnom od trabekularne kosti koja je okruzena relativno tankom kortikalnom kosti. Ljudski
kostur se sastoji od 80% kortikalne 1 20% trabekularne kosti, iako razli¢ite kosti imaju
drugaciji omjer kortikalne 1 trabekularne kosti (4). Kortikalna kost je gusta, ¢vrsta kost koja
okruzuje medularnu Supljinu 1 gradena je od osteona kroz ¢iju sredinu prolaze Haversovi
kanali, koji sadrze krvne Zile i zZiv€ane stanice te su obloZeni slojevima koStane medustanicne
tvari s osteocitima. Osteociti se nalaze u lakunama i tvore sincicij medusobno povezanih
stanica, ¢ine¢i mreZu svojim brojnim osteocitnim izdancima. Kortikalna kost je uobi¢ajeno
slabije metabolicki aktivna u odnosu na trabekularnu kost. Poroznost kortikalne kosti je manja
od 5%, ali to ovisi o omjeru neaktivnih i aktivnih osteona, u kojim se odvija koStana
pregradnja. Pojacana koStana pregradnja dovodi do vece poroznosti kortikalne kosti i

smanjene kortikalne mase. Kortikalna kost s vanjske strane ima periostalni sloj, a stvaranje
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kosti na periostalnoj strani uobicajeno nadilazi razgradnju kosti, tako da se promjer kosti
starenjem povecava. S unutrasnje strane, prema medularnoj Supljini, nalazi se endostalni sloj
kortikalne kosti u kojem se odvija aktivnija koStana pregradnja, najvjerojatnije kao posljedica
vece izlozenosti citokinima iz kosStane srzi. Razgradnja kosti u endostalnom sloju uobicajeno
nadilazi stvaranje kosti, tako da se medularna Supljina starenjem Siri. Trabekularna kost se
sastoji od kostanih gredica i plocica koje su medusobno povezane, a izmedu kojih se nalaze
Supljine ispunjene kostanom srzi. S vanjske strane kost je oblozena pokosnicom tj. periostom,
a s unutras$nje strane kortikalne kosti 1 oko trabekularne kosti nalazi se tanko specijalizirano
vezivno tkivo endost, koji sadrzi oblozne koStane stanice koje su uglavnom neaktivne i
sprjeCavaju nepotrebnu razgradnju kosti osteoklastima (5). Medularna Supljina je ispunjena
kostanom srzi u kojoj se nalazi stroma s mezenhimnim stanicama, koje se mogu diferencirati
u kostano tkivo, krvne Zzile 1 sazrijevaju¢e hematopoetske stanice koje se pustaju u krvotok.
Sama medularna Supljina na endostalnoj strani kosti je mjesto medudjelovanja
hematopoetskih mati¢nih stanica, osteoblasta, osteoklasta i imunosnih stanica, $to je potrebno
za prezivljenje i diferencijaciju tih stanica (1).

Histoloski, kost je gradena od kostane medustani¢ne tvari u koju su uklopljene kostane stanice
— osteoklasti (stanice koje razgraduju koStanu medustani¢nu tvar), osteoblasti (stanice koje
stvaraju koStanu medustani¢nu tvar) i osteociti (stanice koje djeluju kao mehanosenzori i

imaju vodecu ulogu u kostanoj pregradnji).

1.1.1. KoStana medustani¢na tvar

Kostana medustani¢na tvar se sastoji od anorganskog i organskog dijela. Anorganski dio
ve¢inom tvore mineralne soli kalcijevog hidroksiapatita, ¢iji su kristali uklopljeni u mrezu
kolagenih vlakana. Organski dio (osteoid) uglavnom cine bjelancevine, a glavna bjelancevina
je kolagen tipa I, kojega izluCuju osteoblasti. Ova bjelanCevina je sastavljena od tri
polipeptidna lanca (dva lanca al i jednoga lanca a2) omotanih na nacin da Cine trostruku
uzvojnicu. Ostale koStane bjelancevine ne prelaze vise od 10% udjela u bjelancevinama kosti,
a radi se o: proteoglikanima, glikoproteinima, SIBLING-bjelan¢evinama (prema engl. small
integrin binding ligand, N-glycosilated protein) i bjelanevinama gla (y-karboksilirane

bjelancevine) (5).



1.1.2. Osteoklasti

Osteoklasti su multinuklearne stanice koje imaju sposobnost resorpcije kosti i kao takve su
nuzne za proces koStane pregradnje, a nastaju citoplazmatskom fuzijom mononukleranih
monocitno/makrofagnih prethodnika s jednom jezgrom u zrele osteoklaste koji u citoplazmi
mogu sadrzavati i stotine jezgara (6) (Slika 1.). Zreli osteoklasti izrazavaju kalcitoninski
receptor (CalcR, prema engl. calcitonin receptor), vitronektinski receptor (CD51,
vitronektinski receptor a)), metaloproteinazu medustaniéne tvari 9 (MMP9, prema engl. matrix
metalloproteinase 9), kiselu fosfatazu otpornu na tartarat (TRAP, prema engl. tartrate
resistant acid phosphatase) i katepsin K (Cat K, prema eng. cathepsin K) (7, 8). Osteoklasti
su stanice koje su relativno malobrojne, osim na mjestima intenzivne kostane pregradnje, a
nalaze se s endostalne strane Haversovih kanala kortikalne i trabekularne kosti i periostalnoj
povrsini ispod periosta. Morfoloski gledano osteoklasti su polarizirane stanice koje imaju
bazolateralnu stranu, koja je okrenuta od kosti, i specijaliziranu resorpcijsku povrsinu, koja je
nabrana i priljubljena uz kost, a putem koje se odvija razgradnja kosti. Postoje dva osnovna
mehanizma kojima osteoklasti razgraduju kost; prvi je vakuolska protonska pumpa (H-
ATPaza) koja stvara kiseli okoli§ izmedu nabrane povrSine osteoklasta 1 koStane povrSine u
kojem se razgraduje mineralizirana medustanic¢na tvar, a drugi ¢ine specijalizirani enzimi kao
Sto su matriks metaloproteinaze 1 katepsini koji razgraduju organsku medustani¢nu tvar (9).
Zbog svojih jedinstvenih karakteristika (polikarioni, protonska pumpa i visoka enzimatska
aktivnost), osteoklasti su visoko specijalizirane stanice koje su na osnovu svoje grade stvorene
za razgradnju kosti i jedine su stanice koje na takav na¢in mogu razgraditi kost. Zivotni vijek
osteoklasta je ogranicen te oni nakon $to su resorbirali kost odumiru apoptozom.

Osteoklastni  prethodnici poti€u iz mononuklearne monocitno/makrofagne linije
hematopoetskih stanica i uobicajeno se nalaze u medularnoj Supljini, krvotoku 1 slezeni (10,
11), te se ¢ini da monocitne stanice, ukljucuju¢i 1 osteoklastne prethodnike, cirkuliraju
krvotokom i migriraju do kosStanih povrsina s ciljem resorpcije kosti (12-14). Osteoklastni
prethodnici izrazavaju monocitno/makrofagne biljege [CD11b (Mac-1), CD115, CD68 i
Kn22]. Analiza usmjerenih post-mitoti¢nih osteoklastnih prethodnika proto¢nom citometrijom
pokazala je da imaju fenotip sli¢an makrofagima, izrazavaju nespecifi¢nu esterazu, Mac-1,
Mac-2 i Gr-1, dok su negativni za biljege limfocita B (B220) i limfocita T (CD3), a za razliku
od makrofaga ne izrazavaju F4/80 1 gube CD11b tijekom diferencijacije, te izrazavaju 121F i
integrin avp3 (15-17). Nekoliko je istrazivackih skupina definiralo populacije osteoklastnih

prethodnika iz koStane srzi i slezene te uvjete njihove diferencijacije in vitro u kokulturi
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stromalnih stanica uz dodatak ligand receptora za pobudu jezgrinog ¢imbenika kB (RANKL,
prema engl. receptor activator of nuclar factor (NF) kB ligand ili ODF, prema engl.
osteoclast differentiation factor) i ¢imbenika stvaranja monocitnih kolonija (M-CSF, prema
engl. macrophage colony-stimulating factor), koji usmjeravaju diferencijaciju stanica prema
osteoklastima (18, 19). Osteoklasni prethodnici iz koStane srzi ne izraZzavaju biljege limfocita
B (B220), granulocita (Gr-1) i eritroidne loze (Terl19). Kasnije studije identificirale su
najpotentniju populaciju osteoklastnih prethodnika fenotipa CD3B220
CD117*CD115'CD11b™", koja ¢ini oko 2% stanica koStane srzi 1 ima najveci
osteoklastogenetski potencijal in vitro (20).

Proces razvoja osteoklasta sastoji se od proliferacije i diferencijacije osteoklastnih
prethodnika u mononuklearne preosteoklaste, nakon c¢ega slijedi stapanje preosteoklasta u
multinuklearne osteoklaste (Slika 1.) (9). U samom ko$tanom tkivu nalaze se brojne molekule
koje reguliraju novacenje 1 diferencijaciju osteoklastnih prethodnika. Za usmjeravanje
hematopoetskih prethodnickih stanica prema monocitno/makrofagnim prethodnicima
potreban je transkripcijski ¢imbenik PU.1 (21), a za prezivljenje i diferencijaciju usmjerenih
monocitno/makrofagnih prethodnika je kljucan M-CSF koji se veZe za receptor ¢imbenika
stvaranja monocitnih kolonija (cFms, prema engl. macrophage colony-stimulating factor
receptor) izrazen na njihovoj povrsini (22) (Slika 1.). In vitro se osteoklastogeneza moze
potaknuti vitaminom D3 (1,25(0OH),D3), paratiroidnim hormonom (PTH), deksametazonom,
prostaglandinom E, i interleukinom (IL) -6, no u Kkulturi je uvijek potrebna prisutnost
stromalnih stanica koStane srZi, tj. prethodnika osteoblasta (23, 24). Prisutnost osteoblasta je
nuzna jer je diferencijacija, aktivnost i1 preZivljenje osteoklasta ovisna o RANKL-u,
membranskoj molekuli iz obitelji TNF izraZzenoj na osteoblastima, mezenhimnim mati¢nim
stanicama, sinovijalnim stanicama i aktiviranim limfocitima T (25), koja se veZe na receptor
za pobudu jezgrinog Cimbenika kB (RANK, prema engl. receptor activator of NF-«B ili
ODAR, prema engl. osteoclast differentiation and activation receptor) izrazen na stanicama
osteoklastne loze (26). S druge strane, topljivi receptor osteoprotegerin (OPG ili OCIF, prema
engl. osteoclastogenesis inhibitory factor), produkt zrelih osteoblasta, vezanjem za RANKL
prijeCi sazrijevanje 1 aktivaciju osteoklasta, a omjer RANKL/OPG vazan je ¢imbenik u
odredivanju ukupne koStane mase (27). Mnogi ¢imbenici koji su povezani s koStanom
resorpcijom, poput ¢imbenik tumorske nekroze (TNF-a, prema engl. tumor necrosis factor o),
IL-1, i IL-6, izravno poti¢u osteoklastogenezu povecavajuci izrazaj RANKL-a na aktiviranim
limfocitima (28). Unutarstani¢ni signal za osteoklastogenezu potaknutu RANKL-om

ukljucuje aktivaciju transkripcijskog ¢imbenika c-Jun (c-jun, Jun onkogen, AP-1, prema engl.
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activator protein-1) i jezgrinog ¢imbenika aktiviranih limfocita T (NFAT, prema engl.
nuclear factor of activated T cells), kao i izrazaj transkripcijskog ¢imbenika c-Fos (29). Sklop
NFAT/Fos/Jun kljucan je za stvaranje zrelih osteoklasta (30, 31) (Slika 1.).

Osteoklast sa

sposobnoséu
Hematopoetska Osteoklastni Multinuklearni razgradnje kosti
mati¢na stanica progenitor osteoklast
PU.1 c-Fos TRAP
M-CSF . NF-kB H-ATPaza
cFms NFAT CatK
RANK 3 integrin
RANKL karboanhidraza Il

Slika 1. Kljuéne molekule u diferencijaciji i funkciji osteoklasta. U ranom stadiju, M-CSF/cFms i PU.1
reguliraju diferencijaciju hematopoetskih mati¢nih stanica u osteoklastne progenitore, Kkoji fuzijom tvore
multinuklearne stanice. RANKL/RANK potiée aktivaciju susljednih molekula ¢ime se stvaraju zreli osteoklasti
koji razgraduju kost. RANK, receptor za pobudu jezgrinog ¢imbenika kB (prema engl. receptor activator of
nuclar factor kB); RANKL, ligand receptora za pobudu jezgrinog ¢imbenika kB (prema engl. receptor activator
of nuclar factor (NF) kB ligand); M-CSF, ¢imbenik stvaranja monocitnih kolonija (prema engl. macrophage
colony-stimulating factor); cFms, receptor ¢imbenika stvaranja monocitnih kolonija (prema engl. macrophage
colony-stimulating factor receptor); NFAT, jezgrin ¢imbenik aktiviranih limfocita T (prema engl. nuclear factor
of activated T cells); PU.1, transkripcijski faktor PU.1; c-Fos, transkripcijski faktor c-Fos; TRAP, kisela
fosfataza otporna na tartarat (prema engl. tartrate resistant acid phosphatase); Cat K, katepsin K (prema engl.

cathepsin K). Modificirano prema Lee KN (31).

1.1.3. Osteoblasti

Osteoblasti su stanice s nekoliko bioloskih funkcija. Klju¢ne su Stanice u proizvodnji kosti jer
stvaraju koStanu medustani¢nu tvar, a svojim doprinosom mikrookolisu kostane srzi sudjeluju
u odrzavanju homeostaze hematopoetskih mati¢nih stanica. Osteoblasti su vazni za
diferencijaciju osteoklasta, a prema najnovijim istrazivanjima sudjeluju i u regulaciji

metabolizma glukoze i muske fertilnosti u miseva [putem osteoklacina (OC)] (32). Citoloski,



osteoblasti imaju jako bazofilnu citoplazmu, obilno mitohondrija i velik Golgijev aparat, Sto
je u skladu s proizvodnjom velikih koli¢ina izvanstani¢nih proteina.

Proces diferencijacije osteoblasta je podijeljen u stadij mezenhimnih mati¢nih stanica koje
potjecu iz koStane srzi, ali nalaze se 1 u drugim tkivima (sinovijalna ovojnica, pokosnica,
misi¢no i masno tkivo) (33), stadij preosteoblasta i stadij osteoblasta (Slika 2.). Mezenhimne
mati¢ne stanice stvaraju kolonije fibroblastnih znacajki (CFU-F, prema engl. colony forming
unit-fibroblast), a imaju sposobnost sazrijevanja u osteoblaste, adipocite, hondrocite,
mioblaste i fibroblaste (34). Ljudske mezenhimne mati¢ne stanice izrazavaju biljeg Stro-1
(35, 36), a miSje mezenhimne stanice obiljezava kombinacija membranskih biljega
CD29°CD44"CD105"Sca-1"CD34 Ter 119°CD45 CD11b" (37), iako to jo$ uvijek nije potpuno
definirano.

Za diferencijaciju osteoblasta iz mezenhimnih mati¢nih stanica je potrebna aktivnost vise
transkripcijskih faktora koji su izrazeni i djeluju u razli¢itim fazama sazrijevanja osteoblasta i
samim time definiraju razli¢ite razvojne stadije osteoblastne linije (Slika 2.) (32). SOX9,
transkripcijski faktor ¢imbenika determinacije testisa (TDF, prema engl. testis determining
factor ili SRY, prema engl. sex-determining region), sudjeluje u razvoju kostura i oznacava
sve osteoblastne prethodnike. SOX9 je nepohodan za hondrogenezu (38) i oznacava
mezenhimne prethodnike iz kojih nastaju osteoblasti, iako ga ne izrazavaju zreli osteoblasti
(Slika 2.) (39). Kljucan transkripcijski faktor koji usmjerava mezenhimne stanice u
osteoblastne prethodnike je transkripcijski ¢imbenik povezan s bjelancevinom “runt” 2
(Runx2, prema engl. runt-related transcription factor 2). Runx2 je ¢imbenik koji nadzire
izraza] vecCine gena ukljucenith u stvaranje koStane medustani¢ne tvari 1 nuZan je za
embrionalni razvoj kostura (40) te funkcionalno povezuje osteoblaste i osteoklaste aktivirajuci
promotor za OPG 1 samim time pojacavaju¢i njegovu proizvodnju, §to koci diferencijaciju
osteoklasta (Slika 2.) (41). Razvoj osteoblasta iz mezenhimnih mati¢nih stanica nadzire i
kanonicki Wnt/p-kateninski (hibridna kratica od Wg, prema engl. wingless in Drosophila i
Int, prema engl. integration 1) signalni put pojacavajuci izrazaj Runx2, a smanjujuci izrazaj
adipogenih transkripcijskih ¢imbenika (42). Osteriks (Osx, prema engl. osterix ) je kljucan za
postnatalnu diferencijaciju i funkciju osteoblasta i osteocita (43), a aktivirajuci transkripcijski
¢imbenik 4 (ATF4, prema engl. activating transcription factor 4) izravno regulira izrazaj
osteokalcina i RANKL-a (Slika 2.) (32).

Vecina ¢imbenika koji su ukljueni u usmjeravanje mezenhimnih mati¢nih stanica prema
osteoblastnoj lozi djeluje mijenjajuci izrazaj opisanih transkripcijskih ¢imbenika. Primjerice,

paratiroidni hormon, estrogeni, glukokortikoidi i vitamin D nadziru izrazaj Runx2, Osx i
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bjelancevina B-kateninskog puta (42). Od lokalnih ¢imbenika su posebno vazne kostane
oblikotvorne bjelancevine (BMPs, prema engl. bone morphogenetic proteins) -2, -4, -6, i -7,
nuzne za usmjeravanje mezenhimnih mati¢nih stanica prema osteoblastima i stvaranje
kostura, ¢imbenik rasta sli¢an inzulinu (IGF, prema engl. insulin-like growth factor) I i IGF II,
¢imbenik rasta fibroblasta (FGF, prema engl. fibroblast growth factor) I i FGF II, te
transformirajuc¢i ¢imbenik rasta f (TGF-B, prema engl. transforming growth factor p) (44).
Tijekom svog sazrijevanja iz mezenhimnih stanica koStane srzi preosteoblasti i osteoblasti
stvaraju bjelancevine medustani¢ne tvari (Slika 2.). Najranije se stvara kolagen tipa I, a potom
se pocinju izluéivati koStana sijalobjelanc¢evina (BSP, prema engl. bone sialoprotein; BSP 11) i
alkalna fosfataza (AP, prema engl. alkaline phosphatase) ¢iji se izrazaj smanjuje tijekom
stadija sazrijevanja i poCetkom stadija ovapnjenja. Izrazaj molekule BSP se smanuje u stadiju
sazrijevanja, pa se ponovo pojacava u stadiju ovapnjenja. Najkasnije se izrazava OC, koji
karakterizira zrele osteoblaste i jedini je specificni osteoblastni biljeg (45).

Osteoblast svoj zivotni vijek moze zavrsiti na nekoliko nacina; kao osteocit uklopljen u
kostani matriks, kao neaktivni osteoblast, ¢ime postaje oblozna kosStana stanica, odumiranjem

programiranom stani¢nom smréu — apoptozom ili diferenciranjem u stanice koje odlazu

hrskavicu (32, 46, 47).

Mezenhimna

mati¢na stanica Preosteoblasti Osteoblast Osteocit
L/
L —— (:} ) —> 0 H)— (O pei P
A ; AN
SOX9 Runx2 Runx2 AP
Osx Osx ocC
ATF4 BSP
AP OPG
Kolagen tipa | Kolagen tipa |

Slika 2. Klju¢ne molekule u diferencijaciji i funkciji osteoblasta. Prikazana je diferencijacija osteoblasta od
mezenhimne mati¢ne stanice do osteocita. Mezenhimne mati¢ne stanice iz kojih se razvijaju osteoblasti i
hondrociti izrazavaju transkripcijski faktor SOX9. Aktivacija transkripcijskih faktora Runx2, Osx i ATF4 vodi
preko preosteoblasta razvoju zrelih osteoblasta koji stvaraju ko$tanu medustaniénu tvar. Dio osteoblasta zavrSava
kao osteocit uklopljen u koStanu medustani¢nu tvar. SOX9, transkripcijski faktor cimbenika determinacije testisa
(TDF, prema engl. testis determining factor ili SRY, prema engl. sex-determining region); Runx2, transkripcijski
¢imbenik povezan s bjelanéevinom “runt” 2 (prema engl. runt-related transcription factor 2); Osx, osteriks
(prema engl. osterix); ATF4, aktivirajuéi transkripcijski ¢imbenik 4 (prema engl. activating transcription factor
4); AP, alkalna fosfataza (prema engl. alkaline phosphatase); BSP, kostana sijalobjelanéevina (prema engl. bone
sialoprotein); OPG, osteoprotegerin. Modificirano prema Long F (32).



1.1.4. Osteociti

Osteociti su paukolike stanice s mnogo stani¢nih izdanaka koje nastaju zarobljavanjem
osteoblasta u lakune vlastite izluCene koStane medustani¢ne tvari (Slika 2.). Osteociti su
najdugovjecnije i najbrojnije koStane stanice, te ¢ine 90-95% svih koStanih stanica (48, 49).
Osteociti su stanice koje izrazavaju nisku razinu AP, visoku razinu OC i kazein-kinaze i
CD44, a najnovija istrazivanja su otkrila specifi¢ni osteocitni biljeg sklerostin (50). Nasuprot
ranijem misljenju da su oni pasivne stanice zarobljene u koStanoj medustani¢noj tvari, danas
se zna da su osteociti multifunkcionalne stanice nuzne za normalnu funkciju kosti i drugih
organa. Osteociti su mehanosenzorne stanice koje sudjeluju u regulacije homeostaze fosfata i
kalcija, mogu preoblikovati okolnu medustani¢nu tvar, imaju znacajnu ulogu u koStanoj
pregradnji regulirajuc¢i aktivnost osteoblasta i osteoklasta, a djeluju i kao endokrine stanice
izlucujudi topljive ¢imbenike koji reguliraju rad bubrega (48, 49, 51, 52). Osteociti na kraju

odumiru apoptozom ostavljajuéi unutar stare kosti prazne lakune.

1.2. Medudjelovanje osteoblasta i osteoklasta

U dosada$njim istraZivanjima je razmjerno dobro razjaSnjena uloga osteoblasta i ucinak
citokina koje lu¢e na sazrijevanje i aktivnost osteoklasta, medutim ucinci osteoklasta na
funkcije 1 aktivnost osteoblasta nisu jo§ potpuno razjas$njeni. Medudjelovanje osteoblasta i
osteoklasta je nuzno za pravilnu koStanu pregradnju i o¢uvanje normalne koStane mase.

Jedan od prvih dokaza da osteoblasti reguliraju diferencijaciju osteoklasta jest zivotinjski
model op/op osteopetroze u kojem ne dolazi do diferencijacije osteoklasta zbog nedovoljne
proizvodnje M-CSF-a od strane osteoblasta i stromalnih stanica (53). M-CSF je kljuc¢an
pozitivni signal u diferencijaciji osteoklasta (10, 54) kojeg u reumatoidnom artritisu izlucuju 1
sinovijalni fibroblasti, makrofagi i limfociti T (55). M-CSF djeluje na vise stadija
osteoklastogeneze, ukljucujuéi proliferaciju, diferencijaciju i fuziju osteoklastnih prethodnika,
a u kasnijim stadijima diferencijacije djeluje na sposobnost resorpcije kosti, ali ne i na
prezivljavanje osteoklasta (56).

Takoder je razjasnjena 1 uloga sustava RANK/RANKL/OPG kao klju¢nog regulatora
osteoklastogeneze. Brojni citokini i hormoni ostvaruju svoje djelovanje na kostanu pregradnju
putem bjelancevina ovog sustava. RANK je receptor iz obitelji TNF receptora, a izrazavaju ga

stanice monocitno/makrofagne loze, ali 1 fibroblasti, limfociti T 1 B te dendriti¢ne stanice



(DC, prema engl. dendritic cell) (57, 58). Vezanjem RANKL-a na RANK dolazi do aktivacije
¢imbenika povezanog s receptorima obitelji TNF (TRAF, prema engl. TNF associated factor),
a potom i niza transkripcijskih ¢imbenika kao $to su NF-kB, c-jun, NFAT, i c-fos (29).
RANKL je transmembranska bjelanéevina iz TNF-obitelji liganada i klju¢an je regulator
osteoklastogeneze. MiSevi kojima nedostaje RANKL razvijaju teSku osteopetrozu radi
potpunog nedostatka osteoklastogeneze (59). Glavni izvor RANKL-a su osteoblasti, ali
RANKL takoder izrazavaju i sinovijalne stanice, aktivirani T limfociti, zreli B limfociti i
prirodnoubilacke stanice (NK-stanice, prema engl. natural killer) (60-62). Izrazaj RANKL-a
je pojacan djelovanjem PTH, 1,25(OH),Dj3 i proupalnim citokinima, IL-1, IL-6, IL-17 i TNF-
a (63-65). In vivo, misevi kojima nedostaje RANKL su zasti¢eni od ko$tanih erozija (66), a
OPG stiti transgeni¢ne misSeve s pojacanim izrazajem citokina TNF-a od razaranja kosti (67).
U ovim mi§jim modelima inhibicija RANKL-a djeluje samo na ko$tano razaranje, ali ne i na
upalu. Stoga je danas razvijeno ljudsko monoklonalno protutijelo denosumab, specificno za
RANKL, koje se trenutno koristi u lijeCenju osteoporoze i kostanih metastaza. OPG kojeg
stvaraju osteoblasti (68) se veze za RANKL, prije¢i njegovo vezanje za RANK i tako
sprjeCava osteoklastogenezu. Zato je ravnoteza izmedu RANKL-a i OPG-a glavni regulacijski
¢imbenik koStane pregradnje. OPG moZe i izravno djelovati na osteoklaste i tada smanjuje
njihovu sposobnost razgradnje kosti (69).

Fizioloski proces koStane razgradnje je pracen koStanom izgradnjom radi oCuvanja koStane
mase 1 odrZzanja homeostaze. Razgradnjom kosti iz koStane medustani¢ne tvari se oslobadaju
molekule koje poticu osteoblastogenezu. Medutim, nekoliko novijih istrazivanja je pokazalo
da osteoklasti takoder lu¢e faktore koji djeluju na diferencijaciju i aktivnost osteoblasta. Medu
njima je identificiran ¢imbenik rasta porijeklom iz trombocita (PDGF, prema engl. platelet
derived growth factor) BB koji potice proliferaciju osteoblasta, ali u isto vrijeme ko¢i njihovu
diferencijaciju  (70). Druga molekula identificirana u ostoklastno-osteoblastnom
medudjelovanju jeste hepatocitni ¢imbenik rasta (HGF, prema engl. hepatocyte growth
factor), ¢iji su receptori izrazeni i na osteoklastima i na osteoblastima, te je pokazano da
osteoklasti izlu¢uju HGF ¢ime dolazi do parakrino/autokrine regulacije osteoblastogeneze
(71). Sfingozin 1 fosfat (S1P, prema engl. sphingosine 1 phosphate) je ¢imbenik Cije se
stvaranje 1 izluCivanje pojacava u kulturama makrofaga koStane srzi nakon dodavanja
RANKL-a, a djeluje inhibiraju¢e na osteoklaste u odgovoru na RANKL te potice migraciju i

prezivljavanje osteoblasta (72).



1.3. KosStana pregradnja

Kostana pregradnja je dinamican proces stalne koStane razgradnje 1 izgradnje koji je nuzan za
postizanje sljede¢ih funkcija: odstranjivanje primarne i nezrele kosti te odlaganje mehanicki
kompetentne sekundarne kosti, obnavljanje stare kosti, odstranjivanje i zamjena ishemicne
kosti 1 mikrofraktura, i regulaciju homeostaze kalcija. Kostana pregradnja se temelji na
ravnotezi izmedu koStane razgradnje osteoklastima i koStane izgradnje osteoblastima, cije
funkcije moraju biti uskladene ne samo kvantitativno, nego i vremenski 1 prostorno. Kostana
pregradnja se odvija unutar ograni¢enog podruc¢ja koje se naziva temeljna viSestani¢na
jedinica (BMU, prema engl. basic multicellular unit) kroz ¢etiri faze (73, 74).

Faza aktivacije je faza u kojoj razli¢iti procesi, ukljucujuci stvaranje mikrofraktura, promjene
u mehani¢kom opterecenju koje osje€aju osteociti i lucenje razli¢itih faktora otpustenih u
kostanom okoliSu, primjerice IGF I, TNF-a, PTH i IL-6, dovode do diferencijacije stromalnih
i/ili obloznih stanica u osteoblaste koji izlucuju citokine, $to susljedno novaci osteoklastne
prethodnike (Slika 3.). Primjerice, oblozne stanice povecavaju vlastiti izrazaj RANKL-a koji
se veze na receptor RANK na preosteoklastima, Sto dovodi do fuzije preosteoklasta i
diferencijacije u multinuklearne osteoklaste (73). Isto tako, stromalne ili obloZne stanice u
odgovoru na PTH ili upalne citokine izlu¢uju monocitni kemotakti¢ni protein (MCP-1, prema
engl. monocyte chemoattractant protein-1) koji novaci osteoklastne prethodnike na mjesto
resorpcije kosti (75). Faza razgradnje je faza u kojoj zreli osteoklasti razgraduju kost (na
nacin koji je prethodno opisan u tekstu), te u ljudi traje oko 2 do 3 tjedna (Slika 3.). Faza
preokreta je faza tijekom koje je aktivnost osteoklasta zaustavljena, najvjerojatnije poticanjem
apoptoze, i u ljudi traje 10-tak dana. Tijekom te faze pojavljuju se makrofagima sli¢ne stanice,
¢ija uloga jo$ nije razjasnjena, ali se vjeruje da je njihova funkcija odstranjivanje razgradnih
produkata nastalih tijekom rastapanja kosti i otpustanje ¢imbenika koji inhibiraju osteoklaste
i/ili poticu osteoblaste (Slika 3.). Faza izgradnje u ljudi traje oko 4 do 6 mjeseci. U ovoj fazi
dolazi do novacenja osteoblasta u resorbirano podru¢je pomocu faktora rasta otpusStenih iz
kosti razgradnjom kosStane medustanic¢ne tvari, ukljucuju¢i BMP-2, BMP-4, IGF Il i TGF-f
(Slika 3.) (74). Novacenje osteoblasta i njihova diferencijacija regulirani su molekulama
izlucenim od strane osteoklasta, primjerice S1P, HGF i PDGFBB. Jednom kada su dospjeli u
podrucje resorpcije, osteoblasti zapoCinju proces kosStane izgradnje odlaganjem koStane
medustanicne tvari.

Pravilna ravnoteza izmedu razgradnje i izgradnje kosti je klju¢na za odrZavanje normalne

koStane mase, a gubitak ravnoteze izmedu ova dva procesa vazan je u patogenezi bolesti
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kostanog tkiva, primjerice osteoporoze. Osteoporoza moze biti primarna, postmenopauzalna i
povezana sa starenjem, te sekundarna, nastala u sklopu razli¢itih kroni¢nih bolesti koje

ukljucuju lokalnu i sustavnu upalnu komponentu, primjerice upalne bolesti zglobova.

@ @ Faza aktivacije Faza razgradnje

Pre- OCLb
@O @

Oblozne stanice OCL GFfs
—-@ — i

Mineralizacija Cintuckd OBl l
e ‘—I.._J
Faza izgradnje Faza preokreta

Slika 3. Proces koStane pregradnje. Kostana pregradnja zapo¢inje kada razli¢iti faktori otpusteni u kostanom
okolisu [IGF, ¢imbenik rasta sli¢an inzulinu (prema engl. insulin-like growth factor), TNF-a, ¢imbenik tumorske
nekroze a (prema engl. tumor necrosis factor &), PTH, paratiroidni hormon, interleukin (IL) -6, vitamin Ds
(1,25(0OH),D3)] aktiviraju oblozne stanice u osteoblaste koji na svojoj povrSini izrazavaju RANKL.
Medudjelovanjem RANKL/RANK diferenciraju se osteoklasti (Faza aktivacije). Osteoklasti razgraduju kost
(Faza razgradnje) ¢ime se u okolis§ oslobadaju faktori pohranjeni u kosti (BMP-2, BMP-4, IGF Il, TGF-3, FGF),
koji novace osteoblaste u razgradeno podrucje. Osteoblasti stvaraju novu kostanu medustani¢nu tvar i poticu
mineralizaciju (Faza izgradnje) ¢ime se zavrSava proces kostane pregradnje. Pre-OCL, pre-osteoklast; OCL,
osteoklast; OBLs, osteoblasti; RANK, receptor za pobudu jezgrinog ¢imbenika kB (prema engl. receptor
activator of nuclar factor kB); RANKL, ligand receptora za pobudu jezgrinog ¢imbenika «B (prema engl.
receptor activator of nuclar factor (NF) kB ligand); BMPs, kostane oblikotvorne bjelanéevine (prema engl. bone
morphogenetic proteins); FGF, ¢imbenik rasta fibroblasta (prema engl. fibroblast growth factor); TGF-B,
transformirajuéi ¢imbenik rasta  (prema engl. transforming growth factor ). Madificirano prema Rucci N (74).

1.4. Upalne bolesti zglobova

Brojne bolesti imunosnog sustava djeluju na homeostazu kostanog tkiva. Kroni¢ne upalne
bolesti kostano-zglobnog sustava uklju¢uju autoupalne bolesti karakterizirane kroni¢nom
upalom bez znakova autoimunosti, kao Sto su sporadi¢ni kroni¢ni ne-bakterijski osteomijelitis
I primarna hipertrofi¢na osteoartropatija, i autoimune bolesti. Reumatoidni artritis, juvenilni
idiopatski artritis, seronegativne spondiloartropatije koje medu ostalima ukljucuju
ankilozantni spondilitis i psorijati¢ni artritis, i sistemski lupus eritematozus su primjeri

reumatskih bolesti u kojima je upala zglobova povezana s patoloSkim procesima u koStanom
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sustavu (jukstaartikularno i sustavno) te izvanzglobnim tkivima i organima (76). Svaka od
upalnih bolesti zglobova ima jedinstven utjecaj na jukstaartikularnu kost ili na aksijalni i
apendikularni kostur. Istrazivanja u ljudi i na mis§jim modelima artritisa su identificirala
osteoklaste kao klju¢ne stanice koje dovode do gubitka kosti u artritisu. Citokini 1 faktori rasta
ukljuceni u upalni proces u reumatskim bolestima imaju ili izravan ucinak na diferencijaciju i
funkciju osteoklasta i osteoblasta, ili neizravan ucinak djelovanjem na druge stanice koje
modificiraju izrazaj klju¢nih osteoklastogenih i osteoblastogenih faktora RANKL-a i
njegovog inhibitora OPG-a.

1.4.1. Reumatoidni artritis

Reumatoidni artritis je kroni¢na autoimuna bolest ¢ija je glavna znacajka poliartikularna upala
povezana sa sinovitisom, osteitisom i periartikularnom osteopenijom, koju obiljezavaju
erozije subhondralne kosti i progresivno suzavanje zglobnih prostora. Te znacajke uzrokuju
progresivno ostecenje zglobova, gubitak njihove funkcije i invaliditet. Tijek bolesti se sastoji
od egzarcerbacija i remisija, a oko 40% bolesnika nakon 10-tak godina bolesti postaje
nesposobno za rad najcesce zbog zglobnih deformacija, premda je ishod bolesti varijabilan
(77). Osim S§to zahvaéa kostano-zglobni sustav, reumatoidni artritis je sustavna bolest koja
zahvaca 1 druga tkiva i organe, a ocitanja bolesti dijelimo na koZne i organ-specifi¢ne
izvanzglobne manifestacije (78).

Oko 0,5% do 1% svjetskog stanovniStva svih dobnih skupina boluje od reumatoidnog
artritisa; incidencija bolesti raste s godinama 1 najvisa je u dobi izmedu 35 1 50 godina,
premda se uoc¢ava pomak pocetka bolesti prema starijim dobnim skupinama (vrhunac s oko 60
godina) (79). Zene obolijevaju tri puta ¢e$ée od muskaraca, ali razlike pobola prema spolu
nestaju u starijim dobnim skupinama (80). Zbog svega navedenog klju¢no je bolest lijeciti Sto
ranije s ciljem suzbijanja upale i prevencije razaranja kosti i zglobne hrskavice te nastanka
izvanzglobnih oboljenja (81).

Etiologija i patogeneza bolesti nisu u potpunosti razjasnjene. Patogeneza reumatoidnoga
artritisa ima tri stadija: nastanak i razvoj autoimunog odgovora, kroni¢na upala i razaranje
kosti (82). Vjeruje se da reumatoidni artritis nastaje u genetski predisponiranih osoba nakon
izlaganja jo$ uvijek nedovoljno razjasnjenim okidacima bolesti, koji ukljucuju infekcije,
mikrotraume, mikrovaskularna oSte¢enja i kompleksne neuroendokrine interakcije (82, 83).

Genetski faktori kao nazocnost alela HLA-DR1 i gen izvan HLA sustava PTPN22 su vazni za
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podloznost bolesti, a novije genomske studije na velikom broju ispitanika su identificirale
nove lokuse za proteine koji bi mogli imati znacajnu ulogu u patofiziologiji reumatoidnoga
artritisa (npr. stat4, ctla4, cd40, ccl21) (84-87). Takoder je potvrdeno da pusenje predstavlja
kljucni okolisni ¢imbenik u razvoju artritisa s pozitivnim reumatoidnim faktorom (RF), a
odgovorno je i za stvaranje protutijela usmjerenih protiv cikli¢kih citruliniranih peptida (anti-
CCP; anti-CCP pozitivan artritis) te je povezano s tezim oblikom bolesti i losijim odgovorom
na lije¢enje (88-90). Nasljednost reumatoidnoga artritisa i postojanje autoantitijela (RF i anti-
CCP) i prije same klinicke pojave bolesti podrzavaju novi patogenetski model u kojem
autoimuna podloga bolesti prethodi nepoznatim okidac¢em pokrenutoj upali u sinovijalnom
zglobu i kosti (82). Nakon pokretanja razvija se klini¢ka faza sa sinovitisom i osteitisom kao

temeljnim patohistoloskim promjenama.

1.4.2. Ostecenje kosti izazvano upalom

U reumatoidnom artritisu stanice koje se nalaze unutar upaljene sinovije 1 u koStanoj srzi
neposredno ispod zglobne hrskavice proizvode razne citokine i ¢imbenike koji remete
ravnotezu koStane razgradnje posredovane osteoklastima i koStane regeneracije posredovane
osteoblastima. To u konacnici dovodi do poremecaja koStane pregradnje 1 gubitka kosti

posredovanog upalom.

1.4.2.1. Sinovitis i osteitis

Tradicionalna hipoteza pretpostavlja da reumatoidni artritis nastaje u sinovijalnoj membrani.
Premda toCan okida¢ bolesti jo$ nije sa sigurno$éu definiran (moguce su infekcije,
mikrotraume, mikrovaskularna oste¢enja, kompleksne neuroendokrine interakcije u genetski
predisponiranih osoba), promijenjena sinovijalna membrana uzrokuje novacanje imunosnih
stanica u sinovijalni zglob. To dovodi do zadebljanja sinovije koja se potom transformira u
tkivo sliéno tumorskom tj. panus, koje izravno invadira i razara zglobnu hrskavicu,
subhondralnu kost i prodire do prostora ispod same subhondralne kosti, ispunjenog kostanom
srzi (91). Taj koncept predlazu brojne studije koje upucuju na zaklju¢ak da upaljena
sinovijalna membrana ima visoko invazivan potencijal. Stvaranje enzima koji razgraduju

koStanu medustani¢nu tvar, osobito katepsina i metaloproteinaza medustani¢ne tvari (MMPs,
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prema engl. matrix metalloproteinases), od strane sinovijalnih fibroblasta potaknutih
imunosnim stanicama, dovodi do degradacije zglobne hrskavice i drugih nekalcificiranih tkiva
(92). Sinovitis, putem proupalnih citokina, poti¢e diferencijaciju osteoklasta koji resorbiraju
mineraliziranu hrskavicu 1 kortikalnu kost, $to je nuzno za prekid tanke barijere izmedu
sinovijalnog odjeljka 1 odjeljka kosStane srzi (93). To omogucéuje izravnu komunikaciju
sinovije 1 odjeljka koStane srzi. Radioloska istrazivanja su otkrila jasne znakove prekida
kortikalne kosti, a histopatoloska istrazivanja su pokazala izravnu komunikaciju izmedu
sinovijalnog tkiva 1 prostora ispunjenog koStanom srzi (94, 95). S obzirom da su sinovijalno
tkivo i tekucina razmjerno lako dostupni uzorci, brojna istrazivanja u podru¢ju reumatoidnoga
artritisa radena su upravo na tim tkivima. S druge strane, primjena modernih radioloSkih
pretraga u istrazivanju rane faze reumatoidnoga artritisa magnetskom rezonancijom (MR) su
otkrila da se promjene koStane srzi neposredno ispod zgloba mogu pojaviti i prije nego §to se
pojavila komunikacija sa sinovijom (96). Promjene u odjeljku koStane srzi nadene MR-om
ukljucuju redukciju masnog tkiva i nakupljanje vode, a histopatoloska analiza navedenih
promjena je pokazala da je masno tkivo zamijenjeno upalnim tkivom u kojem dominiraju
limfociti (94, 95, 97). Takoder je u bolesnika koji boluju od reumatoidnoga artritisa naden
pojacan lokalni izrazaj proupalnih citokina u kostanoj srzi kao $to su TNF-a, IL-6 i IL-8 (98).
Stovise, nekoliko istrazivanja je utvrdilo da su ove lezije povezane sa strukturalnim
oSte¢enjem zglobova 1 mogu prethoditi koStanim erozijama u reumatoidnom artritisu (99,
100). Suvremene imunohistokemijske tehnike su pokazale sudjelovanje zrelih limfocita B i
aktiviranih limfocita T (101) u oblikovanju infiltrata smjeStenih uz trabekularnu kost, gdje je
naden veci broj osteoklasta. To upucuje na izravni ucinak upale na razvoj erozivnog ostecenja
trabekularne i susjedne kortikalne kosti, $to znaci da osteitis uzrokuje periartikularnu
osteopeniju (102). Nadalje, ucinak stanica koStane srZi u reumatoidnom artritisu nije
isklju€ivo proresorptivan, jer je uofeno odlaganje kosti na endostalnoj strani u podrucju
osteitisa, a posebice je pokazano da limfociti B mogu poticati stvaranje kosti i tako,

neizravno, ograni€iti strukturno oSte¢enje kosti (103).

1.4.2.2. OStecenje kosti u reumatoidnom artritisu

Kao posljedica sinovitisa 1 osteitisa, odnosno kroni¢ne upale u kojoj dolazi do pojacanog

stvaranja proupalnih citokina, u reumatoidnom artritisu razvija se oste¢enje kosti, lokalno i
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sustavno. U reumatoidnom artritisu mozemo razlikovati nekoliko oblika oSte¢enja kosti:
lokalne kostane erozije, periartikularni gubitak kosti i generaliziranu osteoporozu (104).
Lokalne kostane erozije su najznacajniji oblik gubitka kosti koji je potaknut upalom, a nastaju
u podru¢ju subhondralne kosti, odnosno u prostoru izmedu zglobne hrskavice, mjesta
pripajanja sinovijalne ovojnice na periost 1 podleze¢e kosti. Kostane erozije posljedica su
razaranja kosti osteoklastima, ¢ija je diferencijacija iz monocitno/makrofagne linije potaknuta
proupalnim citokinima. Radioloski nalaz koStanih erozija jedan je od klasifikacijskih kriterija
za postavljanje dijagnoze reumatoidnoga artritisa (105) i kljuan parametar za pracenje
ucinkovitosti antireumatskih lijekova u prevenciji, usporavanju ili zaustavljanju gubitka kosti.
Nalaz kostanih erozija povezan je sa slabijim fukcionalnim ishodom kod oboljelih od
reumatoidnoga artritisa (106).

Periartikularni gubitak kosti je rani radiolo$ki znak reumatoidnoga artritisa, a javlja se i prije
pojave lokalnih kostanih erozija. Tipi¢no zahvaca trabekularnu kost u metafizama uz zglob
zahvacen upalom. Mehanizam nastanka nije u potpunosti razjaSnjen, ali na temelju
dosadasnjih istrazivanja pretpostavlja se da ulogu imaju i sinovitis izvan kortikalne povrsSine
kosti, koji izravno ili neizravno djeluje na poticanje razgradnje trabekularne kosti u blizini
zgloba, i osteitis, u kojem dolazi do infiltracije limfocita, produkcije proupalnih citokina i
nakupljanja veceg broja osteoklasta koji oStecuju trabekularnu kost i time izravno uzrokuju
periartikularnu osteopeniju (104).

Trec¢i oblik gubitka kosti u reumatoidnom artritisu je sustavni, odnosno osteoporoza. Poznato
je da u kroni¢nim upalnim bolestima zglobova, kao §to su reumatoidni artritis, psorijati¢ni
artritis, ankilozantni spondilitis, ali, primjerice, i u upalnim bolestima crijeva, dolazi do
osteoporoze 1 povecanog rizika od prijeloma kosti. Oko 25% bolesnika s ranim reumatoidnim
artritisom ima 1 osteopeniju, a oko 10% ima osteoporozu ¢ak i prije zapo€injanja lijecenja
(107). To ukazuje da oboljeli od reumatoidnoga artritisa imaju visok rizik za razvoj
komplikacija koje se javljaju kao posljedica sustavnog gubitka kosti, jer je prevalencija niske
koStane mase visoka ve¢ na pocetku bolesti. Razlozi za veliku ucestalost osteopenije i
osteoporoze leZe i1 u koincidenciji standardnih rizi¢nih faktora, primjerice starija Zivotna dob i
zenski spol, ali i Cinjenici da se upala Cesto javlja i prije pojave klinickih znakova bolesti.
Populacijske studije su pokazale da ¢ak i malo povisenje C-reaktivnhog proteina, kao
indikatora blage razine sustavne upale, i u zdravoj populaciji znacajno povecava rizik od
prijeloma (108). Takoder je potvrdeno da oboljeli od reumatoidnog artritisa imaju dvostruko
veci rizik od prijeloma kosti bez obzira na lije¢enje glukokortikoidima (109). Sve navedeno

upucuje na zakljucak da postoji znacajna povezanost izmedu sustavnog gubitka kosti 1 upalne
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aktivnosti u reumatoidnom artritisu. StoviSe, teZina bolesti, odredena jadinom upalne
aktivnosti, je nezavisni rizicni ¢imbenik za ubrzani gubitak kosti i povecani rizik od prijeloma
(110, 111).

Na temelju dosadasnjih saznanja mozZemo zakljuciti da se osteoporoza razvija kao posljedica
pomicanja ravnoteze izmedu stvaranja i razgradnje kosti na stranu razgradnje i to povecanjem
aktivnosti i broja osteoklasta ili smanjenjem aktivnosti i broja osteoblasta (112). Sustavni
gubitak kosti u reumatoidnom artritisu, koji nastaje kao rezultat poremecaja koStane

pregradnje, najvjerojatnije je uzrokovan sustavno povisenim proupalnim citokinima.

1.5. Medudjelovanje imunosnog i kosStanog sustava — uloga proupalnih citokina i

kemokina u patogenezi reumatoidnoga artritisa i gubitku kosti

Spoznaja da brojne autoimune i upalne bolesti uzrokuju poremeéaj kostanog metabolizma
dovela je do razvoja osteoimunologije, interdisciplinarnog istrazivackog podru¢ja koje
obuhvacéa osteologiju i imunologiju. Danas je poznato da su koStani i imunosni sustav
medusobno funkcionalno povezani i da se trebaju proucavati kao funkcionalna cjelina kako bi
se razumjele bolesti koje zahvacaju oba sustava. Povezanost koStanog i imunosnog sustava
vidljiva je, primjerice, iz €injenica da su osteoblasti kljucni regulatori niSe hematopoetskih
mati¢nih stanica 1 da osteoklasti dijele zajednicko podrijetlo s mijeloidnim progenitorskim
stanicama od kojih nastaju makrofagi i mijeloidne dendriti¢ne stanice (113).

Stanice imunosnog sustava i njihovi produkti, citokini i kemokini, reguliraju aktivnost
osteoklasta 1 osteoblasta uzrokuju¢i poremecaj kosStane pregradnje u upalnim procesima (114,
115). Tijekom upale, citokini, lokalni i cirkulirajuci, proizvedeni od strane aktiviranih
imunosnih stanica poti€u pojacanu koStanu pregradnju u bolestima poput karijesa,
periodontitisa, osteomijelitisa, reumatoidnoga artritisa i upalnih bolesti crijeva (116, 117). U
tim bolestima glavnu ulogu u gubitku kosti ima sustav RANKL/RANK/OPG. Osim
osteoblasta, RANKL proizvode i mnoge druge stanice poput sinovijalnih stanica, aktiviranih
limfocita T, zrelih limfocita B i NK-stanica (60-62). Tako stanice imunosnog sustava mogu
potaknuti diferencijaciju osteoklasta i razgradnju kosti. Te stanice proizvode i proupalne
citokine koji pridonose koStanoj razgradnji pojaCavajuci ucinak signala RANKL/RANK
(118). Brojni citokini (TNF-a, IL-1, IL-3, IL-6, IL-7, 1L-11, IL-15, IL-17) poti¢u osteoblastni
izrazaj RANKL-a, a time i gubitak kosti poticanjem sazrijevanja i aktivnosti osteoklasta.

Nasuprot tome, neki citokini koce signal RANKL/RANK djelujuéi kao inhibitori
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osteoklastogeneze (IL-4, IL-5, IL-10, IL-12, IL-13, INF-a, IFN-B i IFN-y). RANKL djeluje i
na limfocite B pojacavajuci proliferaciju pro-B stanica. In vitro istrazivanja su pokazala da se
progenitori limfocita B mogu diferencirati u osteoklaste te da limfociti B periferne krvi mogu
podrzavati osteoklastogenezu (14). Takoder, aktivirani limfociti T imaju vaznu ulogu u
upalnim procesima 1 njihovim ucincima na kost, jer izrazavaju RANKL 1 poti¢u razgradnju
kosti lucenjem citokina koji imaju osteoklastogenetski ucinak (119). Aktivirani limfociti T
mogu i kociti osteoklastogenezu i1 to djelovanjem na rane osteoklastne progenitore,
snizavaju¢i njihov izrazaj molekula RANK, CD115, c-Fos i CalcR i usmjeravajuci ih prema
dendriticnim stanicama. Takoder, proizvodnjom citokina, npr. INF-y, inhibiraju

osteoklastogenezu (120).

1.5.1. Citokini

Prema dosada$njim istrazivanjima nekoliko je kljucnih citokina koji doprinose razvoju
progresivne upale u reumatoidnom artritisu te djeluju na diferencijaciju i aktivnost osteoblasta

1 osteoklasta, ¢cime doprinose poremecaju kostane pregradnje (115).

TNF-a

TNF-a proizvode aktivirani makrofagi, limfociti T i B, NK-stanice, osteoblasti i osteoklasti
(121), a veze se za receptore koji se nalaze na osteoklastnim prethodnicima i zrelim
osteoklastima te pojaCava diferencijaciju 1 aktivnost osteoklasta (122). Njegova znacajna
uloga u kos$tanoj pregradnji je u aktivaciji osteoklasta pojacavanjem signalnih mehanizama
RANK-a (123), dok su Kitaura i sur. pokazali TNF-ovisnu sekreciju M-CSF-a od strane
stromalnih stanica koStane srZzi, $to potice osteoklastogenezu puno ucinkovitije nego direktna
stimulacija osteoklastnih prethodnika putem TNF-o (124). Nadalje, ovaj proupalni citokin je
snazan poticatelj izrazaja Dkk1 (prema engl. Dickkopf-related protein 1), odnosno anatgonista
Wnt, ¢ime pozitivno djeluje na osteoklastogenezu povecavajuci omjer RANKL/OPG (125). U
modelu ljudskog TNF transgeni¢cnog misa, TNF-a povecava broj CDI11b-pozitivnih
osteoklastnih prethodnika, ucinak koji je neovisan od RANKL-a, ali je za njihovu
diferencijaciju u zrele osteoklaste potrebna prisutnost RANKL-a (126). Vaznost TNF-o u
oStecenju kosti u artritisu je dokazana u nekoliko razli¢itih misjih modela artritisa i kona¢no je
potvrdena u klinickim studijama. Anti-TNF-a terapija (infliksimab, etanercept, adalimumab,

golimumab, certolizumab) je trenutno najucinkovitija terapija u lije¢enju koStanog oSte¢enja u
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reumatoidnom artritisu, iako se smatra da je zastitno djelovanje od gubitka kosti posljedica i
anti-inflamatornog, a ne samo anti-erozivnog djelovanja (127). In vivo, ljudski TNF
transgenicni misevi razvijaju teski artritis s kronicnom sinovijalnom upalom, destrukcijom
hrskavice i sistemskim i lokalnim gubitkom kosti (128). U artritisu potaknutom kolagenom
(CIA, prema engl. collagen induced arthritis) primjena TNF-neutraliziraju¢ih protutijela
smanjuje aktivnost bolesti i oSte¢enje kosti (129).

TNF-a utjece i na osteoblaste inhibicijom njihove diferencijacije i sazrijevanja, uz zapazeno
smanjenje izrazaja AP i OC (130-132). In vitro, dodatak TNF-o u pre-osteoblastne stani¢ne
kulture rezultira supresijom klju¢nog transkripcijskog faktora osteoblasta, Runx2 (133), te

takoder dovodi do apoptoze pre-osteoblastnih stani¢nih linija (46).

IL-1

U zglobovima oboljelih od reumatoidnoga artritisa, aktivirani makrofagi i sinovijalni
fibroblasti su glavni izvor IL-1 (121). In vitro istrazivanja su pokazala da IL-1 poti¢e fuziju
osteoklastnih prethodnika i produzuje prezivljenje osteoklasta, te je takoder bitan za njihovu
aktivaciju (134-136). In vivo, IL-1 je kljuéan regulacijski citokin u mi§jim modelima
reumatoidnoga artritisa jer je dokazano da njegova prekomjerna ekspresija dovodi do razvoja
artritisa s destrukcijom hrskavice i kosti (137), a miSevi kojima nedostaje receptor za IL-1 ne
razvijaju artritis u mi$jem modelu serumom transferiranog artritisa (138). Unato¢ ovim in
vitro i in vivo dokazima, ciljano djelovanje na IL-1 receptor (pomocu anakinre, odnosno
antagonista receptora IL-1) u ljudi nije jo$ donijelo zadovoljavajuce rezultate u lije¢enju
reumatoidnoga artritisa (81).

In vitro rezultati su pokazali da IL-1 djeluje i na osteoblaste, jer dodavanjem IL-1 u

osteoblastne kulture dolazi do smanjenog stvaranja mineraliziranih oto¢ic¢a (139).

IL-6

Prema dosada$njim istrazivanjima IL-6 je eksprimiran u sinovijalnim fibroblastima,
makrofazima i limfocitima T sinovijalnog tkiva oboljelih od reumatoidnoga artritisa te je
njegova koncentracija povisena u serumu i sinovijalnoj tekucini (140, 141). Misevi s genom
izbaCenim za IL-6 su zaStiCeni od ovarijektomijom induciranog gubitka kosti (142), a
prekomjeran izrazaj ovog citokina je povezan s pojacanim gubitkom kosti i povecanim
brojem osteoklasta (143). In vitro, IL-6 potie otpustanje RANKL-a od strane osteoblasta
(144), a nedavne studije su pokazale smanjenu in vitro i in vivo diferencijaciju osteoklasta

blokadom receptora za IL-6 (145). In vivo, miSevi deficijentni za IL-6 su zasti¢eni od CIA i
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artritisa potaknutog adjuvansom (146, 147), a primjena neutraliziraju¢eg protutijela koje se
veze za receptor IL-6 (IL-6R) smanjuje aktivnost bolesti u CIA (148). Takoder, specifi¢no
protutijelo za IL-6R, tocilizumab, u ljudi uéinkovito smanjuje aktivnost bolesti i radiolosku

progresiju te se koristi u klinickoj praksi (81).

IL-17

IL-17 se nalazi u sinovijalnoj tekucini oboljelih od reumatoidnoga artritisa, a stvaraju ga Th17
stanice upaljene sinovije, ali i druge stanice kao $to su mastociti (149, 150). Postoje jaki
dokazi koji podrzavaju bitnu ulogu IL-17 u osteoklastogenezi, ali detaljan mehanizam
djelovanja nije jo$ u potpunosti razjasnjen. U miseva s izba¢enim genom za IL-17 je smanjena
tezina CIA, te je nadeno da lokalna prekomjerna ekspresija IL-17 u zglobovima pojacava
tezinu artritisa (151, 152). LijeCenje artritiénih miSeva u CIA s anti-I1L-17 protutijelom dovodi
do smanjenja zglobne upale, destrukcije kosti i koStanih erozija (153). In vitro, IL-17
uglavnom indirektno potice osteoklastogenezu; s jedne strane pojacava izrazaj RANKL-a u
osteoblastima i fibroblastima, a s druge strane potice sekreciju proupalnih citokina kao §to su
TNF-a i IL-1 iz monocita (154, 155). Nedavna istrazivanja su takoder pokazala da IL-17
potice osjetljivost RANK-a na djelovanje RANKL-a na ljudskim osteoklastnim
predhodnicima te poti¢e osteoklastogenezu u kulturama ljudskih CD11b" stanica u odsustvu
RANKL-a 1 osteoblasta (156, 157). Zbog svega navedenog trenutno su u tijeku klinicka
istrazivanja u kojima se prati i anti-erozivni i anti-inflamatorni u¢inak IL-17 u oboljelih od

reumatoidnoga artritisa.

Interferoni

INF-y je proizvod prirodenih imunosnih stanica i Thl stanica i pripada tipu Il interferona. U
mi§jim kulturama makrofaga koStane srzi, INF-y snaZno inhibira osteoklastogenezu
supresijom RANK-a (158), a u ljudskim osteoklastnim prethodnicima suprimira ekspresiju
cFms, receptora za M-CSF (159). Takoder, u CIA i lipopolisaharidom potaknutom upalnom
gubitku kosti, nedostatak receptora za IFN-y dovodi do pojacane diferencijacije osteoklasta i
razgradnje kosti (158, 160). Ovi podaci podrzavaju inhibitornu ulogu INF-y u
osteoklastogenezi in vivo. Unato¢ tome, primjena rekombinatnog IFN-y u glodavaca potice
diferencijaciju osteoklasta i erozije kosti (161). Ovi kontradiktorni podaci o in vivo ulozi IFN-
v su mozda posljedica razlika u modelima bolesti, ili utjecaja [IFN-y na razliCite tipove stanica.
Primjerice, nedavna istraZivanja su pokazala da IFN-y moZe direktno inhibirati diferencijaciju

osteoklastnih prethodnika, ali moZe i indirektno poticati osteoklastogenezu stimulirajuci
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aktivaciju limfocita T i sekreciju pro-osteoklastogenin RANKL-a i TNF-o (162). INF-a. i INF-
B pripadaju tipu I interferona. U miSeva kojima nedostaje dio receptora za INF-o/3 smanjena
je trabekularna koStana masa uz povecan broj osteoklasta. RANKL potice izrazaj INF-f u

osteoklastima smanjujuci pri tome izrazaj gena za c-Fos, ¢ime se inhibira osteoklastogeneza
(163).

1.5.2. Kemokini

Kemokini i njihovi receptori reguliraju migraciju stanica, angiogenezu, stani¢nu proliferaciju,
apoptozu te obranu domacina od patogena. Kemokini usmjeravaju migraciju osteoklastnih i

osteoblastnih progenitora i sudjeluju u regulaciji koStane homeostaze (164).

CCL2

CCL2 (ili MCP-1, prema engl. monocyte chemoattractant protein 1), ligand za receptor
CCR2, usmjerava migraciju monocita, NK-stanica i limfocita T te koordinira upalni odgovor
tijekom infekcije (165). Snazno je izrazen u osteoblastima stimuliranim proupalnim
citokinima. Izrazaj CCL2 u mononuklearnim progenitorskim stanicama potaknut je RANKL-
om i djeluje osteoklastogenetski (166). Osteoblasti obradeni PTH-om pojacano izrazavaju

CCL2 sto pojacava fuziju preosteoklasta (75, 167).

CCL3

CCL3 (ili MIP-1-0, prema engl. macrophage inflammatory protein 1l-alpha) se veze za
receptore CCR1 1 CCRS te je primarno uklju¢en u kemotaksiju monocita, makrofaga, DC i
limfocita Thl. CCL3 je izraZen u stanicama koStane srzi 1 kosti te moze izravno potaknuti

osteoklastogenezu (168, 169).

CCL5

CCLS5 (ili RANTES, prema engl. Regulated upon Activation, Normal T-cell Expressed and
Secreted) je proupalni kemokin izrazen u slezeni, timusnoj kori, tonzilama, bubregu i mnogim
stani¢nim linijama. Djeluje kemotaksijski na monocite, memorijske limfocite T i eozinofile.
CCLS5 je ukljucen u patogenezu reumatoidnoga artritisa, osteoartritisa i osteomijelitisa.
Osteoklasti koji lu¢e CCLS5 poticu osteoblastnu kemotaksiju pojacavajuci izrazaj kemokinskih

receptora i migraciju stanica na mjesta resorpcije (170).
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CXCL10

CXCL10 (ili IP-10, prema engl. interferon-gamma-inducible protein 10) takoder djeluje
proupalno, veze se za receptor CXCR3 i regulira imunosni odgovor aktivacijom i novac¢enjem
limfocita T, eozinofila, monocita i NK-stanica (171). RANKL potic¢e izrazaj CXCL10 na
osteoklastnim progenitorima, a CXCL10 pojacava izrazaj RANKL-a u pomagackim
limfocitima T. CXCLI10 poti¢e diferencijaciju osteoklasta u kokulturi osteoklastnih
progenitora i CD4" limfocita T. U modelu CIA davanje neutralizirajué¢ih protutijela anti-
CXCLI10 ublazava klinicke znakove bolesti 1 gubitak kosti (172).

CXCL12
CXCL12 (ili SDF-1, prema engl. stromal cell-derived factor 1) sudjeluje u razvoju
reumatoidnoga artritisa jer potice osteoklastogenezu te pridonosi infiltraciji limfocita T u

sinoviju. Osteoklasti uzgajani uz dodatak CXCL12 pojacano razgraduju kost i lu¢e MMP-9
(173).

1.6. Zivotinjski modeli reumatoidnoga artritisa

Zivotinjski modeli artritisa se koriste za proucavanje patogeneze bolesti, identificiranje novih
potencijalnih terapijskih postupaka te ispitivanje uc¢inkovitosti novih lijekova. Unato¢ brojnim
poznatim modelima, i dalje je pitanje koji je od Zivotinjskih modela najprikladniji za
istrazivanje reumatoidnoga artritisa kod ljudi. Do sada su se najceSce koristila dva modela
reumatoidnoga artritisa; artritis potaknut adjuvansom (AIA, prema engl. adjuvant-induced
arthritis) u Stakora te artritis potaknut kolagenom u $takora i miseva (173). Ovi zivotinjski
modeli dijele neke zajednicke znacajke s ljudskim reumatoidnim artritisom, ali pokazuju i
neke razlicitosti. Stoga je s obzirom na glavni cilj istraZivanja, kljucno izabrati model artritisa

koji je patologijom i/ili patogenezom najsli¢niji l[judskom reumatoidnom artritisu.

1.6.1. Artritis potaknut kolagenom (CIA)

Artritis potaknut kolagenom je najceSce koriSten Zivotinjski model ljudskog reumatoidnoga

artritisa. Trentham 1 sur. su 1977. godine prvi objavili da 40% Stakora nakon intradermalne
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primjene kolagena tipa Il (CII, prema engl. type Il collagen) u kompletnom Freundovom
adjuvansu (CFA, prema engl. complete Freund's adjuvant) ili inkoplethom Freundovom
adjuvansu (IFA, prema engl. incomplete Freund's adjuvant) razvije upalni artritis (174, 175).
Podloznost miseva razvoju artritisa potaknutog kolagenom moze se usporediti s podloznoséu
u ljudi prema razvoju reumatoidnoga artritisa i povezana je s izrazajem odredenih molekula
MHC-II: sojevi podlozni razvoju artritisa potaknutog kolagenom izrazavaju haplotip H-2q
(npr. DBA/1 misevi), H-2r (npr. B10.RIII misevi) ili H-2b (npr. C57BL/6 misevi) (176-178).
Nekoliko istrazivackih skupina je pokazalo da se artritis potaknut kolagenom moze izazvati s
velikom reproducibilnos¢u (80-100%) i kod misSeva soja C57BL/6, a sam artritis traje duze

nego kod DBA/1 miseva (179, 180).

Artritis potaknut kolagenom u miSeva dijeli puno zajednickih klinickih (crvenilo i otok
zglobova), patohistoloSkih (sinovitis, stvaranje panusa, erozije hrskavice i zglobova) i
imunosnih (stvaranje protutijela usmjerenih protiv CII, hipergamaglobulinemija, ¢ak i
stvaranje RF) znacajki s ljudskim reumatoidnim artritisom (181-183). Jasna razlika izmedu
misjeg artritisa potaknutog kolagenom i ljudskog reumatoidnoga artritisa je $to su kod miseva
protutijela usmjerena na kolagen, dok kod velike vecine bolesnika to nije slucaj, a sam artritis
u miSeva je blazi, ponekad i asimetrican, te Cesto prolazan (184, 185). Reumatoidni artritis je
sistemska bolest koja zahvaca viSe izvanzglobnih organa i stoga je zanimljivo $to su do sada
zanemareni sistemski aspekti te bolesti. Glavna izvanzglobna ocitovanja u artritisu
potaknutom kolagenom su izraZena mijelopoeza s jakim promjenama u limfoidnim organima
(uvecanje i strukturne promjene slezene, Sto je povezano s jakom ekspanzijom nezrelih
CD11b" mijeloidnih stanica) i patoloske promjene u respiratornom sustavu (186, 187). Danas
se smatra da su sistemske promjene u artritisu potaknutom kolagenom povezane s
mikobakterijskom komponentom CFA, stoga je uz Kklasi¢nu ,,autoimunu® hipotezu nastanka
artritisa  povezanu s protutijelima usmjerenim na CII, razvijena i kombinirana
,autoinflamatorna i autoimuna“ hipoteza (Slika 4.) (185). Na temelju svega navedenog smatra
se da je artritis potaknut kolagenom dobar model za proucavanje svih znacajki ljudske bolesti,
a upravo zbog duljeg trajanja artritisa 1 pojacane mijelopoeze dobar je model ukoliko postoji
potreba za proucavanjem poremecaja koStane pregradnje 1 gubitka koStane mase u ranom i

kasnom tijeku bolesti.
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1.6.2. Patogeneza artritisa potaknutog kolagenom

Artritis potaknut kolagenom wuzrokuje promjene u limfoidnim organima; zapazeno je
povecanje slezene 1 promjena njezine arhitekture zbog pojacane mijelopoeze koja rezultira
stvaranjem puno nezrelih CD11b" mijeloidnih stanica. Patogeneza mu je sloZena, i ukljucuje
kombinaciju autoinflamatornog i autoimunog odgovora (Slika 4.). Autoinflamatorna
komponenta se pripisuju u¢inku CFA, odnosno emulziji ulja i mikobakterija, koji djeluje kao
signal opasnosti koji poti¢e mijelopoezu i proizvodnju citokina. Zglobovi i druga tkiva su
infiltrirani neutrofilima i monocitno/makrofagnim stanicama (osteoklastnim progenitorima)
Sto uzrokuje pocetno ostecenje zglobova i izlaganje zglobnih specifi¢nih antigena, kao §to je
CII, vec¢ stvorenim anti-Cll protutijelima. Antigen-predo¢ne stanice usporedno su preradile
uneSeni ksenogeni¢ni CII i aktivirale limfocite T i B te su nastala anti-Cll protutijela koja

pokreéu autoimuni odgovor i pojacavaju znakove artritisa (Slika 4.) (185).
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Slika 4. Patogeneza artritisa potaknutog kolagenom. (A) U klasi¢noj ,,autoimunoj* hipotezi ulje i
mikobakterije prisutne u komplethom Freundovom adjuvansu (CFA, prema engl. complete Freund's adjuvant)
poticu specifi¢ni antigen kolagen tipa Il (Cll, prema engl. type Il collagen) da aktivira limfocite T i B, §to dovodi
do imunorekacije u zglobovima posredovane limfocitima i protutijelima. Emulzija vode u ulju osigurava
produzenu stimulaciju imunoloskog sustava, a mikobakterije dalje poja¢avaju imunosni odgovor. Smatra se da je
uloga prirodene imunosti u ovoj hipotezi ogranicena na stvaranje okoliSa za potenciranje reakcije na antigen i
stvaranje imunoloskih efektora. (B) Lijevi niz: S druge strane, u kombiniranoj ,,autoimunoj i autoinflamatornoj*
hipotezi, smatra se da sam CFA uzrokuje pocetni artritis. Ulje i mikobakterija djeluju kao signali opasnosti koji
dovode do ekspanzije mijeloidne loze i produkcije citokina, a prijemc¢ivi zglobovi su infiltrirani neutrofilima i
osteoklastnim prethodnicima. Desni niz: CII i mikobakterijski antigeni su preradeni u antigen-predo¢nim
stanicama §to vodi do specifi¢nog stanicnog i humoralnog imunosnog odgovora. Ta specifiéna imunost
usmjerena na auto-antigen potencira upalu u zglobu. U sredini: citokini proizvedeni u procesu prirodenog ili
steCenog imunosnog odgovora, koji prema dosada$njim istrazivanjima imaju inhibirajucu ili stimuliraju¢u ulogu
u patogenezi artritisa potaknutog kolagenom. INF-y, interferon v; interleukin (IL) -1, 6, 12, 17, 22, 23; TNF-aq,
¢imbenik tumorske nekroze a (prema engl. tumor necrosis factor o). Modificirano prema Billiau i sur (185).
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2. CILJEVI I SVRHA ISTRAZIVANJA

Poznato je da upalni i imunosni procesi poti¢u lu¢enje brojnih regulacijskih ¢imbenika,

primjerice citokina, kemokina i ¢imbenika rasta, koji djeluju na diferencijaciju i1 aktivnost

kostanih stanica i ukupni koStani metabolizam. Stoga je svrha ove disertacije da u misjem

modelu artritisa potaknutog kolagenom istrazimo specifi¢ne promjene u broju i aktivnosti

kostanih stanica, te moguce medijatore koji uzrokuju sustavne i lokalne promjene kostane

pregradnje.

Specific¢ni ciljevi predlozenog istrazivanja su:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

utvrditi promjene u fenotipu i broju osteoklastnih progenitorskih subpopulacija u
koStanom okoliSu (koStana srz i koStani cilindar) i periferiji (krv i slezena) nakon

izazivanja artritisa;

utvrditi  promjene u funkcionalnoj aktivnosti osteoklastnih  progenitorskih
subpopulacija u koStanom okoliSu (koStana srz i koStani cilindar) i periferiji (krv i

slezena) nakon izazivanja artritisa;

utvrditi promjene u fenotipu i broju osteoblastnih progenitorskih subpopulacija u

kostanom okoliSu (kostana srz i kostani cilindar) nakon izazivanja artritisa;
utvrditi  promjene u funkcionalnoj aktivnosti osteoblastnih  progenitorskih
subpopulacija u kostanom okoliSu (koStana srz i1 koStani cilindar) nakon izazivanja

artritisa;

utvrditi dinamiku koStanog metabolizma u lokalnim koStanim lezijama, razli¢itim

dijelovima dugih kostiju i kraljeScima in vivo nakon izazivanja artritisa;

utvrditi promjene u izrazaju koStanih regulacijskih molekula, citokina i kemokina,

nakon izazivanja artritisa.
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3. HIPOTEZA

Hipoteza predlozenog istrazivanja je da kroni¢na upalna i imunosna reakcija u artritisu

potaknutom kolagenom potice gubitak kosti, i to djelovanjem na osteoblastogenezu i

osteoklastogenezu. Pretpostavka je da lokalni i sustavni upalni odgovor u artritisu potaknutom

kolagenom djeluje na razvoj kostanih stanica tako da mijenja broj i diferencijacijski potencijal

progenitorskih stanica osteoklasta i osteoblasta, ali i njihovo novacenje 1 naseljavanje na

mjesta koStanih lezija.

Specifi¢ne hipoteze ovog istrazivanja, provedenog na misjem modelu reumatoidnoga artritisa,

su sljedece:

1)

2)

3)

4)

5)

u kostanoj srzi i perifernoj krvi porast ¢e broj mijeloidnih prekursorskih stanica s

osteoklastnim potencijalom u miseva s artritisom u odnosu na kontrolne miseve;

u koStanoj srzi porast ¢e broj mezenhimnih stanica s osteoblastogenetskim

potencijalom u miSeva s artritisom u odnosu na kontrolne miseve;

slijed osteoklastne diferencijacije, utvrden analizom koStane razgradnje in Vivo i
analizom osteoklastne diferencijacije ex vivo, bit ¢e promijenjen u miSeva s artritisom

u odnosu na kontrolne miseve;

slijed osteoblastne diferencijacije, utvrden analizom koStane izgradnje in Vvivo i
analizom osteoblastne diferencijacije ex vivo, bit ¢e promijenjen u miSeva s artritisom

u odnosu na kontrolne miSeve;

novaCenje progenitorskih stanica osteoklastne 1 osteoblastne loze, i njihovo
naseljavanje u podruc¢ja koStanih lezija bit ¢e potaknuto zbog promjena u ravnotezi
osteoresorptivnih i osteoprotektivnih ¢imbenika koje proizvode razlicite subpopulacije

imunosnih stanica.
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4. MATERIJALI | METODE

Pokusi su napravljeni u Laboratoriju za molekularnu imunologiju Hrvatskog instituta za
istrazivanje mozga. Skeniranje kostiju mikro-kompjutoriziranom tomografijom napravljeno je
u Mellanby Centru za istrazivanje kostiju na Zavodu za ljudski metabolizam Medicinskog

fakulteta Sveucilista u Sheffieldu, Velika Britanija.

4.1. Pokusne Zivotinje

U pokusima su kori$teni muski miSevi visokosrodenog soja C57BL/6J (H-2b), stari 8-10
tjedana, koji su uzgojeni u vivariju Hrvatskog instituta za istrazivanje mozga Medicinskog
fakulteta Sveucilista u Zagrebu. Pokusne Zivotinje drzane su u standardnim laboratorijskim
uvjetima: reguliran ciklus svjetla (10 sati svjetla i 14 sati tame dnevno), regulirana
temperatura prostorije (23°C), regulirana vlaznost zraka (50-60%), sterilizacija kaveza i stelje.
Pokusne zivotinje drzane su u makrolonskim kavezima, u skupinama od 4-5 odnosno 8-15,
ovisno o veli¢ini kaveza, hranjene su kola¢ima za miseve (4RR25; Mucedola, Settimo
Milanese, Italija) uz slobodan pristup vodi.

Drzeéi se nacela ,,3R“ (prema engl. replacement, reduction, refinement) za istrazivanje smo
upotrijebili izmedu 150 1 200 miSeva soja C57BL/6J (H-2b). Za izvodenje pokusa dobivena je

dozvola Etickoga povjerenstva Medicinskoga fakulteta SveuciliSta u Zagrebu.

4.2. Ustroj pokusa

Izazivanje, pracenje i procjena artritisa

U svrthu odredivanja osteoklastogenetskog potencijala hematopoetskih stanica i
osteoblastogenetskog potencijala mezenhimnih stanica kosStane srzi i koStanog cilindra, te
analize kostanog metabolizma u mi§jem modelu artritisa, koriSteni su miSevi kojima je prema
dalje opisanom protokolu izazvan artritis potaknut kolagenom. U svaku skupinu ukljuceno je
po slucaju 8-10 Zivotinja odgovarajuc¢e dobi 1 spola. Kontrolna skupina je obradena na isti
na¢in kao i1 pokusna, samo je za obradu koriStena fizioloska otopina puferirana fosfatnim

puferom (PBS; prema engl. phosphate-buffered saline) umjesto emulzije CII+CFA. Razvoj
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artritisa se pratio pregledavanjem miseva svakog petog dana. Tezina artritisa je utvrdena
semikvantitativnom ljestvicom bodovanja klinickih znakova artritisa. Da bi Sto iscrpnije
istrazili promjene u osteoklastogenezi i osteoblastogenezi, odnosno ukupnom koStanom
metabolizmu tijekom bolesti, analiziran je razvoj i tijek artritisa u tri vremenske tocke, i to 40
dana (rani artritis), 70 dana (kasni artritis) i 100 dana (vrlo kasni artritis) nakon primarne
imunizacije. U tim tockama je u serumu odreden i relativni titar anti-Cll protutijela. Na
histoloSkim preparatima prvog metatarzofalangealnog (MTP) zgloba obojanima hemalaun-
eozinom (HE) utvrdeni su znakovi artritisa (sinovitis, osteitis, erozije zglobne hrskavice i
subhondralne Kkosti), a na TRAP-obojanim preparatima utvrdivana je prisutnost osteoklasta u
subhondralnoj kosti. Preparati obojani Goldner-Masson-trikrom bojom su sluzili za

histomorfometrijsku analizu debljine zglobne hrskavice i udjela subhondralne kosti.

Analiza osteoklastogenetskog i osteoblastogenetskog potencijala

U osteoklastogenetskim kulturama uzgojenim iz hematopoetskih tkiva miseva s artritisom i
kontrolnih zivotinja (koStana srz, kosStani cilindar, slezena i periferna krv) utvrden je broj
diferenciranih osteoklasta, izmjerena aktivnost enzima TRAP, i analiziran izrazaj specifi¢énih
diferencijacijskih osteoklastnih gena (RANK, cFms, CalcR i Cat K), te testirana razlika
izmedu kontrolnih zivotinja i miSeva s artritisom. U osteoblastogenetskim kulturama koStane
srZi 1 koStanog cilindra kontrolnih i miSeva s artritisom utvrden je broj osteoblastnih kolonija i
povrSina koju zauzimaju u zdencu, izmjerena je aktivnost enzima AP, i analiziran izraZaj
specifi¢nih osteoblastnih diferencijacijskih gena (Runx2, Osx, AP, BSP i OC), te testirana
razlika izmedu kontrolnih Zivotinja i miSeva s artritisom.

Proto¢nom citometrijom analizirali smo fenotip i1 udio osteoklastnih progenitorskih
subpopulacija u koStanom okoliSu (koStana srz i koStani cilindar) i periferiji (krv i slezena), i

osteoblastnih progenitorskih subpopulacija u koStanom okoliSu nakon izazivanja artritisa.

Analiza populacija imunosnih stanica i izraZaja upalnih citokina i kemokina u
mikrookoliSu koStane srzi i periferije

Promjene u glavnim populacijama imunosnih stanica analizirane su proto¢nom citometrijom
uporabom biljega specifi¢nih za pojedinu stani¢nu lozu. Za proto¢nu citometriju koriSteni su
mijeloidni 1 limfoidni biljezi, a analizirane su suspenzije stanica koStane srzi, koStanog
cilindra, slezene i periferne krvi u razli¢itim vremenskim to¢kama trajanja artritisa. Upalni
mikrookoli§ djeluje na razvoj i1 aktivnost koStanih stanica. Stoga je analiziran izraZaj upalnih

citokina (TNF-a i IL-6) i kemokina (CCL2 i CCLS5) u razli¢itim tkivima; kostana srz, kostani
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cilindar, slezena i periferna krv. Testiranjem razlika u izrazaju tih molekula izmedu kontrolnih
1 miSeva s artritisom dobili smo uvid u njihovu mogucu ulogu u regulaciji migracije i

diferencijacije koStanih stanica.

Analiza koStanog metabolizma

Promjene koStanog metabolizma periartikularno u metafizama bedrenih kostiju, te u
udaljenim kostima tj. drugom slabinskom kraljesku (L2), analizirane su pomoc¢u mikro-
kompjutorizirane tomografije. Promjene kosStane grade i mase u miSeva koji su razvili artritis
potaknut kolagenom u odnosu na kontrolne miSeve definirane su uporabom standardnih
histomorfometrijskih parametara: odredivanjem postotka volumena trabekularne Kkosti
(BVI/TV, prema engl. bone volume/trabecular volume; %), broja trabekula (Th.N, prema engl.
trabecular number; /mm), §irine trabekula (Tb.Th, prema engl. trabecular thickness; pum) i
razdvojenosti trabekula (Tb.Sp, prema engl. trabecular separation; um). Nadalje, kostana
izgradnja osteoblastima definirana je parametrima dinamicke histomorfometrije nakon
injiciranja fluorescentne boje kalceina u odredenom vremenskom razmaku. Parametre
koStanog metabolizma smo usporedili s podatcima dobivenim protocnocitometrijskom

analizom, analizom izrazaja gena i diferencijacijskim potencijalom koStanih stanica.

4.3. Izazivanje artritisa u C57BL/6 miSeva

Prema modificiranim protokolima (179, 180) za izazivanje artritisa u C57BL/6 miSeva
davanjem ksenogeni¢nog kolagena, miSevi su anestezirani 1 analgezirani tribromoetanolom
(Avertin, Sigma-Aldrich Corp., Milwaukee, MI, SAD) te imunizirani emulzijom kokosjeg
kolagena tipa Il (Collagen (chicken sternal cartilage), Sigma-Aldrich Corp.,) i kompletnog
Freundovog adjuvansa (Sigma-Aldrich Corp.). Prema protokolu podrucje injiciranja najprije
se ocistilo 70%-tnim etanolom te se iglom veli¢ine 26G injicirala emulzija CII 1 CFA. Prema
protokolu je vazno da se igla uvodi usporedno s repom u podrucju srednje treCine repa,
odnosno pod tupim kutom se uvede 7-10 mm supkutano u podrucja izmedu dorzalne i
lateralne repne vene (ovaj nacin injiciranja odgovara intradermalnom, jer je u podrucju repa
jako malo supkutanog sloja). Ubrizgali smo 50 pL emulzije, koja sadrzi 100 pg
Mycobacterium tuberculosis 1 100 pg CII. Nakon §to smo emulziju ubrizgali iglu smo lagano
izvukli, a podrucje uboda ¢vrsto pritisnuli da se izbjegne vra¢anje emulzije. Tri tjedna nakon

primarne imunizacije na isti nacin je injicirana sekundarna doza emulzije CII i inkompletnog
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Freundovog adjuvansa (Sigma-Aldrich Corp.) (sekundarna imunizacija). Vazno je
napomenuti da se sekundarna doza injicira u suprotnu stranu repa od primarne imunizacije da
se izbjegne embolizacija do koje moze do¢i zbog vazodilatacije repnih vena nakon primarne
imunizacije. Kontrolna skupina miSeva obradena je na isti nac¢in kao i pokusna, samo se u

repnu venu ubrizgavao PBS.

4.4. Klini¢ka, laboratorijska i histolo§ka procjena artritisa

Da bi utvrdili klinicke znakove artritisa miSeve smo pregledavali svakih pet dana (179, 180,
188), pocevsi od petog dana od dana primarne imunizacije, do trenutka zrtvovanja. Prema
protokolu se preporuca bodovanje na skali od 0 do 16 (0 do 4 za svaku Sapu, zbrajajuci
bodove za sve Cetiri Sape) koristeci se sljede¢im kriterijima:

0-Sapa bez znakova artritisa,

1-jedan prst upaljen i otecen,

2-upaljeno 1 oteceno viSe od jednog prsta, ali ne cijela Sapa ili blaga otecenost cijele Sape,
3-cijela Sapa upaljena i oteCena,

4-jako upaljena ili oteCena Sapa ili ankiloza Sape (ako je Sapa ankilozirana mi$ se ne moze
uhvatiti za poklopac kaveza).

MiSevi su Zrtvovani u nekoliko vremenskih tocaka radi utvrdivanja promjena u razliitim
razvojnim stadijima artritisa, i to nakon 40 dana (rani artritis), 70 dana (kasni artritis) i 100
dana (vrlo kasni artritis) od dana primarne imunizacije.

Razvoj artritisa analizirali smo u prvom MTP zglobu pokusnih i kontrolnih Zivotinja. Sape su
uzete pri Zrtvovanju Zivotinja i fiksirane u otopini 4% paraformaldehida tijekom 24 sata na 4°,
zatim demineralizirane u otopini 14% EDTA (prema engl. etilen-diamine tetraacetic acid) i
3% paraformaldehida tijekom 7 do 14 dana, dehidrirane u rastu¢im koncentracijama etanola te
uklopljene u parafinske blokove. Serijski rezovi preparata debljine 6 pum izrezani na
rotacijskom mikrotomu (Leica SM 2000 R, Leica, Nussloch, Njemacka) obojani su HE,
Goldner-Masson-trikrom bojanjem i TRAP-bojanjem. Histolosku analizu preparata obojanih
HE smo radili na mikroskopu Axio Imager (Carl Zeiss Microimaging Inc., Oberkochen,
Njemacka) priklju¢enim na racunalo. Na njima smo analizirali postojanje sinovitisa
(celularnost sinovije), osteitisa (celularnost periartikularne Supljine koStane srZi/zamjena
masnih stanica koStane srzi upalnim stanicama), eksudata u zglobnom prostoru, erozija

zglobnih hrskavica i subhondralne kosti. Na rezovima prvog MTP zgloba miSeva s artritisom 1
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kontrolnih miSeva obojanim Goldner-Masson-trikrom smo procijenili debljinu hrskavice (um)
i udio subhondralne kosti (%) parametrima staticke histomorfometrije. Podrué¢je interesa
(ROI, engl. region of interest) u zglobu smo definirali kao podrucje koje ide od povrsine
hrskavice 1 obuhvac¢a hrskavicu 1 subhondralnu kost, a jednako je udaljeno od oba ruba
zgloba. Analizirana su oba zglobna tijela, tako da smo po zglobu analizirali dvije hrskavice i
dva subhondralna podrucja. Debljinu hrskavice smo analizirali kao udaljenost izmedu dvije
oznacene linije (Ir.L.Wi; interlabel width) u pm, a udio subhondralne kosti kao postotak
volumena kosti (BV/TV). Histomorfometrijska analiza je radena Axio Imager mikroskopom
(Carl Zeiss Microimaging Inc., Oberkochen, Njemacka) opremljenim s CCD kamerom pod
poveéanjem 5x, prikljuéenim na elektronsko racunalo s programom za analizu Kkosti
(OsteoMeasure, OsteoMetrics, Decatur, GA, USA). TRAP-obojani preparati zglobova Sape
sluzili su za utvrdivanje prisutnosti crveno obojanih TRAP-pozitivnih osteoklasta

subhondralno.

4.5. Odredivanje anti-kolagenskih protutijela s pomoéu postupka ELISA

Nakon zrtvovanja uzeti su uzorci seruma pojedinacnih zivotinja. Svaki uzorak je analiziran u
duplikatu  pomocu imunoenzimske metode (ELISA, prema engl. enzyme-linked
immunosorbent assay). Plocica s 96 zdenaca je obloZena otopinom Tris-pufera (0,05 M Tris)
koja sadrzi 5 pg/mL CII, ostavljena preko noc¢i na sobnoj temperaturi, oprana 4 puta otopinom
PBS/0,05% Tween i zatim blokirana otopinom PBS/1% BSA (prema engl. bovine serum
albumin) 1 sat na sobnoj temperaturi. Plo¢ica je ponovo oprana otopinom PBS/0,05% Tween,
a nakon toga su naneSeni uzorci seruma u razrjedenju 1:2000 u otopini PBS/1 mM
EDTA/0,05% Triton X-100 (100 pl/zdencu). Uzorci su potom ostavljeni 2 h na sobnoj
temperaturi, nakon ¢ega je ploCica ponovo oprana otopinom PBS/0,05% Tween (4 puta) i u
zdence je dodano 100 ul protutijela anti-lgG1 i anti-lgG2a oznacenih s HRP (prema engl.
horseradish peroxidase) (BD Biosciences) i razrijedenih 1:1000 u otopini PBS/1% tijekom 2
h na sobnoj temperaturi. U zdence je zatim dodana otopina supstrata TMB (3,3',5,5'-
tetramethylbenzidine, Sigma-Aldrich Corp.) i ostavljena 15-30 minuta na sobnoj temperaturi,
a reakcija je zaustavljena otopinom 10 mM H,SO,. Opticka gusto¢a obojenja zdenaca
izmjerena je pomocu optickog ¢itaca (Bio-Rad, Hercules, CA, SAD) na 450 nm. Titar svakog

protutijela odredili smo u relativnim jedinicama prema standardnoj krivulji dobivenoj
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o¢itanjem serijskih razrjedenja standardnog uzorka (pomijeSani serumi 10 misSeva s vrlo

kasnim artritisom).

4.6. Kultura stanica

4.6.1. Kultura osteoklasta

Hematopoetske stanice su prikupljene iz koStane srzi, koStanog cilindra, slezene i periferne
krvi miSeva odgovarajuce skupine. Periferna krv je skupljena u odgovarajuce epruvete s
antikoagulansom (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) krvarenjem miseva iz retrobulbarnog
spleta nakon anesteziranja i1 analgeziranja. Suspenzija stanica slezene je dobivena gnjeenjem
slezena u plasticnim zdjelicama. KoStana srZ je dobivena ispiranjem bedrenih 1 potkoljeni¢nih
kostiju, a stanice koStanog cilindra homogenizacijom ispranih cilindara bedrenih kostiju
pomoc¢u uredaja za homogenizaciju tvrdih tkiva (IKA Ultra-turax T 25, Labortechnik,
Staufen, Njemacka) (189). Jednostani¢ne suspenzije navedenih tkiva su pripremljene u
kultivacijskom mediju a-MEM (Gibco BRL, Grand Island, NY, SAD) protiskivanjem kroz
iglu veli¢ine 23G te zavrSnim protiskivanjem kroz sterilnu mrezicu veli¢ine pora 70 pm,
nakon liziranja eritrocita puferom za liziranje crvenih krvnih stanica (0.15 M NH,4CI, 1.0 mM
KHCO3;, 0.1 mM NaEDTA). Broj stanica u suspenziji je odreden brojanjem u Biirker-
Tiirkovoj komorici koriStenjem 0.05% tripanskog plavila kako bi iskljucili mrtve stanice.

Stanice su potom posadene u ploCice s 48 zdenaca u gusto¢i od 0,5 x 10° stanica po zdencu u
0,5 mL diferencijacijskog medija koji je sadrzavao a-MEM uz 10% FBS (prema engl. fetal
bovine serum), 100 U/mL penicilina, 100 U/mL streptomicina uz 15 ng/mL rekombinantnog
misjeg (rm) M-CSF (R&D systems, Minneapolis, MN, SAD) i 40 ng/mL rmRANKL
(Amgen, Thousand Oaks, CA, SAD). Za svaki uzorak je zasadeno Sest zdenaca, a
diferencijacijski medij je promijenjen nakon treceg dana. Nakon Sest dana kultivacije stanice
su fiksirane 2.5% glutaraldehidom u PBS-u 30 minuta na sobnoj temperaturi, a potom obojane
postupkom za dokazivanje aktivnosti enzima TRAP, upotrebom seta kemikalija za enzimsku
histokemiju (Leukocyte acid phosphatase Kkit; Sigma-Aldrich Corp.) prema uputama
proizvodaca. LjubiCasto obojane stanice s tri ili viSe jezgara po stanici smatrane su
osteoklastima 1 brojane su pomocu invertnog svjetlosnog mikroskopa. Po skupini je takoder

zasadeno dodatnih osam zdenaca za izolaciju RNA trec¢eg i Sestog dana osteoklastogenetskih
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kultura, a dodatna cetiri zdenca po skupini su zasadena za odredivanje aktivnosti enzima

TRAP u stani¢nom lizatu treceg i Sestog dana stani¢ne kulture.

4.6.2. Kultura osteoblasta

Stani¢ne suspenzije koStane srzi i stanica dobivenih iz homogeniziranog kosStanog cilindra su
pripremljene na isti nacin kao i za osteoklastogenetske kulture. Za uzgoj osteoblasta
suspenzije stanica iz kostanih cilindara su zasadene u plocice s 24 zdenca, a u plocCice sa Sest
zdenaca su zasadene stanice iz kostanih sri u gustoéi 1x10° stanica/mL o-MEM hranjivog
medija s 10% FBS, 100 U/mL penicilina i 100 U/mL streptomicina. Cetvrtoga dana kulture je
promijenjen hranjivi medij, ¢ime su iz kulture odstranjene neadherentne i mrtve stanice.
Sedmog dana kulture, u zdence je dodan diferencijacijski medij koji se sastoji od temeljnog
medija a-MEM s 10% FBS, 100 U/mL penicilina i 100 U/mL streptomicina, uz dodatak 50
ng/mL askorbinske kiseline, 10® M deksametazona i 8 mM p-glicerofosfata (Sigma-Aldrich
Corp., Milwaukee, MI, SAD). Medij je potom mijenjan svaki drugi dan. Za svaki uzorak je
zasadeno Cetiri zdenca na plocici za kulturu s 24 zdenca ili dva zdenca na plocici za kulturu sa
Sest zdenaca za histokemijsko bojanje kolonija koje izrazavaju enzim AP. Kolonije su obojane
13. dana kulture, koristenjem komercijalno dostupnog seta kemikalija (Alkaline phosphatase
leukocyte kit; Sigma-Aldrich Corp.), a crveno obojane AP-pozitivne kolonije su izbrojane
pomoc¢u invertnog svjetlosnog mikroskopa Axiovert 200 (Carl Zeiss Microimaging Inc.,
Oberkochen, Njemacka). Za izolaciju stanicne RNA 1 za kolorimetrijsko odredivanje
aktivnosti enzima AP u stani¢nom lizatu u tri vremenske tocke (7., 10. 1 13. dan kulture), je
zasadeno po Cetiri zdenaca na plocici za kulturu s 24 zdenca, odnosno dva zdenca na plocici

za kulturu sa sest zdenaca po svakoj vremenskoj toc¢ki.

4.7. Kolorimetrijsko odredivanje aktivnosti enzima TRAP i AP u stani¢nom lizatu

U kolorimetrijskom postupku za odredivanje aktivnosti enzima TRAP i AP kao kromogeni
supstrat je koristen p-nitrofenil fosfat (oNPP, prema engl. p-nitrophenylphosphate). Enzimi
TRAP 1 AP hidroliziraju pNPP pri temperaturi 37°C u kiselom, odnosno alkalnom mediju uz
stvaranje zuto obojenog p-nitrofenola (PNP, prema engl. p-nitrophenol). Ukratko, stanice iz

gore navedenog broja zdenaca po uzorku iz kultura osteoklasta i osteoblasta su oprane tri puta
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PBS otopinom, dodana je odgovarajucu koli¢inu pufera za lizu stanica, npr. 200 puL pufera po
zdencu na plocici sa 48 zdenaca (pufer za lizu stanica osteoblasta: 10 mM Tris, 0.1% Triton
X-100; pufer za lizu stanica osteoklasta: Na acetat, 0.5 M NaCl, 1% Triton X-100), te je
sadrzaj zdenaca premjesten u epruvete. Potom su uzorci tri puta smrznuti i odmrznuti, a nakon
treCeg odmrzavanja su centrifugirani 5 minuta na 12000 g. Supernatanti su premjesteni u nove
epruvete, te su uzorci pohranjeni na —20°C. Aktivnost enzima TRAP i AP je odredena u
plo¢icama s 96 zdenaca. U zdence je u duplikatu dodana preporucena koli¢ina uzorka,
liziraju¢eg pufera i kromogenog supstrata pNPP. Za negativnu kontrolu je dodan samo
liziraju¢i pufer. PloCica je zatim inkubirana na 37°C, a potom su ocitane apsorbancije na
opti¢kom ¢itacu (Bio-Rad, Hercules, CA, SAD) pri valnoj duljini 405 nm. Aktivnost enzima
TRAP i AP smo izracunali koriste¢i jednadzbu pravca standardne krivulje dobivene
mjerenjem apsorbancija u standardnim uzorcima s poznatim koncentracijama PNP. Intenzitet
zute boje proporcionalno odgovara koli¢ini PNP (mmol/min) i predstavlja aktivnost enzima u

lizatu (U/L, prema engl. units/liter).

4.8. Analiza genskog izrazaja

Izrazaj gena je odreden u kulturama osteoklasta (3. 1 6. dan), osteoblasta (7., 10.1 13. dan) i u
razli¢itim tkivima (0. dan): koStanoj srzi, koStanom cilindru, slezeni i perifernoj krvi. Za
izolaciju RNA iz kostanog cilindra, cilindri su nakon dodavanja 1 ml otopine za izolaciju
homogenizirani uredajem za homogenizaciju tvrdih tkiva (IKA Ultra-turax T 25,
Labortechnik, Staufen, Njemacka). Tkiva su homogenizirana u odgovaraju¢em volumenu
otopine za izolaciju RNA (TRI-Reagent; Molecular Research Center, Cincinnati, OH, SAD),
a za uzimanje RNA iz stani¢ne kulture najprije se odlio medij iz zdenaca, stanice su kratko
isprane PBS otopinom, a potom je u svaki zdenac dodan odgovaraju¢i volumen otopine za
izolaciju RNA (TRI-Reagent). Nakon dodavanja otopine za izolaciju, uzorci su inkubirani na
sobnoj temperaturi tijekom 10 minuta, a potom centrifugirani brzinom od 12000 g tijekom 30
minuta na +4°C. Potom je u uzorke dodano 0.2 mL kloroforma, uzorci su inkubirani 2 minute
na +4°C 1 centrifugirani pri 10000 g tijekom 15 minuta na +4°C. Gornja, vodena faza je
preneSena u novu epruvetu, na nju je dodano 0.5 mL izopropanola i inkubirana je tijekom 60
minuta na —20°C. Ponovnim centrifugiranjem pri 12000 g tijekom 15 minuta na +4°C je
spuSten dobiveni precipitat na dno epruvete, opran je 75%-tnim etanolom i centrifugiran

brzinom od 7500 rpm tijekom 5 minuta na +4°C. Talog je otopljen u destiliranoj vodi, a
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koncentracija i ¢isto¢a izolirane RNA je provjerena pomo¢u UV-VIS spektrofotometra za
mjerenje malih uzoraka (NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer, NanoDrop Technologies
Inc.,Wilmington, DE, SAD) mjerenjem apsorbancija pri 260 nm i 280 nm te odredivanjem
njihovog omjera. Izolirana RNA u koli¢ini od 2 pg po uzorku je prepisana u cDNA
postupkom reverzne transkripcije upotrebom seta kemikalija High Capacity RNA-to-cDNA
Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, SAD) prema uputama proizvodaca. Ukratko, u
svaki uzorak RNA (u ukupnom volumenu 9 pl) je dodano 10 pl 2X RT pufera i 1 pl 20X
mjeSavine enzima reverzne transkriptaze te je uzorak inkubiran na 37°C tijekom 60 minuta.
Reakcija je zaustavljena grijanjem tijekom 5 minuta na 95°C. Dobivena cDNA umnozena je i
analizirana postupkom kvantitativne polimerazne lanc¢ane reakcije (QPCR), pomocu uredaja
ABI PRISM 7000 Sequence Detection System (Applied Biosystems). Analiziran je izraZaj
specificnih osteoklastnih diferencijacijskih gena (RANK, cFms, CalcR i Cat K), specifi¢nih
osteoblastnih diferencijacijskih gena (Runx2, Osterix, AP, BSP, OC) te upalnih citokina i
kemokina (TNF-a, IL-6, CCL2, CCLS5) pomoc¢u komercijalno dostupnih setova kemikalija
TagMan Assay (Applied Biosystems) i TagMan Gene Expression Master mix (Applied
Biosystems) prema uputama proizvodaca. TagMan Assay sastoji se od para specificnih
zaCetnika i probe koja na 5' kraju ima fluorescentnu boju 6-FAM, a na 3' kraju hvata¢
fluorescencije (NFQ, prema engl. nonfluorescent quencher). Proba se veze na cDNA izmedu
oba zacetnika, a produljenjem zacetnika, DNA polimeraza cijepa probu i1 tako dovodi do
odvajanja fluorescentne boje od NFQ i porasta fluorescencije. Svaka reakcija sastojala se od
duplikata, u reakcijskom volumenu 25 pL, u plo€icama s 96 zdenaca (ABI PRISM Optical
96-Well Plate; Applied Biosystems). Smjesa sadrzava: 0,25 pl. ¢cDNA; 0,25 U uracil N-
glikozilaze (AmpErase; Applied Biosystems); po 200 nM zacetnika 5’ i zacetnika 3’; 250 nM
TagMan probe i 0,625 U DNA polimeraze (AmpliTaq Gold DNA polymerase). Tijekom
umnozavanja uzorci su inkubirani tijekom 2 minute na +50°C kako bi se aktivirao enzim
uracil N-glikozilaza, a potom 10 minuta na +95°C da bi se uracil N-glikozilaza inaktivirala, a
aktivirala DNA polimeraza. Potom slijedi 40 ciklusa tijekom kojih su uzorci inkubirani na:
+95°C 15 s i 60°C 60 s. Rezultati su prikazani kao relativna koli¢ina cDNA uporabom
standardne krivulje. Standardna krivulja dobivena je uporabom 5 serijskih razrjedenja uzorka
za kalibraciju (cDNA iz tkiva ili kulture osteoblasta i osteoklasta). Relativna koli¢ina RNA u

uzorku je izraZzena u odnosu na koli¢inu RNA za 3-aktin, kao ,,endogena‘“ kontrola.
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4.9. Proto¢na citometrija

Hematopoetske stanice su prikupljene iz kostane srzi, kosStanog cilindra, slezene i periferne
krvi miSeva odgovarajuce skupine kao $to je opisano u prethodnim odjeljcima. Iz periferne
krvi eritrociti su uklonjeni puferom za liziranje (0.15 M NH,CI, 1.0 mM KHCO3;, 0.1 mM
Na,EDTA/PBS) i potom inkubacijom na sobnoj temperaturi tijekom 5 min. Za analizu je
koristeno 10° stanica po uzorku. Stanice su resuspendirane u 50 pL PBS/2% FBS i obiljeZene
specificnim protutijelima tijekom 40 minuta na +4°C u mraku te nakon toga su isprane dva
puta i resuspendirane u 350 uL. PBS/2% FBS. Suspenzije stanica su obiljeZzene monoklonskim
protutijelima (e-Bioscience, San Diego, CA, SAD), specificnim za miSje stani¢ne biljege,
konjugiranim s fluorescentnim bojama fikoeritrinom (PE, prema engl. phycoerithrin),
fluorescein-izotiocijanatom (FITC, prema engl. fluorescein-isothiocyanate), fikoeritrin-
cijaninom 7 (PE Cy7, prema engl. phycoerithrin-cyanine 7) i alofikocijaninom (APC, prema
engl. allophycocyanine). Za obiljezavanje stanica koriStena su sljede¢a monoklonska
protutijela: za populacije mijeloidnih stanica PE-anti-F4/80, FITC-anti-CD11b i APC-anti-
CD11c; za populacije limfoidnih stanica PE-anti-CD8, FITC-anti-CD3, FITC-anti-NK1.1,
PE-Cy7-anti-CD4 i APC-anti-B220; za populacije osteoklastnih progenitora PE-anti-CD115,
FITC-anti-CD3, FITC-anti-B220, FITC-anti-NK1.1, PE Cy7-anti-CD11b i APC-anti-CD117;
a za populacije osteoblastnih progenitora PE-anti-CD166, FITC-anti-Sca-1, PE Cy7-anti-
CD31 i APC-anti-CD45, APC-anti-Ter119, APC-anti-CD11b, APC-anti-B220. Za ugadanje
uredaja su koriStene neobojene suspenzije te jednostruka bojanja suspenzije koStane srzi
kontrolne skupine. ObiljeZzene suspenzije stanica smo analizirali protocnim citometrom
FACSCalibur (Beckton Dickinson, San Jose, CA, SAD). Dobivene podatke smo analizirali
pomocu programa CellQuest (Beckton Dickinson). Za analizu populacija prikupljeno je po

uzorku 100 000 i vise citometrijskih dogadaja (prema engl. aquisition events).

4.10. Sortiranje osteoklastnih progenitora i kultura osteoklasta

Hematopoetske stanice su prikupljene iz koStane srZi i slezene miSeva odgovarajuce skupine.
Stanice su resuspendirane 1 obiljeZzene monoklonskim protutijelima kako bi se identificirale
specifi¢ne populacije osteoklastnih progenitora: PE-anti-CD115, FITC-anti-CD3, FITC-anti-
B220, FITC-anti-NK1.1 i PE Cy7-anti-CD11b. Osteoklastni progenitori iz koStane srzi su
definirani kao stanice fenotipa CD3'B220°NK1.1'CD11b"°"CD115", a iz slezene kao stanice
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fenotipa CD3'B220'NK1.1°CD11b"CD115", te sortirane pomo¢u instrumenta BD FACSAria I
(BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA). Sortirane stanice su skupljene u kultivacijskom
mediju a-MEM/20%FBS te potom koriStene za kulturu osteoklasta i analizu genskog izrazaja.
Stanice su posadene u plocice s 96 zdenaca u gusto¢i od 5 000 (koStana srz) 1 10 000 (slezena)
stanica po zdencu u 0,2 mL diferencijacijskog medija koji je sadrzavao a-MEM uz 10% FBS,
100 U/mL penicilina, 100 U/mL streptomicina uz 40 ng/mL rmM-CSF i 60 ng/mL
rmRANKL Kkoji je potom mijenjan svaki drugi dan uz 20 ng/mL rmM-CSF i 30 ng/mL
rmRANKL. Za svaki uzorak zasadeno je 10 zdenaca. Nakon Sest dana kultivacije stanice u
pet zdenaca su obojane postupkom za dokazivanje aktivnosti enzima TRAP, kako je vec
opisano. Ljubicasto obojane stanice s tri ili viSe jezgara po stanici smatrane su osteoklastima i
brojane su pomocu invertnog svjetlosnog mikroskopa. Ostalih pet zdenaca je koriSteno za
izolaciju RNA Sestog dana osteoklastogenetskih kultura te je analiziran izrazaj specifi¢nih

osteoklastnih diferencijacijskih gena (RANK, cFms, CalcR i Cat K).

4.11. Analiza koStanog metabolizma

4.11.1. Mikro-kompjutorizirana tomografija

Distalne metafize bedrenih kostiju (procjena periartikularnog gubitka kosti) i drugog
slabinskog kraljeska (L2) (procjena sustavnog gubitka kosti) su skenirane sustavom za mikro-
kompjutoriziranu tomografiju (1172SkyScan, SkyScan, Kontich, Belgija). Bedrene kosti su
snimljene svakih 0.7° kroz 360° rotacije, pri rezoluciji od 2 um, te uz koriStenje aluminijskog
filtera debljine 0.5 mm, dok su kraljesci snimljeni svakih 0.5° kroz 180° rotacije, pri rezoluciji
od 9 pum, te uz koriStenje aluminijskog filtera debljine 0.5 mm. Skenirane slike su
rekonstruirane pomoc¢u SkyScan Recon programa i analizirane pomoc¢u SkyScan CTAnalyser
v. 1.10 2010 programa. Podrucje za trodimenzionalnu analizu i rekonstrukciju trabekularne
kosti u bedrenoj kosti 1 L2 kraljeScima je odredeno u odnosu na plocu rasta, odnosno granicu
hrskavice 1 kosti, a koje pocinje otprilike na udaljenosti od 0,4 mm od zone rasta i proteZe se
visinom od 1 do 5 mm. Analizom kostiju su odredene sljedece varijable: kosStani volumen
(BV/TV; %), broj trabekula (Tb.N/mm), Sirina trabekula (Tb.Th; pm) i1 razdvojenost trabekula
(Tb.Sp; um).
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4.11.2. Dinamic¢ka histomorfometrija

Za dinamicku histomorfometriju, odnosno mjerenje parametara kostane formacije, miSevima
je injiciran kalcein (zeleno) koji se ugraduje u novostvorenu kalcificiranu kost, 20 pg/g, u
razmaku od pet dana, a sedmog dana od pocetka injiciranja Zivotinje su zrtvovane. Bedrene
kosti su uzete pri Zrtvovanju zivotinja i fiksirane u otopini 4% paraformaldehida tijekom 24
sata na +4°, zatim demineralizirane u otopini 14% EDTA i 3% paraformaldehida tijekom 7 do
14 dana, dehidrirane u rastu¢im koncentracijama etanola te uklopljene u parafinske blokove.
Serijski rezovi preparata debljine 6 um su izrezani na rotacijskom mikrotomu (Leica SM 2000
R, Leica, Nussloch, Njemacka). Histomorfometrijska analiza je radena na mikroskopu s
fluorescentnom kamerom (Axio Imager, Zeiss), prikljuéenim na racunalo s programom za
analizu kosti (OsteoMeasure, OsteoMetrics, Decatur, GA, SAD). Iz izmjerenih vrijednosti je
u podrucju trabekularne kosti 1 endostu izraunata brzina odlaganja minerala (MAR, prema
engl. mineral apposition rate, um/dan) (udaljenost dviju kalceinskih crta mineralizacije u
odnosu na vrijeme izmedu dvije primjene kalceinskog biljega) i brzina stvaranja kosti
(BFR/BS, prema engl. bone formation rate, um3/um?/dan) koja je pokazatelj koli¢ine
novostvorene mineralizirane kosti u odredenom vremenu i izrazava se u odnosu na kostanu

povrsinu.

4.11.3. Staticka histomorfometrija

Na rezovima prvog MTP zgloba miSeva s artritisom 1 kontrolnih miseva obojanim Goldner-
Masson-trikrom je odredena debljina hrskavice (um) 1 udio subhondralne kosti (%)
parametrima staticke histomorfometrije, kako je ve¢ opisano, a TRAP-obojani rezovi su
sluzili za odredivanje prisutnosti osteoklasta subhondralno.

Na Goldnerom obojanim serijskim rezovima bedrenih kostiju, mjerenje je vrSeno u podrucju
trabekularne kosti metafizealne regije, jedno vidno polje od ploce rasta, na jednakoj
udaljenosti od endokorteksa jedne i druge strane pod povecanjem 5x. Histomorfometrijska
analiza je radena Axio Imager mikroskopom (Carl Zeiss Microimaging Inc., Oberkochen,
Njemacka) opremljenim s CCD kamerom 1 prikljuenim na elektronsko racunalo s
programom za analizu kosti (OsteoMeasure, OsteoMetrics, Decatur, GA, USA). Promjene
kosStane grade u miSeva koji su razvili artritis u odnosu na kontrolne miseve definirane su

uporabom standardnih morfometrijskih parametara: odredivanjem postotka trabekularnog
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kostanog volumena (BV/TV; %), broja trabekula (Tb.N/mm), Sirine trabekula (Tb.Th; mm) 1
razmaka medu trabekulama (Tb.Sp; mm), koji su izraCunati automatski pomocu

OsteoMeasure programa.

4.12. Statistic¢ki postupci

Svi pokusi ponovljeni su najmanje tri puta. Vecéina bioloskih svojstava mjerenih u
predvidenim pokusima ima normalnu raspodjelu u populaciji (190), stoga su rezultati
reprezentativnih pokusa prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija (SD, prema
engl. standard deviation). Statisticka analiza razlika izmedu pokusne i kontrolne skupine za
vrijednosti koStanih parametara i diferenciranih koStanih stanica u kulturi napravljena je
koristenjem Studentovog t-testa. Korelacija klinickog bodovanja artritisa i razine protutijela
anti-CII u istog mis$a je napravljena pomocu korelacije ranga i Spearmanovog koeficijenta rho
(p) s 95%-tnim intervalom pouzdanosti (Cl, prema engl. confidence interval). U svim smo
testovima za razinu statisticke znacajnosti (vrijednost a) postavili p <0,05. Metodoloske
studije analiza izrazaja gena qPCR-om predlazu da se najmanjom razlikom u izrazaju gena,
koju je moguée reproducibilno zabiljeziti, smatra bioloski znacajna razlika od barem 100%
(191). Za statisticku obradu podataka koristen je racunalni program MedCalc (Mariakerke,

Belgija).
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5. REZULTATI

5.1. Klini¢ka, laboratorijska i histoloSka procjena artritisa potaknutog kolagenom u

miSeva soja C57BL/6

Misji modeli reumatoidnoga artritisa sluze za proucavanje patogeneze artritisa. U modelu
artritisa potaknutog kolagenom procjena razvoja artritisa vrsi se klinickim bodovanjem
zglobne upale, odredivanjem specificnih anti-kolagenskih protutijela u serumu Zzivotinja,
histoloskom potvrdom zglobne upale, analizom limfocitnih populacija i odredivanjem

citokinskog profila (179).

5.1.1. Klinicko bodovanje artritisa

Zdruzenom analizom provedenih pokusa u modelu eksperimentalnog artritisa potaknutog
kolagenom oko 80% miSeva soja C57BL/6 razvilo je artritis nakon primarne (CII+CFA) (0.
dan) i sekundarne (CII+IFA) imunizacije (21. dan), §to je primarno ovisilo o uspjeSnosti
intradermalnog injiciranja emulzije. Znakovi artritisa, kao Sto su upaljen jedan ili viSe prstiju,
su se pojavili kod vecine Zivotinja 10. dana nakon primarne imunizacije, a maksimalan zbroj
bodova analizom svih pokusa postignut je izmedu 40. i 70. dana nakon primarne imunizacije
(Slika 5.). Zbroj bodova klini¢kih znakova artritisa se tijekom daljnjeg pracenja artritisa
postepeno smanjuje, ali svi miSevi koji su razvili artritis potaknut kolagenom prac¢enjem do
100. dana nakon primarne imunizacije imaju i dalje klinicke znakove artritisa (Slika 5.).
Pracenjem razvoja i znakova artritisa smo opazili da misevi koji su razvili artritis imaju
znakove 1 simetricnog 1 asimetri€nog artritisa, s tim da se simetri¢ni 1 asimetri¢ni artritis moze
izmjenjivati kod istog miSa, ali u konacnici veéi broj miSeva razvije znakove simetricnog
artritisa (oko 80%) s jaim zahvacanjem straznjih Sapa. Maksimalan zbroj bodova kojim je
ocijenjen pojedinac¢ni mi$ je bio 14/16, $to znaci da je taj mi§ imao jako otecenu Sapu kojom
se nije mogao drZati za poklopac kaveza, ali niti jedan mi§ tijekom pracenja nije razvio
ankilozu Sape niti dosegnuo maksimalan zbroj bodova (16/16) na ljestvici klinickog
bodovanja artritisa. Kontrolna skupina miSeva koja je obradena PBS otopinom tijekom

klini¢kog pracenja nije pokazivala nikakve klinicke znakove artritisa (Slika 5.). Na Slici 5. su
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prikazani rezultati dobiveni analizom izabranih pokusa ranog (C1A40), kasnog (CIA70) i vrlo
kasnog (CIA100) artritisa.

16
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Slika 5. Klini¢ka procjena artritisa bodovanjem klini¢kih znakova artritisa na ljestvici bodovanja od 0 do
16. Prema protokolu miSevi su injicirani emulzijom koko§jeg kolagena tipa 11 (CIl) i kompletnog Freundovog
adjuvansa. Tri tjedna nakon primarne imunizacije na isti na¢in je injicirana sekundarna doza emulzije CIl i
inkompletnog Freundovog adjuvansa. Kontrolnoj skupini miseva je injiciran PBS (PBS; prema engl. phosphate-
buffered saline). Klini¢ko bodovanje artritisa se provodilo svakog petog dana od dana primarne imunizacije (0.
dan), a radi jasnijeg prikaza navedeni su rezultati dobiveni bodovanjem svakog desetog dana. Prema protokolu
bodovani su znakovi zglobne upale na skali od 0 do 16 (0 do 4 za svaku Sapu, zbrajajuci bodove za sve Cetiri
Sape) koristeci se sljede¢im kriterijima: 0-8apa bez znakova artritisa, 1 - jedan prst upaljen i otecen, 2 - upaljeno i
oteceno vise od jednog prsta, ali ne cijela Sapa ili blaga oteCenost cijele Sape, 3 - cijela Sapa upaljena i oteCena, 4
- jako upaljena ili oteCena Sapa ili ankiloza Sape. Pokusi su ponovljeni tri puta s ukupno 8-10 miSeva po svakoj
skupini, sa sli¢nim rezultatima, a prikazani su rezultati izabranih nezavisnih pokusa ranog (CIA40), kasnog
(CIA70) i vrlo kasnog (CIA100) artritisa. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost postignutog zbroja
bodova svih miSeva po skupini + standardna devijacija (SD). CIA, artritis potaknut kolagenom (prema engl.
collagen induced arthritis).

5.1.2. Analiza razine anti-kolagenskih protutijela u miSeva s artritisom potaknutim

kolagenom

U modelu artritisa potaknutog kolagenom postupkom ELISA-e (179) odreduje se razina

specifi¢nih anti-kolagenskih protutijela anti-CIl 1gG1 i anti-CII IgG2a te vrsi usporedba s
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kontrolnom skupinom Zivotinja koje su obradene PBS otopinom. Prilikom Zrtvovanja miSeva
prikupljeni su serumi svake pojedinacne zivotinje u skupini te je razina anti-Kolagenskih
protutijela usporedena izmedu seruma kontrolne skupine miseva i miSeva s artritisom.

U serumima kontrolne skupine Zivotinja anti-kolagenska protutijela nisu nadena. Nasuprot
tome, u serumima miseva s artritisom su izmjerene visoke razine anti-kolagenskih protutijela
na dan Zrtvovanja (40., 70. i 100. dana od dana primarne imunizacije). Anti-kolagenska
protutijela anti-Cll 1gG1 i anti-Cll 1gG2a u serumima miSeva s artritisom ostaju prisutna na
gotovo istim razinama tijekom ukupnog vremena pracenja bolesti, S§to je u skladu s

rezultatima klinickog bodovanja zglobne upale (Slika 6.).
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Slika 6. Razine anti-kolagenskih (CIl) protutijela anti-CII 1gG1 i anti-CIl 1gG2a u artritisu potaknutom
kolagenom. Prema protokolu miSevi su injicirani emulzijom koko$jeg kolagena tipa Il (CIl) i kompletnog
Freundovog adjuvansa. Tri tjedna nakon primarne imunizacije na isti nain je injicirana sekundarna doza
emulzije CII i inkompletnog Freundovog adjuvansa. Kontrolnoj skupini miSeva je injiciran PBS (PBS; prema
engl. phosphate buffered saline). Misevi su zrtvovani 40, 70 i 100 dana od dana primarne imunizacije. Serumi
kontrolne skupine miSeva su grupirani zajedno, a serumi miSeva s artritisom potaknutim kolagenom (CIA, prema
engl. collagen induced arthritis) su uzeti pojedina¢no. Svaki uzorak je analiziran u duplikatu pomocéu
imunoenzimske metode (ELISA, prema engl. enzyme-linked immunosorbent assay) i u njemu je odredena razina
anti-kolagenskih protutijela anti-Cll 1gG1 i anti-CII IgG2a. Pokusi su ponovljeni tri puta sa sli¢nim rezultatima,
a prikazani su rezultati izabranih nezavisnih pokusa ranog (CIA40), kasnog (CIA70) i vrlo kasnog (CIA100)
artritisa. Tocke predstavljaju pojedinacne vrijednosti razine protutijela u serumu, a crta medijan tih vrijednosti.
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Takoder je testirana povezanost klini¢kog bodovanja artritisa (ukupan broj bodova kojeg je
pojedini mi$ postigao na dan Zrtvovanja) i razine protutijela anti-Cll IgG1 i anti-Cll IgG2a u
istog miSa. MiSevi koji klinickim bodovanjem zglobne upale nisu razvili artritis ili imaju
nizak broj bodova, nemaju anti-kolagenskih protutijela ili imaju niske razine protutijela u
odnosu na miSeve s vecim brojem bodova. Nadalje, klinicko bodovanje artritisa u vecini
pokusa pozitivno korelira s razinom protutijela anti-Cll 1gG2a, ali ne i anti-CII IgG1, $to
pregledom literature u dosadasnjim istrazivanjima nije objavljeno, iako je ocekivano da tezina

artritisa moze korelirati s razinom anti-ClI protutijela (Slika 7.).

CIA40 CIA70 CIA100
Anti-Cll IgG1
100 1 100 1 80 -
. . .
80{ . . 80 60 - .
60 . ‘e 60 | v .
. 40 1
40 4 40 4 ] . .
20 4 20 1 20 7 )
2| o t+———— 0 +————r———— 0 +——————
Y 0 2 4 6 8 1012 14 16 0 2 4 6 8 10 12 14 16 0 2 4 6 8 10 12 14 16
oy
5 Anti-Cll 1gG2a
< | 8o, 120 - 120 -
< . 100 - 100 1 .
60 .
80 1 80
40 - 60 - 60 -
40 40 -
20 1 0=0,622 ‘ . p=0,877
. " p=0078 20 1 p=0,034 0 1 p=0013
0 . CI=-0,072 do 0,910 0 —_— (.:|:0}213.do C:|962' 0 Cl=0.509 do 0,974
0 2 4 6 8 10 12 14 16 0 2 4 6 8 10 12 14 16 0 2 4 6 8 1012 14 16

Klinicko bodovanje artritisa

Slika 7. Korelacija razine anti-kolagenskih (Cl1) protutijela anti-Cll 1gG1 i anti-CII IgG2a i klini¢kog
bodovanja artritisa u artritisu potaknutom kolagenom. Prema protokolu misevi su injicirani emulzijom
kokosjeg kolagena tipa Il (CIl) i kompletnog Freundovog adjuvansa. Tri tjedna nakon primarne imunizacije na
isti nacin je injicirana sekundarnu doza emulzije CII i inkompletnog Freundovog adjuvansa. Miseve su zrtvovani
40, 70 1 100 dana od dana primarne imunizacije, a prikazani rezultati klini¢kog bodovanja artritisa se odnose na
srednju vrijednost + standardna devijacija na dan Zrtvovanja misa (prema protokolu su bodovani znakovi
zglobne upale na skali od 0 do 16) te su serumi svakog pojedinacnog misa s artritisom potaknutim kolagenom
(CIA, prema engl. collagen induced arthritis) uzeti pojedina¢no. Svaki uzorak je analiziran u duplikatu pomocu
imunoenzimske metode (ELISA, prema engl. enzyme-linked immunosorbent assay) i u njemu je odredena razina
anti-Cll 1gG1 i anti-CII IgG2a. Pokusi su ponovljeni tri puta sa sli¢nim rezultatima, a prikazani su rezultati
izabranih nezavisnih pokusa ranog (CIA40), kasnog (CIA70) i vrlo kasnog (CIA100) artritisa. Tocke
predstavljaju svakog pojedina¢nog misa u pokusu. Korelacija klini¢kog bodovanja artritisa i razine protutijela
anti-CII IgG2a u istog misa je napravljena pomocu korelacije ranga i Spearmanovog koeficijenta rho (p) s 95%-
tnim intervalom pouzdanosti (CI, prema engl. confidence interval). Razina statisti¢ke znacajnosti (vrijednost a)
je p<0,05.
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5.1.3. Histoloski nalaz oStecenja zgloba u artritisu potaknutom kolagenom

Histoloska procjena zglobova 40, 70 i 100 dana nakon primarne imunizacije miseva je
pokazala upalno oSte¢enje zglobova Sapa miSeva s artritisom potaknutim kolagenom u odnosu
na kontrolnu skupinu miseva obradenih PBS otopinom. Unato¢ blagom sinovitisu, na svim
histoloskim preparatima obojanim postupkom HE izrazito je razvijen osteitis tj. zamjena
masnih stanica koStane srzi upalnim stanicama te veliki gubitak kosti u subhondralnom
podrucju. Nalaze se i erozije subhondralne kosti 1 hrskavice 1 stanjena zglobna hrskavica u
miSeva s artritisom u odnosu na kontrolnu skupinu (Slika 8.A). Na histoloskim preparatima
zglobova Sape obojanim TRAP-om u podru¢ju subhondralne kosti miSeva s artritisom

nalazimo TRAP-pozitivne osteoklaste, za razliku od kontrole, gdje nisu utvrdeni (Slika 8.B).

A

Ctrl 200x

Ctrl 200x

CIA 200x

Slika 8. Histoloski nalaz zglobne upale u miSeva s artritisom potaknutim kolagenom. Prema protokolu
mi$evi su injicirani emulzijom kokos$jeg kolagena tipa Il (Cll) i kompletnog Freundovog adjuvansa. Tri tjedna
nakon primarne imunizacije na isti na¢in je injicirana sekundarna doza emulzije CIl i inkompletnog Freundovog
adjuvansa. Kontrolnoj skupini je injiciran PBS (PBS; prema engl. phosphate buffered saline). (A) Histoloski
preparati, obojani hemalaun-eozinom, metatarzofalangealnih zglobova kontrolnih (Ctrl) i miSeva artritisom
potaknutim kolagenom (CIA, prema engl. collagen induced arthritis). U kontrolnih miSeva nije bilo znakova
upalne infiltracije, koStane niti hrskavicne destrukcije, te nije bilo znakova osteitisa. U miSeva s CIA vidimo
blagu upalnu infiltraciju sinovije/sinovitis (1), erozije i znac¢ajan gubitak subhondralne kosti uz prekid kortikalne
barijere (2, 5), zamjenu masnih stanica koStane srzi upalnim stanicama/osteitis (4), erozije i stanjenu zglobnu
hrskavicu (3). (B) Histoloski preparati, histokemijski obojani za TRAP (prema engl. tartrate-resistant acid
phophatase), metatarzofalangealnih zglobova kontrolnih miSeva i miSeva s artritisom. Strjelice pokazuju
osteoklaste smjeStene uz subhondralnu kost. Prikazani su reprezentativni histolo$ki rezovi metatarzofalangealnih
zglobova miSeva s artritisom. Povecanje 200x.
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Navedene promjene analizirane su i1 na histoloSkim preparatima obojanim postupkom
Goldner-Masson-trikrom procjenom debljine zglobne hrskavice i udjela subhondralne kosti u
prvom metatarzofalangealnom zglobu miseva s artritisom u odnosu na kontrolnu skupinu
miSeva (Slika 9.A). Debljina zglobne hrskavice 1 udio subhondralne kosti u miSeva s

artritisom su statisticki znacajno manji u odnosu na kontrolnu skupinu miseva (Slika 9.B).
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Slika 9. Debljina zglobne hrskavice i udio subhondralne kosti u prvom metatarzofalangealnom zglobu
miSeva s artritisom potaknutim kolagenom. Prema protokolu miSevi su injicirani emulzijom kokoSjeg
kolagena tipa Il (CII) i kompletnog Freundovog adjuvansa. Tri tjedna nakon primarne imunizacije na isti nacin je
injicirana sekundarna doza emulzije CllI i inkompletnog Freundovog adjuvansa. Kontrolna skupina je obradena
PBS otopinom (PBS; prema engl. phosphate buffered saline). (A) Goldner-Masson-trikrom obojani histoloski
preparati prvog metatarzofalangealnog zgloba. Slikovni prikaz histomorfometrijske analize: lijevo -
histomorfometrijskom analizom izracunata je debljina zglobne hrskavice (um) u regiji interesa kao udaljenost
izmedu dvije crvene linije, desno - histomorfometrijskom analizom izracunat je udio subhondralne kosti (%) kao
volumen crveno oznacene kosti u regiji interesa. (B) Debljina zglobne hrskavice (um) i udio subhondralne kosti
(%) u miSeva s artritisom potaknutim kolagenom (CIA, prema engl. collagen induced arthritis) i kontrolne
skupine (ctrl) su prikazani kao srednja vrijednost = standardna devijacija. *p<0,05 (Studentov t-test). Povecanje
200x.
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5.2. Uéinak artritisa na koS§tani metabolizam in vivo

Iz ranijih rezultata je vidljivo da u artritisu potaknutom kolagenom dolazi do subhondralnog
gubitka kosti, zbog ¢ega su u sljede¢em nizu pokusa analizirane sustavne promjene kosStane
pregradnje pomocu analize mikro-kompjutoriziranom tomografijom drugog slabinskog
kraljeska (L2) i periartikularne kostane pregradnje pomocu analize mikro-kompjutoriziranom
tomografijom distalnih metafiza bedrenih kostiju. Rezultati periartikularne kostane pregradnje
distalnih metafiza bedrenih kostiju su prikazani i parametrima staticke histomorfometrije na

preparatima obojanim Goldner-Masson-trikrom.

5.2.1. U¢inak artritisa na sustavni gubitak kosti

Da bi utvrdili dolazi li u artritisu potaknutom kolagenom do sustavnog gubitka kosti, mikro-
kompjutoriziranom tomografijom su analizirani trupovi kraljeska L2. U ranom artritisu
(CIA40) ne dolazi do smanjenja volumena trabekularne kosti, medutim dolazi do promjena u
kostanom metabolizmu 1 gradi kosti. To je vidljivo iz znac¢ajnog smanjenja Sirine koStanih
gredica, ali i povecanja broja kostanih gredica u miSeva s artritisom u odnosu na kontrolu, $to
bi govorilo u prilog jakom intenzitetu koStane pregradnje (razgradnje 1 izgradnje kosti) (Slika
10.). Nadalje, u kasnom artritisu (CIA70) dolazi do znacajnog smanjenja volumena
trabekularne kosti u miSeva s artritisom u odnosu na kontrolnu skupinu sa znacajnim
smanjenjem Sirine koStanih gredica bez promjena u broju gredica (Slika 10.). Nasuprot tome,
u vrlo kasnom artritisu (CIA100) dolazi do zna¢ajnog poveéanja volumena trabekularne kosti
u miSeva s artritisom na racun povecanja Sirine koStanih gredica (Slika 10.). Iz navedene
analize kraljeSka L2 vidimo da je koStani metabolizam u artritisu potaknutom kolagenom
izrazito promijenjen u odnosu na kontrolu, $to je najvjerojatnije posljedica promjene u

aktivnosti 1 broju osteoklasta i osteoblasta u razli¢itim stadijima bolesti.

46



Octrl WCIA

14 -CIA40 50 - . 3,5 - 250 -
12 1 40 1 301 200 A
10 A 25 -
8 - 30 A 2.0 A 150 A
6 - 20 1 1,5 1 100
4 1,0 4
2 10 1 0.5 - 50 A
0 0 0,0 0
14 CIA70 50 - 3,5 250 -
2] * 40 | * 30 200 1
=107 £ £[25 1 £
> 8 =230 A £(20 1 3[150 -
o —~ o
'§6" HER Z |15 1 @ 100 A
| 4 - ~ 211,04 =
5 ] 10 4 05 | 50 -
0 0 0,0 - 0
14 -CIA100 50 - N 3,5 - 250 -
*
12 4 0
40 - ;’0 200 -
10 4 5
8 - 30 1 2.0 A 150
6 1 20 1.5 1 100 -
4 - 1,0 A
5 10 A 05 | 50 1
0 0 0,0 0

Slika 10. Ucinak artritisa potaknutog kolagenom na sustavnu razgradnju i izgradnju kosti analiziran
mikro-kompjutoriziranom tomografijom trupa drugog slabinskog (L2) kraljeska. Misevi s ranim (CIA40),
kasnim (CIA70) i vrlo kasnim (CIA100) artritisom potaknutim kolagenom (CIA, prema engl. collagen induced
arthritis) i kontrolni miSevi obradeni PBS otopinom (ctrl) su Zrtvovani, a kosti su snimljene na svakih 0.5° kroz
180° rotacije, pri rezoluciji od 9 um te uz koristenje aluminijskog filtera debljine 0.5 mm i rekonstruirane
koristenjem programa SkyScan Recon. Najmanji broj miSeva po skupini je bio Sest, analiza je ponovljena u dva
pokusa, a prikazani su kumulativni rezultati oba pokusa. Udio trabekularne kosti (BV/TV, prema engl. bone
volume/total volume; %), Sirina trabekula (Tb.Th, prema engl. trabecular thickness; pum), broj trabekula (Tb.N,
prema engl. trabecular number; /mm) i razdvojenost trabekula (Th.Sp, prema engl. trabecular separation; pm)
su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija (SD). *p<0,05 (Studentov t-test).

5.2.2. U¢inak artritisa na periartikularni gubitak kosti

Analiza mikro-kompjutoriziranom tomografijom distalnih metafiza bedrenih kostiju miSeva s
ranim i kasnim artritisom je pokazala statisti¢ki zna¢ajno smanjenje koStanog volumena, §to je
u ranom artritisu posljedica statisticki znacajno smanjene Sirine koStanih gredica, a u kasnom
artritisu znacajno smanjenog broja koStanih gredica u miSeva s artritisom u odnosu na

kontrolnu skupinu miSeva (Slika 11.). Nasuprot tome, u vrlo kasnom artritisu nema znacajnih
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promjena u koStanom volumenu, Sirini ili broju kosStanih gredica, osim vece razdvojenosti
trabekula $to bi mogla biti posljedica promjena u kostanoj pregradnji u ranijim stadijima

artritisa (Slika 11.).
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Slika 11. Uc¢inak artritisa potaknutog kolagenom na periartikularnu razgradnju i izgradnju kosti
analiziran mikro-kompjutoriziranom tomografijom distalnih metafiza bedrenih kostiju. MiSevi s ranim
(C1A40), kasnim (CIA70) i vrlo kasnim (CIAL100) artritisom potaknutim kolagenom (CIA, prema engl. collagen
induced arthritis) i kontrolni miSevi obradeni PBS otopinom (ctrl) su zrtvovani, a kosti su snimljene svakih 0.7°
kroz 360° rotacije, pri rezoluciji od 2 um te uz koriStenje aluminijskog filtera debljine 0.5 mm i rekonstruirane
koriStenjem programa SkyScan Recon. Najmanji broj miSeva po skupini je bio Sest, analiza je ponovljena u dva
pokusa, a prikazani su kumulativni rezultati oba pokusa. Udio trabekularne kosti (BV/TV, prema engl. bone
volume/total volume; %), Sirina trabekula (Tb.Th, prema engl. trabecular thickness; um), broj trabekula (Tb.N,
prema engl. trabecular number; /mm) i razdvojenost trabekula (Th.Sp, prema engl. trabecular separation; pm)
su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija (SD). *p<0,05 (Studentov t-test).

Rezultati histomorfometrijske analize na histoloskim preparatima obojanim Goldnerom su
takoder pokazali statisticki znaCajno smanjenje koStanog volumena u ranom i kasnom

artritisu, ali na racun smanjenog broja kostanih gredica i njihove vece separacije (Slika 12.).
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Slika 12. U¢inak artritisa potaknutog kolagenom na periartikularnu razgradnju i izgradnju kosti
analiziran parametrima staticke histomorfometrije distalnih metafiza bedrenih kostiju. Misevi s ranim
(C1A40), kasnim (CIA70) i vrlo kasnim (CIAL100) artritisom potaknutim kolagenom (CIA, prema engl. collagen
induced arthritis) i kontrolni misevi obradeni PBS otopinom (ctrl) su Zrtvovani, a histomorfometrijska analiza je
provedena na frontalnim rezovima distalnih dijelova bedrenih kostiju, obojanim tehnikom Goldner-Masson-
trikrom. Najmanji broj miSeva po skupini je bio osam. Pokus je ponovljen tri puta, a prikazani su rezultati
nezavisnih pokusa ranog, kasnhog i vrlo kasnog artritisa. (A) Reprezentativni rezovi distalnih metafiza bedrenih
kostiju. (B) Udio trabekularne kosti (BV/TV, prema engl. bone volume/total volume; %), $irina trabekula (Tb.Th,
prema engl. trabecular thickness; um), broj trabekula (Tb.N, prema engl. trabecular number; /mm), i
razdvojenost trabekula (Th.Sp, prema engl. trabecular separation; um) su prikazani kao srednja vrijednost +
standardna devijacija (SD). *p<0,05, **p=0,06 (statisti¢ki grani¢na razlika) (Studentov t-test).
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5.3. Diferencijacija i aktivnost koStanih stanica u modelu artritisa potaknutog
kolagenom

5.3.1. Diferencijacija i aktivnost osteoklasta u modelu artritisa potaknutog kolagenom

U sljede¢em nizu pokusa utvrdili smo ucinak upale u tri vremenske tocke artritisa (ranom,
kasnom 1 vrlo kasnom artritisu) na stanice mikrookoliSa koStane srzi i perifernih tkiva.
Testiran je osteoklastogenetski potencijal hematopoetskih stanica mikrookolisa kostane srzi
(kostana srz 1 kostani cilindar) i periferije (slezena i periferna krv) in vitro uzgajanjem stanica
u stani¢noj kulturi. Njihova diferencijacija u TRAP-pozitivne osteoklaste potaknuta je
dodavanjem ¢imbenika RANKL i M-CSF. Promjene u fenotipu i udjelu osteoklastnih
progenitorskih subpopulacija u kostanom okoliSu i periferiji su analizirane proto¢nom

citometrijom.

5.3.1.1. U¢inak artritisa na osteoklastogenetski potencijal hematopoetskih stanica in

vitro

Diferencijacija i aktivnost osteoklasta u mi§jem modelu reumatoidnoga artritisa je odredena
brojanjem TRAP-pozitivnih stanica s tri ili viSe jezgara i odredivanjem aktivnosti enzima
TRAP u stanicnom lizatu. Enzim TRAP je produkt zrelih osteoklasta (192), a mjerenjem
aktivnosti enzima TRAP moze se procijeniti resorptivna aktivnost osteoklasta.

Broj diferenciranih osteoklasta u kulturama koStane srZi 1 koStanog cilindra artriti¢nih miSeva
je statisticki znacajno veci u odnosu na broj osteoklasta u kulturama kontrolnih miseva u sve
tri vremenske tocke (Slika 13.B i Slika 14.B). Aktivnost enzima TRAP prati broj osteoklasta u
kulturama 1 najvisa je u ranom, potom u kasnom, a najniza u vrlo kasnom artritisu (Slika 13.C
i Slika 14.C).

Osteoklastogenetski potencijal perifernih tkiva miseva s artritisom se takoder znacajno
razlikovao u odnosu na kontrolnu skupinu. MiSevi koji su razvili artritis u odnosu na
kontrolnu skupinu miSeva razvijaju statistiCki znacajno vec¢i broj osteoklasta, kao i vecu
aktivnost enzima TRAP u stani¢nim lizatima, u ranom, kasnom i vrlo kasnom artritisu (Slika
15.B,C i Slika 16.B,C).

Medutim, ako usporedujemo aktivnost enzima TRAP u stanicnim lizatima sva Cetiri

hematopoetska tkiva (Slika 13.C, Slika 14.C, Slika 15.C i Slika 16.C) uvidamo da je aktivnost
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enzima TRAP u perifernim tkivima (slezena i periferna krv) manja u odnosu na aktivnost
enzima u mikrookoliSu kostane srzi (koStana srz i koStani cilindar), §to bi govorilo u prilog
manjoj resorptivnoj sposobnosti tih osteoklasta. Najveca aktivnost enzima TRAP je utvrdena
u stanicnom lizatu osteoklasta diferenciranih iz prethodnic¢kih stanica koStanog cilindra
miSeva s artritisom (Slika 14.C).

Takoder, analizom morfologije osteoklasta diferenciranih iz prethodnickih stanica slezene i
periferne krvi miseva s artritisom, mozemo utvrditi da su osteoklasti diferencirani iz tih tkiva
manji u odnosu na osteoklaste diferencirane iz koStane srzi 1 koStanog cilindra, Sto je u
korelaciji s njihovom manjom resorptivnom sposobnos¢u (Slika 13.A, Slika 14.A, Slika 15.A
i Slika 16.A).
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Slika 13. Osteoklastogenetski potencijal stanica koStane srzi miSeva s artritisom potaknutim kolagenom.
Stanice koStane srzi su zasijane u ploc¢ice s 48 zdenaca u gustoé¢i od 0,5 x 10° stanica po zdencu u 0,5 mL
diferencijacijskog medija koji je sadrzavao a-MEM uz 10% FBS (prema engl. fetal bovine serum), 100 U/mL
penicilina, 100 U/mL streptomicina uz 15 ng/mL rekombinantnog mis§jeg (rm) M-CSF i 40 ng/mL rmRANKL, a
diferencijacijski medij je promijenjen nakon treeg dana. Nakon Sest dana kultivacije stanice su obojane
postupkom za dokazivanje aktivnosti enzima TRAP (prema engl. tartrate-resistant acid phophatase), a tre¢eg
(d3) 1 Sestog (d6) dana kulture je u stani¢nim lizatima dobivenim zdruZivanjem po 2 zdenaca iz plocice odredena
aktivnost enzima TRAP. (A) Morfologija uzgojenih osteoklasta u kulturama stanica koStane srzi miSeva s
artritisom — osteoklasti su stanice ljubi¢aste boje s 3> jezgara koje izrazavaju enzim TRAP, povecanje 100x. (B)
Prosje¢an broj TRAP-pozitivnih osteoklasta po zdencu i (C) aktivnost enzima TRAP u ranom (ClA40), kasnom
(CIAT70) i vrlo kasnom (CIA100) artritisu. Pokusi su ponovljeni tri puta s ukupno 8-10 miSeva po svakoj skupini,
sa sliénim rezultatima, a prikazani su rezultati izabranih nezavisnih pokusa ranog, kasnog i vrlo kasnog artritisa.
Vrijednosti su izrazene kao srednja vrijednost + standardna devijacija (SD). *p<0,05 (Studentov t-test). CIA
(prema engl. collagen induced arthritis), artritis potaknut kolagenom; OCs, osteoklasti.
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Slika 14. Osteoklastogenetski potencijal stanica koStanog cilindra miSeva s artritisom potaknutim
kolagenom. Stanice iz kostanog cilindra su zasijane u plogice s 48 zdenaca u gusto¢i od 0,5 x 10° stanica po
zdencu u 0,5 mL diferencijacijskog medija koji je sadrzavao a-MEM uz 10% FBS (prema engl. fetal bovine
serum), 100 U/mL penicilina, 100 U/mL streptomicina uz 15 ng/mL rekombinantnog misjeg (rm) M-CSF i 40
ng/mL rmRANKL, a diferencijacijski medij je promijenjen nakon tre¢eg dana. Nakon Sest dana kultivacije
stanice su obojane postupkom za dokazivanje aktivnosti enzima TRAP (prema engl. tartrate resistant acid
phophatase), a treceg (d3) i Sestog (d6) dana kulture je u staniénim lizatima dobivenim zdruZivanjem po 2
zdenaca iz plo€ice odredena aktivnost enzima TRAP. (A) Morfologija uzgojenih osteoklasta u kulturama stanica
kostanog cilindra miSeva s artritisom — osteoklasti su stanice ljubicaste boje s 3> jezgara koje izrazavaju enzim
TRAP, povecanje 100x. (B) Prosjecan broj TRAP-pozitivnih osteoklasta po zdencu i (C) aktivnost enzima
TRAP u ranom (CIA40), kasnom (CIA70) i vrlo kasnom (CIA100) artritisu. Pokusi su ponovljeni tri puta s
ukupno 8-10 miSeva po svakoj skupini, sa slicnim rezultatima, a prikazani su rezultati izabranih nezavisnih
pokusa ranog, kasnog i vrlo kasnog artritisa. Vrijednosti su izrazene kao srednja vrijednost + standardna
devijacija (SD). *p<0,05 (Studentov t-test). CIA (prema engl. collagen induced arthritis), artritis potaknut
kolagenom; OCs, osteoklasti.

53



CIA40 CIA70 CIA100

B Octrl mCIA

300 - 300 - * 500 -
S *
e
S 240 4 * 240 - 400 -
©
N
& 180 - 180 4 300 4
o
g 120 - 120 A 200 4
<
o
F 60 - 60 o 100 -
o
0

0 0 0

C

0,05 - 0,20 - 0,10 -
g
S 004 - 0,16 4 0,08 4
2
< 0,03 1 0,12 4 0,06 4
—
3 0,02 0,08 4 0,04 4
| e
2 ) | 3
g 0,01 0,04 0,02 |_.

0,00 - 0,00 4+—[—m__, 0,00 r

d3 d6 d3 d6 d3 d6

Slika 15. Osteoklastogenetski potencijal stanica slezene miSeva s artritisom potaknutim kolagenom.
Stanice slezene su zasijane u plo¢ice s 48 zdenaca u gustoé¢i od 0,5 x 10° stanica po zdencu u 0,5 mL
diferencijacijskog medija koji je sadrzavao a-MEM uz 10% FBS (prema engl. fetal bovine serum), 100 U/mL
penicilina, 100 U/mL streptomicina uz 15 ng/mL rekombinantnog misjeg (rm) M-CSF i 40 ng/mL rmRANKL, a
diferencijacijski medij je promijenjen nakon tre¢eg dana. Nakon Sest dana kultivacije stanice su obojane
postupkom za dokazivanje aktivnosti enzima TRAP (prema engl. tartrate resistant acid phophatase), a treceg
(d3) 1 Sestog (d6) dana kulture je u stani¢nim lizatima dobivenim zdruzivanjem po 2 zdenaca iz ploc¢ice odredena
aktivnost enzima TRAP. (A) Morfologija uzgojenih osteoklasta u kulturama slezene miseva s artritisom —
osteoklasti su stanice ljubi¢aste boje s 3> jezgara koje izrazavaju enzim TRAP, poveéanje 100x. (B) Prosjecan
broj TRAP-pozitivnih osteoklasta po zdencu i (C) aktivnost enzima TRAP u ranom (CIA40), kasnom (CIA70) i
vrlo kasnom (CIA100) artritisu. Pokusi su ponovljeni tri puta s ukupno 8-10 miSeva po svakoj skupini, sa sli¢nim
rezultatima, a prikazani su rezultati izabranih nezavisnih pokusa ranog, kasnog i vrlo kasnog artritisa. Vrijednosti
su izraZzene kao srednja vrijednost + standardna devijacija (SD). *p<0,05 (Studentov t-test). CIA (prema engl.
collagen induced arthritis), artritis potaknut kolagenom; OCs, osteoklasti.
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Slika 16. Osteoklastogenetski potencijal stanica periferne krvi miSeva s artritisom potaknutim kolagenom.
Stanice periferne krvi su zasijane u ploice s 48 zdenaca u gustoéi od 0,5 x 10° stanica po zdencu u 0,5 mL
diferencijacijskog medija koji je sadrzavao a-MEM uz 10% FBS (prema engl. fetal bovine serum), 100 U/mL
penicilina, 100 U/mL streptomicina uz 15 ng/mL rekombinantnog mis§jeg (rm) M-CSF i 40 ng/mL rmRANKL, a
diferencijacijski medij je promijenjen nakon tre¢eg dana. Nakon Sest dana kultivacije stanice su obojane
postupkom za dokazivanje aktivnosti enzima TRAP (prema engl. tartrate resistant acid phophatase), a treceg
(d3) 1 Sestog (d6) dana kulture je u stani¢nim lizatima dobivenim zdruZivanjem po 2 zdenaca iz plocice odredena
aktivnost enzima TRAP. (A) Morfologija uzgojenih osteoklasta u kulturama periferne krvi miseva s artritisom —
osteoklasti su stanice ljubiCaste boje s 3> jezgara koje izrazavaju enzim TRAP, povecanje 100x. (B) Prosjecan
broj TRAP-pozitivnih osteoklasta po zdencu i (C) aktivnost enzima TRAP u ranom (CIA40), kasnom (CIA70) i
vrlo kasnom (CIA100) artritisu. Pokusi su ponovljeni tri puta s ukupno 8-10 miSeva po svakoj skupini, sa sli¢nim
rezultatima, a prikazani su rezultati izabranih nezavisnih pokusa ranog, kasnog i vrlo kasnog artritisa. Vrijednosti
su izraZzene kao srednja vrijednost + standardna devijacija (SD). *p<0,05 (Studentov t-test). CIA (prema engl.
collagen induced arthritis), artritis potaknut kolagenom; OCs, osteoklasti.
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5.3.1.2. Ucinak artritisa na izraZzaj osteoklastnih diferencijacijskih gena u stanicama
hematopoetskih tkiva

Postupkom gPCR analiziran je osteoklastogenetski potencijal hematopoetskih stanica
mikrookoliSa koStane srzi i perifernih hematopoetskih tkiva na razini izrazaja specifi¢nih
osteoklastnih diferencijacijskih gena, nakon izazivanja artritisa potaknutog kolagenom u tri
vremenske tocke (rani, kasni 1 vrlo kasni artritis). Izrazaj specificnih osteoklastnih gena
odreden je 3. 1 6. dana kultura stanica kosStane srzi, kosStanih cilindara, slezene i periferne krvi.
Poznato je da je izrazaj gena RANK (receptor za RANKL) i cFms (receptor za M-CSF) u
stanicama monocitno/makrofagne loze nuzan za njihovo usmjeravanje prema zrelim
funkcionalnim osteoklastima (193, 194). CalcR je specifi¢ni biljeg zrelih osteoklasta (7, 9),
kao i Cat K, enzim kljuc¢an u razgradnji organske medustanic¢ne tvari (195). Prilikom analize
izrazaja gena za reproducibilnu, bioloski znacajnu razliku odredili smo 100%-tnu ili vecu
razliku prema kontrolnoj skupini (191).

U kulturi osteoklasta diferenciranih iz hematopoetskih stanica kostane srzi (Slika 17.) miseva
s ranim artritisom (CIA40) je naden trostruki porast izrazaja gena za RANK u odnosu na
kontrolnu kulturu 6. dana, a kod kasnog artritisa (CIA70) taj porast je dvostruko veci.
Nadalje, 6. dana stani¢ne kulture je utvrden znacajan porast izrazaja zrelih osteoklastnih
biljega CalcR 1 Cat K u kulturi stanica miSeva s artritisom u odnosu na kontrolnu skupinu i u
ranom i u kasnom artritisu. U kulturi diferenciranoj iz koStane srzi misSeva s vrlo kasnim
artritisom (CIA100) nalazimo povecan izrazaj gena za cFms i Cat K u odnosu na kontrolnu
kulturu, ali bez bioloSki znacajne razlike.

Analizom osteoklastnih kultura diferenciranih iz stanica kostanog cilindra (Slika 18.) 6. dana
kulture uo¢avamo relativni porast izrazaja gena za RANK i cFms u artritisu u odnosu na
kontrolnu skupinu, ali manji od postavljene granice bioloSke znaajnosti. ZnaCajan porast
genskog izraZaja nalazimo za CalcR 6. dana kulture u ranom, kasnom 1 vrlo kasnom artritisu
te za Cat K 6. dana kulture u ranom i kasnom artritisu.

Nadalje, na temelju analize izrazaja osteoklastnih diferencijacijskih gena nalazimo i povec¢an
osteoklastogenetski potencijal stanica slezene miSeva s ranim i kasnim artritisom (Slika 19.).
Izrazaj gena za RANK povecan je 3. dana kulture stanica artriticnih miSeva u odnosu na
kontrolnu skupinu, a prati ga izrazaj gena za cFms koji je povecan i 6. dana kulture. Sli¢no je
3. dana osteoklastogenetske kulture stanica slezene artritiénih miSeva povecéan izraZaj gena za

CalcR i Cat K. U vrlo kasnom artritisu nema razlika u izrazaju diferencijacijskih gena.
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Izrazaj gena za RANK i cFms u osteoklastogenetskim kulturama periferne krvi (Slika 20.) 6.
dana stani¢ne kulture znacajno je veci u ranom i kasnom artritisu u odnosu na kontrolne
skupine. Takoder je utvrden veci izrazaj gena za CalcR i Cat K u ranom (6. dan), kasnom (6.
dan) i vrlo kasnom artritisu (3. dan) u odnosu na kontrolne skupine.

Navedeni rezultati su u skladu s rezultatima broja osteoklasta i aktivnosti enzima TRAP u
stani¢nim kulturama, gdje smo utvrdili znacajno potaknutu osteoklastogenezu u miseva s
artritisom.

Na temelju svega navedenog moze se zakljuciti da je osteoklastogenetski potencijal stanica
mikrookoliSa koStane srzi i1 perifernih hematopoetskih tkiva povecan u artritisu potaknutom

kolagenom, sto je u skladu s postavljenom hipotezom.
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Dan stani¢ne kulture

Slika 17. Izrazaj specifi¢nih osteoklastnih diferencijacijskih gena u osteoklastogenetskim kulturama
stanica koStane srzi miSeva s artritisom potaknutim kolagenom. Stanice koStane srzi su zasijane u plocice s
48 zdenaca u gusto¢i od 0,5 x 10° stanica po zdencu u 0,5 mL diferencijacijskog medija koji je sadrzavao a-
MEM uz 10% FBS, 100 U/mL penicilina, 100 U/mL streptomicina uz 15 ng/mL rekombinantnog misjeg (rm)
M-CSF i 40 ng/mL rmRANKL, a diferencijacijski medij je promijenjen nakon treeg dana. Stanice za izolaciju
RNA su dobivene zdruzivanjem 4 zdenaca po skupini treceg (d3) i Sestog (d6) dana stani¢ne kulture, a
vrijednosti izrazaja mRNA su dobivene uporabom standardne krivulje izraZaja ciljnoga gena u uzorku za
kalibraciju (cDNA iz kulture osteoklasta) i normalizirane u odnosu na koli¢inu mRNA za B-aktin (,,endogena“
kontrola). Pokusi su ponovljeni tri puta s ukupno 8-10 miSeva po svakoj skupini, sa sli¢nim rezultatima, a
prikazani su rezultati izabranih nezavisnih pokusa ranog (ClA40), kasnog (CIA70) i vrlo kasnog (CIA100)
artritisa. CIA, artritis potaknut kolagenom (prema engl. collagen induced arthritis); RANK, poticatelj receptora
jezgrinog ¢imbenika kB (prema engl. receptor activator of nuclar factor kB); cFms, receptor ¢imbenika stvaranja
monocitnih kolonija (prema engl. macrophage colony-stimulating factor receptor); CalcR, kalcitoninski receptor
(prema engl. calcitonin receptor); Cat K, katepsin K (prema engl. cathepsin K). *prikazuje bioloski znacajnu
razliku u izrazaju (>100%) u odnosu na kontrolnu skupinu.
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Dan stani¢ne kulture

Slika 18. Izrazaj specificnih osteoklastnih diferencijacijskih gena u osteoklastogenetskim kulturama
stanica koStanog cilindra miSeva s artritisom potaknutim kolagenom. Stanice ko$tanog cilindra su zasijane u
plodice s 48 zdenaca u gustoéi od 0,5 x 10° stanica po zdencu u 0,5 mL diferencijacijskog medija koji je
sadrzavao a-MEM uz 10% FBS, 100 U/mL penicilina, 100 U/mL streptomicina uz 15 ng/mL rekombinantnog
mi§jeg (rm) M-CSF i 40 ng/mL rmRANKL, a diferencijacijski medij je promijenjen nakon tre¢eg dana. Stanice
za izolaciju RNA su dobivene zdruzivanjem 4 zdenaca po skupini treceg (d3) i Sestog (d6) dana stani¢ne kulture,
a vrijednosti izrazaja mRNA su dobivene uporabom standardne krivulje izrazaja ciljnoga gena u uzorku za
kalibraciju (cCDNA iz kulture osteoklasta) i normalizirane u odnosu na koli¢inu mRNA za B-aktin (,,endogena“
kontrola). Pokusi su ponovljeni tri puta s ukupno 8-10 miSeva po svakoj skupini, sa sli¢nim rezultatima, a
prikazani su rezultati izabranih nezavisnih pokusa ranog (ClA40), kasnog (CIA70) i vrlo kasnog (CIA100)
artritisa. CIA, artritis potaknut kolagenom (prema engl. collagen induced arthritis); RANK, poticatelj receptora
jezgrinog ¢imbenika kB (prema engl. receptor activator of nuclar factor kB); cFms, receptor ¢imbenika stvaranja
monocitnih kolonija (prema engl. macrophage colony-stimulating factor receptor); CalcR, kalcitoninski receptor
(prema engl. calcitonin receptor); Cat K, katepsin K (prema engl. cathepsin K). *prikazuje bioloski zna¢ajnu
razliku u izrazaju (>100%) u odnosu na kontrolnu skupinu.
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Dan stani¢ne kulture

Slika 19. Izrazaj specifi¢nih osteoklastnih diferencijacijskih gena u osteoklastogenetskim kulturama
stanica slezene miSeva s artritisom potaknutim kolagenom. Stanice slezene su zasijane u plo€ice s 48 zdenaca
u gustoéi od 0,5 x 10° stanica po zdencu u 0,5 mL diferencijacijskog medija koji je sadrzavao a-MEM uz 10%
FBS, 100 U/mL penicilina, 100 U/mL streptomicina uz 15 ng/mL rekombinantnog mis§jeg (rm) M-CSF i 40
ng/mL rmRANKL, a diferencijacijski medij je promijenjen nakon tre¢eg dana. Stanice za izolaciju RNA su
dobivene zdruzivanjem 4 zdenaca po skupini treceg (d3) i Sestog (d6) dana stani¢ne kulture, a vrijednosti
izraZzaja mRNA su dobivene uporabom standardne krivulje izrazaja ciljnoga gena u uzorku za kalibraciju (cDNA
iz kulture osteoklasta) i normalizirane u odnosu na koli¢inu mRNA za B-aktin (,,endogena‘ kontrola). Pokusi su
ponovljeni tri puta s ukupno 8-10 miseva po svakoj skupini, sa sli¢nim rezultatima, a prikazani su rezultati
izabranih nezavisnih pokusa ranog (CIA40), kasnog (CIA70) i vrlo kasnog (CIA100) artritisa. CIA, artritis
potaknut kolagenom (prema engl. collagen induced arthritis); RANK, poticatelj receptora jezgrinog ¢imbenika
kB (prema engl. receptor activator of nuclar factor kB); cFms, receptor ¢imbenika stvaranja monocitnih kolonija
(prema engl. macrophage colony-stimulating factor receptor); CalcR, kalcitoninski receptor (prema engl.
calcitonin receptor); Cat K, katepsin K (prema engl. cathepsin K). *prikazuje bioloski znacajnu razliku u
izrazaju (>100%) u odnosu na kontrolnu skupinu.
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Slika 20. Izrazaj specificnih osteoklastnih diferencijacijskih gena u osteoklastogenetskim kulturama
stanica periferne krvi miSeva s artritisom potaknutim kolagenom. Stanice periferne krvi su zasijane u
plodice s 48 zdenaca u gustoéi od 0,5 x 10° stanica po zdencu u 0,5 mL diferencijacijskog medija koji je
sadrzavao a-MEM uz 10% FBS, 100 U/mL penicilina, 100 U/mL streptomicina uz 15 ng/mL rekombinantnog
mi§jeg (rm) M-CSF i 40 ng/mL rmRANKL, a diferencijacijski medij je promijenjen nakon tre¢eg dana. Stanice
za izolaciju RNA su dobivene zdruzivanjem 4 zdenaca treceg (d3) i Sestog (d6) dana stani¢ne kulture, a
vrijednosti izrazaja mRNA su dobivene uporabom standardne krivulje izrazaja ciljnoga gena u uzorku za
kalibraciju (cCDNA iz kulture osteoklasta) i normalizirane u odnosu na koli¢inu mRNA za -aktin (,,endogena“
kontrola). Pokusi su ponovljeni tri puta s ukupno 8-10 miSeva po svakoj skupini, sa sli¢nim rezultatima, a
prikazani su rezultati izabranih nezavisnih pokusa ranog (ClA40), kasnog (CIA70) i vrlo kasnog (CIA100)
artritisa. CIA, artritis potaknut kolagenom (prema engl. collagen induced arthritis); RANK, poticatelj receptora
jezgrinog ¢imbenika kB (prema engl. receptor activator of nuclar factor kB); cFms, receptor ¢imbenika stvaranja
monocitnih kolonija (prema engl. macrophage colony-stimulating factor receptor); CalcR, kalcitoninski receptor
(prema engl. calcitonin receptor); Cat K, katepsin K (prema engl. cathepsin K). *prikazuje bioloski zna¢ajnu
razliku u izrazaju (>100%) u odnosu na kontrolnu skupinu.
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5.3.1.3. U¢inak artritisa na stani¢ne populacije osteoklastnih progenitora

Idu¢im nizom pokusa analiziran je izrazaj membranskih biljega specifi¢nih za populaciju
osteoklastnih progenitora u stanicama koStanog okoliSa (koStana srz i koStani cilindar) i
periferije (periferna krv 1 slezena). Populacija stanica koja posjeduje najveci
osteoklastogenetski potencijal ne izrazava limfoidne biljege B220, CD3 i NK1.1. U kostanoj
srzi 1 koStanom cilindru izrazava biljeg CD115 (cFms) te ne izrazava ili slabo izrazava biljeg
mijeloidnih stanica CD11b (196, 197). Ta populacija (CD3'B220'NK1.1°CD11b""") moze se
analizirati u odnosu na izrazaj biljega CD115 i CD117 te podijeliti u nekoliko subpopulacija s
obzirom na osteoklastogenetski potencijal. Najveci osteoklastogenetski potencijal imaju
stanice CD115"CD117", a ne$to manji populacija CD115°CD117", dok populacije CD115
CD117" i CD115CD117 ne sadrze osteoklastne progenitore (196, 197). U slezeni i perifernoj
krvi populacija stanica s najve¢im osteoklastogenetskim potencijalom ne izrazava limfoidne
biljege (B220, CD3 i NKI1.1), ali izrazava mijeloidni biljeg CD11b. Ta populacija takoder
izrazava biljege CD115 i Gr-1 (197, 198).

Proto¢nocitometrijska analiza stani¢nih populacija koStane srzi i koStanog cilindra ranog,
kasnog 1 vrlo kasnog artritisa je pokazala da stani¢ne populacije mikrookoliSa koStane srzi
miSeva s artritisom sadrze viSe stanica fenotipa CD3B220'NK1.1'CD11b™“CD115" u
odnosu na kontrolnu skupinu. Na Slici 21. su radi preglednosti prikazani samo rezultati
analize osteoklastnih progenitora mikrookoliSa koStane srzi u ranom artritisu; udio stanica
CD115°CD117" u kostanoj srzi miseva s artritisom je oko tri puta veéi (Slika 21.A), a u
kostanom cilindru oko dva puta ve¢i u odnosu na kontrolu (Slika 21.B), dok je udio stanica
CD115'CD117 dva puta veéi u mikrookolisu kostane srzi (kostana srz i ko$tani cilindar)
miSeva s artritisom. Na temelju dobivenih rezultata mozemo zakljuciti da miSevi s artritisom
imaju veci osteoklastogenetski potencijal u odnosu na kontrolnu skupinu te da su artritisom
potaknute i subpopulacije progenitora CD117" i CD117". Medu ukupnom populacijom stanica
slezene misSeva s ranim artritisom povecan je udio osteoprogenitorskih stanica CD3'B220
NK1.1'CD11b*CD115°Gr-1" u odnosu na kontrolnu skupinu (Slika 22.A). U perifernoj krvi
miseva s artritisom tijekom cijelog prac¢enja bolesti nalazimo oko dva puta vise stanica CD3"
B220'NK1.1'CD11b"CD115"Gr-1" u odnosu na kontrolnu skupinu. Takoder, poveéana je
ukupna populacija CD11b* (monocitno/makrofagnih) stanica (Slika 22.B).
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Slika 21. Izrazaj membranskih biljega specifi¢nih za populacije osteoklastnih progenitora u kostanoj srzi i
koStanom cilindru u artritisu potaknutom kolagenom. Proto¢nim citometrom je analiziran izrazaj povrsinskih
biljega specifi¢nih za populacije osteoklastnih progenitora: CD3 B220°NK1.1°CD11b"*"CD115*CD117" i CD3°
B220'NK1.1'CD11b™™"CD115'CD117" uporabom monoklonskih protutijela konjugiranih fluorokromima
[fluorescein-izotiocijanat (FITC)-anti-CD3/B220/NK1.1, fikoeritrin-cijanin 7 (PE Cy7)-anti-CD11b, fikoeritrin
(PE)-anti-CD115 i alofikocijanin (APC)-anti-CD117] u kostanoj srzi (A) i kostanom cilindru (B) kontrolnih
miSeva (ctrl) i miSeva s artritisom potaknutim kolagenom (CIA, prema engl. collagen induced arthritis).
Analizirano je 350 000 vijabilnih stanica kostane srzi i 150 000 vijabilnih stanica koStanog cilindra po uzorku i
prikazano grafikonom u programu CellQuest na uredaju FACSCalibur. Prikazan je reprezentativni pokus ranog
artritisa od tri ponovljena pokusa sa sli¢nim rezultatima.
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Slika 22. Izrazaj membranskih biljega specifi¢nih za populacije osteoklastnih progenitora u slezeni i
perifernoj krvi u artritisu potaknutom kolagenom. Proto¢nim citometrom je analiziran izrazaj povrSinskih
biljega specifi¢nih za populacije osteoklastnih progenitora: CD3 B220'NK1.1'CD11b*CD115"Gr-1" uporabom
monoklonskih protutijela konjugiranih fluorokromima [fluorescein-izotiocijanat (FITC)-anti-CD3/B220/NK1.1,
fikoeritrin-cijanin 7 (PE Cy7)-anti-CD11b, fikoeritrin (PE)-anti-CD115 i alofikocijanin (APC)-anti-Gr-1] u
slezeni (A) i perifernoj krvi (B) kontrolnih miseva (ctrl) i miSeva s artritisom potaknutim kolagenom (CIA,
prema engl. collagen induced arthritis). Analizirano je 500 000 vijabilnih stanica slezene i 400 000 vijabilnih
stanica periferne krvi po uzorku i prikazano grafikonom u programu CellQuest na uredaju FACSCalibur.
Prikazan je reprezentativni pokus ranog artritisa od tri ponovljena pokusa sa sli¢nim rezultatima.
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Proto¢nocitometrijskom analizom smo dokazali da miSevi s artritisom imaju veci udio
osteoklastnih progenitora u mikrookoliSu kostane srzi i periferije, te smo se stoga odlucili na
stani¢no sortiranje osteoklastnih progenitora iz koStane srzi i slezene te poticanje njihove
diferencijacije u kulturi. Time smo in vitro testirali funkcionalnu aktivnost osteoklastnih

progenitora u miseva s artritisom.

Misevi koji su razvili artritis u odnosu na kontrolnu skupinu miSeva razvijaju statisticki
znacajno veci broj TRAP-pozitivnih osteoklasta iz sortiranih progenitorskih stanica kosStane
srzi i slezene (Slika 23.B i Slika 24.B). U kulturi osteoklasta diferenciranih iz osteoklastnih
progenitora koStane srzi miSeva s kasnim artritisom (CIA70) je naden statisticki znacajno veci
izrazaja gena za RANK, cFms, CalcR i Cat K u odnosu na kontrolnu kulturu (Slika 23.C).
Nadalje, u kulturi osteoklasta diferenciranih iz osteoklastnih progenitora slezene je utvrden
vedi izrazaj gena za cFms 1 CalcR u ranom, za RANK i Cat K u kasnom i za RANK, cFms,

CalcR i Cat K u vrlo kasnom artritisu u odnosu na kontrolne skupine (Slika 24.C).
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Slika 23. Osteoklastogenetski potencijal osteoklastnih progenitora koStane srzi miSeva s artritisom
potaknutim kolagenom. Sortirani osteoklastni progenitori koStane srzi definirani kao stanice fenotipa CD3
B220'NK1.1'CD11b™™CD115" su zasijani (5 000 stanica/zdencu) u ploc¢ice s 96 zdenaca u 0,2 mL
diferencijacijskog medija koji je sadrzavao a-MEM uz 10% FBS, 100 U/mL penicilina, 100 U/mL streptomicina
uz 40 ng/mL rekombinantnog misjeg (rm) M-CSF i 60 ng/mL rmRANKL, a diferencijacijski medij je
promijenjen nakon treeg dana. Nakon Sest dana kultivacije stanice su obojane postupkom za dokazivanje
aktivnosti enzima TRAP (prema engl. tartrate resistant acid phophatase). Stanice za izolaciju RNA su dobivene
zdruzivanjem 5 zdenaca Sestog dana stani¢ne kulture, a vrijednosti izrazaja mRNA su dobivene uporabom
standardne krivulje izrazaja ciljnoga gena u uzorku za kalibraciju (¢cDNA iz kulture osteoklasta) i normalizirane
u odnosu na koli¢inu mRNA za B-aktin (,endogena“ kontrola). (A) Morfologija uzgojenih osteoklasta u
kulturama osteoklastnih progenitora miseva s artritisom — osteoklasti su stanice ljubicaste boje s 3> jezgara koje
izrazavaju enzim TRAP, povecanje 100x, (B) prosje¢an broj TRAP-pozitivnih osteoklasta po zdencu i (C)
izrazaj specifiénih osteoklastnih diferencijacijskih gena u osteoklastogenetskim kulturama progenitora koStane
srzi miseva s artritisom potaknutim kolagenom. Pokusi su ponovljeni tri puta s ukupno 8-10 miseva po svakoj
skupini, sa sli¢nim rezultatima, a prikazani su rezultati izabranih nezavisnih pokusa ranog, kasnog i vrlo kasnog
artritisa. CIA, artritis potaknut kolagenom (prema engl. collagen induced arthritis); RANK, poticatelj receptora
jezgrinog ¢imbenika kB (prema engl. receptor activator of nuclar factor kB); cFms, receptor ¢imbenika stvaranja
monocitnih kolonija (prema engl. macrophage colony-stimulating factor receptor); CalcR, kalcitoninski receptor
(prema engl. calcitonin receptor); Cat K, katepsin K (prema engl. cathepsin K). Broj osteoklasta (OCs) je
izraZen kao srednja vrijednost + standardna devijacija (SD). **p<0,05 (Studentov t-test). *prikazuje bioloski
znacajnu razliku u izrazaju (>100%) u odnosu na kontrolnu skupinu.
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Slika 24. Osteoklastogenetski potencijal osteoklastnih progenitora slezene miSeva s artritisom potaknutim
kolagenom. Sortirani osteoklastni progenitori slezene definirani kao stanice fenotipa CD3'B220'NK1.1°
CD11b*CD115" su zasijani (10 000 stanica/zdencu) u plogice s 96 zdenaca u 0,2 mL diferencijacijskog medija
koji je sadrzavao o-MEM uz 10% FBS, 100 U/mL penicilina, 100 U/mL streptomicina uz 40 ng/mL
rekombinantnog mi§jeg (rm) M-CSF i 60 ng/mL rmRANKL, a diferencijacijski medij je promijenjen nakon
tre¢eg dana. Nakon Sest dana kultivacije stanice su obojane postupkom za dokazivanje aktivnosti enzima TRAP
(prema engl. tartrate resistant acid phophatase). Stanice za izolaciju RNA su dobivene zdruzivanjem 5 zdenaca
Sestog dana stani¢ne kulture, a vrijednosti izrazaja mRNA su dobivene uporabom standardne krivulje izrazaja
ciljnoga gena u uzorku za kalibraciju (cDNA iz kulture osteoklasta) i normalizirane u odnosu na koli¢inu mRNA
za B-aktin (,endogena‘“ kontrola). (A) Morfologija uzgojenih osteoklasta u kulturama osteoklastnih progenitora
miseva s artritisom — osteoklasti su stanice ljubiCaste boje s 3> jezgara koje izrazavaju enzim TRAP, povecanje
100x, (B) prosje¢an broj TRAP-pozitivnih osteoklasta po zdencu i (C) izrazaj specificnih osteoklastnih
diferencijacijskih gena u osteoklastogenetskim kulturama progenitora slezene miseva s artritisom potaknutim
kolagenom. Pokusi su ponovljeni tri puta s ukupno 8-10 miSeva po svakoj skupini, sa sli¢nim rezultatima, a
prikazani su rezultati izabranih nezavisnih pokusa ranog, kasnog i vrlo kasnog artritisa. CIA, artritis potaknut
kolagenom (prema engl. collagen induced arthritis); RANK, poticatelj receptora jezgrinog ¢imbenika kB (prema
engl. receptor activator of nuclar factor kB); cFms, receptor ¢imbenika stvaranja monocitnih kolonija (prema
engl. macrophage colony-stimulating factor receptor); CalcR, kalcitoninski receptor (prema engl. calcitonin
receptor); Cat K, katepsin K (prema engl. cathepsin K). Broj osteoklasta (OCs) je izraZen kao srednja vrijednost
+ standardna devijacija (SD). **p<0,05 (Studentov t-test). *prikazuje bioloski znacajnu razliku u izrazaju
(=100%) u odnosu na kontrolnu skupinu.
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5.3.2. Diferencijacija i aktivnost osteoblasta u modelu artritisa potaknutog kolagenom

Ucinak artritisa na osteoblastogenetski potencijal mezenhimnih stanica koStane srzi i koStanog
cilindra utvrden je analizom osteoblastogenetskih kultura. Stanice su diferencirane u
osteoblaste dodatkom [-glicerofosfata, askorbinske kiseline i deksametazona, koji poticu

sazrijevanje i mineralizaciju osteoblastnih kolonija.

5.3.2.1. U¢inak artritisa na osteoblastogenetski potencijal mezenhimnih stanica in vitro

U kulturama osteoblasta mezenhimnih stanica koStane srzi i kostanog cilindra kontrolnih
miSeva 1 miSeva s artritisom u tri vremenske tocke (ranom, kasnom i vrlo kasnom artritisu)
odredili smo broj AP-pozitivnih osteoblastnih kolonija, povrSinu zdenca obojenu
histokemijskim bojanjem enzima AP i aktivnost enzima AP u stani¢nom lizatu. Enzim AP
sudjeluje u procesu kalcifikacije kosti i biljeg je preosteoblasta i osteoblasta (32, 199).
Mezenhimne stanice koStane srzi miSeva s kasnim (CIA70) i vrlo kasnim artritisom (CIA100)
13. dana kulture su razvile ve¢i broj i vecu povrSinu osteoblastnih kolonija koje izrazavaju
enzim AP u odnosu na kontrolne miseve (Slika 25.A,B). Nasuprot tome, skupina miSeva s
ranim (CIA40) artritisom 13. dana kulture se nije razlikovala u broju 1 povrSini osteoblastnih
kolonija u odnosu na kontrolnu skupinu (Slika 25.A,B).

Mezenhimne stanice koStanog cilindra miSeva s ranim (CIA40) i vrlo kasnim artritisom
(CIA100) 13. dana kulture su razvile ve¢i broj 1 vecu povrSinu osteoblastnih kolonija koje
izraZzavaju enzim AP u odnosu na kontrolne miseve (Slika 26.A,B).

Nadalje, aktivnost enzima AP u kulturi osteoblasta diferenciranih iz kostane srzi (Slika 25.C) i

koStanog cilindra (Slika 26.C) povecava se s trajanjem kulture 1 sazrijevanjem osteoblasta.
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Slika 25. Osteoblastogenetski potencijal mezenhimnih stanica ko$tane srZi miSeva s artritisom potaknutim
kolagenom. Mezenhimne stanice kotane sr7i su zasijane u ploice sa 6 zdenca u gustoéi 10° stanica/mL aMEM
hranjivog medija s 10% fetalnog govedeg seruma, 100 U/mL penicilina i 100 U/mL streptomicina. Sedmoga
dana kulture u zdence je dodan diferencijacijski medij koji se sastoji od temeljnog medija a-MEM s 10%
fetalnog govedeg seruma, 100 U/mL penicilina i 100 U/mL streptomicina, uz dodatak 50 pg/mL askorbinske
kiseline, 10® M deksametazona i 8 mM B-glicerofosfata, i potom mijenjan svaki drugi dan. (A) Kolonije stanica
osteoblastne loze trinaestog dana stani¢ne kulture histokemijski obojene crveno koristenjem kemikalija za
odredivanje aktivnosti alkalne fosfataze (AP). (B) Intenzitet bojanja enzima AP izmjeren u 2 zdenca u kulturi
podrijetlom iz stanica koStane srzi. (C) Aktivnost enzima AP u stani¢nim lizatima mezenhimnih stanica koStane
srzi tijekom osteoblastne diferencijacije sedmog (d7), desetog (d10) i trinaestog (d13) dana dobivenim
zdruzivanjem po 2 zdenca. Pokusi su ponovljeni tri puta s ukupno 8-10 miSeva po svakoj skupini, sa sliénim
rezultatima, a prikazani su rezultati izabranih nezavisnih pokusa ranog (Cl1A40), kasnog (CIA70) i vrlo kasnog
(CIA100) artritisa. Vrijednosti su izrazene kao srednja vrijednost + standardna devijacija (SD). *p<0,05
(Studentov t-test). CIA (prema engl. collagen induced arthritis), artritis potaknut kolagenom.
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Slika 26. Osteoblastogenetski potencijal mezenhimnih stanica koStanog cilindra miSeva s artritisom
potaknutim kolagenom. Mezenhimne stanice iz ko$tanog cilindra su zasijane u plo¢ice s 24 zdenca u gusto¢i
10° stanica/mL «MEM hranjivog medija s 10% fetalnog govedeg seruma, 100 U/mL penicilina i 100 U/mL
streptomicina. Sedmoga dana kulture u zdence je dodan diferencijacijski medij koji se sastoji od temeljnog
medija a-MEM s 10% fetalnog govedeg seruma, 100 U/mL penicilina i 100 U/mL streptomicina, uz dodatak 50
ng/mL askorbinske kiseline, 10° M deksametazona i 8 mM pB-glicerofosfata, i potom mijenjan svaki drugi dan.
(A) Kolonije stanica osteoblastne loze trinaestog dana stani¢ne kulture, histokemijski obojene crveno
koriStenjem kemikalija za odredivanje aktivnosti alkalne fosfataze (AP). (B) Intenzitet bojanja enzima AP
izmjeren u 4 zdenca u kulturi podrijetlom iz stanica kostane srzi. (C) Aktivnost enzima AP u stani¢nim lizatima
mezenhimnih stanica koS$tane srzi tijekom osteoblastne diferencijacije sedmog (d7), desetog (d10) i trinaestog
(d13) dana dobivenim zdruzivanjem po 4 zdenca. Pokusi su ponovljeni tri puta s ukupno 8-10 miSeva po svakoj
skupini, sa sliénim rezultatima, a prikazani su rezultati izabranih nezavisnih pokusa ranog (CIA40), kasnog
(CIA70) i vrlo kasnog (CIA100) artritisa. Vrijednosti su izrazene kao srednja vrijednost + standardna devijacija
(SD). *p<0,05 (Studentov t-test). CIA (prema engl. collagen induced arthritis), artritis potaknut kolagenom.
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5.3.2.2. Ucinak artritisa na izrazaj osteoblastnih diferencijacijskih gena u mezenhimnim

stanicama koStanog okolisa

Izrazaj specificnih osteoblastnih diferencijacijskih gena analiziran je postupkom qPCR u
osteoblastogenetskim kulturama stanica koStane srzi i koStanog cilindra. Transkripcijski
¢imbenici Runx2 i Osx glavni su geni ukljuceni u diferencijaciju osteoblasta. Runx2 je
izrazen vrlo rano tijekom koStanog razvoja i nuzan je tijekom stvaranja kosti i hipertrofi¢ne
hrskavice. Transkripcijski faktor Osx takoder je izraZzen rano tijekom sazrijevanja i kljucan je
za diferencijaciju pre-osteoblasta u osteoblaste (200-202). Gen za AP je jedan od prvih
izrazenih u procesu mineralizacije 1 rabi se kao preosteoblastni/osteoblastni biljeg, ¢iji se
izrazaj smanjuje tijekom stadija sazrijevanja i pocetkom stadija ovapnjenja. Izrazaj gena za
BSP se takoder smanjuje u stadiju sazrijevanja, ali se ponovo pojacava u stadiju ovapnjenja.
OC je izrazen u kasnoj fazi sazrijevanja koStanog tkiva i sluzi kao biljeg zrelih osteoblasta
(45) (Slika 2.). Prilikom analize izrazaja gena za reproducibilnu, bioloski znacajnu razliku
odredili smo 100%-tnu ili vec¢u razliku prema kontrolnoj skupini (191).

U kulturi mezenhimnih stanica koStane srzi (Slika 27.) miSeva s ranim artritisom (CIA40)
znafajno raste izrazaj gena za Osx 7. dana kulture, a Osx 1 AP 10. dana kulture u odnosu na
kontrolnu Kkulturu. Isto tako znacajno raste izrazaj gena za BSP u svim danima stani¢ne
kulture Zivotinja s ranim artritisom u odnosu na kontrolnu skupinu. Nadalje, kod kasnog
artritisa (CIA70) 7. dan stani¢ne kulture znacajno raste izrazaj gena za transkripcijski faktor
Osx i BSP, dok u kasnijim danima osteoblastne kulture (10. i 13. dana) znaCajno raste izrazaj
gena za OC u odnosu na kontrolnu kulturu. U osteoblastogenetskim kulturama koStane srzi
zivotinja s vrlo kasnim artritisom 13. dana kulture znacajno raste izrazaj gena za AP i BSP.
IzraZaj osteoblastnih diferencijacijskih gena u kulturama stanica koStane srZi je ve¢i u miSeva
s artritisom u odnosu na kontrolnu skupinu i u skladu je s brojem diferenciranih osteoblastnih
kolonija koje izraZavaju enzim AP.

Izrazaj osteoblastnih diferencijacijskih gena u kulturi mezenhimnih stanica kostanog cilindra
(Slika 28.) u ranom artritisu (CIA40) znacajno je veci u odnosu na kontrolnu kulturu,
posebice za Osx 1 AP 10. dana, a OC 13. dana stani¢ne kulture. To je u korelaciji s rezultatima
broja AP-pozitivnih osteoblastnih kolonija i AP-aktivnosti u toj vremenskoj tocki. Premda na
temelju broja osteoblastnih kolonija i aktivnosti enzima AP u kasnom artritisu (CIA70)
mozemo zakljuCiti da miSevi s artritisom nemaju veci osteoblastogenetski potencijal
stromalnih stanica koStanog cilindra (Slika 26.), ipak u stani¢nim kulturama znac¢ajno je veci

izrazaj gena za Osx (10. dana kulture) i BSP (13. dana kulture) u odnosu na kulture
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diferencirane iz mezenhimnih stanica kontrolnih Zivotinja (Slika 28.). Tijekom diferencijacije
mezenhimnih stanica kosStanog cilindra miSeva s vrlo kasnim artritisom (CIA100) znacajno je
vedi izrazaj gena za Osx, AP 1 BSP 7., 10. 1 13. dana kulture, a OC 10. i 13. dana u odnosu na
kontrolu (Slika 28.).

Ovim nizom pokusa zaklju€ili smo da misevi s artritisom potaknutim kolagenom imaju jaci
genski izrazaj specifiénih osteoblastnih biljega, 1 u osteoblastogenetskim kulturama koStane
srzi 1 koStanog cilindra u odnosu na kontrolne kulture, te da miSevi s artritisom imaju veci
osteoblastogenetski potencijal u odnosu na kontrolne Zzivotinje. Navedeni zakljuc¢ak je u

skladu s hipotezom postavljenom na pocetku istrazivanja.
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Dan staniéne kulture

Slika 27. Izrazaj osteoblastnih diferencijacijskih gena u osteoblastogenetskim kulturama stanica koStane
srZi miSeva s artritisom potaknutim kolagenom. Mezenhimne stanice koStane srzi su zasijane u plocice sa 6
zdenca u gustoéi 10° stanica/mL oMEM hranjivog medija s 10% FBS, 100 U/mL penicilina i 100 U/mL
streptomicina. Sedmoga dana kulture u zdence je dodan diferencijacijski medij koji se sastoji od temeljnog
medija a-MEM s 10% FBS, 100 U/mL penicilina i 100 U/mL streptomicina, uz dodatak 50 pg/mL askorbinske
kiseline, 10® M deksametazona i 8 mM B-glicerofosfata, i potom mijenjan svaki drugi dan. Stanice za izolaciju
RNA su dobivene zdruzivanjem 2 zdenaca sedmog (d7), desetog (d10) i trinaestog (d13) dana stani¢ne kulture, a
vrijednosti izrazaja mRNA su dobivene uporabom standardne krivulje izrazaja ciljnoga gena u uzorku za
kalibraciju (cDNA iz kulture osteoblasta) i normalizirane u odnosu na koli¢inu mRNA za B-aktin (,,endogena“
kontrola). Pokusi su ponovljeni tri puta s ukupno 8-10 miSeva po svakoj skupini, sa sli¢nim rezultatima, a
prikazani su rezultati izabranih nezavisnih pokusa ranog, kasnog i vrlo kasnog artritisa. CIA, artritis potaknut
kolagenom (prema engl. collagen induced arthritis); Runx2, transkripcijski ¢imbenik Runx2 (prema engl. runt
related transcription factor 2); Osx, transkripcijski ¢imbenik Osx (prema engl. osterix); AP, alkalna fosfataza
(prema engl. alkaline phosphatase); BSP, kostana sijalobjelancevina (prema engl. bone sialoprotein); OC,
osteoklacin. *prikazuje bioloski znadajnu razliku u izraZaju (>100%) u odnosu na kontrolnu skupinu (ctrl).
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Dan stani¢ne kulture

Slika 28. Izrazaj osteoblastnih diferencijacijskih gena u osteoblastogenetskim kulturama stanica koStanog
cilindra miSeva s artritisom potaknutim kolagenom. Mezenhimne stanice koStanog cilindra su zasijane u
plocice s 24 zdenca u gustoéi 10° stanica/mL oMEM hranjivog medija s 10% FBS, 100 U/mL penicilina i 100
U/mL streptomicina. Sedmoga dana kulture u zdence je dodan diferencijacijski medij koji se sastoji od
temeljnog medija a-MEM s 10% FBS, 100 U/mL penicilina i 100 U/mL streptomicina, uz dodatak 50 pg/mL
askorbinske kiseline, 10® M deksametazona i 8 mM B-glicerofosfata, i potom mijenjan svaki drugi dan. Stanice
za izolaciju RNA su dobivene zdruZivanjem 4 zdenaca sedmog (d7), desetog (d10) i trinaestog (d13) dana
stani¢ne kulture, a vrijednosti izrazaja mRNA su dobivene uporabom standardne krivulje izrazaja ciljnoga gena u
uzorku za kalibraciju (¢cDNA iz kulture osteoblasta) i normalizirane u odnosu na koli¢inu mRNA za B-aktin
(,,endogena‘““ kontrola). Pokusi su ponovljeni tri puta s ukupno 8-10 miSeva po svakoj skupini, sa sli¢nim
rezultatima, a prikazani su rezultati izabranih nezavisnih pokusa ranog, kasnog i vrlo kasnog artritisa. CIA,
artritis potaknut kolagenom (prema engl. collagen induced arthritis); Runx2, transkripcijski ¢imbenik Runx2
(prema engl. runt related transcription factor 2); Osx, transkripcijski ¢imbenik Osx (prema engl. osterix); AP,
alkalna fosfataza (prema engl. alkaline phosphatase); BSP, kostana sijalobjelanevina (prema engl. bone
sialoprotein); OC, osteoklacin. *prikazuje bioloski znacajnu razliku u izrazaju (=100%) u odnosu na kontrolnu
skupinu (ctrl).
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5.3.2.3. U¢inak artritisa na stani¢nu populaciju osteoblastnih progenitora

Brojne studije nastojale su definirati fenotip mezenhimnih osteoprogenitorskih stanica (203-
206). Nakamura i sur. (206) su u svom istrazivanju identificirali subpopulaciju endostalnih
stanica koStane srzi koje ne izrazavaju hematopoetske i1 endotelne biljege (CD45CD31
Terl19"). Na temelju izrazaja biljega CD166 (takoder poznat kao ALCAM, prema engl.
activated leukocyte cell adhesion molecule), koji se nalazi na hematopoetskim mati¢nim
stanicama, mezenhimnim mati¢nim stanicama i osteoblasti¢nim stani¢nim linijama, i Sca-1
(prema engl. stem cell antigen-1), koji je izraZen na mezenhimnim mati¢nim stanicama
podijelili su ih na nekoliko subpopulacija. Najnezrelija subpopulacija osteoblastnih
progenitorskih stanica izrazava biljeg Sca-1 (CD45CD31 Ter119Sca-1%). Zrelije populacije
ne izrazavaju biljeg Sca-1 (Sca-1"CD166" i Sca-1'CD166") i izrazavaju enzim AP.

Proto¢nocitometrijskom analizom stanica koStane srzi miSeva s ranim artritisom utvrdili smo
da je udio stanica CD45CD31Terl119°CD11b'B220" gotovo dvostruko veci u odnosu na
kontrolnu skupinu, a u toj subpopulaciji stanica miSevi s artritisom imaju ve¢i udio stanica
CD166"Sca-1" i stanica CD166'Sca-1" (Slika 29.). Dakle, koStana srz miSeva s artritisom
sadrzi ve¢i udio osteoblastnih progenitora i zrelijih mezenhimnih stanica u odnosu na
kontrolu. Istovjetnom analizom stanica dobivenih iz koStanog cilindra utvrdili smo da miSevi
s artritisom imaju veci udio stanica CD45°CD31 Ter119°CD11b'B220" u odnosu na kontrolnu
skupinu (Slika 30.). Medutim, ta stani¢na populacija koja ne izrazava hematopoetske i
limfoidne biljege, zbog ukupno veéeg udjela u kostanom cilindru u miseva s artritisom u
odnosu na kontrolnu skupinu, ima samo poveéan udio stanica CD166"Sca-1" u odnosu na
kontrolnu skupinu (Slika 30.). Na osnovu toga smo zakljucili da se u koStanom cilindru, kao
Sto je 1 ocekivano, nalaze zrelije mezenhimne stanice te da ih je viSe u miSeva s artritisom

nego u kontrolnih miseva.
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Slika 29. Izrazaj povrSinskih biljega specifi¢nih za populaciju osteoblastnih progenitora u kostanoj srzi u
artritisu potaknutom kolagenom. Proto¢nim citometrom je analiziran izrazaj povrsinskih biljega specifi¢nih za
populaciju osteoblastnih progenitora: CD45CD31 Ter119°CD11b'B220°CD166 Sca-1" uporabom monoklonskih
protutijela konjugiranih fluorokromima [alofikocijanin (APC)-anti-CD45/Ter119/CD11b/B220, fikoeritrin-
cijanin 7 (PE Cy7)-anti-CD31, fikoeritrin (PE)-anti-CD166 i fluorescein-izotiocijanat (FITC)-anti-Sca-1]
kontrolnih miseva (ctrl) i miSeva s artritisom potaknutim kolagenom (CIA, prema engl. collagen induced
arthritis). Analizirano je 300 000 vijabilnih stanica po uzorku i prikazano tockastim grafikonom u programu
CellQuest na uredaju FACSCalibur. Prikazan je reprezentativni pokus ranog artritisa.
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Slika 30. Izrazaj povrSinskih biljega specifiénih za populaciju osteoblastnih progenitora u koStanom
cilindru u artritisu potaknutom kolagenom. Proto¢nim citometrom je analiziran izrazaj povr$inskih biljega
specifiénih za populaciju osteoblastnih progenitora: CD45CD31 Ter119°CD11b'B220°CD166 Sca-1" uporabom
monoklonskih protutijela konjugiranih fluorokromima [alofikocijanin (APC)-anti-CD45/Ter119/CD11b/B220,
fikoeritrin-cijanin 7 (PE Cy7)-anti-CD31, fikoeritrin (PE)-anti-CD166 i fluorescein-izotiocijanat (FITC)-anti-
Sca-1] kontrolnih miseva (ctrl) i miSeva s artritisom potaknutim kolagenom (CIA, prema engl. collagen induced
arthritis). Analizirano je 300 000 vijabilnih stanica po uzorku i prikazano tockastim grafikonom u programu
CellQuest na uredaju FACSCalibur. Prikazan je reprezentativni pokus ranog artritisa.

5.3.2.4. U¢inak artritisa na aktivnost osteoblasta u periartikularnoj kosti

Prethodnim pokusima je naden pojacan osteoblastogenetski potencijal stanica kostane srzi in
vitro u miSeva s artritisom potaknutim kolagenom. Medutim, analiza mikro-
kompjutoriziranom tomografijom i statiCkom histomorfometrijom distalnih metafiza bedrenih
kostiju je pokazala da u miSeva s ranim i kasnim artritisom dolazi do znacajnog smanjenja

volumena trabekularne Kkosti. Pretpostavili smo da je u artritisu unato¢ pojacanoj
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diferencijaciji osteoblasta in vitro poremec¢ena njihova aktivnost stvaranja kosti in vivo. Da bi
utvrdili aktivnost osteoblasta u periartikularnoj kosti, miSeve smo u odredenom vremenskom
razmaku obradili kalceinom te izmjerili brzinu odlaganja minerala (MAR, pm/dan) i brzinu
stvaranja kosti (BFR/BS, um?/um?*dan). Ti parametri su pokazatelj koli¢ine novostvorene
kosti. Dinami¢kom histomorfometrijom trabekula distalnih metafiza bedrenih kostiju pokazali
smo da misevi s artritisom potaknutim kolagenom imaju smanjenju brzinu odlaganja minerala
i znacajno smanjenu brzinu stvaranja kosti u odnosu na kontrolnu skupinu (Slika 31.). Na
endostalnoj kosti ne dolazi do promjena u brzini odlaganja minerala niti brzini stvaranja kosti

(rezultati nisu prikazani).
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Slika 31. Uc¢inak artritisa potaknutog kolagenom na periartikularnu izgradnju kosti analiziran
dinami¢kom histomorfometrijom distalnih metafiza bedrenih kostiju. MiSevi su u razmaku od 5 dana
obradeni kalceinom koji se ugraduje u novostvorenu kalcificiranu kost, a 7. dana od pocetka injiciranja zivotinje
su zrtvovane. (A) Prikazani su neobojani histoloski rezovi kostanih gredica u podru¢ju distalne metafize bedrene
kosti u miSeva s artritisom potaknutim kolagenom (CIA, prema engl. collagen induced arthritis) i kontrolnih
mi$eva (ctrl). Fluorescentna zelena linija predstavlja kalceinsku liniju mineralizacije. (B) Histomorfometrijska
analiza je radena na mikroskopu s fluorescentnom kamerom (Axio Imager, Zeiss), prikljuenim na racunalo s
programom za analizu kosti (OsteoMeasure, OsteoMetrics, Decatur, GA, SAD). 1z izmjerenih vrijednosti su u
podrucju trabekularne kosti izraunate brzina odlaganja minerala (MAR, engl. mineral apposition rate, um/dan)
i brzina stvaranja kosti na ukupnoj ko§tanoj povrsini u odredenom vremenu (BFR/BS, engl. bone formation rate,
um?/um?/dan). Najmanji broj miseva po skupini je bio devet, a prikazani su rezultati jednog pokusa ranog
artritisa potaknutog kolagenom. Toc¢ke predstavljaju pojedinaéne vrijednosti za svakog miSa, a crta medijan tih
vrijednosti. Statisticka zna¢ajnost je odredena Studentovim t-testom (p<0,05).
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5.4. Udinak artritisa na populacije imunosnih stanica i izrazaj upalnih citokina i

kemokina u stani¢nim populacijama mikrookoliSa koStane srZi i periferije
5.4.1. U¢inak artritisa na promjene u populacijama imunosnih stanica

U artritisu potaknutom kolagenom, kao i u reumatoidnom artritisu, dolazi do aktivacije
upalnih/imunosnih stanica S§to poti¢e njihovo lucenje proupalnih molekula (185, 207).
Proto¢nom citometrijom smo utvrdili u¢inak artritisa na osnovne populacije imunosnih
stanica koStanog okolisa i periferije, ukljucujuci limfocite T i B, makrofage, DC i stanice NK.
Analiziran je izrazaj povrinskih biljega specifi¢nih za populacije pomagackih (CD3*CD4") i
citotoksi¢nih (CD3*CD8") limfocita T, limfocita B (B220"), makrofaga (CD11b*F4/80%),
stanica NK (CD11b"NK1.1%) te mijeloidnih DC (CD11b"CD11c") i limfoidnih DC (CD11b
CD11c"). Radi preglednosti prikazani su rezultati dobiveni analizom kostane srzi i periferne
krvi u sve tri vremenske tocke, jer su u tim populacijama uocene najvece promjene u artritisu.
U miSeva s ranim, kasnim i vrlo kasnim artritisom u kostanoj srzi, koStanom cilindru i slezeni
ne dolazi do znacajnih promjena u populaciji limfocita B, medutim u perifernoj krvi u kasnom
artritisu dolazi do prolaznog povecanja udjela populacije limfocita B u odnosu na kontrolnu
skupinu miseva (Slika 33.B). U ranom i kasnom artritisu u perifernoj krvi dolazi do smanjenja
udjela pomagackih i citotoksi¢nih limfocita T u odnosu na kontrolnu skupinu (Slika 32.B i
Slika 33.B). U vrlo kasnom artritisu udio limfocita T ponovno je podjednak u obje skupine
(Slika 34.B). U ostalim tkivima nije bilo razlika izmedu pokusne i kontrolne skupine u udjelu
limfocita T. Unutar mijeloidne loze, koja sadrzi i osteoklastne progenitore, artritis uzrokuje
izrazene promjene u udjelima pojedinih populacija u koStanoj srzi i1 perifernoj krvi, dok u
koStanom cilindru i slezeni nema vecih promjena. KoStana srz i periferna krv miseva s
artritisom u ranom, kasnom 1 vrlo kasnom artritisu imaju ve¢i udio makrofaga
(CD11b*F4/80%) i mijeloidnih DC (CD11b"CD11c") u odnosu na kontrolnu skupinu, dok se
udio populacije limfoidnih DC ne razlikuje od kontrolne skupine (Slika 35., Slika 36. i Slika
37.). Udio stani¢ne populacije koja izrazava biljege NK stanica (CD11b"NKZ1.1%) je veéi u
kosStanoj srzi 1 perifernoj krvi miSeva s artritisom u svim vremenskim to¢kama u odnosu na
kontrolnu skupinu, s tim da medu stanicama NK1.1" prevladava subpopulacija CD11b"
nasuprot populaciji CD11b"" (Slika 35., Slika 36. i Slika 37.).
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Slika 32. IzraZaj povrsinskih biljega specifi¢nih za limfocitne populacije u ko$tanoj srzi i perifernoj krvi u
ranom artritisu potaknutom kolagenom. Analiziran je izrazaj povrSinskih biljega za populacije limfocita T i
limfocita B u kostanoj srzi (A) i perifernoj krvi (B) kontrolnih miSeva (ctrl) i miSeva s artritisom potaknutim
kolagenom (CIA, prema engl. collagen induced arthritis). Analiziran je izrazaj povr$inskih biljega specifi¢nih za
sliede¢e populacije: limfociti B (B220"), pomagacki limfociti T (CD3'CD4") i citotoksi¢ni limfociti T
(CD3"CD8"), uporabom monoklonskih protutijela konjugiranih fluorokromima (fluorescein-izotiocijanat
(FITC)-anti-CD3, alofikocijanin (APC)-anti-B220, fikoeritrin-cijanin 7 (PE Cy7)-anti-CD4 i fikoeritrin (PE)-
anti-CD8). Analizirano je 100 000 vijabilnih stanica po uzorku i prikazano tockastim grafikonom u programu
CellQuest na uredaju FACSCalibur. Prikazan je reprezentativni od tri ponovljena pokusa sa sli¢nim rezultatima.
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Slika 33. IzraZaj povrsinskih biljega specifi¢nih za limfocitne populacije u kostanoj srzi i perifernoj krvi u
kasnom artritisu potaknutom kolagenom. Analiziran je izrazaj povrsinskih biljega za populacije limfocita T i
limfocita B u kostanoj srzi (A) i perifernoj krvi (B) kontrolnih miSeva (ctrl) i miSeva s artritisom potaknutim
kolagenom (CIA, prema engl. collagen induced arthritis). Analiziran je izrazaj povrsinskih biljega specifi¢nih za
sliede¢e populacije: limfociti B (B220"), pomagacki limfociti T (CD3'CD4") i citotoksi¢ni limfociti T
(CD3"CD8"), uporabom monoklonskih protutijela konjugiranih fluorokromima (fluorescein-izotiocijanat
(FITC)-anti-CD3, alofikocijanin (APC)-anti-B220, fikoeritrin-cijanin 7 (PE Cy7)-anti-CD4 i fikoeritrin (PE)-
anti-CD8). Analizirano je 100 000 vijabilnih stanica po uzorku i prikazano tockastim grafikonom u programu
CellQuest na uredaju FACSCalibur. Prikazan je reprezentativni od tri ponovljena pokusa sa sli¢nim rezultatima.
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Slika 34. IzraZaj povrsinskih biljega specifi¢nih za limfocitne populacije u kostanoj srZi i perifernoj krvi u
vrlo kasnom artritisu potaknutom kolagenom. Analiziran je izrazaj povrSinskih biljega za populacije
limfocita T i limfocita B u koStanoj srzi (A) i perifernoj krvi (B) kontrolnih miseva (ctrl) i miSeva s artritisom
potaknutim kolagenom (CIA, prema engl. collagen induced arthritis). Analiziran je izrazaj povrSinskih biljega
specifiénih za sljedeée populacije: limfociti B (B220"), pomagacki limfociti T (CD3'CD4") i citotoksi¢ni
limfociti T (CD3*CD8"), uporabom monoklonskih protutijela konjugiranih fluorokromima (fluorescein-
izotiocijanat (FITC)-anti-CD3, alofikocijanin (APC)-anti-B220, fikoeritrin-cijanin 7 (PE Cy7)-anti-CD4 i
fikoeritrin (PE)-anti-CD8). Analizirano je 100 000 vijabilnih stanica po uzorku i prikazano tockastim
grafikonom u programu CellQuest na uredaju FACSCalibur. Prikazan je reprezentativni od tri ponovljena
pokusa sa sli¢nim rezultatima.
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Slika 35. Izrazaj povrSinskih biljega specifi¢nih za mijeloidne populacije u ko$tanoj srZi i perifernoj krvi u
ranom artritisu potaknutom kolagenom. Analiziran je izrazaj povrSinskih biljega specifiénih za sljedece
populacije: makrofage (CD11b"F4/80), mijeloidne dendriti¢ne stanice (CD11b*CD11c"), limfoidne dendriti¢ne
stanice (CD11b'CD11c") i stanice NK (CD11b"NK1.1") u kostanoj srzi (A) i perifernoj krvi (B) kontrolnih
miSeva (ctrl) i miSeva s artritisom potaknutim kolagenom (CIA, prema engl. collagen induced arthritis)
uporabom monoklonskih protutijela konjugiranih fluorokromima (fikoeritrin (PE)-anti-F4/80, fikoeritrin-cijanin
7 (PE Cy7)-anti-CD11b, alofikocijanin (APC)-anti-CD11c i fluorescein-izotiocijanat (FITC)-anti-NK1.1).
Analizirano je 250 000 vijabilnih stanica po uzorku i prikazano toc¢kastim grafikonom u programu CellQuest na
uredaju FACSCalibur. Prikazan je reprezentativni od tri ponovljena pokusa sa slicnim rezultatima.
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Slika 36. Izrazaj povrSinskih biljega specifi¢nih za mijeloidne populacije u ko$tanoj srZi i perifernoj krvi u
kasnom artritisu potaknutom kolagenom. Analiziran je izrazaj povrSinskih biljega specifi¢nih za sljedece
populacije: makrofage (CD11b*F4/80"), mijeloidne dendriti¢ne stanice (CD11b*CD11c"), limfoidne dendriti¢ne
stanice (CD11b'CD11c") i stanice NK (CD11b*NK1.1") u kostanoj srzi (A) i perifernoj krvi (B) kontrolnih
mifeva (ctrl) i miSeva s artritisom potaknutim kolagenom (CIA, prema engl. collagen induced arthritis)
uporabom monoklonskih protutijela konjugiranih fluorokromima (fikoeritrin (PE)-anti-F4/80, fikoeritrin-cijanin
7 (PE Cy7)-anti-CD11b, alofikocijanin (APC)-anti-CD11c i fluorescein-izotiocijanat (FITC)-anti-NK1.1).
Analizirano je 250 000 vijabilnih stanica po uzorku i prikazano toc¢kastim grafikonom u programu CellQuest na
uredaju FACSCalibur. Prikazan je reprezentativni od tri ponovljena pokusa sa sli¢nim rezultatima.
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Slika 37. Izrazaj povrSinskih biljega specifi¢nih za mijeloidne populacije u ko$tanoj srZi i perifernoj krvi u
vrlo kasnom artritisu potaknutom kolagenom. Analiziran je izrazaj povrSinskih biljega specifiénih za sljedece
populacije: makrofage (CD11b"F4/80), mijeloidne dendriti¢ne stanice (CD11b*CD11c"), limfoidne dendriti¢ne
stanice (CD11b'CD11c") i stanice NK (CD11b"NK1.1") u kostanoj srzi (A) i perifernoj krvi (B) kontrolnih
miSeva (ctrl) i miSeva s artritisom potaknutim kolagenom (CIA, prema engl. collagen induced arthritis)
uporabom monoklonskih protutijela konjugiranih fluorokromima (fikoeritrin (PE)-anti-F4/80, fikoeritrin-cijanin
7 (PE Cy7)-anti-CD11b, alofikocijanin (APC)-anti-CD11c i fluorescein-izotiocijanat (FITC)-anti-NK1.1).
Analizirano je 250 000 vijabilnih stanica po uzorku i prikazano tockastim grafikonom u programu CellQuest na
uredaju FACSCalibur. Prikazan je reprezentativni od tri ponovljena pokusa sa sli¢nim rezultatima.
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5.4.2. Ucinak artritisa na izrazaj upalnih citokina i kemokina

Poznato je da tijekom upale, citokini, lokalni i cirkuliraju¢i, proizvedeni od strane aktiviranih
imunosnih stanica poti¢u pojacanu koStanu pregradnju u upalnim bolestima, kao §to su
reumatoidni artritis i upalne bolesti crijeva (116, 117). Kemokini usmjeravaju migraciju
osteoklastnih i osteoblastnih progenitora i sudjeluju u regulaciji koStane homeostaze (164).
Stoga smo u sljede¢em nizu pokusa utvrdili izrazaj odabranih citokina (TNF-a i IL-6) i
kemokina (CCL2 i CCL5) u ranom, kasnom i vrlo kasnom artritisu u hematopoetskim
tkivima; koStanoj srzi, koStanom cilindru, slezeni i perifernoj krvi u kojima smo ranije
analizirali diferencijacijski potencijal i aktivnost osteoklasta i osteoblasta. Prilikom analize
izrazaja gena za reproducibilnu, bioloski znacajnu razliku odredili smo 100%-tnu ili vecu
razliku prema kontrolnoj skupini (191).

Izrazaj proupalnih citokina i kemokina povecan je u analiziranim tkivima miSeva s artritisom
u odnosu na kontrolne miSeve, posebice u perifernoj krvi.

Izrazaj gena za TNF-a veéi je u miSeva s artritisom u slezeni i perifernoj krvi u svim
vremenskim to¢kama artritisa u odnosu na kontrolnu skupinu (Slika 40. i Slika 41.), ali
bioloski znacajnu razliku nalazimo samo u perifernoj krvi miSeva s ranim artritisom (Slika
41.). Nadalje, znacajno je pojacan i izrazaj gena za IL-6 i u stanicama koS$tanog cilindra u
kasnom artritisu (Slika 39.) i u perifernoj krvi u ranom artritisu (Slika 41.) u pokusnih
zivotinja u odnosu na kontrolnu skupinu.

IzraZaj gena za CCL2 je bioloski znacajno veéi u svim tkivima miSeva s ranim artritisom u
odnosu na kontrolnu skupinu (Slika 38., Slika 39., Slika 40. i Slika 41.), a u perifernoj krvi
opazamo pojacan izrazaj tijekom cijelog pracenja (Slika 41.). Slicno, gen za CCLS5 je jace
izrazen u koStanoj srzi, slezeni i perifernoj krvi artriticnih miSeva u odnosu na kontrolnu

skupinu, posebice u ranom i kasnom artritisu (Slika 38., Slika 40. i Slika 41.).
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Slika 38. IzraZaj upalnih citokina i kemokina u ko$tanoj srZi miSeva s artritisom potaknutim kolagenom.
Analiziran je izrazaj gena za interleukin (IL)-6 i ¢imbenik tumorske nekroze o (TNF-a, prema engl. tumor
necrosis factor @) te izrazaj gena za kemokine CCL2 i CCLS5 u stanicama kostane srzi kontrolnih miSeva (bijeli
stupci) 1 miSeva s ranim (CIA40), kasnim (CIA70) i vrlo kasnim (CIA100) artritisom potaknutim kolagenom
(sivi stupci). Vrijednosti izrazaja mRNA su dobivene uporabom standardne krivulje izrazaja ciljnoga gena u
uzorku za kalibraciju (cDNA iz tkiva) i normalizirane u odnosu na koli¢inu mRNA za B-aktin (,,endogena“
kontrola). *prikazuje bioloski znacajnu razliku u izrazaju (>100%) u odnosu na kontrolnu skupinu. Prikazan je
reprezentativni pokus od tri ponovljena pokusa sa slicnim rezultatima. CIA, prema engl. collagen induced
arthritis; artritis potaknut kolagenom.
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Slika 39. Izrazaj upalnih citokina i kemokina u ko$tanom cilindru miSeva s artritisom potaknutim
kolagenom. Analiziran je izrazaj gena za interleukin (IL)-6 i ¢imbenik tumorske nekroze a (TNF-a, prema engl.
tumor necrosis factor a) te izrazaj gena za kemokine CCL2 i CCL5 u stanicama ko$tanog cilindra kontrolnih
miseva (bijeli stupci) i miSeva s ranim (CIA40), kasnim (CIA70) i vrlo kasnim (CIA100) artritisom potaknutim
kolagenom (sivi stupci). Vrijednosti izrazaja mRNA su dobivene uporabom standardne krivulje izrazaja ciljnoga
gena u uzorku za kalibraciju (cDNA iz tkiva) i normalizirane u odnosu na koli¢inu mRNA za B-aktin
(,,endogena“ kontrola). *prikazuje bioloski zna¢ajnu razliku u izrazaju (>100%) u odnosu na kontrolnu skupinu.
Prikazan je reprezentativni pokus od tri ponovljena pokusa sa slinim rezultatima. CIA, prema engl. collagen
induced arthritis; artritis potaknut kolagenom.
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Slika 40. IzraZaj upalnih citokina i kemokina u slezeni miSeva s artritisom potaknutim kolagenom.
Analiziran je izrazaj gena za interleukin (IL)-6 i ¢imbenik tumorske nekroze o (TNF-o, prema engl. tumor
necrosis factor @) te izrazaj gena za kemokine CCL2 i CCL5 u stanicama slezene kontrolnih miSeva (bijeli
stupci) i miSeva s ranim (CIA40), kasnim (CIA70) i vrlo kasnim (CIA100) artritisom potaknutim kolagenom
(sivi stupci). Vrijednosti izrazaja mRNA su dobivene uporabom standardne krivulje izrazaja ciljnoga gena u
uzorku za kalibraciju (cDNA iz tkiva) i normalizirane u odnosu na koli¢inu mRNA za B-aktin (,,endogena“
kontrola). *prikazuje bioloski zna¢ajnu razliku u izrazaju (=100%) u odnosu na kontrolnu skupinu. Prikazan je
reprezentativni pokus od tri ponovljena pokusa sa sli¢nim rezultatima. CIA, prema engl. collagen induced
arthritis; artritis potaknut kolagenom.
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Slika 41. Izrazaj upalnih citokina i kemokina u perifernoj krvi miSeva s artritisom potaknutim
kolagenom. Analiziran je izrazaj gena za interleukin (IL)-6 i ¢imbenik tumorske nekroze o (TNF-a, prema engl.
tumor necrosis factor a) te izrazaj gena za kemokine CCL2 i CCL5 u stanicama periferne krvi kontrolnih miseva
(bijeli stupci) i miSeva s ranim (CIA40), kasnim (CIA70) i vrlo kasnim (CIA100) artritisom potaknutim
kolagenom (sivi stupci). Vrijednosti izrazaja mRNA su dobivene uporabom standardne krivulje izrazaja ciljnoga
gena u uzorku za kalibraciju (cDNA iz tkiva) i normalizirane u odnosu na koli¢inu mRNA za B-aktin
(endogena“ kontrola). *prikazuje bioloski znacajnu razliku u izrazaju (>100%) u odnosu na kontrolnu skupinu.
Prikazan je reprezentativni pokus od tri ponovljena pokusa sa slinim rezultatima. CIA, prema engl. collagen

induced arthritis; artritis potaknut kolagenom.
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6. RASPRAVA

6.1. Artritis uzrokuje pojacanu koStanu pregradnju te lokalni, periartikularni i sustavni

gubitak kosti

Poznato je da u bolesnika koji boluju od reumatoidnoga artritisa dolazi do gubitka
subhondralne 1 periartikularne kosti te sustavne osteoporoze, Sto je posljedica kronicne
sustavne 1 lokalne upale. Upala se smatra kljucnim faktorom u mehanizmu gubitka kosti jer je
kostani metabolizam, posredovanjem proupalnih citokina, poremecen u smislu pojacane
kostane razgradnje $to za posljedicu ima razvoj osteoporoze (208).

Znacajka reumatoidnoga artritisa, ali i drugih imunosnih i autoimunih bolesti pracenih
poremecajem koStane mase, narusen je meduodnos imunosnog i kostanog sustava. Medutim,
to¢ni mehanizmi djelovanja imunosnih procesa u artritisu na koStane progenitorske stanice
nisu potpuno razjaSnjeni. Stoga je cilj istraZivanja u okviru ove disertacije bio definirati
znacajke narusenog mikrookoliSa kosti i1 koStane srzi, utvrditi dinamiku koStanog
metabolizma u lokalnim koStanim lezijama, razli¢itim dijelovima dugih kostiju i kraljeScima
in vivo te diferencijacijski potencijal osteoklastogenetskih i osteoblastogenetskih stanica ex
Vivo na mi§jem modelu artritisa potaknutog kolagenom.

Fokalne kostane erozije (marginalne erozije) su znacajka reumatoidnoga artritisa, a stanice
odgovorne za njihov nastanak su osteoklasti, $to je dokazano u viSe mi§jih modela upalnog
artritisa i u uzorcima dobivenim od ljudi koji boluju od reumatoidnoga artritisa (97, 209-211).
Stoga je u sklopu ovog istrazivanja analizirana subhondralna regija metatarzofalangealnih
zglobova Sape miSeva C57BL/6 nakon izazivanja artritisa potaknutog kolagenom, $to nije
analizirano u dosadasnjim studijama. Rezultati histomorfometrijske analize prvog
metatarzofalangealnog zgloba misSeva pokazali su znaCajni gubitak subhondralne kosti u
odnosu na kontrolnu skupinu misSeva $to se podudara s rezultatima analize Sapa mikro-
kompjutoriziranom tomografijom koje su objavili Chao i sur. (209), u modelu artritisa
potaknutom kolagenom u miseva B10.RIIIl. Do pojacane koStane razgradnje dolazi zbog
kroni¢nog osteitisa 1 sinovitisa, odnosno kroni¢ne lokalne upale i1 stvaranja proupalnih
citokina, primjerice TNF-a (211) i RANKL (209), koji lokalno poti¢u osteoklastogenezu i/ili
suprimiraju osteoblastogenezu (210). Osteitis 1 promjene koStane srzi neposredno ispod
zglobne hrskavice, gdje je masno tkivo zamijenjeno upalnim tkivom u kojem dominiraju

osteoklasti, makrofagi, plazma-stanice, limfociti T i1 B (94, 95, 97), mogu se pojaviti i prije
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razaranja hrskavice 1 uspostave komunikacije izmedu subhondralnog prostora i sinovije (96,
212). Stovise, nekoliko istraZivanja je pokazalo da su lezije zbog osteitisa povezane sa
strukturalnim oSte¢enjem zglobova i mogu prethoditi koStanim erozijama u reumatoidnom
artritisu (99, 100). Na histoloSkim preparatima zglobova Sape obojenim histokemijskim
bojanjem enzima TRAP u podru¢ju subhondralne kosti miSeva s artritisom smo detektirali
TRAP-pozitivne osteoklaste, za razliku od kontrole gdje nisu utvrdeni.

Periartikularni gubitak kosti je rani radioloski znak reumatoidnoga artritisa i javlja se prije
pojave lokalnih kostanih erozija te tipicno zahvaca trabekularnu kost u metafizama uz zglob
zahvacen upalom (104), a sam mehanizam nastanka jo$ uvijek nije u potpunosti razjasnjen
(213). Metafizno podrucje ne nalazi se neposredno uz upaljenu sinoviju, odnosno mjesta
najjace upale, pa promjene tog podru¢ja ukazuju na ucinak artritisa na aktivnost kostanih
stanica 1 izvan zahvacenih zglobova. Gubitak periartikularne kosti u naSem istraZivanju
procijenjen je u distalnim metafizama bedrenih kostiju. Dosadasnja istrazivanja koStane
pregradnje u razli¢itim modelima eksperimentalnog artritisa, pa i u artritisu potaknutom
kolagenom u $takora i miSeva, su pokazala da do gubitka kosti dolazi u jukstaartikularnom
podrucju (214-216). U modelu artritisa potaknutog kolagenom u miSeva C57BL/6 analizom
mikro-kompjutoriziranom tomografijom nalazimo znacajnu periartikularnu razgradnju i
gubitak trabekularne kosti u podrucju distalnih metafiza bedrenih kostiju. Rezultati pokazuju
da s napredovanjem artritisa dolazi do stanjenja, a kasnije 1 do smanjenja broja koStanih
gredica. Prema rezultatima diferencijacijskog potencijala kostanih stanica mozemo zakljuciti
da je gubitak periartikularne kosti posljedica pojaane osteoklastogeneze u upalno
promijenjenoj kostanoj srzi (213). Pojacana diferencijacija osteoklasta dokazana je i in vitro
uz pojacanu aktivnost osteoklastnih progenitora. Usporedno je znacajno smanjena aktivnost
osteoblasta i stvaranje trabekularne kosti periartikularnog podrucja in vivo. Nasuprot tome,
diferencijacijski osteoblastogenetski potencijal stanica koStane srzi in vitro je povec¢an. Walsh
1 sur. istrazivali su model artritisa K/B3N, prenesenog serumom (koji po svojim znacajkama
viSe odgovara spondiloartropatijama), 1 pokazali da je mineralizacija u podrucju navikularne
kosti u artritisu smanjena na mjestima koja se nalaze neposredno uz upalno tkivo u usporedbi
s mjestima koja su udaljena od mjesta najjace upalne infiltracije, uz normalnu koStanu srz
(210). U tom modelu u podrucju distalnog femura nije bilo promjena u parametrima kosStane
izgradnje $to je protumaceno izostankom upale u kostanoj srzi u tom podrucju. Moguce je da
je smanjena aktivnost osteoblasta u periartikularnom podruc¢ju u modelu artritisa potaknutog
kolagenom, u kojem dolazi do sustavne imunosne reakcije i naglaSene mijelopoeze, posljedica

djelovanja upalno promijenjene kostane srzi i stvaranja proupalnih citokina (primjerice TNF-a
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i IL-6) (217). Ti citokini ko¢e sazrijevanje i funkciju osteoblasta, zbog Cega se ne moze
kompenzirati poja¢ana koStana razgradnja osteoklastima te dolazi do gubitka koStane mase.
Kocenje Wnt-signalnog puta, klju¢nog za aktivnost osteoblasta i stvaranje kosti, upalnim
citokinima moglo bi biti odgovorno za smanjenje funkcije osteoblasta u misjim modelima
upalnog artritisa, jer je primjena neutraliziraju¢eg protutijela anti-DkK1, koji je inhibitor Wnt-
signalnog puta, zastitila miSeve od nastanka koStanih erozija (218, 219). U vrlo kasnom
artritisu (u kojem je izrazaj citokina TNF-a i IL-6, te kemokina CCL2 i CCL5 u kostanoj srzi
jednak kao u kontrolnoj skupini) nema znacajne razlike u strukturnim kosStanim parametrima
metafiza bedrenih kostiju izmedu pokusnih i1 kontrolnih Zivotinja. Pretpostavljamo da je
uspostavljena ravnoteza izmedu razgradnje i izgradnje kosti in vivo, premda je
osteoklastogenetski i osteoblastogenetski potencijal koStane srzi in vitro pojacan i u vrlo
kasnom artritisu. Postignuta ravnoteza u koStanoj pregradnji mogla bi biti posljedica
smanjenog intenziteta lokalne i sustavne upale, a dokazano je da rezolucija upale potice
funkciju osteoblasta i smanjuje funkciju osteoklasta (220).

Bolesnici koji boluju od reumatoidnoga artritisa imaju visok rizik od razvoja sustavne
osteoporoze, uz vaznu patogenetsku ulogu upale. Reumatoidni artritis udvostrucuje rizik
frakture kuka i kraljeSka bez obzira na primjenu kortikosteroida. Aktivnost bolesti je znacajno
povezana s niskom mineralnom gustoom kosti, a dobra kontrola upale protuupalnim
lijekovima zaustavlja gubitak koStane mase (76). Hanyu 1 sur. su u svom istrazivanju prvi
pokazali, u modelu artritisa potaknutom kolagenom u Stakora, da u ranoj fazi artritisa dolazi
do gubitka koStanog volumena u slabinskim kraljeScima. U kasnijoj fazi artritisa u slabinskim
kraljeScima je brzina stvaranja kosti znacajno vec¢a u odnosu na kontrolnu skupinu (214) sto
su protumacili rezolucijom upale. Navedene promjene u slabinskoj kraljeznici u glodavaca s
artritisom potaknutim kolagenom su u ranijem tijeku bolesti sukladne nalazu kod ljudi, dok u
kasnijem tijeku bolesti kod glodavaca dolazi do djelomicne ili potpune regresije artritisa i
ublaZavanja upale te se koStana masa normalizira. Nasuprot tome, u vecine oboljelih nalazimo
kroni¢nu upalu koja Cesto perzistira u subklinickom obliku i1 uz lijecenje, te uzorkuje
napredovanje koStanih oStecenja.

U nasem modelu artritisa analiza mikro-kompjutoriziranom tomografijom je pokazala gubitak
kostanog volumena trabekularne kosti u drugom slabinskom kraljesku u miSeva s artritisom,
koji se razvija kasnije od gubitka periartikularnog koStanog tkiva u distalnim metafizama
bedrenih kostiju. Kraljeznica je znatno udaljenija od mjesta najjace upale unutar zahvacenih
zglobova, ali zbog sustavno povisenih proupalnih citokina i kemokina moguce je da dolazi do

migracije osteoklastnih progenitora iz koStane srzi u cirkulaciju, $to olakSava njihovo daljnje
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naseljavanje u kostano tkivo (13). Usporedo je diferencijacija osteoklasta in vitro iz stanica
kostane srzi, slezene 1 periferne krvi znacajno potaknuta u miseva s artritisom. NaSa prethodna
istrazivanja su pokazala da je broj diferenciranih osteoklasta iz mononuklearnih stanica
periferne krvi bolesnika oboljelih od reumatoidnoga i psorijatinoga artritisa znacajno veci u
odnosu na zdrave kontrole, §to je pozitivno koreliralo s vrijednos¢u sedimentacije eritrocita te
proupalnih citokina u serumu oboljelih (rad u postupku objavljivanja). Sukladno s rezultatima
Hanyu i sur. (214), u naSem modelu artritisa u kraljesku L2 miSeva s vrlo kasnim artritisom
nalazimo poveCan volumen trabekularne kosti u odnosu na kontrolu, $to tumacimo
smanjenjem intenziteta sustavne upale u toj fazi bolesti. Da bi se postigao oporavak lokalnih
kostanih erozija i sustavnog gubitka kosti potrebno je zakociti kostanu razgradnju i potaknuti

kostanu izgradnju (221, 222).

6.2. Artritis uzrokuje gubitak kosti poticanjem diferencijacije i aktivnosti osteoklasta te
smanjenjem aktivnosti osteoblasta

6.2.1. Diferencijacija i aktivnost osteoklasta u artritisu

U mi§jem modelu reumatoidnoga artritisa (CIA) dolazi do pojacane koStane razgradnje, zbog
cega je bilo potrebno utvrditi promjene u fenotipu i broju osteoklastnih progenitorskih stanica
u mikrookoliSu koStane srZi, slezene i periferne krvi miSeva s artritisom te vidjeti mijenja li
artritis diferencijacijski potencijal osteoklastnih progenitorskih stanica u in vitro uvjetima.
Razgradnja kosti odvija se pomocu osteoklasta, jedinih stanica koje su sposobne resorbirati
kostanu medustani¢nu tvar. Djelovanje osteoklasta ukljucuje nekoliko koraka; migraciju,
diferencijaciju i koStanu resorpciju (10). Osteoklastne progenitorske stanice su podrijetlom
mononuklearne monocitno/makrofagne hematopoetske stanice koje se fizioloSki nalaze u
kostanoj srzi i cirkulaciji, a potaknute su u bolesnika koji boluju od reumatoidnoga artritisa
(10, 11). Dokazano je da se osteoklasti mogu diferencirati in vitro iz mijeloidnih progenitora u
kostanoj srzi, cirkulaciji i slezeni (13, 197).

Jacquin i sur. su u svom istraZivanju imunofenotipizirali osteoklastnu progenitorsku stani¢nu
populaciji koStane srzi te pokazali da stanice koje imaju sposobnost diferencijacije u zrele
osteoklaste in vitro imaju fenotip CD3'B220'NK1.1°'CD11"°"CD115"CD117" i CD3'B220
NK1.1'CD11"°"CD115*CD117 (196, 197). Nasi rezultati protonocitometrijske analize su

pokazali da se u miSeva s artritisom u kostanoj srzi nalazi dvostruko ve¢i udio tih osteoklasnih
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progenitorskih stanica u odnosu na kontrolne miseve. Isto tako, hematopoetske stanice
kostane srzi in vitro imaju veci osteoklastogenetski potencijal u miSeva s artritisom, a veci
broj diferenciranih osteoklasta u kulturi je pra¢en ve¢om aktivnoSéu enzima TRAP u
stani¢nim lizatima. Nadalje, osteoklasti diferencirani iz koStane srzi miseva s artritisom jace
izrazavaju specifi¢ne osteoklastne gene RANK, CalcR i Cat K u odnosu na kontrolnu
skupinu. Stani¢nim sortiranjem osteoklastnih progenitora iz kostane srzi (stanice CD3'B220
NK1.1'CD11b™"CD115") i poticanjem njihove diferencijacije u kulturi smo in vitro testirali
funkcionalnu aktivnost osteoklastnih progenitora u miseva s artritisom te pokazali da misSevi
koji su razvili artritis u odnosu na kontrolnu skupinu miSeva razvijaju statisticki znac¢ajno veci
broj TRAP-pozitivnih osteoklasta iz sortiranih progenitorskih stanica kostane srzi. Navedenim
rezultatima smo dokazali da je osteoklastogenetski potencijal koStane srzi misSeva s artritisom
veéi u odnosu na zdrave miSeve. Moguée je da je koStana srz rezervoar osteoklastnih
progenitora koji pod utjecajem kemokinskog gradijenta migriraju iz kostane srzi u cirkulaciju,
i dalje do koStanog tkiva i mjesta upale (223-225). Osteoklasti odgovorni za koStane erozije
subhondralno i periartikularno mogu potjecati izravno iz subhondralne kosti (226, 227). U
reumatoidnom artritisu se kosStane erozije mogu razvijati i ,,iznutra prema van®, odnosno iz
endostealnog kostanog tkiva prema sinovijalnoj membrani (228). Upala unutar subhondralne
kosti moze sudjelovati u procesu intraosealne osteoklastogeneze. U reumatoidnom artritisu
subhondralna kos$tana srz sadrzi makrofage, plazma-stanice, limfocite T i B (9, 223). Stim u
skladu su rezultati magnetske rezonancije u bolesnika oboljelih od reumatoidnoga artritisa
koji pokazuju da edem kostane srzi bolje predvida razvoj kostanih erozija od sinovitisa, a da
sam edem korelira s prisutnos¢u osteoklasta na istim mjestima (99, 229). Nedavno su Binder 1
sur. dokazali da anti-TNF-a terapija znacajno reducira broj subhondralnih kosStanih erozija u
miSeva s artritisom $to je posljedica smanjenog broja CD115-pozitivnih osteoklastnih
progenitora u koStanoj srzi, slezeni i perifernoj krvi, a bez usporednog ucinka na sinovitis 1
smanjenje upale unutar zglobne Supljine (230). U oboljelih od reumatoidnoga artritisa anti-
TNF-a terapija moZe znacajno smanjiti broj koStanih erozija, bez utjecaja na klinicke znakove
1 simptome upale (231, 232). Sve navedeno govori u prilog zaklju¢ku da osteoklasti
odgovorni za gubitak periartikularne i subhondralne kosti ne moraju primarno potjecati iz
unutarzglobne Supljine, nego izravno iz upalno promijenjene koStane srzi u blizini zgloba
(208).

Mononuklearne stanice periferne krvi bolesnika oboljelih od reumatoidnoga artritisa imaju
sposobnost diferencijacije u zrele osteoklaste in vitro dodatkom ¢imbenika RANKL i M-CSF,

s tim da se iz mononuklearnih stanica periferne krvi oboljelih od reumatoidnoga artritisa
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diferencira znacajno veci broj osteoklasta u usporedbi s kontrolnom skupinom zdravih ljudi
(rad u postupku objavljivanja) (233, 234). Li i sur. su u mi§jem modelu upalnog artritisa u
perifernoj krvi i slezeni dokazali povecan broj osteoklastnih progenitora uslijed migracije
progenitora iz kostane srzi, koji pripadaju populaciji CD11b"CD115" ili CD11b'CD115
(235). Druga istrazivacka skupina dokazala je povecan udio stanica CD1 16"'CD115"Gr-1""" y
perifernoj krvi miseva s artritisom te pojac¢anu diferencijaciju hematopoetskih stanica slezene
prema osteoklastnoj lozi (230). Na osnovu istrazivanja Jacome-Galarza i sur. (197) smo
imunofenotipizirali osteoklastne progenitore periferne krvi i slezene u miSeva s artritisom
potaknutim kolagenom i definirali ih kao populaciju fenotipa CD3B220°'NK1.1°
CD11b"CD115°Gr-1". Misevi s artritisom imaju dvostruko vise osteoklastnih progenitorskih
stanica u perifernoj krvi tijekom svih faza artritisa, a Cetverostruko vise u slezeni u ranom
artritisu. Isto tako, hematopoetske stanice slezene i periferne krvi in vitro imaju znacajno veci
osteoklastogenetski potencijal, a veci broj osteoklasta u kulturi je pracen vec¢om aktivnoséu
enzima TRAP u stani¢nim lizatima. Nadalje, osteoklasti diferencirani iz stanica slezene i
periferne krvi miSeva s ranim i kasnim artritisom jace izrazavaju specifi¢ne osteoklastne gene
RANK, cFms, CalcR i CatK u odnosu na kontrolu. Da bi in vitro testirali funkcionalnu
aktivnost osteoklastnih progenitora u miSeva s artritisom sortirali smo osteoklastne
progenitore iz slezene (stanice CD3'B220'NK1.1'CD11b"CD115%) i diferencirali ih u kulturi.
Time smo pokazali da miSevi koji su razvili artritis u odnosu na kontrolnu skupinu miSeva
razvijaju statisticki znacajno veéi broj TRAP-pozitivnih osteoklasta iz sortiranih
progenitorskih stanica slezene. Poznato je da se u stanju homeostaze zrele stanice imunosnog
sustava otpustaju iz koStane srzi, odnosno prostora niSe mati¢nih stanica (236), u cirkulaciju,
dok se vrlo mali broj nezrelih progenitora 1 maticnih stanica fizioloSki otpusta u cirkulaciju
(237, 238). Medutim, u reumatoidnom artritisu i drugim imunosnim bolestima povezanim s

gubitkom kosti dolazi do pojacane migracije osteoklastnih progenitora u cirkulaciju (239).
6.2.2. Diferencijacija i aktivnost osteoblasta u artritisu

Pokazali smo da u artritisu potaknutom kolagenom dolazi do smanjene brzine koStane
mineralizacije 1 statistiCki znacajno smanjene brzine stvaranja kosti na ukupnoj kostanoj

povrSini u miSeva s ranim artritisom u odnosu na kontrolnu skupinu. Nadalje smo utvrdili

promjene u fenotipu i broju osteoblastnih progenitorskih stanica u mikrookolisu kostane srzi i
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kostanog cilindra miSeva s artritisom te istrazili mijenja li artritis diferencijacijski potencijal
osteoblastnih progenitorskih stanica u in vitro uvjetima.

Osteoblasti su stanice koje izgraduju kost, a sudjeluyju i u regulaciji osteoklastne
diferencijacije proizvodnjom ¢imbenika RANKL 1 OPG. Diferencijacijski proces osteoblasta
mozemo podijeliti u stadij mezenhimnih progenitora, preosteoblasta i osteoblasta, iako
razlikovanje pojedinih stadija jo$ uvijek nije dobro razjaSnjeno, a stadij preosteoblasta
obuhvada dosta heterogenu populaciju stanica izmedu stadija osteoblastnih progenitora i
zrelih osteoblasta. Vazno je naglasiti da tijekom sazrijevanja prema zrelim stanicama koje
odlazu kost, osteoblasti smanjuju izrazaj ¢cimbenika RANKL 1 povecavaju izrazaj ¢imbenika
OPG, stvaraju¢i mikrookoli$ koji ko¢i koStanu razgradnju i pogoduje povecanju kosStane mase
(106).

Nakamura i sur. (206) su u svom istrazivanju imunofenotipizirali osteoblastnu progenitorsku
stanicnu populaciju koStane srzi te pokazali da populacija stanica koja ima sposobnost
diferencijacije u osteoblaste in vitro ima fenotip CD45Ter119°CD31 CD166Sca-1*. Ta
populacija sadrzi osteoblastne progenitore, dok se zrelije stanice osteoblastne loze, koje
izrazavaju enzim AP, nalaze unutar populacije Sca-1". Nasi rezultati proto¢nocitometrijske
analize su pokazali da koStana srz miSeva s artritisom sadrzi oko Cetiri puta veci udio stanica
CD45Terl19°B220°CD31° CD166"Sca-1" i dvostruko veéi udio stanica CD45Ter119'B220°
CD31'CD166Sca-1", $to upucuje na zakljudak da je populacija mezenhimnih osteoblastnih
progenitora i1 zrelijih osteoblastnih stanica znacajno ekspandirana u artritisu. Isto tako,
mezenhimne stanice koStane srzi in vitro imaju veéi diferencijacijski potencijal u
osteoblastogenetskim kulturama te jace izraZzavaju enzim AP i specificne osteoblastne gene
Osx, AP, BSP i OC u odnosu na kontrolnu skupinu. Navedenim rezultatima smo pokazali da
je diferencijacijski potencijal koStane srzi miSeva s artritisom veci u odnosu na zdrave miseve.
Pretpostavljamo da je u naSem modelu artritisa koStana razgradnja, potaknuta upalom, stvorila
uvjete za pojacanu osteoblastogenezu jer se razlaganjem koStane medustanicne tvari
oslobadaju prethodno vezani faktori rasta poput IGF-I, TGF-B, FGF i BMP, koji poticu
proliferaciju i diferencijaciju mezenhimnih mati¢nih stanica prema osteoblastima (73).
Takoder, molekule izlucene od strane osteoklasta kao sto su S1P, HGF i PDGFBB uzrokuju
novacenje osteoblastnih prethodnika i njihovu diferencijaciju (73). Na taj nacin pojacana
osteoklastogeneza 1 razgradnja kosti tijekom upalnog procesa susljedno uzorkuje pojacanu
osteoblastogenezu.

Medutim, nasi rezultati su pokazali da unato¢ veéem broju osteoblastnih progenitora i

pojacanoj osteoblastogenezi in vitro, dolazi do smanjenog stvaranja kosti in vivo u miseva s
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artritisom. U bolesnika koji boluju od reumatoidnoga artritisa iznimno rijetko dolazi do
reparacije koStanih erozija i to samo u slucaju remisije bolesti uz primjenu lijekova koji
modificiraju tijek bolesti (ukljucujuéi i bioloske lijekove) i ublazavaju upalu (222, 240). U
reumatoidnom artritisu razjasnjen je mehanizam ucinka upale na aktivnost osteoblasta i
kostanu izgradnju otkricem uloge Wnt-signalnog puta u kontroli diferencijacije i funkcije
osteoblasta. Diarra i sur. su pokazali da se tijekom upale u bolesnika oboljelih od
reumatoidnoga artritisa pod utjecajem citokina, kao $to je TNF-a, u sinoviji proizvode obilne
koli¢ine molekule Dkk1, inhibitora Wnt-signalnog puta. Dkk1 je poviSen u serumu bolesnika
oboljelih od reumatoidnoga artritisa i korelira s aktivno$¢u bolesti. Upotreba anti-TNF-a
lijekova smanjuje razinu molekule Dkkl u serumu (219). Nadalje, u misjem modelu
reumatoidnoga artritisa je otkriveno da blokada anti-Dkk1 protutijelom dovodi do poboljsanja
koStane izgradnje i inhibicije koStane razgradnje. To je objasnjeno Cinjenicom da Dkkl
djeluje na diferencijaciju osteoblasta ko¢enjem diferencijacije preosteoblasta u osteoblaste i
supresijom osteoblastne aktivnosti stvaranja kosti. Nadalje, preosteoblasti stvaraju vecu
koli¢inu ¢imbenika RANKL koji poti¢e diferencijaciju osteoklasta i koStanu razgradnju, a
smanjenu koli¢inu ¢imbenika OPG, inhibitora RANKL-a, kojeg proizvode zreli osteoblasti
(210, 241, 242). Kocenje diferencijacije preosteoblasta i kocenje stvaranja kosti onemogucava
odlaganje mineralizirane koStane medustanic¢ne tvari. TNF-a u reumatoidnom artritisu takoder
potice osteocitnu proizvodnju sklerostina koji blokira diferencijaciju osteoblastnih progenitora
u osteoblaste (243). Novije istraZivanje koje su proveli Chen i sur. (244) je pokazalo da
inhibicija sklerostina zaustavlja periartikularni i sustavni gubitak kosti te poti¢e reparaciju
koStanih erozija, ali bez ucinka na otok zglobova 1 sinovitis, pogotovo u kombinaciji s
inhibicijom citokina TNF-o (245, 246). Na osnovu tih otkri¢a i rezultata naseg istrazivanja
zakljucujemo da upalni proces u artritisu potaknutom kolagenom pojacava kosStanu razgradnju
koja susljedno aktivira osteoblastne progenitore u koStanoj srzi. Medutim, upalni medijatori,
moguce putem molekula Dkk1 1 sklerostina, ko¢e diferencijaciju preosteoblasta u osteoblaste

1 stvaranje koStanog tkiva (245).
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6.3. Artritis potaknut kolagenom stvara osteoresorptivni okoli$ poticanjem mijelopoeze i

mijenjanjem izraZaja upalnih citokina i kemokina

6.3.1. U¢inak artritisa na stani¢ne populacije hematopoetskih tkiva koStanog okolisa i

periferije

Artritis potaknut kolagenom uzrokuje promjene u broju i udjelima hematopoetskih stani¢nih
populacija. Dolazi i do promjena u limfoidnim organima; zapaZeno je povecanje slezene i
poremecaj njezine arhitekture zbog pojac¢ane mijelopoeze koja rezultira ekspanzijom nezrelih
CD11b" mijeloidnih stanica. Patogenetski mehanizmi tog modela artritisa ukljucuju
kombinaciju autoinflamatornog i autoimunog odgovora. Navedene promjene se pripisuju
u¢inku CFA, odnosno emulziji ulja i mikobakterija, koji djeluje kao signal opasnosti
uzrokujuéi mijeloidnu ekspanziju 1 produkciju citokina, a zglobovi 1 druga tkiva su infiltrirani
neutrofilima i monocitno/makrofagnim stanicama, ukljuc¢ujuéi osteoklastne progenitore. To
dovodi do ostecenja zglobova i izlaganja zglobnih specificnih antigena, primjerice CII, ve¢
stvorenim protutijelima anti-CII. Predo¢ne stanice preraduju uneSeni ksenogeni¢ni CII,
aktiviraju imunoloski odgovor limfocita T i B, ¢ime se stvaraju protutijela anti-Cll koja dalje

pojacavaju artritis (185).

Proto¢nocitometrijskom analizom hematopoetskih tkiva (koStane srzi, koStanog cilindra,
slezene 1 periferne krvi) je utvrdeno da koStana srz i periferna krv miSeva s artritisom sadrzi
veéi udio makrofaga (CD11b'F4/80%), mijeloidnih DC (CD11b*CD11c") i stanica NK
(CD11b"NK1.1%) u odnosu na kontrolnu skupinu. Mijeloidne populacije uslijed upale
pojacano proliferiraju iz progenitora u koStanoj srzi, a zatim migriraju u periferiju na mjesta
tkivnih oStecenja (247). Monocitno/makrofagne stanice imaju vaznu ulogu u patofiziologiji
reumatoidnoga artritisa jer infiltriraju mjesta upale (zglob) i proizvode proupalne citokine
(primjerice TNF-a) (248, 249). Deplecija monocita pomocu specifi¢nih protutijela sprjecava
njihovo nakupljanje u panusu i ublazava upalu u artritisu potaknutom kolagenom u DBA/1
miseva (250). Osim §to imaju znacajan ucinak na razvoj upale, monocitno/makrofagne stanice
sadrze populaciju osteoklastnih progenitora koja se diferencira pomocu ¢imbenika RANKL i
M-CSF u osteoklaste, uzrokujué¢i kostanu resorpciju u reumatoidnom artritisu. Sinovijalna
teku¢ina u reumatoidnom artritisu sadrzi veci broj mijeloidnih DC, gdje one migriraju
privucene gradijentom lokalno proizvedenih citokina i kemokina ili se diferenciraju lokalno u

zglobu iz mijeloidnih progenitora pomocu faktora rasta sadrzanih u sinovijalnoj tekucini
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(251). Same DC doprinose upali proizvodnjom proupalnih citokina IL-1, IL-6 i TNF-a (251).
Nadalje, DC se mogu diferencirati u osteoklaste, s tim da osteoklasti diferencirani iz DC
proizvode vise proupalnih citokina, a osteoklasti diferencirani iz monocitnih stanica vise
protuupalnih citokina (252). U ljudi i miSeva manje je poznata uloga NK- stanica u patogenezi
artritisa. Zna se da naseljavaju mjesta upale kao $to je sinovijalna tekuéina, proizvode neke
kemokine, ukljuc¢ujué¢i CCL3, CCL4 i CCLS5 te poticu sazrijevanje monocita u DC (253).

Osim mijeloidne loze, opazene su znacajne razlike i u populacijama limfocita T i1 B.
Imunogeneticka istrazivanja reumatoidnoga artritisa upu¢uju na kljuénu ulogu aberantnih
puteva aktivacije limfocita T u inicijaciji 1 daljnjem poticanju bolesti, a najjaci dokaz koji
podrzava ulogu CD4" limfocita T u patogenezi bolesti je povezanost izmedu reumatoidnoga
artritisa i HLA-DRB1 (254). U perifernoj krvi artriti¢cnih miseva dolazi do smanjenja udjela
populacije limfocita T (CD4" i CD8") &to je vjerojatno posljedica migracije limfocita T na
mjesta zglobne upale gdje stvaraju upalne infiltrate (folikularne strukture) koji imaju ulogu u
suradnji limfocita T i B u lokalnoj proizvodnji specifi¢nih protutijela (254). Paralelno smo
nasli da je u kasnom artritisu, kada je zabiljezena i najveca razina anti-CII protutijela, povecan
udio populacije limfocita B (B220") koji doprinose patoloskom imunosnom odgovoru osim
proizvodnjom protutijela i sekrecijom citokina, kostimulacijom limfocita T i predo¢avanjem

antigena (255).

6.3.2. U¢inak artritisa na izrazaj upalnih citokina i kemokina

Promjene u broju i tkivnoj raspodjeli pojedinih imunosnih stani¢nih loza, ukljucujuéi i
osteoklastne progenitore, posljedica je promjena u diferencijaciji i migraciji pojedinih
populacija. Kemokinski signali imaju vaznu ulogu u regulaciji migracije progenitorskih i
zrelih imunosnih stanica (165). Kemokini se proizvode najvise u perifernim tkivima na
mjestima upale 1 imaju znacajnu ulogu u patogenezi upale; novace neutrofile, monocite,
nezrele DC, limfocite T 1 B te stanice NK u upaljeni zglob. Osteoklasti i osteoblasti takoder
mogu proizvoditi kemokine i izrazavati kemokinske receptore te tako djelovati na kostani
okoli§ i stanice imunosnog sustava.

Analiza kemokina CCL2 i CCL5 u nasem modelu je pokazala njihov pojacan genski izrazaj u
koStanoj srzi, koStanom cilindru, slezeni 1 perifernoj krvi u miSeva s artritisom. CCL2
proizvode makrofagi, endotelne stanice, sinovijalni fibroblasti i hondrociti u upaljenim

zglobovima bolesnika oboljelih od reumatoidnoga artritisa. Prethodna istrazivanja takoder su
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pokazala poviSene razine kemokina CCL2 u sinovijalnoj tekucini i serumu oboljelih od
reumatoidnoga artritisa (164). NaSe istrazivanje (neobjavljeni rezultati) je pokazalo da
bolesnici oboljeli od reumatoidnoga artritisa imaju povisenu razinu CCL2 u serumu, koja
korelira s brojem osteoklasta diferenciranih iz mononuklearnih stanica periferne krvi. Isto
tako smo nasli pozitivnu korelaciju izmedu izrazaja CCL2 u osteoklastima diferenciranim iz
mononuklearnih stanica sinovijalne tekucine i broja diferenciranih osteoklasta. Kim i sur.
pretpostavljaju da osteoklasti stimulirani RANKL-om $alju kemokinske signale da bi privukli
osteoklastne progenitore na mjesta pojacanog izrazaja RANKL-signala, §to rezultira fuzijom
mononuklearnih stanica u multinuklearne osteoklaste (256).

Ranija istrazivanja pokazuju da je kemokin CCLS5 ukljucen u patogenezu reumatoidnoga
artritisa; poti¢e novacéenje osteoklastnih progenitora na mjesta upale, a sami osteoklasti imaju
sposobnost lucenja CCLS5 c¢ime poticu osteoblastnu kemotaksiju pojacavajuéi izrazaj
kemokinskih receptora i migraciju stanica na mjesta koStane razgradnje (170). Yu i sur. su
pokazali in vitro da preosteoklasti u koStanoj srzi izrazavaju CC-kemokinski receptor 1
(CCR1) te da osteoblasti koji proizvode kemokine CCL2, CCL5 i CCL7 poti¢u kemotaksiju
preosteoklasta, stimuliraju fuziju osteoklastnih prekursora u ve¢e multinukearne osteoklaste te
pojacavaju pokretljivost i migracijska svojstva zrelih osteoklasta (257).

U nasSoj studiji izrazaj TNF-a povecan je u slezeni i perifernoj krvi miSeva s artritisom, a IL-6
u perifernoj krvi i kostanom cilindru. TNF-o proizvode imunosne stanice, osteoblasti i
osteoklasti (121), a veZe se za receptore koji se nalaze na osteoklastnim prethodnicima i
zrelim osteoklastima te pojacava diferencijaciju i aktivnost osteoklasta (122). Nadalje, ovaj
proupalni citokin snazno poti¢e izrazaj molekule Dkkl1, ¢ime pozitivno djeluje na
osteoklastogenezu povecavaju¢i omjer RANKL/OPG (125). S druge strane, TNF-a djeluje i
na osteoblaste inhibicijom njihove diferencijacije 1 sazrijevanja, uz zapazeno smanjenje
izrazaja AP i OC (131-132). In vitro, dodatak TNF-o u pre-osteoblastne stani¢ne kulture
smanjuje izrazaj kljunog transkripcijskog faktora osteoblasta Runx2 (133), te, takoder,
uzorkuje apoptozu pre-osteoblastnih stani¢nih linija (46). Prekomjeran izrazaj 1L-6, koji se
nalazi u serumu i sinovijalnoj teku¢ini oboljelih od reumatoidnog artritisa, je povezan s
pojacanim gubitkom kosti i povecanim brojem osteoklasta (143). In vitro, IL-6 potice
otpustanje RANKL-a od strane osteoblasta (144), a novije studije su pokazale smanjenu in
vitro i in vivo diferencijaciju osteoklasta blokadom receptora za I1L-6 (145).

U okviru ove disertacije analizirali smo izrazaj nekoliko proupalnih molekula vaZnih u
regulaciji kostane pregradnje. U nastavku istrazivanja analizirat ¢emo detaljnije obrazac

luéenja proupalnih medijatora, njihovo stani¢no podrijetlo i tkivnu distribuciju, kako bi
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detaljno razjasnili medudjelovanje imunosnih i koStanih stani¢nih loza te mehanizme koStane

razgradnje tijekom upalnih bolesti zglobova.
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7. ZAKLJUCCI

1. Analiza dinamike koStanog metabolizma u lokalnim koStanim lezijama, dugim kostima i
kraljeScima in Vivo u artritisu potaknutom kolagenom pokazala je poremecaj koStane
pregradnje, u kojem preteze kostana razgradnja, Sto susljedno izaziva gubitak koStane mase.
Navedene promjene potvrduju da je istrazivani model prikladan za proucavanje promjena
kostanog metabolizma 1 gubitka kosti, te nalikuje koStanim poremecajima u bolesnika

oboljelih od reumatoidnoga artritisa.

2. U artritisu potaknutom kolagenom dolazi do gubitka subhondralne i periartikularne kosti
uslijed lokalne upale (osteitisa i sinovitisa), koja narusava lokalnu ravnotezu izmedu koStane

razgradnje osteoklastima 1 koStane izgradnje osteoblastima.

3. U artritisu potaknutom kolagenom dolazi do sustavnog gubitka kosti tj. do gubitka
volumena trabekularne kosti u slabinskoj kraljeznici. To je posljedica sustavne upale i
djelovanja oslobodenih proupalnih citokina i kemokina koji poti¢u migraciju osteoklastnih
progenitorskih stanica iz koStane srzi u cirkulaciju, te njihovo naseljavanje u kostano tkivo i

susljednu razgradnju kosti.

4. Proto¢nocitometrijska analiza osteoklastnih progenitorskih stanica koStane srzi, koStanog
cilindra, slezene 1 periferne krvi pokazuje da miSevi s artritisom potaknutim kolagenom imaju
viSe progenitorskih stanica u odnosu na kontrolne miSeve. Osteoklastna progenitorska
populacija u ko$tanoj srzi i koStanom cilindru se nalazi podjednako u subpopulacijama
fenotipa CD3'B220'NK1.1°CD11b™*CD115°CD117" i CD3'B220'NK1.1'CD11b™*"
CD115'CD117, a u slezeni i perifernoj krvi u subpopulaciji fenotipa CD3'B220°NK1.1"
CD11b*CD115°Gr-1".

5. Hematopoetske stanice koStane srzi, koStanog cilindra, slezene i periferne krvi miSeva s
artritisom imaju pojacan osteoklastogenetski potencijal in vitro u odnosu na kontrolnu
skupinu. Veci broj diferenciranih osteoklasta pracen je vecom aktivno$¢u enzima TRAP u
staninim lizatima, a diferencirani osteoklasti jace izraZavaju specifi€ne osteoklastne gene
RANK, CalcR i Cat K. Pretpostavljamo da kroni¢ni imunosni podrazaj uzrokuje povecanje

frekvencije 1 aktivnosti osteoklastnih progenitora u koStanoj srzi i cirkulaciji.
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6. Proto¢nocitometrijska analiza osteoblastnih progenitorskih stanica koStane srzi pokazuje da
misevi s artritisom potaknutim kolagenom imaju vise mezenhimnih progenitorskih stanica i
zrelijih stanica osteoblastne loze u odnosu na kontrolne miseve. Mezenhimna progenitorska
populacija u kostanoj srzi se nalazi u subpopulaciji fenotipa CD45 Ter119°B220°CD166 Sca-
1%, a zrelije osteoprogenitorske stanice u subpopulaciji fenotipa CD45Ter119'B220°
CD166"Sca-1".

7. Osteoblastogenetski potencijal mezenhimnih stanica koStane srzi povecan je in vitro u
miSeva s artritisom u odnosu na kontrolnu skupinu. Veéi broj osteoblasta u kulturi je praéen
vecom aktivno$éu enzima AP u stani¢nim lizatima, a osteoblasti diferencirani iz kulture
kosStane srzi miSeva s artritisom jace izrazavaju specifi€ne osteoblastne gene Osx, AP, BSP 1
OC. Pretpostavljamo da se pojacana osteoblastogeneza razvija sekundarno, kao posljedica
pojacane razgradnje koStanog matriksa i oslobadanja faktora koji poticu osteoblastnu

proliferaciju i diferencijaciju.

8. Dinamicka histomorfometrija upucuje da je u miseva s artritisom potaknutim kolagenom
aktivnost osteoblasta in vivo smanjena uslijed upale. To dovodi do smanjenog stvaranja
mineralizirane koStane medustani¢ne tvari 1 posljediénog smanjenja koStane mase, unatoc¢
ve¢em broju osteoblastnih progenitora u koStanoj srZi i pojacanoj diferencijaciji prema

osteoblastnoj lozi in vitro.

9. U artritisu potaknutom kolagenom dolazi do promjena u stani¢nim lozama koStane srzi.
Posebice je vazno povecavanje udjela populacija mijeloidne loze; makrofaga, mijeloidnih DC
1 stanica NK. Pojac¢ana mijelopoeza povezana je s vecim osteoklastogenetskim potencijalnom
jer se osteoklasti mogu diferencirati iz monocitno/makrofagnih i DC, a same imunosne stanice
(makrofagi, DC 1 stanice NK) imaju sposobnost lu¢enja proupalnih citokina i kemokina ¢ime

se stvara pro-osteoklastogenetski okolis.

10. U perifernoj krvi miSeva s artritisom dolazi do prolaznog povecanja udjela populacije
limfocita B, S§to bi moglo biti povezano s pojacanom proizvodnjom anti-kolagenskih
protutijela. Usporedo dolazi do smanjenja udjela populacije limfocita T, za koje
pretpostavljamo da naseljavaju zahvacene zglobove ili se prolazno zadrZzavaju u perifernim

limfnim tkivima.
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11. Upalni okolis$ u artritisu potaknutom kolagenom djeluje na stanice kostanog i imunosnog
sustava. Pojacana proizvodnja proupalnih citokina (TNF-a i IL-6) i kemokina (CCL2 i CCL5)
vjerojatno potice migraciju osteoklastnih progenitora iz koStane srzi te njihovu diferencijaciju
1 aktivnost na koStanim povrSinama. U isto vrijeme citokinski i kemokinski signali djeluju na
migraciju imunosnih stanica iz ko$tane srzi i perifernih limfnih tkiva do mjesta tkivnih i

zglobnih ostecenja, gdje proizvodnjom citokina pridonose upalnom procesu.
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8. SAZETAK

Artritis potaknut kolagenom se koristi kao mi$ji model reumatoidnoga artritisa. Postupak
izazivanja artritisa u miSeva C57BL/6 se provodi intradermalnim ubrizgavanjem emulzije
kokosjeg kolagena tipa Il (CIl) i kompletnog Freundovog adjuvansa. Nakon tri tjedna
ponavlja se imunizacija davanjem emulzije CIlI i inkompletnog Freundovog adjuvansa.
Patogeneza artritisa potaknutog kolagenom je slozena 1 ukljucuje kombinaciju
autoinflamatornog i autoimunog odgovora. Najprije dolazi do ekspanzije mijeloidne loze i
produkcije citokina te infiltracije zglobova neutrofilima i monocitno/makrofagnim stanicama,
Sto izaziva oSteCenje zglobova. Zglobni specificni kolagenski antigeni CII izlozeni su
protutijelima anti-CII koja su nastala kao rezultat obrade ksenogeni¢nim CII te poticanjem
limfocitnog T i B odgovora.

Cilj ovog istrazivanja je bio utvrditi dinamiku kosStanog metabolizma u lokalnim koStanim
lezijama, razli¢itim dijelovima dugih kostiju i kraljeScima in vivo nakon induciranja artritisa.
Takoder je analiziran broj osteoklastnih progenitora u hematopoetskim tkivima i osteoblastnih
progenitora u koStanoj srzi te njihov diferencijacijski  osteoklastogenetski i
osteoblastogenetski potencijal.

U miSeva s artritisom potaknutim kolagenom dolazi do gubitka subhondralne 1 periartikularne
kosti te do sustavnog gubitka kosti. Lokalna upala (osteitis i sinovitis) uzrokuje povecanje
broja osteoklastnih progenitora u kostanoj srzi i njihovu pojacanu diferencijaciju in vitro te
potice njihovu funkcionalnu sposobnost razgradnje kosti neposredno ispod zglobne hrskavice
I periartikularno. Pretpostavka je da, kao posljedica razgradnje kosti, dolazi do oslobadanja
koStanih cimbenika rasta iz koStanog matriksa te do povecanja broja osteoblastnih
progenitora. S druge strane, proupalni citokini koji su pojafano izraZzeni mogu inhibirati
funkcionalnu aktivnost osteoblasta. Kemokini CCL2 i CCLS, ¢iji je izrazaj u ko$tanoj srzi,
slezeni 1 perifernoj krvi pojaCan u artritisu potaknutom kolagenom, poticu migraciju
osteoklastnih progenitora iz koStane srzi u cirkulaciju. U miSeva s artritisom nalazimo veci
broj perifernih osteoklastnih progenitora, te povecan osteoklastogenetski potencijal tih stanica
in vitro. Povecan udio mijeloidnih stani¢nih subpopulacija u kostanoj srzi i perifernoj krvi
pridonosi stvaranju osteoresorptivnog okoliSa povecanjem osteoklastne diferencijacije iz
monocitno/makrofagnih 1 dendriti€nih stanica te pojacanim izraZzajem proupalnih citokina,
¢ime se koStana pregradnja u artritisu potaknutom kolagenom pomice na stranu razgradnje.

Ublazavanjem upale, s trajanjem artritisa, dolazi do poticanja koStane izgradnje, $to se o€ituje
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povecanjem volumena trabekularne kosti metafiza bedrenih kostiju i slabinskih kraljezaka u
miseva s vrlo kasnim artritisom.

Temeljni zakljucak ovog istrazivanja je da u mi§jem modelu reumatoidnoga artritisa dolazi do
povecanja udjela 1 aktivnosti najpotentnijih subpopulacija osteoklastnih progenitora unutar
kostane srzi i u cirkulaciji. Ti mobilizirani progenitori mogu dalje naseljavati kostano tkivo,
Sto se ocituje pojacanom razgradnjom kosti. KoStana razgradnja susljedno potice
usmjeravanje mezenhimnih progenitorskih stanica prema osteoblastnoj lozi. S druge strane
upalni okoli$ ko¢i diferencijaciju osteoblasta in vivo, vjerojatno blokiranjem Whnt-signalnog
puta, pa je konacni u¢inak artritisa smanjenje koStane izgradnje. SloZene promjene u udjelima
hematopoetskih i mezenhimnih stani¢nih loza pradene su promjenama u izrazaju kljucnih

proupalnih citokina i kemokina.
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9. SUMMARY

Marina Iki¢ MatijaSevi¢, MD: Differentiation and activity of osteoblasts and osteoclasts in a

mouse model of rheumatoid arthritis; 2013

Collagen induced arthritis is a commonly used mouse model of rheumatoid arthritis. Protocol
to induce arthritis in C57BL/6 mice includes intradermal injection of the emulsion containing
chicken collagen type Il (CIl) and complete Freund's adjuvant. After three weeks,
immunization is boosted with an emulsion of CIlI and incomplete Freund's adjuvant. The
pathogenesis of collagen induced arthritis is complex, comprising both autoinflammatory and
autoimmune response. Initially, immunization induces myeloid expansion and cytokine
production, and subsequent infiltration of joint with neutrophil and monocyte/macrophage
cells, leading to joint impairment. Joint destruction exposes join-specific collagen antigens
(ClI) to anti-ClI antibodies produced in response to xenogeneic Cll by T and B lymphocyte
mediated immune reaction.

The aim of this study was to determine the dynamic of bone metabolism in local bone lesions,
different sites of long bones and vertebrae in vivo following arthritis induction. Also, the
number of osteoclast progenitors in various hematopoietic tissues and osteoblast progenitors
in the bone marrow was assessed, as well as their osteoclastogenic and osteoblastogenic
differentiation potential.

Collagen induced arthritis in mice causes loss of subchondral and periarticular bone as well as
systemic bone loss. Local inflammation (synovitis and osteitis) induces an increase in the
number of osteoclast progenitors in bone marrow and their increased differentiation potential
in vitro. Also, it promotes their functional ability to degrade subchondral and periarticular
bone. We proposed that bone growth factors are released from the bone matrix as a result of
bone resorption, leading to an increase in the number of osteoblast progenitors. On the other
hand, highly expressed proinflammatory cytokines may inhibit the functional activity of
osteoblasts. Chemokines CCL2 and CCL5, whose expression in the bone marrow, spleen and
peripheral blood is increased in collagen induced arthritis, stimulate osteoclast progenitors to
migrate from the bone marrow into the bloodstream. In arthritic mice, we observed higher
proportion of peripheral osteoclast progenitors and their increased osteoclastogenic potential
in vitro. Expansion of myeloid cell subpopulations in the bone marrow and peripheral blood

contributes to the osteoresorptive environment by enhancing osteoclast differentiation from

108



monocyte/macrophage and dendritic cells, and increasing the expression of proinflammatory
cytokines. The net effect on bone remodeling is predominance of osteoresorption. With the
duration of arthritis inflammation gradually attenuates allowing intensified bone formation, as
evidenced by the increased volume of trabecular bone in the metaphyseal area of femur and
lumbar vertebrae in the very late stage of arthritis.

In general, we concluded that in a mouse model of rheumatoid arthritis there is an increase in
the proportion and activity of most potent subpopulations of osteoclast progenitors within the
bone marrow and in circulation. These mobilized progenitors can further home to bone tissue,
as evidenced by an increased bone resorption. Consequently, bone degradation induces
differentiation of mesenchymal progenitor cells toward osteoblast lineage. On the other hand,
inflammatory environment may inhibit osteoblast differentiation in vivo by blocking Wnt-
signaling pathway, so the final effect of arthritis is decreased bone formation. Complex
changes in the proportions of hematopoietic and mesenchymal cell lineages are associated

with changes in the expression of key proinflammatory cytokines and chemokines.
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